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Introduction Générale

La gestion et le respect de notre environnement, constituent un défi auquel les sciences
appliquées et toutes les branches de l'innovation doivent participer. Depuis quelques
années, la prise de conscience du déreglement climatique a accéléré cette tendance. Ainsi
mis a part quelques fortes tétes, illuminées par la vitale persistance de leur modele
économique linéaire, une partie de la pensé productive semble se tourner vers des modeles
de développement circulaires. Au prélevement des matiéres premiéres, leur transformation
en services et objets puis leur mise a I'écart, ils préferent proposer des objets et services,
issus de filieres de production ou d’activités variées qui doivent in fine retourner au coeur de
nouveaux processus par leur réemploi, recyclage ou retransformations.® Pour ce faire ils
préconisent la maitrise des prélevements des matiéres premiéres et la recherche
d'alternatives aux ressources fossiles en explorant les différentes voies de valorisation de la
biomasse non alimentaire pour des applications en agronomie, énergie, matériaux et chimie
verte. La trés abondante biomasse rassemble toutes les ressources organiques, qu’elles
soient d’origine végétale ou animale. Elle est composée a 25% de lignine (C40H4405), et a 75%
de carbohydrates comme la cellulose (CgH100s) ou I’"hémi-cellulose et se forme dans le sous-
sol par divers processus biologiques. De plus elle dégage en générale trés peu de gaz a effet
de serre. Les huiles végétales sont des éléments majeurs de la biomasse, elles ont été
valorisées dans différents domaines. Dans le domaine énergétique, les esters méthyliques
des huiles de soja ou colza sont incorporés dans les biodiesels. Ce carburant alternatifs
progressent doucement avec 1 % de la consommation mondiale (figure 1).” Dans le domaine

des matériaux, les huiles végétales comme I'huile de ricin sont également présentes dans
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Figure 1 : a) Evolution de la consommation de biocarburants éthanol et biodiesel dans le monde. b)
Evolution du prix des huiles végétales, du biodiesel et du gazole en Europe.2
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certains objets du quotidien composés de polyamide 100 % végétal® (société Arkerma,
gamme OIeris®), dans des équipements plastiques résistants dans les voitures”, ou encore
dans des sacs en plastique a base d'huile de chardon.”” Dans les produits de santé, a
I'exception de quelques dispositifs médicaux®, les polymeéres biosourcés ne proviennent pas
d'huiles végétales. Aussi concevoir de nouveaux matériaux alliant huiles végétales et chimie
verte nous est apparu comme un axe de recherche innovant, répondant a un besoin
nécessaire dans le domaine pharmaceutique notamment pour le contréle de la libération de
molécules thérapeutiques. Notre stratégie fut alors de transformer des huiles végétales en
matériaux solides grace a une association avec un élément minéral, la silice. Les matériaux
résultants seront des hybrides aux propriétés modulables en fonction des matiéres
premieres utilisées. A titre d’exemple, des hybrides a base de polymeres naturels (collagéne,

chitosane...) ont été explorés en recherche pour des applications en santé.>™°

Dans ce contexte, une collaboration a été initiée entre deux équipes de recherche de
I'Institut Charles Gerhardt de Montpellier : 1AM (Ingénierie et Architectures
Macromoléculaires) et MACS (Matériaux Avancées pour la Catalyse et la Santé). Un des
champs d'expertise de I'équipe IAM est le développement de précurseurs polymeéres issus de
matieres premieres naturelles pour la synthese de matériaux fonctionnels plus respectueux
de l'environnement. Ainsi, des plastiques tels que des polyuréthanes ou des résines
phénoliques sont obtenus a partir de sucres, d'huiles ou de phénols naturels. L'équipe MACS
possede une expertise dans la recherche de matériaux destinés a des applications pour la
santé pour la formulation et la libération contrdlée de principes actifs, le développement de
matériaux biomimétiques pour l'ingénierie tissulaire. Cette collaboration nous a conduit a
explorer le « développement de systemes microparticulaires a base d’huiles végétales
réticulées par voie sol-gel pour la libération de principes actifs pharmaceutiques » pour
répondre a un double défi : innover dans le domaine de la santé en développant des
matériaux biosourcés hybrides et mettre au point des procédés respectant les
considérations environnementales. Cette recherche s'est donc développée a l'interface entre
deux disciplines : la chimie pour la synthese d'huiles silylées et le contrdle de la réaction sol-
gel d’un coté et la formulation pharmaceutique de systémes lipidiques et leur caractérisation

d’autre part.
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Dans un premier chapitre, un état des lieux de I'utilisation des lipides en pharmacie a été
réalisé afin de comprendre pourquoi ces composés sont particulierement intéressants. Nous
avons détaillé leur procédé de mise en forme et leur présence dans les médicaments
commercialisés ou en développement du fait de leurs propriétés physico-chimiques mais
aussi de leur innocuité. Puis, les principes de la chimie verte et de la chimie sol-gel (ou
chimie douce) sont présentés. Des exemples d'études concernant la valorisation de lipides
naturels pour l'obtention de polymeres ont été décrits pour illustrer 'émergence de ces
nouvelles chimies. La chimie sol-gel appliquée aux lipides quant a elle a été considérée a
travers |'étude de rares matériaux hybrides aux propriétés intéressantes et applications

variées.

Par la suite, trois chapitres expérimentaux permettent de suivre les différentes voies
étudiées pour répondre efficacement a la problématique énoncée. Le premier de ces trois
chapitres rassemble un certain nombre de travaux préliminaires sur les huiles époxydées qui
nous ont permis d'aborder le sujet et de clairement en identifier les points clés. Ainsi les
premiers essais ont concerné le choix des matiéres premiéres, leur modification chimique
pour la synthése de précurseurs, l'identification de méthodes analytiques adaptées ou
encore la mise en forme de particules blanches et chargées. Nous avons travaillé avec
différentes huiles végétales époxydées de soja et de lin et avons réalisé leur silylation avec
un réactif porteur d'une amine. Un procédé de mise en forme par simple émulsion a permis
I'obtention de microparticules réticulées par voie sol-gel capables de piéger une molécule
d'intérét. Différentes stratégies de caractérisation ont été testées. Le second chapitre
détaille la fonctionnalisation d'une huile hydroxylée, I'huile de ricin, par une voie hydroxy-
isocyanate, sa mise en forme par le biais d'un procédé en émulsion adapté pour |'obtention
de microparticules hybrides ainsi que l'encapsulation et la libération d'un principe actif
modele. De plus, ce second chapitre expérimental explore le mécanisme de libération du
principe actif et met en évidence la relation entre la composition des microparticules et leurs
cinétiques de libération. Le troisieme et dernier chapitre expérimental s'attache a mieux
comprendre les réactions chimiques ayant cours lors de la réticulation des microparticules
grace a une technique d'analyse in situ, des caractérisations mécaniques ainsi que la mesure
de degrés de condensation. Cette étude a permis I'optimisation du procédé, notamment en

évaluant différents catalyseurs pour limiter les risques de toxicité.
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Enfin la discussion générale, met en lumiere les axes principaux a approfondir pour le
développement futur d'une plateforme de matériaux hybrides dédiée a la formulation de
différents principes actifs. Ainsi sont détaillés, point par point les verrous que nous avons

levés ainsi que les éléments qu'il reste a comprendre, détailler ou explorer.
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Chapitre | — Revue bibliographique

La premiére partie de ce manuscrit vise a définir et illustrer 3 disciplines utilisant les lipides
comme matiéres premieres : la formulation pharmaceutique, la chimie des polyméres et la
chimie sol-gel. Ainsi cette revue bibliographique s’attache dans un premier temps a détailler
les raisons pour lesquelles I'industrie pharmaceutique utilise depuis de nombreuses années
des lipides comme excipients. En effet, leur utilisation permet de répondre a un certain
nombre de problématiques inhérentes a la mise au point de médicaments comme la
solubilisation, la protection ou la libération prolongée de principes actifs. Les formes
développées sont classiques (émulsions, liposomes) ou plus innovantes (implants,

nanoparticules) afin d'augmenter I'efficacité des traitements, réduire les effets secondaires.

Dans un second temps, les principes de la chimie verte sont détaillés, ils ont pour objectifs
de réduire l'impact environnemental ainsi que les risques sur la santé humaine. Ces 12
principes exposent pourquoi les matieéres premiéeres naturelles, notamment les huiles
végétales, peuvent étre valorisées dans le cadre de la préparation de polyméres et comment
de nombreuses voies chimiques permettent leur synthése dans des conditions compatibles
avec des applications pharmaceutiques. Le concept de la chimie sol-gel est un parfait
exemple de chimie verte. Utilisée pour la synthése de matériaux polyméeres en milieu
aqueux, elle permet également I'obtention de matériaux hybrides inorganiques/organiques.
Dans le domaine de la santé ce type de matériaux a été développé avec des matiéeres

premiéres d'origine naturelle, a I'exception des lipides.

Notre projet de développer des matériaux pour des applications pharmaceutiques, en
s'imposant des considérations environnementales avec l'utilisation d'huiles végétales et
d'une chimie sol-gel apparait donc au regard de cette étude bibliographique, cohérent et

innovant.
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1 Leslipides, excipients en formulation galénique

La formulation galénique est une discipline qui se consacre a la préparation de médicaments
a l'aide d'excipients et de procédés particuliers ; elle a pour but de mettre en forme des
principes actifs (PA), entrant dans la composition d'un médicament. Un médicament est
défini comme "toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute
substance ou composition pouvant étre utilisée chez I'homme ou chez I'animal, pouvant leur
étre administrée en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique" (article L5111-1 Code de la Santé Publique). Les principes actifs sont des
molécules aux propriétés physico-chimiques variées, ils peuvent étre d'origine synthétique
(dexamethasone, itraconazole, paclitaxel...), naturelle (Gingko biloba...) ou issus des
biotechnologies (érythropoiétine, insuline...). Leurs masse molaire, solubilité, pKa*, logP* ou
encore stabilité vont conditionner leur devenir dans I'organisme, c'est-a-dire leur absorption
et distribution jusqu'a leur site d'action®, leur réponse pharmacologique*, leur
métabolisme* et finalement leur élimination. Le choix pertinent des formes
pharmaceutiques a développer (comprimés, cremes, aérosols) et des voies d'administration
associées (voie orale, cutanée, pulmonaire...) permettront d'assurer ce devenir ou de le
modifier pour améliorer la réponse pharmacologique. Ainsi, les missions du formulateur
galéniste sont de deux types : I'amélioration de la réponse pharmacologique en augmentant
la solubilité ou la stabilité du principe actif dans les milieux physiologiques et I'amélioration
du confort du patient notamment en limitant les effets secondaires et en diminuant le
nombre d'administrations. L'utilisation d’excipients est indispensable a cette mise en forme ;
ils possedent des caractéristiques physico-chimiques tres différentes mais tous doivent
présenter des propriétés d'inertie aux doses utilisées, méme si certains peuvent entrainer
des effets néfastes, ou "effets notoires". Ils sont classés par famille chimique (lipides,
glucides, protéines) ou par roles (solvants, émulsionnants, conservateurs...). Les lipides sont
des excipients incontournables en formulation galénique pour de nombreuses formes

pharmaceutiques classiques (émulsions — cf. p. 45) ou élaborées (nanoparticules lipidiques -

* Le signe « * » renvoi au Glossaire.
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cf. p. 47). Définis comme des corps gras, les lipides sont des molécules hydrophobes ou
amphiphiles possédant de longues chaines carbonées linéaires ou cycliques. Cette famille
comprend des triglycérides d'origine naturelle ou hémi-synthétique, des acides, alcools et

esters gras ou encore des hydrocarbures (Tableau 1)."

Nous allons dans un premier temps mettre en évidence la place des formulations lipidiques
dans les médicaments et expliqguer comment et pourquoi elles répondent aux
problématiques de formulation en terme de solubilité, stabilité ou encore de confort du
patient. Puis nous détaillerons les principales propriétés des lipides dans leur réle d'excipient
notamment leurs interactions avec l'organisme a travers leur biocompatibilité et

biodégradabilité.
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Tableau 1 : Exemples d'excipients lipidiques entrant dans la composition de médicaments
Famille Nom Formulet

Acides gras Acide oléiqueT (C1gH3405)

Acide stéarique (C15H3603) /\/\/\/\/\/\/\/\)LOH

Acide gras de soja

Alcools gras Alcool cétyliquet (C16H340)
Alcool stéarylique (C1gH350)

Esters d'acides Esters gras 0
gras Palmitate de cétylet /\/\/\/\/\/\/\)]\0
(C32He402) T O N e T T
Glycérides
monobehénate de glycérolt JOK/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
(Ca5Hs004) °
Tricaprylate de glycérol EOH
(C27H4406) OH

Glycérides polyoxyéthylés
Triglycérides végétaux et
hémi-synthétiques o

Type oléique Cig.1 (ricint) OJWV\/V\(\N\
Type linoléique Cys., (soja) O—EL/\/\/\/\/\?\/\/\

Type linolénique Cyg:3 (lin) 0 OH

Type palmitique Cy¢.0 (palme) O_U\/\/\/\/\*/\/\/\/\
Type laurique Cy;.0 (nOix coco)
Polyoxyl 40 d'huile de ricin

Cires : Cire issue du pétrole iHP, C3H;
mélange cire microcristallinet H3C_EH_ H- H—CHz—éH-CHZ—CH_%
d es|ters gras Clre_s ammalgs R H-(CH,),-CHs

et d'alcools abeille, lanoline H

gras Cires végétales :

4-éthyl-7-isopropyl-6,8-diméthylundécane

Phospholipides Synthétiques

dipalmitoyl- . o AN
phosphatidyléthanolamine™ /\/\/\/\/\/\/\)(,Lo 6
Végétaux PN NN W
________________________ phosphatidylcholinedesoja
Stérols Cholestérolt

HO
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1.1 Réles des lipides dans les formulations pharmaceutiques
1.1.1 Solubilisation de principes actifs

Les principes actifs en développement ou commercialisés sont en grande partie peu ou pas
solubles dans I'eau et donc dans les liquides physiologiques, respectivement on estime que
cette part correspond 3 70 % et 40 % des molécules développées.®* Cet inconvénient majeur
a pour conséquence de rendre difficile voir impossible I'obtention d’une concentration
suffisante dans la circulation systémique* et d'assurer I'action thérapeutique. En effet,
I'insolubilité d'un principe actif rend difficile son passage des membranes physiologiques
(perméabilité). Perméabilité et solubilité sont liées et elles permettent d'évaluer in vivo la
biodisponibilité d’un principe actif selon une classification qui a été établie avec 4 types de
profils de molécules (Figure 1).° Selon cette classification, les principes actifs de classe |
présentent des solubilités et perméabilités importantes alors que ceux de classe IV sont
insolubles et possédent une faible perméabilité. Par définition un principe actif est considéré
comme ayant une haute solubilité lorsque la quantité correspondant a une prise maximale
est soluble dans 250 mL d'un milieu aqueux avec un pH allantde 1a 7,5a 37 +1 °Cet sa
vitesse de dissolution est considérée comme rapide quand 85 % de cette quantité est
solubilisée en moins de 30 minutes. De plus, quand plus de 90 % de la dose de principe actif
initialement administrée est absorbée a travers la barriére intestinale, elle présente une
haute perméabilité.® Les principes actifs de classe IV vont nécessiter des stratégies de
solubilisation, comme par exemple pour le paclitaxel (anticancéreux) solubilisé dans des

micelles ou la ciclosporine (immunosuppresseur) dans des microémulsions (Figure 2).°

+ Classell Classel

" Faible solubilité Haute solubilité
£ | Hauteperméabilité ~ Haute perméabilité
3

‘L

g ClasselV Classelll

& Faible solubilité Haute solubilité

Faible perméabilité  Faible perméabilité

\ 4

- Solubilité +

Figure 1 : Systeme de classification biopharmaceutique des principes actifs (Biopharmaceutics Classification
System, BCS).
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Tableau 2 : Classification des systemes lipidiques de type solutions et émulsions pour la voie orale.

Types
I Il A 1] v
Triglycérides 100 % 40-80 % 40-80 % <20% -
Tensioactifs -
Lipophiles - 20-60 % 20-40 % - -
Hydrophiles - - 20-40 % 20-50 % 80-100 %
Co-solvants - - 0-40 % 20-50 % 0-20%
Systeme solution SEDDS SMEDDS/SEDDS  SMEDDS Micelles

Parmi les stratégies utilisées, la modification chimique de la molécule thérapeutique, permet
d’augmenter ses propriétés de perméabilité et de solubilité en greffant des groupements
hydrophiles ou en travaillant sur sa structure cristalline et ses différents polymorphes. Mais
ces optimisations sont longues et colteuses et l'industrie pharmaceutique leur préfere
['utilisation de procédés pharmaceutiques comme la réduction de taille, ou la formulation
des principes actifs dans des formes (émulsions, microcapsules, cyclodextrines), qui
permettent de favoriser leur solubilité et d’accélérer leur cinétique de dissolution.” Pour
cette seconde stratégie, les lipides sont des excipients largement utilisés, dans les
différentes formes pharmaceutiques. Certaines sont décrites dans une classification
introduite par Pouton et al® (Tableau 2) qui s'intéresse exclusivement aux solutions et
émulsions administrées par voie orale et distingue 4 catégories de formulations selon leur
pourcentage en lipides et tensioactifs. Cependant les systemes lipidiques ne se limitent pas
seulement a ce type de formulations liquides et englobent également des nanoparticules,

liposomes, implants, comme nous allons |'exposer.

a)

Pactitaxel / log P = 3,2 Ciclosporine/logP = 3,6
Micelles et nanoparticules d’albumine SMEDDS et microémulsions

Figure 2 : Formule développée de deux principes actifs lipophiles de classe IV et leurs formulations : a)
paclitaxel, anticancéreux b) ciclosporine immunosuppresseur.
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Les solutions lipidiques

Les solutions lipidiques sont des préparations ou le principe actif est dispersé a |'état
moléculaire. Leur intérét réside dans la facilité de mise ceuvre mais doit tenir compte de
certains parametres comme la stabilité, la conservation, la stérilisation, la concentration a
saturation du principe actif ou encore I'adaptation a la voie d’administration. Les solutions
lipidiques sont destinées a toutes les voies d’administration (Tableau 3), les voies les plus
courantes étant la voie orale et intra-musculaire. Elles utilisent le plus souvent des
triglycérides d’origine végétale (huile de mais, de ricin, de soja) ou d'huiles hémi-
synthétiques (hydrogénées) dotées d'un pouvoir solubilisant intéressant (grace a leur
polarité ou légere amphiphilie). A titre d’exemple la ciclosporine possede, chez I'adulte, un
effet thérapeutique pour des doses comprises entre 350 a 1000 mg par jour. Or cette
molécule est pratiquement insoluble dans I'eau (7 mg-L™), elle a pu étre solubilisée a I'aide
d’huiles végétales (10 g-L™") ou dans un solvant comme I’éthanol (25 g-L'"). Neoral® solution
pour voie orale est une spécialité ou la ciclosporine est formulée a I'aide d’huiles végétales
associées a l|'éthanol comme co-solvant. Pour faciliter I'administration, des solutions
lipidiques peuvent étre encapsulées dans des capsules molles destinées a la voie orale.
L'enveloppe des capsules est composée de gélatine, de glycérine et d’eau. Leur intérét est
d'avoir une forme unidose et de masquer un go(t désagréable pour le patient, comme dans
le cas du calcitriol qui est solubilisé dans des triglycérides a chaines moyennes pour le

traitement du rachitisme (Rocaltrol®).
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Tableau 3 : Exemples de formes pharmaceutiques lipidiques, leur voie d’administration (IM =

Intramusculaire ; IV = Intraveineux ; VO = Voie orale), le type de principe actif (PA) solubilisé, les
lipides utilisés et leurs noms commerciaux.

Forme Voie PA (log P) Excipients Spécialité
M testostérone (3,3) Huile de ricin Androtardyl®
M alpha-tocophérol Huile de ricin Vitamine E
acétate (8,0) hydrogénée Nepalm®
VO calcitriol (5,1) TE|egcer|des a Rocaltrol®
chaines moyennes
i Huil is et
Solution VO ciclosporine (2,9) une fiiir:als © Neoral®
. . . Triglycérides a )
Oculaire  ciclosporine (2,9) N Ikervis®
chaines moyennes
Prép.
Oculaire  ciclosporine (2,9) Huile de ricin r.ep”
hospitaliere
v - Huile de soja Intralipide® 30 %
: v propofol (3,8) Huile de soja Diprivan®
Emulsion .
. H T .
Cutanée by:tryor:c):é’?;)e Paraffine liquide Locoid® 0,1%
) . Ricinoléate de . ®
v ciclosporine (2,9) ) Sandimmun
SEDDS macrogolglycérol
VO progestérone (3,9)  Huile de tournesol Utrogestan®
VO isotrétinoine (4,2) Huile de soja Acnétrait®
Mono et
VO tipranavir (6,7) d|glycer|d§s dacide Aptivus®
caprylique /
SMEDDS caprique
VO clofazimine (7,6)  huile de colza et soja Lamprene®
Huile d is et
VO ciclosporine (2,9) urie riedr:als € Neoral® capsule
Oculaire rétinol (5,7) Paraffine liquide V|tam|.nz A
Pommade Dulcis
Cutanée calcitriol (4,3) Paraffine liquide Silkis®
Suppositoire  Rectale  kétoprofene (3,1) Glycérides

L " Profenid®
hémi-synthétiques
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Les suppositoires®

Constitués de glycérides hémi-synthétiques caractérisés par un point de fusion entre 32 et
37 °C et dans lesquels un principe actif est dissous ou dispersé, les suppositoires peuvent
étre utilisés dans le cadre de la solubilisation d’un principe actif hydrophobe. Utilisés par
voie rectale, ils sont indiqués comme alternative a la voie orale, dans le cas ou la molécule
est instable en milieu gastrique et sont particulierement intéressants en pédiatrie. lls
permettent une absorption plus rapide que par voie orale, mais I'acceptation de ce type de
formulation par les patients adultes reste parfois limitée. Le kétoproféne qui est un
antalgique et anti-inflammatoire est par exemple formulé sous la forme de suppositoires

(Profenid®).

Les émulsions

Les émulsions huile/eau sont des préparations biphasiques, thermodynamiquement
instables, utilisant des composées lipidiques qui ont un pouvoir solubilisant important sur
des molécules hydrophobes comme le propofol (Diprivan®).10 Elles peuvent étre séchées

11,12 \ s
"° et possedent alors des propriétés auto-

pour aboutir a des émulsions solides
émulsionnantes en milieu physiologique et sont appelées self-emulsifying drug delivery
systems (SEDDS). Les huiles les plus souvent utilisées sont d'origine végétale : soja, sésame,
coton, ou encore tournesol dans Utrogestan® (progestérone). Elles sont émulsionnées par
des tensioactifs naturels (lécithines de soja ou d’ceuf) ou des tensio-actifs non-ioniques de
synthese dont le role est de stabiliser le systeme en limitant la coalescence de la phase
dispersée.13 Les émulsions inverses (eau/huile)*® et doubles-émulsions®®, sont indiquées
dans la solubilisation de molécules hydrophiles ou dans I'administration de deux principes
actifs. Les doubles-émulsions de type eau / huile / eau ont également démontré leur intérét
dans la prolongation de la libération du principe actif (par exemple dans le cas du 5-
fluorouracil)®>, et permettent de limiter lirritation des tissus. Les émulsions sont des
systemes flexibles puisque leur capacité de solubilisation peut étre ajustée en jouant sur de
nombreux parameétres (ratio volumique entre les phases, tensio-actifs...) et peuvent étre
administrées par voie cutanée (Locoid®, hydrocortisone), ou par voie injectable.
L'inconvénient de ces systémes est leur instabilité, et la faible quantité de principe actif

solubilisé.
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Les microémulsions

Les microémulsions sont des dispersions moléculaires thermodynamiquement stables. Elles
se caractérisent par I'organisation d’une substance lipidique (huiles végétales) en micro-
réservoirs et sont aussi a I'origine de systémes auto-émulsifiants (SMEDDS).*® Une étude
s'est intéressée a ces systemes pour I'administration orale de plusieurs principes actifs
hydrophobes (ibuprofene, kétoproféne, tamoxiféne, testostérone,..) et a montré une
augmentation tres importante de leur solubilité (entre 60 et 20000 fois celle des actifs sous
forme cristalline).’” La ciclosporine A ainsi que le tipranavir (Aptivus®, anti-rétroviral) sont
commercialisés sous la forme de systémes auto-émulsifiants’ encapsulés dans des capsules
molles pour administration orale. Qutre I’'administration orale, les microémulsions peuvent

étre utilisées par voie cutanée™® (prostaglandin E1) mais aussi pulmonaire ou oculaire.™

Les microspheres lipidiques

Les microspheres lipidiques (solid lipid microparticles’ ou lipospheres®) sont des particules
de taille comprise entre 1 et 1000 um, composées d’alcools ou d’acides gras, ou encore de
paraffines et stabilisées par des tensioactifs de différentes natures (lécithines, polyméres a
blocs, alcools polyvinyliques, ...) leur préparation repose sur la dissolution, a froid ou a
chaud, du principe actif dans la phase grasse. Elle peut étre constituée d’un lipide fondu ou
dissous dans un solvant organique (exemple : acétate d'éthyle). Par la suite ce mélange est
émulsifié dans I'eau pour former des gouttelettes micrométriques qui se solidifient par
évaporation du solvant ou refroidissement.?’ Des procédés ne faisant pas intervenir d’étape
d’émulsification permettent aussi d’aboutir a des microparticules lipidiques comme le spray-
drying.?! Un certain nombre de principes actifs ont été encapsulés au sein de microparticules
lipidiques comme la carbamazépine®” ou I'ibuproféne® pour des administrations orale,
pulmonaire24 ou sous-cutanée.” En plus de leur capacité de solubilisation évidente,
I’'avantage de ces systemes réside dans |'utilisation de solvants non toxiques ainsi que dans
la facilité de leur mise en ceuvre a bas colt. Cependant peu d’études font cas de leur devenir

in vivo et il n’y a pas a notre connaissance de principe actif commercialisé sous cette forme.
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Les nanoparticules lipidiques %°

Les nanoparticules lipidiques sont des systémes de taille nanométrique, qui visent, par leur
grande surface de contact, a favoriser la libération d’une molécule solubilisée au sein de son
cceur lipidique. Le principe repose sur la solubilisation du principe actif lipophile dans une
phase lipidique liquide et de formuler cette solution en une nano-émulsion. Cette nano-
émulsion, obtenue par des techniques d’inversion de phase?’ ou d’homogénéisation haute
pression’®?®, forme par cristallisation-solidification de la phase lipidique des nanoparticules,
dénommeées : particules de lipides nanostructurées (NLC) dans le premier cas, et
nanoparticules lipidiques solides (SLN) dans le second. La libération du principe actif est
gouvernée par de nombreux facteurs comme la composition de la phase grasse ou encore le
coefficient de partage* du principe actif. Ces systémes ont permis la solubilisation de
principes actifs lipophiles comme le paclitaxel®®, la vitamine A, la ciclosporine® ou encore Ia
la vinpocétine. Dans ce dernier cas, et a titre d’exemple, ces SLN constituées de
monostéarate de glycéryl ont permis d’améliorer significativement la biodisponibilité du
principe actif en comparaison avec les formulations classiques en solution.>! Enfin, il existe
des nanoparticules ou le principe actif et la phase lipidique sont conjugués (LDC), ces
systémes reposent sur une pré-association d’un principe actif avec un alcool gras ou un acide

gras par la formation de liaisons covalentes ou d’une liaison ionique.32

Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules de taille nanométrique (entre 20 et 400 nm) composés

3 ls sont

d'une bicouche de phospholipides qui délimitent un compartiment aqueux.
capables de solubiliser des molécules hydrophobes dans leur bicouche. Celle-ci est
constituée essentiellement de phospholipides d'origine naturelle ou synthétique, mais
également de cholestérol ou de sphingolipides*. Les principales molécules formulées dans
les liposomes, pour pallier des probléemes de solubilité, sont des antifongiques
(amphotéricine B, Ambisome®), des anticancéreux (paclitaxel, trétinoine), ou des
immunosuppresseurs (ciclosporine). Leur administration est exclusivement réservée a la voie

injectable. Les recherches actuelles sur les liposomes sont beaucoup orientées sur leur

capacité de ciblage suite au greffage de ligands (cf. p. 50).>*
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1.1.2 Libération controlée

A travers les différentes formes galéniques énoncées, nous avons mis en évidence
I'importance des lipides non seulement comme agents structurants de systémes variés mais
également comme agents solubilisants de principes actifs lipophiles. Ces formes galéniques
lipidiques peuvent également revendiquer une libération controlée du principe actif. La
libération contrélée a pour objectif de modifier la vitesse de libération d’un principe actif par
rapport a une forme conventionnelle destinée a la méme voie d’administration. Le choix
d’une libération controlée peut étre la conséquence d’'une nécessité thérapeutique ou étre
imposée par un principe actif qui peut étre dégradé ou induire des effets secondaires lors
d’une administration classique. Trois types de libération controlée se distinguent : accélérée
et retardée, elles servent respectivement et dans le cas de la voie orale a soulager le patient
rapidement et a éviter une absorption stomacale en favorisant une absorption intestinale. La
libération prolongée (voie orale, voie transdermique ou sous-cutanée) qui vise a limiter le
nombre d'administrations et c'est dans cette application que les excipients lipidiques sont,

sous différentes formes, les plus utilisés.

Les comprimés a libération controélée 3>

Les comprimés a libération prolongée a base de lipides sont composés d’'une matrice
contenant le principe actif qui sera lentement libéré du comprimé du fait de sa faible
hydrophilie. Pour assurer une libération sur des temps longs, deux stratégies sont proposées.

La premiere repose sur le maintien de la formulation dans I’estomac par 'usage de systémes

36,37 38,39

gonflant au contact du fluide gastrique, flottants grace a la faible densité ou
bioadhésifs**** 3 Ia mugqueuse gastrique. Dans ces applications les lipides de type Gelucire®
(glycérides) entrent dans la composition de "floating beads" qui ont permis d’améliorer la
biodisponibilité de la cinnarizine.*? La seconde stratégie, plus largement utilisée, vise a
libérer le principe actif tout au long du tractus gastro-intestinal grace a des comprimés de
type matrice inerte ou érodable. Ces derniéres peuvent étre composées de lipides qui seront
le substrat d'enzymes, enzymes qui assurent donc progressivement leur dégradation. Ainsi le
fumarate de fésotérodine se trouve formulé dans des matrices lipidiques de dibéhénate de

glycérol (Toviaz®).
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Les organogels

Les organogels***

sont décrits comme des systémes semi-solides composés d'une phase
organique ou lipidique qui est immobilisée par la formation, en son sein, d’une structure 3D.
Cette structure est formée par I'action d’un agent gélifiant, dont la proportion n’excede pas
les 15 %, et permet, a facon, des libérations plus ou moins longues. Les agents gélifiants de la
phase lipophile peuvent étre de la lécithine, des esters d’acide gras ou encore des polymeres
comme les polyéthylenes® ou des polyamines pH-sensibles.* Les organogels qui sont
plébiscités pour leur simplicité de préparation et d’administration ont été développés pour
divers principes actifs et sont administrés par voies orale ou parentérale (Tableau 4).* Ces
systemes ont notamment montré un grand intérét pour la formation d’implants in situ™

méme si la cinétique de gélification est encore mal comprise et que la diffusion rapide des

principes actifs de faible poids moléculaire est parfois un frein a leur utilisation.

Tableau 4 : Exemples d'organogels réservoirs de principes actifs (PA) décrits dans la littérature.

Voie PA (log P) Excipient lipidique Gélifiant Réf.
. . . Aci
Ibuprofene (4,0) Huile de soja CId? . 100
hydroxystéarique
Orale Acide
Efavirenz (4,6) Huile de tournesol L. 136
hydroxystéarique
Nasale Propa.nol II\./Iyrlstate Monoste?rate de 187
hydrochloride (3,0) d'isopropyle sorbitan
Scopolamine (1,0) ralmltate Lécithine 188
d'isopropyle
Transdermale Mvristate
Sumatriptan (0,9) N y Lécithine 189
d'isopropyle

Parentérale

Rivagstimine (2,4)

Huile de carthame

Dérivé de tyrosine

190

Levonorgesterel Huile de noyaux Palmitostéarate 191

(3,8) d'abricot modifiée de glycéryle

. Triglycérides a Palmitate de
Drospirenone (3,4) N gl . 192

chaines moyennes dextrine

. . . Ester d’acide

Estradiol (4,0) Huile de soja . 193
aminé
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1.1.3 Protection et transport ciblé

Au-dela des problématiques de solubilisation et de libération contrélée des principes actifs,
la nécessité de transporter mais aussi de protéger les molécules actives contre les facteurs
environnementaux (pH, enzymes,..) est devenue essentielle. Les protéines sont des

4830 Fn effet, leur activité est

molécules qui illustrent cette nécessité de protection.
fortement liée a leur structure tridimensionnelle or celle-ci est sensible a de nombreux
facteurs : pH, température, interactions avec des surfaces, contaminants ou excipients.’’ Les
protéines sont de plus en plus présentes dans I'arsenal thérapeutique depuis la découverte
de I'insuline?, le développement des anticorps monoclonaux et de 'ADN recombinant.”
Dans ce contexte, les formes galéniques a base de lipides apportent une réponse par leur
"inertie" et peuvent, contrairement aux copolymeres d'acides lactiques co-glycoliques,
protéger les protéines des variations de pH. En effet, leur dégradation entraine I'apparition
d’acidité et génére des modifications de pression osmotique ce qui induit la déstabilisation
des protéines par des mécanismes d’agrégation ou de déamidation*.>® Ainsi, I'encapsulation
dans des systémes lipidiques a été développée pour des formes variées (implants, SLN) et
des protéines différentes. A titre d’exemples, des anticorps ont été encapsulés dans des
implants de triglycérides®®, la somatostatine dans des microsphéres lipidiques de
tripalmitate de glycérol54 ou encore la ciclosporine dans des nanoparticules lipidiques de

.>> Les nanoparticules, grace a leur taille peuvent étre administrées

monostéarate de glycéro
par voie intraveineuse notamment, et sont capables de circuler dans I'organisme. Parmi les
nanoparticules, les liposomes initialement développés pour le transport passif de principes
actifs sont particulierement étudiés car ils peuvent évoluer vers des vecteurs « intelligents »
capables de se désassembler sous I'action d’un stimulus extérieur ou d'atteindre une cible

dans l'organisme par greffage de molécules a leur surface.”®®

Ces molécules peuvent étre

des anticorps™ ou des ligands spécifiques de différents récepteurs cellulaires.®® Cette

stratégie de ciblage est également développée pour la famille des nanocapsules Iipidiques61

de facon aussi aisée que pour les nanoparticules polyméres et a montré son efficacité pour
. , . 62 1, . ;. . 63

la protection d’anticorps’™, d’hormones de croissance pour la régénération osseuse’, ou

encore le transport ciblé jusque dans le cerveau.®
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Pour conclure: nous avons mis en évidence que dans le domaine de la formulation
galénique, l'utilisation de composés lipidiques a travers des formes variées (Figure 3a)
pouvait servir les objectifs de solubilisation, de libération controlée ou encore de protection
et de transport qu’imposent les principes actifs par leurs propriétés physico-chimiques.
D’autres systemes, non lipidiques répondent aussi a ces problématiques et utilisent des
polysaccharides (cellulose, amidon, chitosane...), des protéines (gélatine, collagéne...) ou des
polyméres synthétiques (polyoléfines, polyesters, élastoméres...).>> Concernant la
solubilisation, peuvent étre cités les dispersions solides®® et les cyclodextrines®’, concernant
la libération contrélée, les implants®, les microsphéres® et nanoparticules polymeéres®® ou
encore les patchs qui offrent chacun par différents mécanismes de dégradation’®’?, de
diffusion ou d’adhésion’® des stratégies de libération variées. Enfin dans I'optique de la
protection et du transport des résultats prometteurs ont été obtenus avec des vecteurs
innovants comme les micelles de copolymeéres®’, les particules de silice méso—poreuses73.

L’'ensemble de ces systémes est rassemblé dans la Figure 3 et le constat doit étre fait que les

a) Lipid Based formulations
) ;‘?‘735:[}' I : I
R A @‘
e ,
Soft capsules Microemulsions Lipid nanoparticles )
Suppository Emulsions Organogels
] Liposomes
SR o O“(O pr—
e . Targeting and
Solubilization & g
Protection
b)
Controlled Release
e H S~
@ e il - - ¥ r 14
R ..=)S?‘ (RS o ) i{ i 'r'ﬂ
= A > o ;;Lf
Nano-suspension Cyclodextrins Coated tablets i i P eN
P y Polymeric particles 953’..‘
Solid dispersion Patchs Implants !2@ ‘ﬂ
Mesoporous
/ silica

Non Lipid Based Formulations

Figure 3 : Principales formulations galéniques développées pour la solubilisation, la libération controlée
ou la protection et le transport de principes actifs. a) Systemes lipidiques b) Systemes non-lipidiques.
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systemes lipidiques sont particulierement efficaces pour répondre a la problématique de
solubilisation mais qu’ils nont pas ou peu été adaptés pour les applications de libération
contrélée, de transport et de protection contrairement aux systémes non lipidiques. Afin
d’aller plus loin, et étant donné que tous ces systemes, dans le contexte pharmaceutique
doivent présenter des propriétés de biocompatibilité et d'immunogénicité ou encore de
biodégradabilité satisfaisantes, nous allons examiner comment les formulations lipidiques se

positionnent sur ces différentes propriétés.
1.2 Interactions entre I'organisme et les formulations lipidiques
1.2.1 Biocompatibilité

La biocompatibilité est la capacité des matériaux a ne pas interférer ou dégrader
I'environnement biologique dans lequel ils sont utilisés.”* Ainsi la biocompatibilité est
devenue un critere indispensable dans I'évaluation des systémes de libération de principes
actifs, car cette notion juge la capacité intrinseque d'un matériau a limiter ses effets
toxiques.” La biocompatibilité est par exemple évaluée par des études histologiques* et la
recherche d'un état inflammatoire apres injection par voie sous-cutanée d'un implant ou
d'huiles végétales.”® De maniére générale les excipients lipidiques présentent des structures
chimiques proches de celles présentes dans |'organisme et sont biocompatibles par nature.”’
On parle alors de leur appartenance a la classification GRAS pour « Generally Recognized As
Safe ». Par exemple Kohane et al.”® ont développé des particules supposées biocompatibles
car constituées de molécules naturelles c'est-a-dire de protéines, de sucres et de lipides. Ho
et al.”’ ont avancé le méme argument lors du développement d'un implant constitué de
chitosane et de phospholipides pour la libération prolongée de paclitaxel. Plus largement les

43,81,82

émulsions, les nanoparticules lipidiques® et les organogels contenant des lipides sont

particulierement plébiscités pour le développement de formulations pharmaceutiques pour

cette propriété de biocompatibilité, que les auteurs ont redémontré in vitro ou in vivo.®*®

Enfin, les lipides sont utilisés dans certains cas pour améliorer la biocompatibilité de

matériaux minéraux (nanoparticules de silice”®, de calcium®) et de polymeres

79,86

(nanoparticules de PLGA”>®®, tubes vasculaires de polyacrylates®’) ou ils sont utilisés sous

forme de revétements.24%
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1.2.2 Immunogénicité

L'immunogénicité traduit la propension d’une molécule ou d’un matériau a entrainer une
réponse immunitaire de I'‘organisme. Dans la plupart des cas, les formulations
pharmaceutiques devront limiter cette réponse de I'organisme pour éviter une évacuation
précoce du systeme de libération ou encore I'apparition d’irritations. La recherche
d'immunogénicité est parfois décrite pour les systemes lipidiques, ainsi Koennings et al.*
I'ont évaluée pour des matrices lipidiques implantées dans le cerveau par la recherche
d'astrocytes impliqués dans la défense immunitaire. Ici, une réaction discréte a été mise en
évidence, identique pour un implant en silicone de référence, et n'a pas évolué apres 2 mois.
Pour les formes dispersées (liposomes, nanoparticules lipidiques,...), la pegylation est une
stratégie largement répandue pour limiter cet inconvénient.”® En effet, la premiere
génération de formes dispersées pour la libération de principes actifs correspondait a des
« matériaux nus », rapidement captés par le foie. Les seconde et troisieme générations ont
consisté a rendre les particules furtives puis a leur donner des propriétés de ciblage.gz'93
Dans la logique de limiter au maximum les réponses immunitaires, |'utilisation de systemes
"particulaires biomimétiques ou bioinspirés", a savoir avec une structure proche de celle des
virus, bactéries ou de certaines cellules, est une voie importante de recherche qui permet un
trés bon contréle de l'immunogénicité.’® Il semblerait donc, comme dans le cas de la
biocompatibilité, que [l'utilisation de composés lipidiques présents naturellement dans
I'organisme permette de limiter les réponses immunitaires. Si certaines huiles végétales
peuvent étre a |'origine d'allergies alimentaires (huiles d'arachide, de soja ou de sésame), les
allergénes impliqués sont des protéines présentes suite a une purification incompléte. A
noter que Il'immunogénicité peut étre recherchée, notamment dans le cas du
développement de vaccins et qu'il existe des lipides particuliers qui ont des propriétés

immunostimulantes comme le squaléne ou le monophosphoryl lipid A (MPL) qui sont donc

étudiés comme adjuvants vaccinaux.”
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1.2.3 Biodégradabilité

Le caractere biodégradable est une propriété pouvant étre recherchée dans un matériau
pharmaceutique. Cette propriété a été identifiée avec les premiéres technologies d’implants
qui, une fois la dose de principe actif libérée, nécessitaient un acte chirurgical
supplémentaire afin de ne pas persister dans I’organisme.”® En parallele elle a été largement
développée pour les fils de suture, les membranes, les méches* ou autres dispositifs
médicaux composés de polymeéres pouvant étre éliminés de I'organisme par des mécanismes
d’érosion ou de dégradation.”’ L’érosion est définie comme un processus physique ou la
formulation se désagrége en surface puis en profondeur. La dégradation, souvent
concomitante de I’érosion, est définie comme un processus chimique avec la destruction des
chaines polymériques. Ainsi la structure du matériau sera de premiére importance au regard
de la biodégradabilité. Des liaisons ester, phosphoester, anhydride, carbonate, amide ou

uréthane peuvent étre dégradées par action enzymatique, chimique ou microbienne.®”?® L

es
formulations lipidiques sont de ce point de vue intéressantes car les fonctions esters qui les
structurent sont facilement dégradées dans |'organisme. Cette érosion rapide, était a
I'origine de libérations sur des périodes courtes, 7 jours par exemple pour des

i 25

microparticules lipidiques implantées en sous-cutanée (Reithmaier et al.”>), 60 minutes in

vitro pour des nanoparticules lipidiques solides (Mdller et al.*’) ou encore 8 heures pour des

1.1%%). Cependant, le travail sur la

oléogels en milieu intestinal simulé (lwanaga et a
composition des lipides (mélanges avec du cholestérol) et le procédé de fabrication
(microparticules ou implants comprimés) a ensuite permis des libérations prolongées sur
plus d'un mois in vitro en I'absence de lipase (Vogelhuber et al.'®) ou avec lipases (Schwab

102
l.

et al.” 7). Les sous-produits formés ne présentent pas ou peu de toxicité comme cela a été

mis en évidence par des études de biocompatibilité.
1.2.4 Amélioration de la pharmacocinétique par l'usage de lipides

Les lipides sont de formidables promoteurs d'absorption des principes actifs, les mécanismes
physiques et biochimiques a I'origine de cette absorption favorisée sont de plus en plus
étudiés et semblent étre liés a la création d’un microenvironnement lipophile. En effet, par
voie orale, ce microenvironnement peut favoriser I'accés des molécules vers les sites
d’absorption de I'intestin et donc augmenter leur solubilité apparente.’® C.J.H. Porter et

al.’%*1%  détaillent plusieurs mécanismes décrivant I'action d’excipients lipidiques sur
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I'absorption et la biodisponibilité des principes actifs. Parmi eux, la modification de la
composition du milieu gastrique implique une accélération de la cinétique de dissolution du
principe actif. En effet, la co-administration de lipides permet d’augmenter le caractere
lipophile, par exemple de I'intestin, et favorise ainsi I'interaction entre le milieu et le principe
actif réduisant I'énergie nécessaire pour sa dispersion moléculaire (dissolution). De plus les
lipides peuvent stimuler des processus physiologiques qui libérent des agents de

5

solubilisation comme des sels biliaires ou des phospholipides10 ou encore des lipases

gastriques ou pancréatiques'® qui peuvent initier la digestion des triglycérides en di- ou

’ contenus dans la formulation. Ils peuvent aussi limiter la vidange de

mono-glycérides®
I'intestin, favoriser le transport des principes actifs et leur absorption au niveau de la
membrane intestinale. Cette combinaison des sels biliaires, des phopholipides, des
cholestérols et des lipides peut augmenter par un facteur 50 la solubilité effective du

108
f.

principe acti De plus, il semblerait que des lipides a chaines longues (Cig) soient plus

efficaces en terme de solubilisation que des lipides a chaines moyennes qui peuvent méme

entrainer la re-précipitation du principe actif.*®

Un autre mécanisme décrit I'impact d’une
formulation lipidique sur I'absorption du principe actif par la sollicitation du transport
lymphatique. Cela s’explique par le fait qu’un principe actif, une fois absorbé dans la
membrane intestinale, peut diffuser jusqu’a la circulation systémique soit par des capillaires
sanguins puis le foie soit par la lymphe. Or lorsque la formulation contient des composées
lipidiques, ceux-ci sont digérés et absorbés puis peuvent étre recombinés en triglycérides et
former des particules colloidales qui auront la propriété de solubiliser les principes actifs
puis de les transporter préférentiellement vers le systeme lymphatique sans passer par le
foie évitant ainsi leur métabolisation et augmentant donc leur biodisponibilité.103 Enfin,
méme s'il est largement admis que I'usage de lipides permet d’augmenter la biodisponibilité
des principes actifs, il est encore difficile d’utiliser des modeles prédictifs in vivo ce qui freine

11 . ,
% Cependant, de nouvelles méthodes sont en cours d’études pour

leur développement.
comprendre et caractériser |'efficacité et I'influence de la co-administration de lipides et de

principes actifs in vitro.'*!
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2 Leslipides, une matiere premiére prometteuse

Précédemment nous avons montré |'importance des lipides comme excipients majeurs dans
le développement de médicaments au travers de nombreuses formes galéniques. En
considérant les formes galéniques innovantes a base de polyméres, il est possible de
constater qu’elles utilisent souvent de nombreux réactifs (solvants, catalyseurs), des
processus chimiques énergivores (température d’activation, extraction des solvants) ou des
matiéres premieres issues de ressources fossiles. L'association de ces facteurs peut entrainer
une toxicité significative dans le produit final (résidus de solvants, de catalyseurs) et pose un
probléme en terme d’impact environnemental. Les lipides sont alors des candidats sérieux
pour répondre a cette double problématique. Ainsi, de nombreuses études font cas de la
synthese plus responsable de matériaux polymériques issus de la biomasse pouvant étre
appliqués a des fins pharmaceutiques. Dans le cas des matieres premieres lipidiques, nous
nous sommes donc intéressés a expliciter les principes de la chimie verte ainsi que leur
déploiement dans le cadre de la valorisation des triglycérides ce qui devrait permettre de
répondre a cette problématique. Ensuite, nous avons détaillé pourquoi la chimie sol-gel,
encore appelée « chimie douce » a été incluse dans notre démarche de chimie verte et nous
avons fait une synthése de la littérature concernant les matériaux hybrides développés a

base de lipides, pour la formulation de médicaments.
2.1 Les principes de la chimie verte

Les principes de la chimie verte sont fondés sur I'idéologie selon laquelle la « conception des

processus et produits chimiques doit réduire ou éliminer l'usage ou la production de

112

composés dangereux ».”° De cette définition découle alors douze principes qui permettent

3T PR . 11
d’améliorer les procédés de production :**3
1. Prévenir la production de déchets ;

2. Faire I'’économie d’atomes lors de la synthése ol la plus grande partie des produits

mis en jeu doivent se trouver dans le produit fini ;
3. Utiliser et produire des produits chimiques moins toxiques ;
4. Concevoir des produits chimiques stables et plus siirs ;

5. Limiter l'usage de solvants et d’additifs ;
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6. Economiser I’énergie dans la mise en place de voies de synthése, autant que

possible, a température et pression ambiantes ;
7. Utiliser des matiéres premiéres renouvelables ;
8. Limiter le nombre d’étapes de synthése ;
9. Utiliser des réactifs en faibles quantités ;
10. La dégradation du produit formé doit impliquer des sous-produits non toxiques ;

11. Suivre en temps réel les processus pour limiter les déviations et la production de

substances dangereuses ;
12. Minimiser les risques d’accidents chimiques.

Pour illustrer I'intérét autour de la chimie verte, la synthése de tensio-actifs a partir de
matieres premiéres renouvelables est un bon exemple. Ces molécules sont initialement
issues de l'industrie pétroliére et de produits naturels, mais les considérations de la chimie
verte et la raréfaction des produits pétroliers ont induit une réorientation des recherches
pour une production basée essentiellement sur des matieres premieres renouvelables. Ainsi
la production de tensio-actifs peut s’orienter vers I'utilisation de glycérol, de mono- di- ou
triglycérides, de sucres (carbohydrates), d’acides organiques (acides citriques, lactiques,
gluconiques,...) issus de plantes, ou encore produits par des champignons, levures ou des
bactéries.'* Quant aux polyméres présents dans notre quotidien : polyesters, polyamides, et
poly(esteramide)s, ils peuvent étre synthétisés a partir de la biomasse. Un exemple étonnant
est I'obtention de polyméres a base d'acide succinique, lui-méme issu de polysaccharides
naturels suite a la mise en ceuvre de procédés biotechnologiques (fermentation et
transformation par des levures sélectionnées).’” Dans ce contexte, les lipides, acteurs
majeurs dans la biomasse, offrent également des stratégies de syntheése alternatives de

polymeres.
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2.2 Leslipides comme source de carbone
2.2.1 Structures, production et propriétés

Parmi les lipides (Tableau 1), les triglycérides sont des molécules présentes majoritairement
dans les huiles végétales. Les triglycérides sont composés d’une unité glycérol et de trois
acides gras contenant 8 a 18 carbones et un certain nombre d’insaturations, de
groupements hydroxy ou d’époxy (Tableau 5). La substitution d’un acide gras conduit a la
formation d’un di-glycéride, de deux acides gras a un mono-glycéride. Les triglycérides sont

18 | eur production

extraits de plantes (soja, ricin, noix de coco, tournesol,...) ou d'algues.
était estimée en 2011 a 175 millions de tonnes, elle-méme se partageant entre les huiles de
soja (36 millions de tonnes), de palme (24 millions de tonnes), de colza (21 millions de
tonnes) ou encore de tournesol (13 millions de tonnes).'*’ La plupart de ces huiles (90%)
sont extraites par solvant (hexane), alors que celles produites en quantités moindres (lin,
olive, noix, noisette) le sont par pression mécanique (procédé plus onéreux car moins

efficace). L'extraction par solvant laisse des résidus d'hexane (1 mg-kg'1 autorisé par l'arrété

du 19/11/1990 relatif aux solvants d'extraction utilisés dans la fabrication des denrées

Tableau 5 : Représentation d'un certain nombre d'acides gras

Nom Formules
Acide Myristique W
HO

Acide Palmique J"\/\/\/\/\/\/\/\
HO
HO =

Palmitoléique

Acide Stéarique
HOMVWVW\
Acide Oléique R
HOWVW\
Acide Linoléique Q
HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\
Acide Linolenique Q
Hok/\/\/\/\/\/\/\/\
Acide Ricinoléique Q
HOJ\/\/W\/\[/\/\/\
OH
Acide Vernolique °
HOJJ\/\/\/\/\/\W/\/\/
o
Acide Licanique Q
SN
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alimentaires ou de leurs ingrédients) qui n'est pas éliminé et s'accumule dans I'organisme.

Aussi des méthodes alternatives sont étudiées comme I'extraction au CO, supercritique qui

118

présente un grand avantage en terme de neutralité carbone.”™" L'étape d'extraction peut

étre suivie d'un raffinage qui consiste a éliminer les acides gras libres, a désodoriser ou
décolorer I'huile. La chimie des triglycérides s’est grandement développée du fait de la

raréfaction du pétrole et notamment pour Ila production de biodiésels par

119,120

transestérification. D’abord focalisée sur les huiles comestibles, cette chimie s’est, pour

121,122

des raisons éthiques, tournée vers des huiles non comestibles. Au regard de la

structure des triglycérides, deux sites d’attaque peuvent étre considérés pour des réactions
chimiques, les trois fonctions ester assurant la liaison glycérol-acide gras ou les fonctions

123 | es triglycérides constituent donc des sources de polyols,

portées par les acides gras.
d’insaturations, d’époxy et d’acides gras et offrent un grand nombre de réactions chimiques
(acétylation, oligomérisation, estérification, époxidation, métathéses,...) pour 'obtention de
composés aux fonctions tres diverses (émulsifiants, lubrifiants, plastifiants, polymeres,

additifs, solvants, combustibles...).124

2.2.2 La polymérisation des triglycérides

En ce qui concerne I'obtention de polymeéres, il est maintenant admis que leur synthése dans
le respect de la chimie verte, a partir de triglycérides est une voie d’avenir notamment pour
valoriser la biomasse.'” Ainsi les recherches dans ce domaine ont permis I'émergence de
nouvelles voies de synthése autres que la polymérisation oxydante, comme la formation de

polyesters et polyesteramines, de polyuréthanes, de polyamides, de résines acryliques ou

126

époxy ou encore de polyphosphoesters (Figure 4).””> La polymérisation oxydante, tres

utilisée dans la préparation de peintures ou de revétements est le phénomene qui entraine
le séchage des huiles insaturées. On parle d’huiles siccatives ou alkydes qui réticulent grace a

la formation d’un radical puis d’'un peroxyl et enfin de peroxyde entre deux chaines

127

carbonées.™’ Les polyesters peuvent étre formés par différentes réactions sur les fonctions

, . . , . , .12
portées par les acides gras. Sur une fonction époxy, un anhydride peut réagir'?®, ou encore

de l'alcool allylique qui forme un éther terminé par une double liaison qui est ensuite

129

attaquée par un anhydride.”*” Sur une fonction hydroxyle (typiquement présente dans I'huile

130

de ricin) I'acide citrique génére des polyesters.” Egalement, ils peuvent étre obtenus par
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réaction d’un anhydride sur les fonctions hydroxy libres du glycérol dans le cas des

7. 131
monoglycérides.™

La synthese des polyuréthanes repose sur la préformation de polyols, par exemple par des
réactions époxy-thiol™*? ou époxy-lactate™?, qui sont par la suite polymérisés par I'usage de

diisocyanates.®* Des polyéthers ou des résines époxy*® peuvent étre obtenus par

6 137

I'ouverture des fonctions époxy™*® ou I'usage d’oxyde d’éthyléne. Des polyoléfines

peuvent étre synthétisées par des réactions de métatheses*.**'*° Dpes résines

thermodurcissables s’obtiennent par la fonctionnalisation d’huiles époxydées par des acides

140

acryliques puis la formation de polyacrylates.”™ Enfin des polyphosphoesters ont été

obtenus par I'oligomérisation d’huiles époxydées par I'action de I'acide phosphorique.**!

/éR“O JLR)/ Polyesters

(o]
NH-« n Polyuréthanes
(o]
CH;
*)\roﬂ\ Polyéthers
n

CH;

WV Polyoléfines

n

Polyacrylates

3\ Polyphosphoesters

Figure 4 : Exemples de réactions faisant intervenir des lipides réagissant avec des groupements a) époxy
b) isocyanate c) thiol d) anhydride e) amine f) phosphorique g) acide carboxylique et les polymeéres
obtenus.
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2.2.3 Polymeres issus de triglycérides pour la santé

En considérant les chimies que nous avons décrites, il est possible d'envisager |'obtention de
biomatériaux*®®, c'est-a-dire de matériaux congus pour interagir avec le vivant. A ce propos

S. Miao et al.**

ont rédigé une excellente revue sur les polymeéres synthétisés a partir
d'huiles végétales et destinés a des applications médicales. lls y relatent les différentes
techniques de synthése pour quatre grandes familles de polyméres : polyuréthanes,
polyesters, polyéthers, polyoléfines. Les polyuréthanes sont trés présents parmi les
dispositifs médicaux (pansements, cathéters, stents*...) du fait de leur polyvalence,

biocompatibilité et de leurs propriétés mécaniques.142

Depuis peu, ils peuvent étre
biosourcés et produits a partir d'acides gras (acide oléique notamment) ou d'huile de soja et
donc présentent un fort potentiel dans le domaine biomédical. Les syntheses peuvent
utiliser des huiles de soja époxydées fonctionnalisées grace a de I'acide lactique comme
source de polyols puis réticulées a l'aide de 4,4'-méthylénebis(phényl isocyanate), et
permettent I'obtention de polymeéres intéressants en terme de propriétés mécaniques133
ainsi gu’en terme de biocompatibilité puisque des lignées cellulaires de souris (fibroblastes*
L-929) ont pu adhérer et proliférer sur ce substrat.'*® Les polyesters, polyméres d’acides
poly(lactiques), poly(glycoliques) et poly(e-caprolactone), sont parmi les biomatériaux
polymériques les plus représentés en ingénierie tissulaire ou pour la libération de principes
actifs grace a leur caractére biodégradable et biocompatible. lls ont largement été
développés pour des implants monolithiques ou micro- et nanoparticulaires. lls peuvent
aussi étre biosourcés a partir d'amidon, mais également de lipides a I'aide d'acides gras

144

comme les acides poly(ricinoléique-co-sébaciques). Les polyesters issus de la

condensation d’acides sébaciques du 1,3-propendiol et de I'acide itaconique pour former du

poly(propylene sebacate) ont montré de bonnes propriétés en terme de plasticité, de

145

biocompatibilité et de biodégradabilité.”™ Les polyéthers, en formulation pharmaceutique,

sont largement utilisés comme additifs (exemple : Polyéthylénes Glycol) mais peu répandus
en tant que biomatériaux.”® Cependant, comme un triglycéride est une source de glycérol,
des polyéthers peuvent étre obtenus et utilisés pour de nombreuses utilisations
biomédicales notamment a travers |'élaboration de dendrimeres ou d’hydrogels pouvant

constituer d'excellents systemes de libération, de transfection, ou de diagnostique.146

147,148

L'obtention de polyoléfines a partir de triglycérides est référencée , mais peu ou pas de
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formulations pharmaceutiques font usage de ces matériaux. Enfin ['usage de
polyphosphoesters a été décrit par Liu et al.** pour des applications comme systémes de
libération prolongée. Une matrice polymérique a été réalisée a partir d'un mélange d'huile
hydroxylée, d'une huile époxydée et d’acide phosphorique lié de facon covalente au principe
actif (dexamethazone) et a permis sa libération selon une cinétique d'ordre zéro sur 60 jours

et n'a montré aucune toxicité cellulaire.

Ainsi I'usage de matériaux lipidiques ou issus de la biomasse revét une importance de plus
en plus grande avec la raréfaction des matieres premieres pétrolieres. Les considérations de
la provenance du carbone, le co(t environnemental et les risques de sa modifications en
produits fonctionnels (toxicité) deviennent de plus en plus préoccupantes. Cependant, il est
nécessaire de garder a l'esprit que l'usage de lipides naturels est une avancée mais les
choisir de facon pertinente reste primordial. Notamment il faut tenir compte de leur
production en lien avec les populations concernées, des ressources en eau™’, de la

saeae 122 . . o 121
compétition des cultures ™ ou de la biodiversité.

Nous avons vu que dans le domaine de
la santé le concept de chimie verte doit étre relié a celui de la balance bénéfices-risques ou
des procédés innovants mettant en ceuvre des réactifs moins toxiques permettent
également de réduire les risques d’effets néfastes. Cependant, dans les chimies que nous
avons présentées de nombreuses réactions font encore intervenir des produits trés réactifs,
des conditions opératoires contraignantes (températures, pressions) ou encore |'usage de
solvants toxiques. Ainsi est-il intéressant d’envisager la synthése de biomatériaux en optant

pour une polymérisation de lipides faisant aussi intervenir des procédés doux comme la

réaction sol-gel.
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2.3 Chimie douce et matériaux hybrides

2.3.1 La chimie Sol-Gel

151 .. L. . .
1" (ou « chimie douce ») est décrit comme la transition entre une solution

Le procédé sol-ge
de particules colloidales d'alkoxydes métalliques (de silicium, de titane...) et un gel
inorganique structuré en 3 dimensions, résultant d'une succession de réactions d'hydrolyse
et de condensation (Figure 5). Cette propriété de la silice de se condenser en présence d’eau
a été découverte au milieu du 19° siécle grace au travaux de Ebelman et Graham. Elle est
utilisée pour la synthése de fibres, d’optiques, de revétements, de particules monodisperses
ou d’aérogels. Ainsi des matériaux dont les propriétés sont semblables a celles du verre
peuvent étre obtenus a basses températures en utilisant des oxydes de silices, d’aluminium,
de titane ou encore de zircone par l'intermédiaire de catalyses acides ou basiques. Les
principales applications industrielles actuelles de la chimie sol-gel sont le revétement de
fibres de verre pour le confinement et le transport de la lumiere, la réalisation de films
minces pour la préparation de miroirs, de films protecteurs ou décoratifs ou encore de
particules de silice a hautes surfaces spécifiques pour le garnissage de colonnes de
chromatographie.152 Mais ce procédé est toujours au cceur de recherches intensives

155 I’i
’

notamment dans la dépollution153, la catalyse154, les biocapteurs ingénierie tissulaire™®

ou encore la libération de principes actifs.”® Le procédé sol-gel est aussi utilisé pour fixer
efficacement des protéines, enzymes ou anticorps au sein d’'une matrice vitreuse et pour

développer des capteurs biologiques, comme par exemple dans les tests autonomes de la

158 159

glycémie™’, des détecteurs de I’hépatite B*® ou de I'immunoglobuline G.

(I'JR (I'JR
RO—?i-OR + HO — RO—?i-OH + OR (1) Hydrolyse
OR OR
(I)R ?R Rq ?R
RO—'?i-OH + HO-—?i-OR — RO—ISi—O—S\i-OR + H,0 (2) Condensation
OR OR RO OR

R = CHjs, Csz ou CsH;

Figure 5 : Etapes de la chimie sol-gel avec des alkoxydes de silicium. (1) Hydrolyse et (2) Condensation.
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2.3.2 Les matériaux hybrides a base de silice

La chimie sol-gel a été également associée a d'autres matieres premieres afin d'explorer de
nouveaux matériaux aux propriétés inédites : les hybrides. Ces matériaux sont définis au
niveau moléculaire comme un mélange d’un polymére organique et d'un réseau
inorganique. Le polymeére constitue un réseau d’atomes de carbone et d’hétéroatomes alors
qgue des liaisons covalentes entre des oxydes métalliques de silicium, titane ou encore de
zinc constituent le réseau inorganique. L'intérét majeur de ces systémes est de procurer, au
produit fini, des propriétés intermédiaires entre celles du verre et celles du polymere et qui
pourront étre modulées en fonction de leurs proportions. Les propriétés pourront varier sur

différents plans : mécanique, optique, chimique...

Deux classes de matériaux hydrides se distinguent. Les hybrides de classe | sont définis par
des liaisons faibles entre la phase organique et la phase inorganique, ils sont obtenus par un
mélange physique d’un polymeére (ou d’un pré-polymere) avec des précurseurs d’alkoxydes
tétravalents. Le matériau résultant est alors dans la plupart des cas bi-phasique. Les hybrides
de classe I, eux, présentent des liaisons covalentes entre la partie organique et inorganique.

Pour les obtenir il faudra donc modifier chimiquement un polymeére ou un pré-polymere

Tableau 6 : Exemples de précurseurs silylés pouvant étre employés pour la préparation de matériaux
hybrides.

Noms commerciaux Acronymes Structures
Orthosilicate de tétraéthyle TEOS Si(OEt),
Orthosilicate de tetramethyl TMOS Si(OMe),

ool
./O i ./O -
Poly(dimethylsiloxane) PDMS H;C—Si ‘&Sl )‘Sl—CHg
n
CH; CH; CHs;

(3-Glycidyloxypropyl) . 0]
GPTMS Sl(OMe)s‘\/\om

trimethoxysilane

3—(Triejchoxysilyl) IPTES Si(OEt)g—\/\N:C=O
propyl isocyanate
(3-Mercaptopropyl) MPTES Si(OEt)s—~__—SH
triethoxysilane
o

[3-(Tr|m(.at‘hoxy5|lyl). TEPSA . 0
propyl]succinic Anhydride Si(OMe); "

(3-Aminopropyl)

Si(OEt NH
triethoxysilane APES (OEt)s—~_—NH:
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avec des précurseurs d’alkoxides avant la formation du matériau. Tous les types de
polymeres peuvent étre envisagés ainsi qu’un grand nombre de précurseurs d’alkoxydes
(Tableau 6). De ce fait de multiples combinaisons sont possibles par le choix des matiéres
premiéres (naturelles ou synthétiques), de leurs structures et poids moléculaires, de
I'augmentation de leurs fonctionnalités, du choix de la préparation d'hybrides de classe | ou
de classe Il ou encore de la présence ou non d'additifs. Finalement, une trés large gamme de
synthéses sont réalisables pour I'obtention de matériaux hybrides diverses, aux propriétés
variées. Ils trouveront des applications comme revétements hydrophobes'®® ou
163

hydrophiles'®®, pour I'obtention de particules’®, de matériaux transparents ou

. 164
l[uminescents.

Si I'on s'intéresse aux applications médicales, avec des hybrides composés de silice et ou le
réseau organique est synthétique, des films bioadhésifs pour une application transdermale

ont été imaginés a base d'alcool polyvinylique par Guo et al..'®®

Cependant, du fait des
contraintes toxicologiques et environnementales, les chercheurs se sont orientés vers des
matieres premieres d’origine naturelle en plébiscitant ['utilisation de polysaccharides
(chitosane, carraghénane...) ou encore de protéines (gélatine, collagene...). L'intérét du
développement de ces matériaux hybrides repose sur leurs propriétés de biocompatibilité,
de protection et de libération de molécules sensibles. Dans le Tableau 7 sont répertoriés des
exemples d'hybrides de classe Il développés pour des applications médicales. lls concernent
essentiellement [l'ingénierie tissulaire avec ['élaboration de supports tridimensionnels

("scaffold") dédiés a la croissance cellulaire ou a la libération de molécules d'intérét

thérapeutique.
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Tableau 7 : Exemples de matériaux hybrides de classe II développés avec de la chimie sol-gel : silice /

protéine et silice / polysaccharide.
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Partie organique Agent silylé Application Référence
Scaffold pour
GPTMS régénération tissulaire 194
et libération de VEGF
Gélatine GPTMS , ,Sc?ffqld pour 195
régénération osseuse
GPTMS _ Fibres pour 196
régénération osseuse
Collagéne GPTMS Me-mbranes pour.la 7
croissance cellulaire
GPTMS . N,anq—vaIVfr pou'r 198
libération d'insuline
Nanohybride pour la
APES libération de 199
héci
Chitosane camptothécine
Scaffold pour 200
PDMS cps .-
prolifération de cellules
- I I
3 .acry oxypr‘opy Membrane 201
trimethoxysilane hémocompatible
MPTMS P
APES Microcapsules pour 202
TMOS pancréas artificiel
Alginate Plateforme
TEOS d'immobilisation de 203
cellules
, IPTES Nanoparticules 204
Carraghénane TEOS thermosensibles
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2.3.3 Matériaux hybrides a base de silice et de lipides

Enfin dans le cadre de notre recherche ou les huiles végétales sont utilisées pour I'obtention
d’hybrides a base de silice, nous avons exploré dans la littérature les études portant sur les

hybrides silice-lipide.

Applications non médicales

Parmi les lipides les plus utilisés, I'huile de ricin est fréquemment associée a différents
agents de silylation. Par exemple, elle est valorisée pour I'obtention de polyméres de type

polyuréthane et plusieurs auteurs I'ont travaillée avec des approches chimiques différentes.

166
I.

Bhosale et a ont modifié cette huile hydroxylée avec un anhydride maléique offrant

I'acces a une double liaison et un nouveau groupement hydroxyle. La fonction -OH ouvre
alors la voie a la réticulation par un diisocyanate et la double liaison permet le greffage d'un
précurseur silylé qui viendra consolider le matériau. Larock et al'®’ proposent la
modification de |'huile par un diisocyanate et I'acide dimethylol propionique, constituant un

pré-polymeére de polyuréthane qui est ensuite fonctionnalisé puis réticulé en utilisant I'APES

168
l.

comme précurseur silylé. Allaudin et a quant a eux modifient I'huile de ricin par de

I’'anhydride succinique puis le GPTMS dans le but de consolider des revétements

169
l.

polyuréthanes. Meera et a proposent la méme stratégie pour le développement de

surfaces hydrophobes. L’huile de ricin peut aussi étre utilisée comme additif. Milazim et al.
décrivent I'obtention de polyméres hybrides photo-réticulables ol I'ajout d’huile de ricin

fonctionnalisée par I'IPTES permet de rendre fortement hydrophobes les revétements

170,171

développés. L'obtention d'huiles hydroxylées est également possible a partir d'huiles

insaturées ou époxydées et Augusta de Luca et al.*®>*"%17® décrivent I'obtention de films en
utilisant de I’huile de soja ou de ricin hydroxylées a différents degrés puis consolidées par
différents pourcentages de TEOS. Cette équipe a également travaillé a I'amélioration des

propriétés des revétements en utilisant différents agents de silylation et d’oxyde de

174

titane. Cadiz et al. ont produit un certain nombre de travaux, notamment, sur la

préparation de matériaux hybrides a partir d’acides gras'’”®, d’huiles de lin'’® et d’huile de

7

soja’’’ et de différents précurseurs silylés comme le 4-trimethylesilylstyréne ou le 3-

glycidylpropylheptaisobutyl-T8-polyhédrique silsesquioxane. Egalement deux équipes

178 9

japonaises ont décrit I'obtention de revétements™ ou de nanodisques17 en utilisant

respectivement de I'huile soja époxidée et des phospholipides fonctionnalisés. Dans le
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contexte de la raréfaction des produits pétroliers, ces synthéses de matériaux biosourcées
semblent donc treés intéressantes du point de vue environnemental. Toutefois, moins d’une
dizaine d’équipes dans le monde travaillent sur ces hybrides silice/huile décrits

précédemment.

Applications médicales

Les quelques hybrides silice/huile que I'on peut trouver pour des applications en santé,

concernent principalement la réalisation de pansements. Ainsi Pascual et al. 180

ont préparé
des membranes antibactériennes en faisant usage d’huile de ricin comme source de polyols
pour former un polyuréthane renforcé par des nanoparticules de zinc elles-mémes greffées
avec du chitosane. L'huile de ricin est fonctionnalisée a Il'aide de diisocyanate
d'hexaméthylene en excés en présence d'un catalyseur métallique (0,1 % de SnOct) et de
glutaraldéhyde. Les nanoparticules de zinc sont ajoutées en suspension et le mélange est
chauffé a 90°C durant 9 minutes puis déposé sur un support en téflon avant d’effectuer un
traitement thermique (5 h a 65 °C puis 20 h a 120 °C) afin de solidifier les films. Les auteurs
revendiquent ainsi |'utilisation de réactifs toxiques et ne mentionnent pas de lavage
spécifique pour éliminer leur exces. De plus, les traitements thermiques sont relativement
longs. Nous pouvons aussi citer un autre type de matériau dédié a l'encapsulation de
molécules thérapeutiques peu solubles : les SLH, pour Silica — Lipids Hybrids, qui sont des
systemes composites utilisant des lipides stabilisés par pickering* grace a des nano ou

microparticules de silice. 817183

L'émulsification de la phase huileuse (triglycérides a chaines
moyennes) se fait sous haute pression, l'agitation se poursuit apres l|'addition des
nanoparticules de silice pendant 12 heures. Puis les particules sont obtenues apres spray-
drying a 160 °C. Cette méthode n'utilise aucune solvant toxique, cependant ces matériaux
comme les précédents, méme s'ils sont préparés a partir de triglycérides et ont été
développés pour des applications santé, ne sont pas des hybrides mais des composites. En
effet, selon la définition adoptée, il n'existe pas de cohésion (liaisons hydrogénes ou
covalentes) entre les réseaux organiques et inorganiques au niveau moléculaire. En étant
plus proche de la définition, Gharibi et al.***'®> revendiquent eux I'obtention d’hybrides pour
la santé avec la préparation de pansements antibactériens a base d’huile de ricin, de

polyisocyanates et d’APES ou de GPTMS en tant que précurseurs siliciques. Les syntheses ont

lieu en milieu solvant (chloroforme et diméthylformamide) ol de I'huile de ricin est
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fonctionnalisée avec du diisocyanate d'isophorone en présence d'un catalyseur métallique
(DBTDL), et un agent de silylation (3-aminopropyltriméthoxysilane). En paralléle la méme
réaction est réalisée sur I'acide ricinoléique. Les deux composants sont mélangés a différents
ratios dans du diméthylformamide, coulés dans un moule en Téflon™ et chauffés a 80 °C
pendant 12 h et 100 °C pendant 2 h, avant un passage sous vide a 70 °C pour évaporer les

solvants.

Finalement, il est difficile de trouver a ce jour des biomatériaux pour la santé démontrant
une synthese plus responsable d’hybrides et faisant intervenir des lipides comme source de

carbone.
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3  Conclusion

Nous avons mis en évidence dans cette revue l'importance des lipides dans la formulation
des médicaments. Que ce soit les triglycérides, les phospholipides, ou encore les cires, ils
permettent la solubilisation et la protection des principes actifs, ou encore la structuration
de systémes simples comme les émulsions. lls sont également utilisés pour la formulation de
systémes complexes comme les nanocapsules ou nanoparticules lipidiques, les liposomes ou
les microémulsions. De plus, ils sont plébiscités par les formulateurs pour leur
biocompatibilité, biodégradabilité et sont d'excellents promoteurs d'absorption des
principes actifs. Cependant nous avons également vu que les lipides sont encore peu utilisés

dans des systemes de libération prolongée.

Du point de vue du chimiste prenant acte des principes de la chimie verte pour réduire les
risques sur la santé et I'environnement dans la préparation de matieres polymériques, nous
avons constaté que les lipides sont de plus en plus utilisés comme source de carbones, mais
leurs applications dans le domaine de la santé restent rares. La cause est peut-étre liée a
I'emploi de réactifs ou de procédés de production utilisant des catalyseurs, des solvants ou

des initiateurs de réaction pour la synthese des matrices polymeéres.

Suite a ce travail bibliographique, il est apparu que le développement d'un systeme de
libération de principe actif a base d'huile végétale réticulée par voie sol-gel permettait
d'assurer la solubilisation et la stabilisation de la molécule active, promettait d'étre
biocompatible et biodégradable, mais également d'étre éco-responsable en terme de
fabrication. Cette voie de recherche est intéressante par son originalité, car elle est peu ou
pas décrite dans la littérature pour cette application, et par sa complexité car elle fait

intervenir des expertises différentes.

Finalement la démarche que nous souhaitons employer (Figure 6), repose sur 4 étapes
successives : i) l'identification des matiéres premiéres et leur mise en ceuvre pour la
fonctionnalisation d'une huile naturelle ii) la mise en forme de cette huile sous la forme de
microparticules ou de films adaptés a une application pharmaceutique iii) la réticulation de
cette huile fonctionnalisée par le biais des réactions d'hydrolyse et de polycondensation iv)
I'application pharmaceutique avec I'encapsulation et la libération d'un principe actif et

I'évaluation de la toxicité des objets formés.
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Raw Material Selection,
Functionalization and Cross-Linking
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Figure 6 : Développement de biomatériaux hybrides a base d'huile végétale réticulée par voie sol-gel.
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Chapitre Il — Huiles Epoxydées

Cette premiére partie expérimentale consiste a mettre au point une méthodologie
permettant de répondre a des problématiques de formulation pharmaceutique tout en
prenant en compte des considérations environnementales dans chaque étape de sa
conception. Ainsi nous avons choisi de développer des microparticules a base d'huiles
végétales. Pour la partie chimie, cette étude s’inscrit dans la continuité du travail de nos
collégues chimistes Vincent Lapinte et Jean-Jacques Robin de I'équipe IAM qui ont travaillé
au développement d’une résine époxy biosourcée, préparée a base d’huile de lin époxydée
gu’ils ont fait réagir sur des fonctions amines portées par des triglycérides modifiés d’huile
de pépin de raisin. Nous nous sommes orientés vers la méme stratégie de
fonctionnalisation,”* en modifiant des huiles époxydées a l'aide d’un réactif porteur d’un
groupement silylé qui par la suite doit permettre la formation d’un matériau hybride réticulé
grace a la réaction sol-gel. Deux types d'huiles ont été étudiées, I'huile de lin et I'huile de
soja époxydées. La nouveauté et la difficulté du sujet a été de contrbler et de suivre leur
réticulation et de mettre en place des procédés de formulation (films et microparticules) et
de caractérisation pour évaluer la composition des objets formés et leur capacité a

encapsuler des molécules modeles.

Il nous est apparu important d’exposer ici les résultats préliminaires des manipulations qui
ont permis d’établir un rationnel et une méthodologie de travail, d’affiner la compréhension
du systéme et d'identifier les points critiques, méme si, I'utilisation des huiles époxydées a
par la suite été abandonnée. Ce chapitre peut donc étre considéré comme exploratoire et

expose les manipulations qui ont occupé la premiére année de thése.
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Chapitre Il — Huiles Epoxydées

1 Sélection des matieres premieéres

L'obtention d’un matériau hybride réticulé a partir d’huiles végétales fonctionnalisées avec
un agent silylé (cf. p. 64) s'est déroulée en plusieurs étapes. La premiére a consisté en la
modification chimique de I'huile a l'aide d'un précurseur silylé porteur d'une fonction amine,
notre cahier des charges imposait qu'elle se fasse dans des conditions douces (température
ambiante, sans catalyseur et sans solvant organique). L’huile silylée obtenue est ensuite mise
en forme et de fagon concomitante la réticulation se met en place grace a I’hydrolyse puis la

condensation des fonctions alkoxysilanes qui caractérisent la réaction sol-gel.

Deux huiles ont été sélectionnées : I'huile de lin époxydée (ELO — Traquisa) et I’huile de soja
époxydée (ESO — Traquisa), issues d’huiles non époxydées de lin (LO) et de soja (SO). Les
huiles époxydées, dont les principales caractéristiques sont résumées dans le Tableau 1 et
I'Annexe 1, peuvent &tre d’origine naturelle (huile de vernonia)® ou hémi-synthétiques,
obtenues par différentes réactions chimiques3 ou enzymatiques” permettant la formation de
groupements époxy en lieu et place des insaturations des acides gras. Le nombre de
fonctions époxy que porte I'huile dépend a la fois du taux d’époxydation et du nombre
d’insaturations naturellement présentes sur celle-ci. Dans notre cas, les huiles de lin et de
soja époxydées portent respectivement 4 et 5,2 groupements époxy par triglycéride
(données fournisseurs - Ngpo). Ces valeurs ont été vérifiées par RMN 'H (Annexe 1), en
dissolvant une goutte de chaque huile dans du chloroforme deutéré (CDCls). Les fonctions
époxy ayant la propriété de réagir sur elles-mémes® ou avec une multitude de fonctions

comme des anhydridess, des alcools’, des acides carboxyliquesg, ou encore des amines’,

Tableau 1 : Caractéristiques des huiles de lin et de soja époxydées et de ’APES.
Caractéristiques

Masse Viscosité NEepo Nepo
Densité (-) Molaire ) , Ny
1 (Pa-s) Fournisseur Mesuré
(g:mol™)
ESO 0,995 945 0,5 4,0 4,0 -
ELO 1,055 1038 0,9 5,2 5,0 -
APES 0,942 221 2:10° - - 2
Composition en acides gras (en %)
Stéarique Linolénique Palmique Oléique Linoléique

ESO 3-5 6-10 8-12 20-26 48 - 57
ELO 3-5 14 - 20 5-7 18 - 26 51-56
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nous avons sélectionné parmi les précurseurs silylés disponibles commercialement,
I’Aminopropyltriethoxysilane (APES — Sigma Aldrich) comme agent de réticulation afin de

reproduire la chimie développée par nos collégues.l'2

L’APES dont la structure est visible sur la Figure 1, est donc un composé silylé qui porte une
amine primaire et trois groupements éthoxysilanes. Ces derniers font de I’APES un analogue
d’'un composé trés utilisé pour le sol-gel, l'orthosilicate de tétraéthyle (TEOS). Le
groupement aminopropyle confére a cet agent de couplage une réactivité importante et un
caractere basique. Classé comme substance nocive en cas d’ingestion et pouvant provoquer
des bralures de la peau ou des lésions oculaires, il perd sa toxicité aprés réaction. Il est
utilisé dans de nombreuses applications comme pour la préparation de revétements'®, de

fibres'!, de supports de catalyse™ ou encore des systémes de libération de principes actifs.*®

~CHs
NH—"~—8i-0~CHs

o CHy o —CH;

o
H ~CH.
OWW 0) CH Bulk 2] o ’f
i & 2 + HN el o =
N i PN s e — -”\/\/\/\/‘E\ME
9 °o o 2o o Toms/ 60°C [
N N b amb OH ~CHy

NH—"~—8j-0~CH,

[e]
OJJ\/\/\/\/E\M\/ O_CH’

OH
ELO / ESO APES AELO / AESO
(Epoxidized oil) (Aminopropyltriethoxysilane) (APES functionalized Oil)

Figure 1 : Fonctionnalisation d'une huile époxydée avec ouverture de cycle par I' APES.
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2 Fonctionnalisation des huiles époxydées

Nous avons choisi de fonctionnaliser ou silyler, c'est-a-dire de lier de fagon covalente des
huiles époxydées ESO et ELO avec le précurseur silylé porteur d'une fonction amine, APES.
Pour déterminer les ratios appropriés, deux facteurs doivent étre pris en compte : la double
réactivité de I'"APES qui est une amine primaire ou chaque liaison N-H donne lieu a une
réaction chimique et le nombre de fonctions époxy de |'huile. Ainsi, les quantités respectives
d’huile et d’APES sont définies en fonction des rapports X, (eq. 01) et Xz (eq. 02) qui
correspondent respectivement au rapport molaire entre I'agent de réticulation et I'huile, et

au rapport molaire en fonctions réactives entre I'lagent de réticulation et I'huile.

Mys.m
X, = oil- MapEs 01)

Mypgs- Mo

M. mypgs. Ny
XR:

(02)
Mypgs- M- Ngpo

Moi, Moi, Mapes, Mapes sont les masses et masses molaires de I'huile et de I’APES, Ny le
nombre de réactions possibles sur la fonction amine de I’APES (Ny = 2), et Ngpo le nombre de
fonctions époxy portées par I’huile (Tableau 1). Pour limiter I'initiation de la réaction sol-gel,
la fonctionnalisation doit se faire sans eau ni trace d'humidité (atmosphére inerte). De plus,
elle est réalisée a température ambiante ou a 60 °C pour réduire I'apport d’énergie et éviter

une éventuelle dégradation des triglycérides. Solvants et catalyseurs ne sont pas utilisés. La

Tableau 2 : Composition en APES et ELO a différents ratios Xg.

Nombre de moles (-10° mol) Masses introduites (g)
XRr APES ELO APES ELO
0,3 2,05 2,55 0,45 2,65
0,8 3,99 2,07 0,88 2,15
1,5 6,12 1,58 1,36 1,64
2,3 7,37 1,27 1,63 1,32
3,0 8,19 1,07 1,81 1,11
4,6 9,40 0,81 2,08 0,84
5,9 10,01 0,66 2,22 0,69
7,4 10,49 0,55 2,32 0,57
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Figure 1 présente la synthese envisagée qui doit conduire a la formation de I'huile de lin
(AELO) et de soja (AESO) fonctionnalisées (silylées). Les quantités pouvant étre engagées

dans la réaction sont listées en fonction de Xg, pour le couple ELO-APES, dans le Tableau 2.
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3 Obtention de particules hybrides pour la libération de molécules

actives

3.1 Le procédé par émulsion

Dans |'optique d’une application pharmaceutique, notre volonté a été de formuler par
émulsion huile/eau des systémes particulaires. Afin d'obtenir des particules a partir d'huile
silylée, le procédé devait assurer a la fois la mise en forme de I'huile et I'activation de la
réaction sol-gel in situ. Ainsi le travail de formulation s'est inspiré des techniques de micro-
encapsulation permettant la formation de systemes multi-phasiques ou une phase
organique dispersée se solidifie au sein d’'une phase aqueuse par coacervation, extraction de
solvant ou gélification thermique.’* Dans notre cas, I'émulsion huile/eau permet donc de
remplir les deux objectifs que sont la mise en forme micro-particulaire et I'apport de

molécules d’eau pour I'activation de la réaction sol-gel.

La faisabilité de cette démarche est mise en évidence en utilisant pour la phase huile, I’huile
époxydée qui a été préalablement fonctionnalisée avec I’APES selon un ratio en fonctions
réactives constant, Xg = 1, équivalent a des ratios molaires (Xy) de 2,2 et 2,4 pour les huiles
de soja et de lin respectivement. La phase aqueuse est composée d'eau distillée et d'un
agent épaississant, I'alcool poly(vinylique) (PVA) afin de moduler la viscosité (facteur qui
pourra influencer la taille des particules formées).”® Deux types de PVA sont utilisés (Annexe

3), 'EGO5 (n = 5 mPa.s) et 'EG25 (n = 25 mPa.s), leur solution est préparée a chaud (75 °C)

oil
Emuslification
Cross-linked Dried
particles particles
Water

Figure 2 : Procédé d’émulsification d’huiles végétales époxydées fonctionnalisées par I’APES pour la
formation de microparticules hybrides.
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Tableau 3 : Paramétres clés menant a I’obtention des particules hybrides.

Etape Parametres Valeurs
Fonctionnalisation de Température 20 0u 37 °C
I"huile Durée 1a 14 jours

Type d'huile LO, SO, ELO, ESO
;S Lo
Formulation Confinement Oui / Non
Viscosité phase aqueuse 5 0u 25 mPa-s

Température de formulation 200u37°C

puis filtrée. Finalement, 0,5 g d’huile fonctionnalisée est introduite au goutte a goutte et
sous agitation magnétique dans 10 g (env. 5% m/m) de solution aqueuse de PVA (Figure 2) a
température ambiante. A I'issue de la réaction sol-gel, une fois les particules solidifiées,
phase aqueuse et particules sont séparées par filtration puis lavées a I'eau distillée et enfin
lyophilisées. Elles sont observées macroscopiquement et pesées pour évaluer le rendement
de fabrication (rapport entre la masse de particules apres lyophilisation et la masse d’huile

initialement introduite).

Grace a ce procédé des particules ont été obtenues mais les résultats étaient peu
satisfaisants avec des distributions de taille hétérogénes et de faibles rendements de
fabrication, un travail d'optimisation était largement nécessaire. Afin de maitriser la
préparation des particules, un certain nombre de parameétres ont été étudiés (Tableau 3)
avec l'appui d’une stagiaire, Muriel Duvigneau (L3 Chimie). Le premier paramétre est le
degré de fonctionnalisation de I’huile et nous avons alors identifié que le temps et la
température de fonctionnalisation mais aussi le type d’huile utilisé avaient un impact sur les
formulations, notamment sur le rendement et la morphologie des particules. Dans les cas ou
des particules étaient obtenues, il est apparu que 14 jours de fonctionnalisation étaient
nécessaires pour permettre la formation de particules de facon satisfaisante (rendement et
morphologie). En ce qui concerne la formulation, des parameétres comme la température, la
viscosité et le confinement ont également été identifiés. Par exemple, la température
d’émulsification, influence les rendements de préparation et la morphologie des particules,
elle semble donc avoir un impact sur la cinétique des réactions sol-gel ainsi que la viscosité
des phases continue et dispersée.’” En augmentant la température de 20 a 37 °C, la fluidité
des deux phases diminue et permet de réduire la taille des globules d’huile et de favoriser la

cinétique de la réaction sol-gel. La viscosité de la solution de PVA influence également la
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Figure 3 : Clichés macroscopiques de particules blanches ou chargées avec du Nile Red obtenues dans
différentes conditions (type d'huile, type de PVA, condition et température d'émulsification) : a) ESO,
EGO05, air ambiant, 37°C b) ELO, EG05, air ambiant, 25°C ¢) ESO, EG25, atmosphere confinée, 37°C d)
ELO, EG05, air ambiant, 37°C.

qualité des particules obtenues. Enfin, le fait de travailler en atmosphére confinée (bouchon
fermé) ou a I'air ambiant a aussi influencé la formation des particules. Malheureusement, il
n'a pas été possible de mettre en évidence des tendances ou un rationnel de formulation.
Quatre formulations, correspondant a quatre combinaisons de parametres, ont été
identifiées comme optimales sans pour autant montrer une logique, elles sont détaillées
dans la Figure 3. Les particules qui y sont présentées sont sphériques avec des tailles
millimétriques homogenes et des rendements de fabrication compris entre 78 et 85 %
(Tableau 4). Elles présentent une certaine plasticité. Toutes les autres formulations (une

vingtaine) n’ont pas conduit a la formation de particules mais de débris ou d'agglomérats.

Tableau 4 : Exemples de résultats obtenus suite a 1'étude de différents parametres. Les particules sont
formées sur 10 jours a 25 °C.

Parametres étudiés \ Résultats
Fonctionnalisation ~ Formulation Homogénéité Dureté Efg;;:l?g;
ELO 25 °C 14 jours®™ | + + 85 %
ESO 25 °C 14 jours Air - + 49 %
ELO 37 °C 14 jours® EGO5 + ++ 70 %
ESO 37 °C 14 jours® + ++ 82 %
 ELO25°C14jours  Confine - - 0%
ESO 25 °C 14 jours EGO5 - - 0%
 ELO37°Cl14jours  Ar - - 0%
ESO 37 °C 14 jours'? EG25 - - 0%
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Tableau 5 : Compositions et préparation de particules contenant de l'ibuprofene.

Phase dispersée Phase aqueuse Ibuprofene Rendement
ELO - APES X,=0,5 GO05 -4 % m/m 1,2etd4 % 81,72et84 %
ESO - APES X, =0,5 G25-4% m/m 1,2etd4 % 82,81et70%

3.2 Encapsulation de molécules lipophiles

Pour vérifier la capacité des microparticules a encapsuler des molécules thérapeutiques, des
essais de dissolution de molécules lipophiles dans les huiles fonctionnalisées ont été réalisés.
A titre d’exemple, un colorant lipophile, le Nile Red (M = 318 g-mol™, Log P = 3,4) et une
molécule pharmaceutique modeéle, I'ibuproféne (C13H130,, M = 206 g-mol™?, Log P = 2,5) ont
été encapsulées. La dissolution de l'ibuprofene est possible a 1, 2 ou 4 % massique dans les
mélanges d’huiles époxydées — APES (Tableau 5). Une fois l'ibuprofene dissous, les huiles
sont formulées selon le procédé présenté plus haut puis les particules sont caractérisées par
microscopie optique, électronique et en fluorescence X. Enfin, pour déterminer la quantité
d'ibuproféne contenue dans les microparticules, ces derniéres sont dispersées dans le

16,17
" La

méthanol puis l'ibuproféne extrait est dosé a 221 nm en spectroscopie UV-Visible.
guantité obtenue est alors ramenée a la masse initiale d’ibuprofene introduite afin de

calculer le taux d’encapsulation.

Nous observons que les particules contenant le Nile Red, ont conservé leur couleur (Figure
3a et c¢) ce qui permet de confirmer : i) la capacité de piégeage de molécules lipophiles ; ii)
leur maintien dans la phase grasse lors de la formulation ; iii) que leur présence n’inhibe pas
la réaction sol-gel et donc la formation du matériau. Des observations similaires ont été
faites dans le cas de l'ibuproféne. De plus, en microscopie électronique, nous avons observé
gue ces particules présentaient des porosités, et une structure différenciée entre le coeur et

la couronne (Figure 4), peut-étre due a la diffusion de I'éthanol produit. Leurs rendements

fioesp™ 200%
WD = 8mm._ 1006 R+ 1.

Figure 4 : Clichés MEB de microparticules d’ESO - APES, contenant 2% w/w d'ibuproféne. a) Surface b)
En coupe c¢) Ceeur — Couronne.
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de préparation étaient tres satisfaisants, c'est-a-dire entre 70 et 84 %. De plus, les analyses
en spectrométrie de fluorescence X (EDX) ont permis de vérifier I'obtention d’un matériau
hybride ou les compositions en carbone, silicium et oxygene sont réparties de facon
homogene dans celui-ci (Annexe 4). Enfin, la méthode de détermination du taux

d’encapsulationm’17

n‘a pas permis d’obtenir des résultats fiables puisque des taux
d’encapsulation compris entre 30 et 230 % ont été obtenus. Ce résultat s'explique
notamment par une forte réponse des PVA a la longueur d'onde d’absorption de
I'ibuprofene malgré des lavages répétés. Par la suite une technique de dosage en HPCL sera

de ce fait mise en place.

Ainsi, ces premiers essais de formulation ont été concluants puisque la technique employée
a permis I'obtention de particules sphériques ou I'étape de solidification est concomitante a
celle de mise en forme. Dans certaines conditions bien définies mais a expliquer, des
particules différenciées ont été obtenues de fagon reproductible, sans agglomération et avec
des rendements de préparation satisfaisants. Enfin, ces particules peuvent piéger des
molécules hydrophobes qui ne perturbent pas la réaction sol-gel avec les quantités mises en
jeu. Cependant, nous avons d({ constater que de nombreux parameétres avaient une
influence sur nos mises en forme et parfois de fagon antagoniste. Aussi, du fait de temps de
réaction longs et de l'apparition d’une structure coeur-couronne, signe d’une possible
hétérogénéité dans la composition des huiles fonctionnalisées, nous avons décidé d’étudier
de fagon plus approfondie le temps nécessaire pour obtenir une huile fonctionnalisée et la

capacité de ces huiles a réticuler pour former un réseau inorganique.
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4 Compréhension des mécanismes réactionnels par analyse

thermique

4.1 Détermination du temps de réaction de la silylation

Afin d’évaluer I'efficacité de la silylation, nous avons tout d'abord recherché a préciser, de
fagon indirecte, le temps optimal de fonctionnalisation en suivant la consommation de
I’APES par analyse thermo-gravimétrique (ATG). Cette méthode a été utilisée car elle était
facilement réalisable au laboratoire et permettait une quantification simple et rapide du
taux de fonctionnalisation de I’APES avec les huiles. En pratique, des échantillons ELO-APES a
Xg = 2,2 ont été préparés et inertés (azote). A différents temps, compris entre 0 a 20 jours a
température ambiante, ils ont été soumis, en ATG, a une isotherme de 30 min a 180 °C sous
N,. L'isotherme a été fixée a 180 °C car a cette température et sous N, I’APES peut étre
évaporé sans pour autant que I’huile ne soit dégradée (Tgp apes = 217 °C @ Poyy — Annexe 2).
De cette facon, "évolution de la quantité d’APES libre dans le milieu réactionnel a pu étre
suivie. La Figure 5a présente quelques exemples des thermogrammes obtenus et permet de
visualiser I’évolution des isothermes en fonction du temps. On constate qu’avec le temps la
guantité d’APES extraite diminue. La Figure 5b, exprime alors cette perte de masse a 180°C
en fonction du temps de réaction. La courbe obtenue permet de constater que la réaction de
fonctionnalisation nécessite, pour le ratio choisi, au moins une vingtaine de jours pour se
stabiliser ce qui correspond aux observations faites expérimentalement (14 jours). De plus, a

20 jours, encore 30 % de I’APES initialement introduits sont extraits du mélange réactionnel.

a) b) 100 -h
100 4
90 &
A
80 -~
g 01 4a
9 0
< wogf 4.
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- L 60
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2 40 8 - A
g Isothermal section % 1
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0 = T T T T 30 Y T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 5 10 15 20
Time (min) Time (Days)

Figure 5 : Suivi cinétique de fonctionnalisation par ATG pour I’huile de lin époxydée et ’APES dans un
ratio en fonctions réactives (Xy) de 2,2. Exemples de thermogrammes a) et évolution en fonction du temps
de la perte de masse (Am) suite a I’isotherme a 180°C b).
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Ceci peut s'expliquer d'une part car nous avons travaillé avec un exces d'APES, d'autre part
car certaines fonctions époxy ne semblent pas accessibles. De plus, il faudrait vérifier si cette
valeur de 30 % se stabilise avec le temps. Néanmoins, l'information importante est la lenteur
de la réaction de silylation a température ambiante. Dans la littérature ceci n'est pas décrit,

/18

Bechi et al.”", en recherchant la silylation de 20 % de fonctions époxy d'huile de ricin,

considérent que la réaction se réalise sur 1 heure grace a la présence d'un catalyseur. Quant

3 Del Rio et al.”®

, ils évoquent la compétition entre la réaction époxy-amine et celle ester-
amine qui se traduit par une rupture des triglycérides mais ne font pas cas du temps de

réactions et de I'impact de la catalyse.
4.2 Etude del'influence du ratio d'agent silylé sur la réaction de silylation

Nous avons travaillé avec un léger exces d'APES, mais nous avons mis en évidence que la
réaction de silylation était incompléte. Afin d'en comprendre la raison nous avons travaillé
avec différents ratios, notamment plus faible pour voir I'évolution de la silylation. Des huiles
silylées obtenues pour des valeurs de Xg entre 0 (huile seule) et 7,5 aprés 14 jours de
fonctionnalisation, sont analysées par ATG. Sur les thermogrammes (Figure 6a), il est
possible de constater une diminution de la masse présente dans le creuset a partir de 180
°C. Cette variation de masse est directement reliée a la valeur de Xz et peut donc étre
attribuée a |'évaporation de I'APES n’ayant pas réagi, méme a Xg = 0,3 et 0,8. Pour autant
aprés la dégradation des triglycérides de I'huile a partir de 350 °C, comme l'atteste le
thermogramme de |'huile seule (Xg = 0), la fonctionnalisation a eu lieu car on constate une
variation des masses résiduelles a 600 °C entre 10 et 20 % de la masse initialement
introduite pour des Xg de 0,3 a 7,5. Ceci est attribué a la persistance d'un réseau inorganique
dans le creuset aprés la dégradation de la partie carbonée des échantillons. Donc cette série
de mesures, met en évidence que la réaction de silylation quel que le soit le ratio Xz a 14
jours, est incompléte. Un schéma réactionnel alternatif et consommant moins d'APES
pourrait expliquer ce résultat et aussi expliquer les difficultés de contréle du procédé de

formulation.
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4.3 Etude de la formation du réseau inorganique

Le processus de réticulation des huiles silylées s’articule en deux temps qui peuvent étre
concomitants ou distincts : I’hydrolyse et la condensation. L’hydrolyse est la réaction des
groupements éthoxysilanes avec I’eau qui conduit a la libération d’éthanol et la formation de
silanols. La condensation conduit a la formation du réseau inorganique par la réaction des

silanols sur eux-mémes avec la libération d’eau (Figure 7a).

a) 100 b) 100
80 80
g 607 S 60-
S 3
£ E
2 40 2 40
= S
20+ 20
0 S A AR—— S ——- e aAiar] o [ N A—— — — S RRaaaan A
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figure 6 : Analyses thermogravimétriques de I’huile de lin fonctionnalisée (ELO-APES) a différents ratios
molaires en fonctions réactives (Xi) avant a) et aprés réticulation b).
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Figure 7: a) Réactions d’hydrolyse / condensation et formation d’un matériau hybride de classe II. b)
Aspect macroscopique des films obtenus avec AELO et AESO avec différents ratios Xg.
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Afin de vérifier que la création d’un réseau inorganique est a l'origine de la formation des
particules, les huiles silylées obtenues pour des valeurs de Xi entre 0 (huile seule) et 7,5
apres 14 jours de fonctionnalisation, sont déposées a I'air ambiant sur des supports en verre
(Figure 6b) afin que la réaction sol-gel puisse avoir lieu grace aux molécules d’eau
atmosphériques. Aprés 20 jours, les matériaux obtenus se présentent sous la forme de films
aux propriétés macroscopiques variables en terme de teinte, de dureté, d’adhérence au
support ou encore de rugosité (Figure 7b) en fonction de la fraction (Xg). La vérification de la
formation de la structure hybride par la détermination des parts organiques et inorganiques
des films broyés est effectuée par analyse ATG (Figure 6b).”° Les thermogrammes des
matériaux agés de 20 jours présentent une légere perte de masse autour de 180 °C
proportionnelle a Xr, sans doute liée a |'évaporation d'APES libre, mais non comparable a
celle des huiles silylées non réticulées (Figure 6a). Le second phénomene est la variation des
masses résiduelles a 600 °C entre 10 et 40 % de la masse initialement introduite pour des Xg
de 0,3 a 7,5, et qui est attribuée a la présence du réseau inorganique. En effet ces valeurs
sont supérieures a celles des huiles silylées non réticulées du fait de la réaction sol-gel

permettant la formation des ponts siloxanes et donc d’une part minérale dans le matériaux.
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5 Etude du mécanisme réactionnel de la silylation par des méthodes

spectroscopiques

Dans la littérature, la réaction d’un triglycéride époxydé avec un composé aminé peut mener
soit a la rupture du triglycéride par un mécanisme d’amidification par une réaction ester-
amine?! soit a I'addition de I'amine sur la fonction époxy” par I'ouverture de ce dernier et la
formation d’un groupement hydroxy-amine (Figure 10a). Afin de vérifier que le mécanisme
d’ouverture de I'époxy a lieu, la réaction de fonctionnalisation a été suivie par spectroscopie
infra-rouge® & réflectance totale atténuée (ATR-IR), spectroscopie par résonance

magnétique nucléaire du proton®” (RMN *H) et proche infra-rouge®® (nIR).
5.1 Spectroscopie infra-rouge a réflectance totale atténuée

La spectroscopie IR permet de mettre en évidence les fréquences vibratoires des liaisons
chimiques ce qui est un outil efficace pour le suivi de réactions chimiques.24 Couplée au
systeme de réflectance totale atténuée, I'analyse peut se faire par simple dépot de
I’échantillon sur le cristal de I'appareil ou I'onde évanescente du laser polychromatique,
servant a I'analyse, sera absorbée aux longueurs d’ondes correspondantes aux vibrations des

liaisons covalentes des molécules en présence.

—OH
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Figure 8 : Suivi cinétique par spectroscopie ATR-IR de la réaction ELO-APES.
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A I'aide de cette technique, la réaction entre I'huile de lin époxydée et I’APES a été suivie.
Pour cela 7 g d’ELO et 4 g d’APES (Xg = 1) ont été introduits dans un ballon inerté a 'azote
puis mis sous agitation magnétique a 60 °C. Des prélevements ont été effectués a différents
instants et analysés par ATR-IR entre 700 et 3800 cm™ puis normalisés a 2927 cm™ par
rapport au signal correspondant a [|'élongation asymétrique des -CH,.” La Figure 8
représente les spectres obtenus a to, 26, 35, 61, 83 et 178 h (~7 jours). Le dernier
prélevement a été effectué a 7 jours, au-dela la viscosité du mélange réactionnel ne
permettant plus une agitation homogéne. On constate I"apparition de groupements hydroxy
autour de 3300 cm™ (-OH?®), la formation d’amines secondaires & 1540 cm™ (N-H?” ou C-N*8)
et I'initiation de la réaction sol-gel entre 1200 et 800 cm™ imputable 3 la présence

d’humidité dans I'huile.?>?®

Cependant, on ne peut pas conclure sur le mécanisme de
réaction car la fonction époxy qui vibre 3 840 cm™ n’est pas clairement identifiable du fait de
la réponse importante des aIkoxysiIanes.29 De plus, le déplacement en fréquence entre 1740
et 1735 cm™ et I'apparition d’un pic a 1640 cm™ peuvent étre attribués a la transformation
de la fonction ester du triglycéride en une fonction amide par la substitution dans
I’environnement du carbonyle, d’un oxygéne par |'azote et indiquerait la rupture du
30 L;

triglycéride. ATR-IR ne permettant pas de suivre quantitativement la fonction époxy, la

spectroscopie proche infrarouge a été utilisée.
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5.2 Spectroscopie Proche Infra-rouge

La spectroscopie nIR est une méthode spectroscopique qui utilise les harmoniques de
résonance des liaisons chimiques lors de leur vibration, élongation ou rotation. Elle présente
une alternative a I'IR moyen lorsqu’en utilisant ce dernier des signaux se chevauchent et
empéchent un suivi ou une analyse précise. Cette méthode a donc été envisagée dans
I'optique de visualiser et de quantifier la consommation des fonctions époxy lors de la
fonctionnalisation. Les mesures ont été réalisées dans une cellule liquide avec un chemin
optique de 100 um ou dans une cuve optique d’une épaisseur de 1 mm avec pour référence
de I’huile non époxydée afin d’améliorer la résolution sur la fonction époxy. Des spectres ont
été réalisés entre 7500 et 4000 cm™, au début de la fonctionnalisation, puis a 21 jours, sur
des mélanges ESO — APES a X, = 1,98. D’aprés Cholake et al., nos molécules doivent étre
caractérisées par des signaux a 7099 cm™ pour la fonction hydroxy, 6535 cm™ et 4939 cm™
pour les amines primaires et enfin a 4526 cm™ pour I'époxy. D’aprés Mezzenga et al.*!, les
harmoniques de I'époxy doivent vibrer a 4510 cm?, les diamines & 4920 cm™ et le
groupement hydroxy a 4750 cm™. Finalement, nous observons la formation d’hydroxy a
4750 cm™ et une consommation des fonctions amines & 6535 et 4939 cm, signe de leur

conversion en amine secondaire voire tertiaire (Figure 9). Cependant, nous ne sommes
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Figure 9 : Suivi en proche IR de la réaction ESO-APES a X, = 1,98.
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toujours pas en mesure d’évaluer la consommation des époxy puisque ces derniers ne sont

pas clairement identifiables entre 4526 et 4510 cm™.
5.3 Spectroscopie RMN 1H

Toujours dans I'optique de vérifier la qualité de la silylation et confirmer la consommation
des fonctions époxy, des manipulations en RMN *H ont été menées. En effet, I'étude de
I’environnement électronique des atomes d’hydrogene permet une identification des
groupements chimiques présents dans un milieu réactionnel. Ainsi, plusieurs réactions ont
été étudiées. Des mélanges d’huiles époxydées et d’APES ont été réalisés avec des ratios
molaires en fonctions réactives (Xg) de 2,5 et 2,4 pour les huiles de soja et de lin
respectivement. La réaction a été suivie a 0, 2, 7, 14 et 21 jours. Dans le cas d’un mécanisme
d’amidification (rupture des triglycérides et persistance des époxy), des conditions
opératoires identiques ont été appliquées avec des huiles de soja et de lin non époxydées
dans des ratios molaires similaires (X,) entre tg et 21 jours. Enfin en complément, trois
réactions modeles ont également été réalisées. La réaction entre la décylamine et des huiles
de lin époxydées a été effectuée afin de confirmer ou infirmer I'attaque du triglycéride par
une amine non silylée (schéma réactionnel et ratio en Annexe 5). La réaction entre la
décylamine et le 2- myristate d’octyldodécyle (MOD) a permis d’étudier I'amidification d’'une
fonction ester (Schéma réactionnel et ratio en Annexe 6) et enfin la réaction entre I’APES et
le MOD pour transposer I'amidification a une amine sylilée (schéma réactionnel et ratio en
Annexe 7).

Finalement, les analyses ont été faites apres dissolution d’une goutte du mélange réactif

dans le CDCl; et le référencement des signaux‘:’z’33

a été effectué entre 0 et 10 ppm. Dans le
cas de I'huile de soja époxydée (Figure 10b) entre ty et a 21 jours, la persistance du signal
correspondant a I'époxy (Ce - 3 ppm), la réduction du nombre de protons en a et B du
glycérol (Ca — 5,25 ppm et Cg — 4,2 ppm) et le blindage des protons en a de la fonction
carbonyle (Cc - 2.3 ppm) tendent a montrer que I'ouverture de I'époxy n’est pas le processus
permettant la fonctionnalisation de I'huile comme décrit par Stemmelen et al.” UAPES
participerait plutot dans notre cas a une réaction de saponification comme décrit par Alam

et al.’’ Ceci est confirmé par les réactions impliquant des huiles non époxydées qui

montrent la méme tendance pour les carbones Ch, Cg et Cc avec des changements de

112



Chapitre Il — Huiles Epoxydées
déplacement chimique de 5,25 a 5,8; 4,2 a 3,25 et 2,3 a 2,2 ppm respectivement,
attribuable a Cu, Cg et C¢ (Figure 10c).

La réaction entre la décylamine et I'huile de lin époxydée (Annexe 5), a Xz = 0,6, confirme
également la réaction de saponification avec une conservation des époxy (Cg), la perte du

signal correspondant au cceur du triglycéride (Ca et Cg) et la formation d’une amide (C¢).

o R
v
B [o] G
o Oj\ WF + s ?
Y 0 B : \ CH; Hg“ \_/—Sl—oEl
R

Epoxy-amine 1

Chemical shift (ppm) Chemical shift (ppm)

Figure 10 : Etude RMN "H de la réaction entre un triglycéride et I’APES i t, (courbe bleue) et 21 jours
(courbe rouge). a) Réactions envisagées. b) Cas de la réaction entre ’ELO et ’APES. c¢) Cas de la réaction
entre LO et APES.
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6 Conclusion

Ce travail préliminaire nous a donc permis de poser les fondements de notre projet. En effet,
il a été possible de former des particules hybrides sphériques, par un procédé simple
d'émulsion. Ces particules dont les diameétres sont compris entre quelques centaines de
microns et le millimétre ont permis I'encapsulation de molécules hydrophobes modeles
comme le Nile Red ou l'ibuproféne. L'étude de la réaction entre des huiles époxydées et
I’APES a permis de montrer la nécessité de temps de réaction longs (20 jours) ainsi que
d’identifier des mécanismes réactionnels non attendus. La réaction époxy-amine amenant a
la fonctionnalisation des triglycérides n’a pas été mise en évidence, elle a été supplantée par
une réaction d’amidification des esters gras générant un mélange d’amides gras, de mono-,
di- et triglycérides époxydés ainsi que de glycérol. Cette composition non homogene,
imputable a la réactivité de la fonction amine sur les groupements ester et au pH basique du
milieu, peut expliquer certaines des difficultés que nous avons rencontrées en termes de
reproductibilité des formulations, de I'identification de parametres clés de formulation ainsi
que I’'hétérogénéité structurale des particules formées. Néanmoins nous avons démontré : i)
la modification d’huiles végétales dans des conditions douces et son suivi efficace par
spectroscopie ATR-IR et RMN-H ; ii) la formulation de ces huiles modifiées par un procédé
simple par émulsion, s’inspirant des techniques de micro-encapsulation ou le procédé sol-gel
permet leur solidification par I’enchainement des réactions d’hydrolyse et de condensation ;
iii) I'obtention de particules sphériques pouvant piéger une molécule d’intérét; iv) la
formation de microparticules hybrides, confirmée par analyse ATG et EDX. Afin de
développer une chimie de fonctionnalisation et de réticulation maitrisée et une technique de
formulation permettant I'obtention d'objets parfaitement contrélés, nous avons décidé de
changer de voie de fonctionnalisation des huiles. Parmi celles que nous avons identifiées (cf.
p. 60 - 61), notre attention s’est portée sur la réaction isocyanate—hydroxy détaillée dans la

chapitre suivant.
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Points clés
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Elaboration de microparticules hybrides a base d’huiles végétales époxydées

v/ Synthése de particules hybrides

X Controle difficile du procédé
v Encapsulation de molécules modéles

X Etude préliminaire a optimiser
v ldentification du mécanisme réactionnel
X Réaction complexe et non maitrisée

v Identification des méthodes analytiques
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7 Annexes

Annexe 1 : Données fournisseurs et mesures en RMN-H' du taux d'époxy des huiles d'ESO et d'ELO.

PLASTICIZER E
EPOXIDIZED SOYABEAN OIL
Viscosiy 20 ° : ] 45-5
Acid value mg KOHig s0.75 Propertics Test of [ Unity mesure ] Specifications I Value
Refractive index 25 *C 14720 - 14730 method
lodine value %3
colour 152 | Acid value T - 025 m& KOHE Max_0.75 0,5
L°C 289 | [Thirane owigen T_0m Orirane Min_ 05 %
gow m"é,, C = I <$‘IEE = Todine value T-003 #a lodine Max_ 3 22
syrane Oxygen 6 — 8. Saponificationindex | T - 020 mg. KOH/g
Saponification index 182 - 184 Hydrosyl value T-015 KOH/g |
Salubility in water Insabuble Vicoaty ot 00 =L s TR 71
Appearance. Clearhqud Viscosity at 25°C | T-050 | Poises
; i Specific Gravity 20 °C T - 035 g/l
= Gardner Colour T-065 Gardner Max2 | i
nurnbes BO1 -8 Water content I 7
EINECS number 232-301-0 R - 7
P it ‘Chmmeats: TO BE USED BEFORI] 01.12.2016 |

l ﬁomposilinn fatty acids (%)

s M a Mg X %Oxi /Mg = 4.0 Epo/mol

Stearic acid 3=-5
C: 3 Linolenic acid 6-10

Palmitic acid 8-12
C: 1 Oleic acid 20 - 26

C: 2 Linoleic acid 48 - 57

EPOXIDIZED LINSEED
OIlL

Acid value mg KOH/g =1 |
Refractive index 8l 16°C | 1,478 = 1,477 method i
Iedine value o
Acid value T - 1025 mg Kt/ Max | D64
m Chirane axigen T-010 %a Chelrane Min. 7.5 8.1
leding value T -5 %% lodine Max. 5 3
Qsirane Qxygen % | Saponification index T-020 | mgKOWp |
Solubility in water | Hydroxyl value T-015 mp KOH/p.
_Appearance Viscosi 20°C T-050 Poiscs
Ivhmd;mzsr T - 050 Foises 811 95
e Lty T-035 giml.
| Gardner Colour T - 065 Gardner I
Water cotilent % i
. — ML rd
[Comments: TO BE USED BEFORE|11.06.2016 | 4
Compaosition fatty acids (%)
Pamiicacd -7 Mgo X %OXi /Mo, = 5.2 Epofmol
Palmitic acid 5-7 Il X Xl = mo
C18: 2 Linoleic acid 14 =20 F*"U’ 2 e 2
C18: 1 Oleic acid 18-26
C18:3Linclenic acid  51-56 —_— N\
= = 5.0 Epo/mol
36 34 312 30 24
it (ppr]
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Annexe 2 : Courbes ATG de ’APES, ’ELO et ’ESO entre 25 et 600 °C a 10 °C-min™ sous N,.

100 -
80 3
S ;
o 604
w .
O
=S :
R
<
20 4
1—— APES
——ELO
——ESO
0 drrrrr Ty T T T T Ty Trr T ARARE
100 200 300 400 500 600

Temperature (°C)

Annexe 3 : Descriptif des alcools polyvinyliques

Les poly(alcool vinylique)s (PVA) sont obtenus par I’hydrolyse ou alcoolyse d’un poly(acétate
de vinyle) (PVAc). Différents gradients de PVA peuvent étre obtenus en fonction du degré
d’hydrolyse et du type de PVAc employé. Les PVA sont solubles dans I'eau a chaud et sont
caractérisés et classifiés selon leur viscosité en solution et leur indice d’ester qui traduira le
degré d’hydrolyse. Dans notre étude, deux PVA de qualité pharmaceutique, le Gohsenol™
05 (EGO5) et le gohsenol™ 25 (EG25) ont été utilisés. A titre d’exemple, 'EGO5 posséde une

viscosité comprise entre 4,8 et 5,8 mPa-s et un indice de saponification compris entre 86,5 et

89,0 %.
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Annexe 4: Analyse EDX d’une particule ESO — APES chargée en ibuprofene.

HOBSD 200X ]

WO = 80mm ~_ 1000kV

Weight composition (%)
Position Carbon Oxygen Silicium
1 80.15 15.5 4.35
2 79.26 14.18 6.56
3 80.62 16.28 3.06
4 80.61 15.96 3.43
Average 80.16 15.48 4.35
Deviation 0.64 0.92 1.57
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Annexe 5 : Suivi RMN 'H de la réaction ELO-décylamine a t, (bleu) et a 16 jours (rouge).

F a c
T TN T
CH; + H:N p CHs

/ b
HO, B
+ OYO\_)\OH
X, =0.6
X,=1.5 Jdell
A A
g |
LI L N B L B B LN N LA L LI B B
6 5 4 3 2 1 0

Chemical shift (ppm)
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Annexe 6 : Suivi RMN 'H de la réaction MOD-décylamine a t, (bleu) et a 16 jours (rouge).

@]
B a c
R
A oJ\/R2 + H.N CH,
C v
Rs b
. s O e B
R s

HaC™ ASNH T2+ A OH

v G Rs

b
Ry = CHj3- (CHz)g-
Rz = CH3- (CH2)41 -
Rz = CH3- (CHy)7 -

F G
X =0.7
A
{
Il"'ll'l‘Il'l'l'lll'I"l'll'lIIIl'l'lll’llll'l‘l'll"lllllllllll
6 5 4 3 2 1 0

Chemical shift (ppm)
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Annexe 7 : Suivi RMN 'H de la réaction MOD-APES i t, (bleu) et a 16 jours (rouge).

f
" 0 e(CHe,
R1j/\OJK/RZ i a d (13
AR c H,N \_/—?i—OEt
: OEt
f i b C n
erCHg,
0]
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} NH Si—OEt
/] AW/\OH
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Rz = CH3- (CHz)44 -
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Afin de développer des systémes microparticulaires a base d’huile végétale réticulée par voie
sol-gel, nous nous sommes orientés vers une chimie de fonctionnalisation des huiles utilisant
une réaction hydroxy — isocyanate. Ce choix fut motivé par la possibilité de travailler avec de
I"huile de ricin qui est largement utilisée en formulation pharmaceutique et dont la
monographie est décrite dans la pharmacopée Européenne (Annexe 1). Elle possede des
propriétés laxatives longtemps utilisées en médecine, mais désormais, elle entre dans la
composition de formulations pharmaceutiques en tant qu'excipient pour ses propriétés
solubilisantes, émulsionnantes, et également en cosmétique pour ses propriétés
plastifiantes, filmogenes (produits de maquillage et capillaires). Elle est également utilisée
comme additif alimentaire (E1503) selon des doses comprises entre 0,25 et 2,1 g-kg'1 pour
certaines confiseries (@ base de chocolat, des chewing-gums...), des compléments
alimentaires. Des études’ chez le rat ont montré qu'il n'y avait aucune toxicité aprés
ingestion d’une dose égale a 10 g-kg™. Son nom anglais "castor oil" peut porter & confusion
mais son origine est bien végétale, elle est obtenue a partir des graines de ricin (Ricinus
communis, Figure 1).% Elle est principalement composée de triglycérides dont 90 % d’acide
ricinoléiqgue autrement nommé acide 12-hydroxy-9-octadécénoique. Ces triglycérides
portent, le long de leurs chaines grasses une fonction hydroxyle permettant d'envisager une
nouvelle voie chimique de fonctionnalisation par exemple a l'aide d'un précurseur silylé
portant une fonction isocyanate : le 3-(Isocyanatopropyl)triethoxysilane (IPTES). Ce
précurseur, contrairement au précédent porteur d'un fonction amine (APES), est caractérisé
par un pH neutre évitant ainsi I'hydrolyse des fonctions esters des motifs triglycérides. La
fonction isocyanate est extrémement réactive donc toxique (nocive par contact et ingestion,
mortelle par inhalation), mais en présence d'eau elle est dégradée et perd sa toxicité, aussi si
I'huile fonctionnalisée contient des traces de précurseur, sa formulation en milieu aqueux

éliminera la potentielle toxicité du matériau final.

Ce second chapitre comporte deux parties. La premiéere, correspond a un article que nous
avons publié dans le journal «ACS - Sustainable Chemistry & Engineering » dans lequel est
développée la méthode de préparation des microparticules composées d’huile de ricin
réticulée par voie sol-gel. Les points forts de cet article sont: i) la fonctionnalisation de
I'huile de ricin dans des conditions respectant les principes de la chimie verte (faible

température, sans solvant, ni catalyseur) ; ii) la mise au point d'un procédé par émulsion
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huile/eau stabilisée par un thermo-gel aqueux réversible permettant a la fois la mise en
forme de microparticules et la réticulation de I’huile en milieu aqueux ; iii) la capacité de ces
microparticules hybrides a encapsuler et a libérer un principe actif ; iv) la faible cytotoxicité
in vitro des microparticules. La deuxieme partie de ce chapitre, s'intéresse a un certain
nombre d'expériences qui permettent d'améliorer la compréhension du systeme hybride
gue nous avons mis au point. En effet des éclairages sont proposés quant au mécanisme de
libération du principe actif, a la modulation des cinétiques de libération mais aussi quant a

I'adaptabilité du procédé pour réduire la taille des microparticules.

Lo Koot vu Palme de Chiraet

Figure 1 : Description du ricin par Francois Rozier, Cours complet d'agriculture, 1789 : A/ racines, B/
étamines, C/ pistil, D/ calice, E/ fruit, F,G,I/ loges du fruit, H/ graine.
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Chapitre III - Partie A

Thermo-stabilized emulsion

Cross-linked

Cross-linkable : hybrid
silylated oil i S Nﬁcroparticles

% Castor oil
——ipTES +
Silylated agent
O

(IPTES) A
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Cross-Linked Castor Qil-Based Hybrid Microparticles as Drug Delivery Systems

Gilmary Gallon, Vincent Lapinte, Jean-Jacques Robin, Joél Chopineau, Jean-Marie

Devoisselle, Anne Aubert-Pouéssel*,

Institut Charles Gerhardt Montpellier, UMR5253 CNRS-UM-ENSCM, 8 rue de I'Ecole Normale - 34296

Montpellier, France.

Corresponding author: anne.aubert@umontpellier.fr

ABSTRACT:

Vegetable oil-based microparticles were elaborated using environmentally friendly
chemistry for pharmaceutical applications such as drug delivery systems. Castor oil (CO) was
cross-linked by sol-gel chemistry to obtain a hybrid material offering original properties. CO
functionalization was successfully achieved in the bulk with 3-
isocyanatopropyltriethoxysilane (IPTES), then a simple and robust o/w emulsion process
allowed both shaping functionalized oil into microparticles and favoring oil cross-linking.
Several parameters were studied such as the stirring mode or the gelling agent for
controlling microparticle characteristics. Spherical hybrid microparticles with a
monodispersed size (around 300 um) and a hybrid composition (13 % w/w of mineral part)
were characterized by size measurement, electronic microscopy, energy-dispersive X-ray
spectroscopy, and thermal analysis. The effectiveness of the microparticles as potential drug
delivery systems using ibuprofen as model molecule was demonstrated with a loading
efficiency up to 95 % w/w and an in vitro release within 10 h. Finally, the cytocompatibility of

these microparticles was confirmed using standard viability tests with fibroblast cells.

KEYWORDS: Vegetable oil, Cross-linking, Hybrid microparticles, Thermo-stabilized emulsion,

Solvent free, Sol-gel, Drug delivery.
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1 Introduction

For years now, the idea that some natural resources are finit is pushing our societies to
rebuild their economic models in terms of raw materials selection, hazards management,
processes efficiency, and wastes treatment.® In application of the “12 green chemistry
principles”?, it appears that the use of renewable, biobased and non toxic resources, coupled
with more effective and less hazardous processes, is one response to this current issue.”
Thus, helped by advanced researches, many industries have taken this turn. For example,
petroleum-based raw materials are replaced slowly by “green” products for the production

of fuel, chemicals, and polymers.®’ In this last field, new clusters of raw materials sourced

from plants or natural wastes are starting to merge.

New life cycles for biopolymers made from plants oils have been designed. Indeed,
vegetable oils availability, biocompatibility, and low cost make them relevant for the
production of biodegradable polymers which can afterward turn back to the biomass and
thus be reused.®™® When considering pharmaceutical applications, vegetable oils are the
subjects of many research efforts'!, and few among them applied in a medical context
despite their interesting properties: solubilization efficiency of lipophilic drugs, stabilization
of sensitive drugs'? as well as biocompatibility.”> Hence vegetable oil-based implants were
developed as drug delivery systems by Leroux team with an "in situ forming" strategy using
organogelators.* Considering biobased materials, environmentally friendly chemistry was
required. The sol-gel approach is an example of choice of mild synthesis conditions leading
to safe materials respecting the environment.™® This process was first used for the
preparation of glass, fibers and coatings but is now spreading in other industrial fields such
as catalysis, analytical chemistry or health care.’ In this last applications field, sol-gel
chemistry is associated with polymer sciences to reach “advanced multifunctional materials”

8 Hence a polymer backbone and an

called hybrid materials’’ with tuned properties.
inorganic network offer combined properties of polymers (flexibility, shaping) and glasses
(transparency, reflective index). In this project, we intend to use sol-gel chemistry and
biobased molecules to develop original hybrid materials. Shaped up with adapted
pharmaceutical processes, those materials are elaborated from a cross-linked vegetable oil

by sol-gel chemistry for potential biomedical systems. Only few articles can be related to
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those considerations. For instance, using the reactivity of hydroxyl group of castor oil (CO)
with 3-isocyanatopropyltriethoxysilane (IPTES), some coatings™ or advanced biocompatible
biodegradable films loading with chitosan-modified ZnO nanoparticles as wound dressings
have already been prepared.”® Among these biobased-silica hybrid materials, few found
applications in health and any was manufactured to obtain wires or particles which could

broaden their applications.

Herein, hybrid microparticles as drug delivery systems in biomedical applications were
elaborated from castor oil using environmentally friendly and safe chemistry. First, castor oil
from its hydroxyl group was modified by IPTES to yield a silylated oil (Figure 2). Then, an
original process based on an "oil in water emulsion" was developed to easily produce
monodispersed microparticles (Figure 3). The optimized process had to shape
simultaneously the particles and induce the sol-gel reaction under soft conditions to permit
the cross-linking of the triglyceride chains and consequently obtaining hybrid solid
structures. The loading efficiency of microparticles using a model drug (ibuprofen) was
tested as well as their release properties in in vitro conditions and their cytocompatibility in

the presence of fibroblast cell line.
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Figure 2 : Synthesis and cross-linking of IPTES functionalized castor oil (ICO).
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Figure 3 : Emulsification and sol-gel process for the preparation of hybrid microparticles, example with x-carrageenan as gelling agent.

138



Chapitre Ill A — Huiles Hydroxylées

2 Experimental Section
2.1 Materials

Pharmaceutical grade CO (934 g-mol™) was purchased from Cooper Pharmaceutique. IPTES
(247.3 g-mol'l), dibutyltin dilaurate (DBTDL; 631.5 g-mol'l), sodium chloride, methanol
Chromasolv for HPLC (MeOH), acetonitrile HPLC plus Gradient (ACN), k-carrageenan
(predominantly k and lesser amounts of A carrageenan) and ibuprofen (206.3 g-mol™) were
purchased from Sigma-Aldrich. Acetic acid and disodium hydrogen phosphate 12-hydrate
(Na,HPO,4, 12H,0, 358.4 g-mol'l) were obtained from VWR and Pluronic F127 (amphiphilic
copolymer of a hydrophobic poly(propylene oxide) block between two hydrophilic

poly(ethylene oxide) blocks) was gently given by BASF.
2.2 Oil Functionalization and Cross-Linking

CO was functionalized with IPTES using a solvent free process (Figure 3) to result in ICO. This
reaction was carried out at 60 °C under magnetic stirring and nitrogen atmosphere for 30
min in a constant molar ratio (Xg) between IPTES/CO. Xz was defined as the molar ratio —
NCO versus —OH functions present in the mixture. Xg was fixed to 1.1, meaning that the
reaction took place with a little excess of =NCO function to consume all CO hydroxy!l units.
Then, the IPTES excess will lose its reactivity in agueous medium. The reaction was catalyzed
with 0.8 % w/w of DBTDL*"** or without in bulk at 60 °C under nitrogen atmosphere. The
reaction was monitored until reaction completion both by 'H NMR (Avance | 300 MHz,
Bruker) and ATR-IR spectroscopy (Spectrum 100, PerkinElmer) as extensively described in

the literature %%

The initial CO and the resulting oil were also characterized by
tensiometry (Tensiometer K100 from Kriss), rheometry (Rheomat RM200, Lamy Rheology),
and by refractive index measurements with a PAL-RI ATAGO digital hand refractometer.
Finally, the cross-linking of ICO induced by water resulted from the hydrolysis/condensation

of siloxane functions (Figure 2).
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2.3 Hybrid Microparticle Preparation

The hybrid microparticle preparation was based on an oil in water (o/w) emulsion stabilized
for 3 days for a complete cross-linking. This process involved an ICO/water emulsion (1/10
ratio w/w) performed under mechanical stirring at room temperature. Two types of stirrer
were used to produce emulsions presenting various droplet sizes: a 4 blades axial propeller
at 1000 rotations per minute (rpm) for 10 min, or a commercial T 18 digital Ultraturrax at
9000 rpm for 2 min. The aqueous phase was composed of a thermosensitive gelling agent
solubilized in distilled water: k-carrageenan at 0.5 % w/w or Pluronic F127 at 17% w/w. After
the emulsification step, a thermal shift was applied to gel the aqueous phase and stabilize
the emulsion making possible the cross-linking of the functionalized oil within isolated
droplets for 72 h (4°C for k-carrageenan and 60 °C for Pluronic F127). Once hybrid particles
were formed, the gel was disrupted by an appropriate temperature shift (60 or 4°C). The
resulting particles were washed with distilled water, separated by centrifugation at 4000
rpom for 6 min and freeze-dried (Heto powerdry LL3000, Thermo Fisher Scientific). Finally to
estimate the loading capacity of hybrid microparticles, ibuprofen-loaded microparticles were
prepared according to the process aforementioned with ICO containing ibuprofen prior
dissolved at 3.85 % w/w. This concentration was arbitrary fixed below the maximum
ibuprofen solubility in ICO (19 % w/w). Gelling solutions were characterized by DSC (DSC 400
PerkinElmer) from 4 to 60 °C at 10 °C:min™ with sealed cap under nitrogen flow, by

tensiometry and by rheometry (at 4 and 60 °C).
2.4 Hybrid Microparticle Characterization

The preparation yield, n1, has been determined by dividing the weight of dried particles by
the ICO initial weight following eq. 01. Microparticle size distributions were determined by
laser diffraction using a Mastersizer 2000 (Malvern Instrument) in a Hydro 2000SM wet
dispersion unit. 100 mg of particles was dispersed in water and ultrasonicated before
measurements. D[4,3], De Brouckere Mean Diameter, and Span which express distribution
width were selected as relevant values. Morphologies of hybrid particles were imaged by
scanning electron microscopy (SEM Hitachi S4800 high resolution). Their composition and
homogeneity were controlled by energy dispersive X-ray (EDX, Hitachi S4500 ) with
platinum used as conductor material. Composition and thermal behavior were evaluated on

5 mg samples by thermal gravimetric analysis (TGA, STA 6000, PerkinElmer) from 25 to 800
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°C under air flow (10 °C:min™ ). Microparticle behavior in aqueous media was assessed by
dispersing a known amount of unloaded hybrid microparticles into distilled (pH = 5) or acidic
water (pH = 1.2) at 50 °C for 35 days. Then, hybrid microparticles were washed, centrifuged
and weighted in order to estimate their degradation by the weight loss. Hybrid thermal

stability was assessed by TGA following the method described above

N = Mmicroparticles x 100 (01)

mico

_',’2 — Cibu-‘./MeOH % 100 (02)

Xibu

2.4.1 Microparticle drug delivery efficiency

The loading yield, n,, has been defined as the quantity of ibuprofen entrapped into hybrid
microparticles with respect to its initial amount dissolved in ICO. 100 mg of particles was
dispersed into methanol overnight under stirring; the supernatant was filtered over 0.22 um
hydrophilic membranes and dosed by HPLC (LC-2010HT Shimadzu, column 100 C18)
according to a method described by Jouannin®® (acetonitrile/acetic acid aqueous solution,
65/35 v/v). lbuprofen absorption was measured at 264 nm, the loading yield n, was
calculated using eq. 02 where Cj,, is the measured concentration of ibuprofen in the volume
Vmeon and Xipy the experimental quantity of ibuprofen initially dissolved in ICO (3.85 % w/w).
In vitro release behavior of ibuprofen-loaded hybrid microparticles was estimated using a
flow-through method (USP apparatus 4 Sotax with a CY 1-50 Sotax piston pump) in closed
looping. The release study was monitored with phosphate buffer (150 mM, pH = 7.4, 37 °C)
as simulated physiological medium through a powder cell with 100 mg of microparticles for
80 h. 2 mL fractions were collected, freeze-dried, dispersed in methanol overnight, and then
dosed by HPLC. To maintain constant the volume of the dissolution medium, 2 mL of fresh
phosphate buffer was also added. This volume permits one to work in sink conditions; the
saturated ibuprofen concentration comprised between 1 and 6 g-L'1 in PBS at 37°C*"*® and
the maximal ibuprofen concentration in the release medium was about 0.073 g-L™. At the

end of the experiment, the microparticles were recovered, washed with distilled water,
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centrifuged, freeze-dried, and dispersed in methanol overnight to determine the

nonreleased amount of ibuprofen.
2.4.2 Microparticle Cytocompatibility

The viability of NIH 3T3 cells treated or not with microparticle extracts, was measured using
a CellTiter 96 AQ cell proliferation assay (Promega) composed of a tetrazolium compound (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,

inner salt; MTS) and an electron coupling reagent (phenazine methosulfate; PMS). Cells were
seeded at 5000/well density into a 96-well culture dish plate containing 200 uL of a culture
medium (DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium) and permitted to adhere at 37 °C and
5 % CO, for 24 h. Subsequently, they were treated with various samples (particle
suspensions: 0.01, 0.1, 1 mg-mL?, incubated between 2 and 60 days). After 48 h of exposure,
20 plL of a mixture MTS-PMS was added according to the manufacturer instructions for 4h
reaction with the cells. The assay plate was read at 490 nm by using a microplate reader
(Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific). The absorbance of the untreated cells in the

control group corresponded to 100 %.
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3 Results and Discussion

3.1 Vegetable Oil Functionalization with a Silylated Agent

The functionalization of castor oil by IPTES was performed in bulk in the presence of DBTDL
at 60 °C (Figure 3). This synthesis already described® was followed by several methods,*° *H
NMR spectroscopy, allowed us to monitor the urethanization of CO with the conversion of
alcohol group using isocyanate into urethane bridge (Figure 4). Indeed, the characteristic
signal of the a protons of isocyanate groups shifted from 3.3 and 3.1 ppm whereas a larger
shift was observed for the germinal proton of —OH: Hg ranging from 3.6 to 4.7 ppm. We

noted the preserving of the triglyceride structure during the reaction at 5.2 and 4.3 ppm

corresponding to Ha and Hg, respectively.

ATR-IR experiments also confirmed the reaction between CO and IPTES with the decrease of
the characteristic band of IPTES isocyanate group at 2271 cm™ and CO hydroxyl group at
3200 cm™. The formation of urethane group was also detected at 1720 (N-C=0>?), 1528 (N-
H3? or C-N*') and 3360 cm™ (N-H*) (Annexe 2). This complete reaction yielded in 30 min in
the presence of DBTDL whereas without catalyst even after 100 h incomplete conversion
was observed. The kinetics of urethanization were studied in the second case after the

normalization of the spectrum related to the —CH, asymmetric stretching band (2927 cm™)
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Figure 4 : '"H NMR Spectra of CO before (t,) and after (t;) IPTES functionalization.
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(Annexe 3a). The integration of the NCO band at 2271 cm™ allowed the calculation of the

3435 A plateau at 90 % was observed

conversion of isocyanate groups over time (Annexe 3b).
after 70 h of reaction. Similarly to CO, ICO was a colorless viscous liquid with a viscosity of

3.19 Pas instead to 2.55 Pa-s and a refractive index of 1.46 against 1.47.
3.2 Hybrid microparticle preparation

Hybrid microparticles were produced by an original process divided in five steps as
illustrated in Figure 3, beginning by the emulsification of the functionalized oil in an aqueous
phase composed of a gelling agent in a liquid state. After emulsification, a thermal shift was
applied to gel the aqueous phase and to embed the oil droplets avoiding their coalescence.
The third step corresponded to the reaction time where the cross-linking took place within
the droplets via sol-gel chemistry. Siloxane bonds formed between the alkyl chains of
triglycerides and led to the solidification of droplets into hybrid microparticles. Their
recovery, in the fourth step, was achieved after the aqueous gel disruption thanks to a
reverse thermal shift. Finally, recovered particles were washed and separated before freeze-
drying. Well-defined and shaped hybrid microparticles were obtained by controlling the
influence of two key parameters: (i) the micrometric size and monodispersed distribution of
the droplets and (ii) the required time for the sol-gel reaction achievement. The size of the
microparticles was investigated by studying the influence of the stirring with two types of

36,37
T

mechanical stirring, a 4 blades propeller (15 mW) and the Ultraturrax (570 mW). WO

3842 4r food

thermo-reversible gelling agents, used in the field of pharmaceutical sciences
industry,”® were selected because of their different gelling temperature. For instance, k-
carrageenan in aqueous solution is liquid at room temperature and forms a gel at lower
temperatures via the rearrangement of its molecules from random coil to helices assembled
in clusters.”® On the contrary, Pluronic F127 aqueous solution exhibits liquid properties
below room temperature and makes a gel at higher temperatures. Its gelation mechanism is
due to the organization of deshydrated micelles under a cubic lattice organization.** They
were used at the minimal concentration allowing thermo-sensitivity and their physical
characterizations were in agreement with the literature (Annexe 4). Hence for Pluronic F127
at 17 % w/w, the gel point was measured by DSC at 17 °C in distilled water.**™* For «-

carrageenan at 0.5 % w/w, DSC measurement was not suitable because its concentration in

water was too low. Nevertheless, the transition was macroscopically observed around 25 °C.
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From those results, two working temperatures have been chosen to have a gelling process at
4 and 60 °C for k-carrageenan and Pluronic F127, respectively. Furthermore, the micrometric
and homogeneously distributed emulsion, obtained without the use of any surfactant, is the
consequence of low surface tensions of the aqueous phases: 46.9 and 38.2 mN-m™ for k-
carrageenan and Pluronic F127 solutions, respectively. The measurement of k-carrageenan
and Pluronic F127 solutions viscosity at the aforementioned concentrations and maintained
at their nongelling temperature (59 and 5 °C, respectively), revealed a Newtonian fluid
behavior with viscosity values of 5 and 36 mPa-s, respectively. Otherwise, when gelled,
solutions exhibited more complex rheological properties, with a Bingham plastic liquid
behavior for k-carrageenan and a thixotropic fluid behavior for Pluronic F127 with viscosity
values of 280 and 220 mPa-s, respectively. The required time for the sol-gel reaction
achievement was 72 h, as evidenced from macroscopic observations and the hardening of
the material from viscous liquid droplets to solid hybrid microparticles. As mentioned
before, water induced the cross-linking of particles by the reaction of IPTES aIkoxysiIane15
with the release of ethanol and the formation of hydrolyzed ICO. Resulting silanols reacted
between each other to form a Si-O-Si network with the release of water (Figure 2). This
reaction ended up with a class Il hybrid material characterized by covalent bounding
between an inorganic network and organic molecules.”® Then, ATR-IR spectroscopy on ICO
before and after cross-linking (Figure 5) also attested a class Il hybrid material synthesis
because major differences in transmitted intensities were observed between 1650 and 650
cm™. Indeed, the symmetrical stretching of Si-O-CH,-CHs; at 1167, 1108, and 1080 cm™
underscored hydrolysis of ICO siloxanes into silanols.**** The Si-O peak of the silanol
functions at 950 cm™ was also impacted during the cross-linking reaction highlighting the

condensation of ICO,24’49

the prehydrolyzed state of ICO before cross-linking and a partial
condensation completion. Finally, the formation of the inorganic network was visible with
the widening signal from 1200 to 1000 cm™ corresponding to stretching and bending of Si-O-
Si.2*° We have noted first that the use of native castor oil did not permit particle formation
and second that a catalyst was required for the cross-linking, confirming that it resulted from
a sol-gel reaction. Indeed, tin-based catalysts such as DBTDL and DBTDA (dibutyltin

50-52

diacetate) are described in the sol-gel chemistry literature , especially for their strong

activity toward the hydrolysis reaction.”® However, a less toxic lipophilic catalyst for the sol-
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gel reaction should be considered. Finally, the behavior assays in aqueous medium showed a
good strength of hybrid microparticles after 35 days with an average weight loss of 2.45 +

1.75 % in distilled water (pH = 5) and 4.14 + 2.49 % in acidic water (pH = 1.2, data not

shown).
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Figure 5 : ATR-IR sol-gel reaction before and after cross-linking of ICO.
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3.3 Hybrid Microparticle Characterization

To assess the efficiency of the process, preparation yield (n;) was calculated. Values between
61 and 83 %, according to the experimental conditions, with an average value of 73 % were
obtained (eq 01) (Annexe 5). Those satisfactory results demonstrated the efficiency of the
developed process and especially the stability of the emulsion during the cross-linking step
associated with the successful cross-linking reaction whatever formulation parameters used.
The impact of the stirring, the gelling agent and ibuprofen on the yield are represented in
Annexe 6. Statistical analysis showed that the mixing device and the presence of ibuprofen
did not influence significantly the preparation yield. The nature of the gelling agent slightly
impacted the preparation yield with a decrease from 77 % with k-carrageenan to 67 % with
Pluronic F127 for unloaded hybrid microparticles prepared with the blades propeller. This
result can be explained by a loss of a significant amount of microparticles with Pluronic F127
because smaller microparticles were produced and they were more difficult to recover by
centrifugation. It is important to note that the calculation of the preparation vyield
considered that the produced ethanol during the sol-gel reaction remained entrapped in the
final matrix. Nevertheless, ethanol could leak and be solubilized into water. Theoretically if
the sol-gel reaction went to completion and the formed ethanol was totally withdrawn out
of the matrix, a significant related weight loss should be expected (up to 23 % of the initial

uncross-linked 1CO).

$-4800 x500

Figure 6 : Solid hybrid microparticles obtained by the emulsification process with k-carrageenan as
gelling agent and with (a) the 4 blades propeller or (b) Ultraturrax.
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The particle size and their distribution were measured to assess the impact of the stirring
device, the gelling agent and the presence of ibuprofen in particles. The diameter of hybrid
microparticles D[4,3] evolved between 80 and 318 um with a span value distributed
between 1.805 and 3.60 as summarized in Table 1 and Annexe 7. Those results revealed first
that the energy dispensed during the emulsification process (4 blades propeller or
Ultraturrax) influenced microparticle size distribution. As expected the high-energy process
led to smaller particles. Indeed for Pluronic F127-based and «-carrageenan-based
microparticle size distributions were three times reduced when Ultraturrax was used. Those
values respectively evolved from 239 to 80 nm and from 318 to 95 nm. The same trend was
observed for ibuprofen-loaded microparticles with a reduced incidence. We have found that
by using a process dispersing higher energy like ultrasounds, the size could be further
reduced (data not published). The type of gelling agent (Pluronic F127 or k-carrageenan) also
had a significant effect on particle size distribution (318 to 239 um, respectively) due to the
change in surface tension and viscosity of the dispersive phase. Finally, ibuprofen effect on
hybrid microparticles size was not significant. Concerning the span, only gelling solutions
seem to play a part in particle monodispersity where the use of k-carrageenan led to
narrower particle size distribution, between 1.05 and 1.46. One should nevertheless be
careful extrapolating those results as a tendency to aggregation was clearly identified for
smallest hybrid particles, as observed in Figure 6b, which presented an important span value
of 3.54. Microparticle samples obtained with Pluronic F127 showed always span values and

particle size distributions larger than with k-carrageenan (Figure 7), probably because of
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Figure 7 : Impact of the gelling agent (---, Pluronic F127;---, x-carrageenan) on averaged particle size
distributions for unloaded hybrid microparticles with a 4 blades propeller.
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residues of adsorbed gelling agent leading to microparticle aggregation.

Hybrid microparticles morphology was first controlled by SEM. They appeared spherical with
micrometric size and exhibited a smooth surface with a matrix structure without visible
porosity (Figure 6). Their composition was verified by qualitative EDX analyses on unloaded
hybrid microparticles obtained in k-carrageenan with a 4 blades propeller (Figure 8). The
averaged experimental values were 76, 19, 5, and 0.3 % for carbon, oxygen, silica, and tin
atoms, respectively. First, this measurement confirmed that a class Il hybrid material was
obtained as carbon, oxygen and silica atoms were homogeneously represented in the
materials. Then, experimental values perfectly matched to those calculated for carbon,
oxygen, hydrogen, silica, nitrogen, and tin atoms that were respectively 62, 20, 10, 5, 2, 0.2
% based on the ICO composition. Nitrogen (Kal = 0.392 keV) which was a part of the
urethane bridge (RO-(CO)-NHR'), formed during the cross-linking was detected but not
quantified because of its low EDX response and overlapping with tin (Mz1 = 0.401 keV).
Finally, the carbon experimental weight fraction was overestimated because its value was
calculated as the difference between the total signal (100 %) and cumulative signal of

oxygen, silica and tin without taking into account hydrogen atoms.

Thermogravimetric analysis also confirmed the formation of inorganic/organic hybrid
microparticles (Annexe 8) and degradation profiles were similar to those described in the
literature for similar systems.??>%>* CO fully degraded from 241 to 550 °C whereas hybrid
microparticles started degradation below 200 °C (Annexe 9). This degradation can be
explained between 200 and 300 °C by the dissociation of the urethane bond with a return to

isocyanate and alcohol and the subsequent formation of primary and secondary amines with

Table 1 : D[4,3] and Span Values for Loaded and Unloaded Hybrid Microparticles Obtained with Two
Stirring Devices and Gelling Agents.

D[4,3] (um) Span (-)

4 blades propeller Ultraturrax 4 blades propeller Ultraturrax
Pluronic F127

Unloaded 239+14 80+19 3.60+0.48 3.12+0.58

Loaded 225+44 104 £ 40 3.33+0.49 2.54 £0.55
K-Carrageenan

Unloaded 318+ 16 96 + 23 1.05 £0.06 1.26 £0.21

Loaded 388+7 281 +43 1.46 +0.21 3.54+0.72
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the release of CO,.>> The following degradations, from 300 to 400 °C and around 450 °C, can
be attributed to the triglyceride disruption from 300 to 400 °C and further oxidation

phenomena.56

Degradations were not fully completed as around 13.5 wt % residues
remained. This amount corresponding to the nondegraded inorganic part of the hybrid
matrix was below expectation. Indeed if assuming that all silanols have reacted to form Si-O-
Si network, a theoretical 24 % remaining weight could be expected corresponding to the
silica hybrid part. This difference with the experimental values tends to highlight an
uncompleted sol-gel reaction and was already reported.57 Ibuprofen-loaded microparticles

started to degrade at lower temperature (130 °C) and usually in a more pronounced quantity

(12.5 £ 1.3 %) in accordance with ibuprofen thermal behavior.
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Figure 8 : EDX signature, weight composition, and spatial distribution of carbon, oxygen, silica, and tin
atoms on unloaded hybrid microparticles obtained in k-carrageenan with a 4 blade propeller.
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3.4 Microparticle Drug Delivery Efficiency

To assess the ability of particles to entrap a lipophilic molecule, loading yields, n,, were
calculated from the theoretical ibuprofen content (3.85 %) and the experimental ibuprofen
content obtained after the ibuprofen extraction and its quantification by HPLC. According to
the preparation, experimental ibuprofen contents were found between 2.1 to 3.8 %. and led
to loading yields with values between 55 and 98 % (Annexe 10). It could be seen that in
contrast with the stirring method presenting no effect on the ibuprofen loading yield, the
gelling agent influenced mainly this value (Annexe 11). Indeed, a 96 % average loading yield
was obtained with k-carrageenan whereas only 57 % with Pluronic F127. It appears that
Pluronic F127 was concentrated up to 17 % (well above its CMC: 0.62 w/v %),58 in order to
reach thermo-reversible-gelling properties, also acts as a solubilizing molecule by the
formation of micelles that act as ibuprofen reservoirs. This phenomenon was already
reported with tropicamide (ophthalmic antimuscarinic drug) or Naxopren (nonsteroidal anti-

°8,59 Consequently, it

inflammatory drug) both formulated in aqueous Pluronic F127 solutions.
led to an increase of the solubility of the ibuprofen in the aqueous external phase (from
0.0021 to 4.2 % w/w)60 reducing the partition coefficient oil/water (from 10000 to 5,
calculated from the ibuprofen solubility in oil: 19 % w/w); so a leakage of the ibuprofen from
the oil droplets was favored. Furthermore, this significant difference might also be driven by
a temperature effect. Indeed as the Pluronic F127 based gel is maintained around 60 °C

during cross-linking for emulsion stabilization, it was most likely that the solubility of

ibuprofen was thus increased in the dispersing medium.

In vitro release studies have been performed on the ibuprofen-loaded hybrid microparticles.
When the 4 blades propeller was used, a 100 % release was achieved within 10 h under what

60-62 This fast releases was more

we assume to be a one phase diffusion driven process.
controlled with k-carrageenan than with Pluronic F127-based microparticles (Figure 9). This
could be due to the more heterogeneous samples of Pluronic F127-based microparticles
compared to k-carrageenan ones. Then, the nonrelease amount of ibuprofen was also
determined and was estimated between 2.6 and 18.6 % with Pluronic F127 and 1.5 to 4 %

for k-carrageenan which was in good accordance with the maximum amount released.
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For the microparticles prepared with Ultraturrax, the release behavior of ibuprofen was
more complex (Figure 9b). Indeed, for Pluronic F127-based microparticles, the release
evolved in the same way as previously but was incomplete (plateau at 80 %) in comparison
with microparticles prepared with the 4 blades propeller. In the case of k-carrageenan, at
least two release stages were observed. This phenomenon, which still has to be clarified,
might be due to aggregation and poor wettability of the hybrid microparticles, which
maintained their morphology over the 3 day-experiment (data not shown). With this
assumption, on the agglomerates outer part, microparticles started releasing first and then
diffusion and dissociation delayed or prevented the release of ibuprofen from microparticles
which are “entrapped” in the center of the agglomerates.63 For comparison, PLGA-based
microparticles drug delivery systems can be taken as a reference. Those particles, in the
micrometer scale, loaded with 4 % ibuprofen, exhibit a full release after 12 days under a
diffusion driven process.64 Considering the release mechanism, a faster release is observed
with cross-linked castor oil based hybrid microparticles due to the mobility and diffusion
capacity inside the lipophilic matrix. Nevertheless, in comparison with lipid microcapsules®,
with a drug release around few min (30 min), cross-linked castor oil based hybrid

microparticles allowed a slower release similar to silica particles.*
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Figure 9 : Ibuprofen release for microparticles obtained with (a) a 4 blades propeller and (b) the
Ultraturrax. Dots and squares refer to the use of Pluronic F127 or x-carrageenan as gelling agents,
respectively. The ibuprofen release is expressed in % (closed dots and squares) and in concentration
pug-mL™" (open dots and squares).
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Cell viability tests showed the absence of cytotoxicity on a period of 60 days for samples
concentrated until 1 mg-mL™ in microparticles prepared with k-carrageenan or Pluronic F127
using Ultraturrax (Figure 10). This result proved, in these conditions, that elements extracted
from hybrid particles have not caused cell either death, or morphology change or even cell
cycle state modification (Annexe 12). Hence the silylated agent (IPTES) had completely
reacted. For higher concentrated samples, toxicity was detected for both microparticle types
and was linked to the incubation period. Hence a viability loss was observed from 50 to 65 %
between 1 and 60 incubation days for k-carrageenan-based microparticles concentrated at
10 mg-mL™. Also, a viability loss from 35 to 65 % was identified between 7 and 60 days for
Pluronic F127-based microparticles concentrated at 10 mg-mL'l. To eliminate the possible
state of quiescence adopted by the cells during the study, a cell cycle analysis was performed
by flow cytometry®® (Annexe 12). It revealed that cells treated with microparticles are
distributed in the three major phases of the cycle (G1 vs S vs G2/M) in a similar manner to
the control cells, except for the cells treated with the higher microparticle concentration
(Annexe 12e). The latter presented a different profile due to their low viability and hence
less events could be evaluated. This toxicity appeared at excessive concentrations, from day
1 for k-carrageenan and day 7 for Pluronic F127-based particles. No microparticle
degradation occurs in this period, and gelling agent traces could not be incriminated, so
complementary experiments have to be organized to understand this partial toxicity.
Furthermore, even if its toxicity has already been highlight67 it is not yet possible to
incriminate clearly the catalyst of increasing the toxicity as tin catalyst has already been used
in the synthesis of biocompatible polyurethane materials®® as well as the silylated agent

(IPTES) in the coating of medical devices.®

120 a) 120
- ] — 100
S 100 8
;— 80 1 =0 mg/mL = 80 W 0mg/mL
£ mo1mg/mL & o = 0,1 mg/mL
60 -
.g W 1mg/mL -E W 1mg/mL
3 40 m10mg/m. & 40 = 10mg/mL
20 20
0 0
Day1l Day 7 Day 60 Day1 Day7 Day 60

Figure 10 : Cell viability test with fibroblast cell line for different microparticle concentrations (from 0 to
10 mg-mL'l) for 1, 7 or 60 days for (a) x-carrageenan-based microparticles and (b) Pluronic F127-based
microparticles.
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4 Conclusion and Perspectives

Hybrid microparticles were prepared from vegetable oil according to an environmentally
friendly procedure and was used for drug delivery applications. They were formed by sol-gel
condensation of functionalized castor oil with IPTES under mild conditions (60 °C, in bulk).
The originality of the process results in the oil cross-linking during the formulation process
based on oil/water emulsion with gelled continuous phase. Its design lies on the stabilization
of the modified oil droplets by the use of thermo-reversible gelling agent to favor the in situ
oil cross-linking. The resulting hybrid microparticles were easily recovered after a freeze-
drying step and their size was close to 100-300 um. They were shown to be able to entrap a
model drug with a release in physiological conditions on a 10 h period. Finally, they showed
good results in terms of cytocompatibility event if we are not yet able to get rid of the cross-
linking catalyst, main source of toxicity.”’ In the context of pharmaceutical applications,
alternative, effective and biocompatible catalysts are under investigation.50 Finally to widen
the range of sizes of microparticles and to improve their monodispersity, alternative

strategies as microfluidics could be considered.”*
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Points clés

Elaboration de microparticules hybrides a base d’huile végétale hydroxylée

v/ Contrdle de la chimie de fonctionnalisation, chimie douce
v/ Contréle de la chimie de réticulation sur 72h, avec catalyseur

4 Développement d’un procédé simple et robuste pour I'obtention de

microparticules, rendement fabrication > 75 %

v/ Obtention de microspheres : structure homogeéne, distribution de

taille satisfaisante, capacité de charger une molécule modele, libération

sur 8 heures, cytocompatibilité
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6 Annexes

Annexe 1 : Monographie de 'huile de ricin raffinée.

RICIN (HUILE DE) RAFFINEE
Ricini oleum raffinatum

DEFINITION
Huile grasse obtenue a partir des graines de Ricinus communis L. par pression a froid suivie d’un raffinage. Un
antioxydant approprié peut étre ajouté.

PRODUCTION
Durant I’étape de pression, la température de 1’huile ne doit pas excéder 50 °C.

CARACTERES

Aspect : liquide limpide, visqueux, sensiblement incolore ou faiblement jaune, hygroscopique.

Solubilité : peu soluble dans 1’éther de pétrole, miscible a 1’éthanol a 96 pour cent et a I’acide acétique glacial.
Densité : environ 0,958.

Indice de réfraction : environ 1,479.

Viscosité : environ 1000 mPa-s.

IDENTIFICATION

Premiere identification : B, C.

Seconde identification : A, B.

A. Un mélange de 2 mL d’huile de ricin raffinée et de 8 mL d’éthanol a 96 pour cent R est limpide (2.2.1).
B. Absorbance spécifique (voir Essai).

C. Composition en acides gras (voir Essai).

ESSAI

Aspect de la substance. L’huile de ricin raffinée est limpide (2.2.1) et n’est pas plus fortement colorée (2.2.2,
Procédé II) que 20 mL d’un mélange de 0,25 mL de solution primaire bleue, de 0,25 mL de solution primaire
rouge, de 0,8 mL de solution primaire jaune et de 18,7 mL d’une solution préparée en complétant 4,0 mL d’acide
chlorhydrique R1 a 100,0 mL avec de I’eau R.

Angle de rotation optique (2.2.7) : + 3,5° a + 6,0°.

Absorbance spécifique (2.2.25) : supérieure a 0,7 et au maximum 1,5, déterminé au maximum d’absorption a
270 nm.

A 1,00 g d’huile de ricin raffinée, ajoutez de 1’éthanol a 96 pour cent R et complétez a 100,0 mL avec le méme
solvant.

Indice d’acide (2.5.1) : au maximum 0,8.

Dissolvez 5,00 g d’huile de ricin raffinée dans 25 mL du mélange de solvants prescrit.

Indice d’hydroxyle (2.5.3, Procédé A) : au minimum 160.

Indice de peroxyde (2.5.5, Procédé A) : au maximum 5,0.

Insaponifiable (2.5.7) : au maximum 0,8 pour cent, déterminé sur 5,0 g d’huile de ricin raffinée.

Huile obtenue par extraction et falsification. Dans un tube a essai a bouchon rodé d’une longueur d’environ
125 mm et d’un diamétre intérieur d’environ 18 mm, mélangez uniformément 3 mL d’huile de ricin raffinée et
3 mL de sulfure de carbone R. Agitez pendant 3 min avec 1 mL d’acide sulfurique R. La coloration du mélange
est moins intense que celle d’un mélange récemment préparé de 3,2 mL de solution de chlorure ferrique R1, de
2,3 mL d’eau R et de 0,5 mL d’ammoniaque diluée R1.

Composition en acides gras. Chromatographie en phase gazeuse (2.4.22) avec les modifications suivantes.
Utilisez le mélange de substances d’étalonnage du tableau 2.4.22.-3.

Solution a examiner. Introduisez 75 mg d’huile de ricin raffinée dans un tube a centrifuger de 10 mL muni d’un
bouchon a vis. Dissolvez dans 2 mL de (1,1-diméthyléthyl)méthyléther R1, en agitant, et chauffez doucement
(50-60 °C). Ajoutez a la solution encore chaude 1 mL d’une solution de sodium R a 12 g/L dans le méthanol
anhydre R, préparée avec les précautions nécessaires, et agitez énergiquement pendant au moins 5 min. Ajoutez
5SmL d’eau distillée R et agitez énergiquement pendant environ 30 s. Centrifugez pendant 15 min a 1500 g.
Utilisez la phase supérieure.
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Solution témoin. Dissolvez 50 mg de ricinoléate de méthyle SCR et 50 mg de stéarate de méthyle SCR dans
10,0 mL de (1,1-diméthyléthyl)méthyléther R1.
Colonne :

— matériau : silice fondue,

— dimensions : [ =30 m, @ = 0,25 mm,

— phase stationnaire : macrogol 20 000 R (épaisseur du film 0,25 pm).
Gaz vecteur : hélium pour chromatographie R.

Débit : 0,9 mL/min.

Rapport de division : 1:100.

Température :
Intervalle (min) Température(°C)
Colonne 0-55 215
Chambre a injection 250
Détecteur 250

Détection : ionisation de flamme.

Injection : 1 pL.

Calculez la teneur pour cent de chaque acide gras par le procédé de normalisation.

Corrigez la surface du pic di au ricinoléate de méthyle en la multipliant par un facteur R calculé a 1’aide de
I’expression suivante :

m, = masse de ricinoléate de méthyle dans la solution témoin,

m; = masse de stéarate de méthyle dans la solution témoin,

A, = surface du pic di au ricinoléate de méthyle dans le chromatogramme obtenu avec la solution
témoin,

A, = surface du pic di au stéarate de méthyle dans le chromatogramme obtenu avec la solution
témoin.

Composition du mélange d’acides gras constitutifs de [’huile de ricin raffinée :
— acide palmitique : au maximum 2,0 pour cent,

— acide stéarique : au maximum 2,5 pour cent,

— acide oléique : 2,5 pour cent a 6,0 pour cent,

— acide linoléique : 2,5 pour cent a 7,0 pour cent,

— acide linolénique : au maximum 1,0 pour cent,

— acide eicosénoique : au maximum 1,0 pour cent,

— acide ricinoléique : 85,0 pour cent a 92,0 pour cent,

— tout autre acide gras : au maximum 1,0 pour cent.

Eau (2.5.32) : au maximum 0,3 pour cent, ou au maximum 0,2 pour cent si I’huile de ricin raffinée est destinée a
la fabrication de préparations parentérales, déterminé sur 1,00 g d’huile de ricin raffinée.

CONSERVATION
En récipient étanche, bien rempli, a I’abri de la lumiére.

ETIQUETAGE

L’étiquette indique, dans les cas appropriés, que la substance convient a la fabrication de préparations
parentérales.
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Annexe 2 : ATR-IR spectrum of CO before (---) and after (---) IPTES functionalization catalyzed by
DBTDL.
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Annexe 3 : FTIR monitoring of CO functionalization by IPTES without catalyst (a) normalized spectrum
(b) conversion of isocyanate group as a function of time.
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Annexe 4 : Characteristics of gelling agents in aqueous solutions.

k-Carrageenan Pluronic F127
Used concentration 0.5% w/w 17% w/w
Surface tension 46.9 mN.m™ 38.2 mN.m™*
Viscosity
non-gelling temperature 5 mPa.s (60°C) 36 mPa.s (4°C)
gelling temperature 280 mPa.s. (4°C) 220 mPa.s. (60°C)

Annexe 5 : Preparation yield (n1) for hybrid microparticles prepared with two stirring devices and using
two gelling agents.

Stirring device

4 blades propeller Ultraturrax
Unloaded microparticles
PluronicF127 66.7 +/- 3.7 71.1+/-6.5
k-Carrageenan 77.1+/-0.4 76.9+/-1.6
Ibuprofen-loaded microparticles
PluronicF127 67.0+/-0.8 70.7 +/- 2.6
k-Carrageenan 73.6 +/-9.2 78.8+/-1.2
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Annexe 6 : Effect of the stirring, the gelling agent and ibuprofen on the preparation yield. (Ul. =
Ultraturrax, Pr. = 4 blades propeller, k-Car. = xk-carrageenan solution, Plur. = Pluronic F127)
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Annexe 7 : (a) Effect of the stirring, the gelling agent and ibuprofen on the mean diameter and (b) the
Span. (Ul = Ultraturrax, Pr. = 4 blades propeller, k-Car. = x-carrageenan solution, Plur. = Pluronic F127)
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Annexe 8 : Thermal analysis of loaded and unloaded hybrid microparticles obtained with different
stirring devices and gelling agents; residual weight and degradation temperature (T4, onset) were noted.

Residual weight (%) Tgeg (°C)

4 blades propeller Ultraturrax 4 blades propeller  Ultraturrax
PluronicF127

Unloaded 13.2 +/-0.2 13.9+/-0.2 173 +/-3 164 +/- 12

Loaded 13.3+/-0.9 13.6 +/-0.3 144 +/- 4 136 +/-4
k-Carrageenan

Unloaded 12.9+/-0.2 14.2 +/-0.1 164 +/-4 162 +/- 13

Loaded 10.8 +/- 0.7 12.3+/-0.4 122 +/-2 132 +/-3

Annexe 9 : Thermograms of pure CO, ibuprofen, loaded and unloaded hybrid microparticles between 25
and 800 °C at 2 °C-min"' under air flow.
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Annexe 10 : Ibuprofen loading yield (n2) for hybrid microparticles prepared with two mixing devices and
two gelling solutions.

Stirring device
4 blades propeller  Ultra-Turrax®

Gelling agent
Pluronic F127 549 +/-2.7 59.7 +/-5.0
k-Carrageenan 97.6 +/- 0.5 95.2 +/-0.7

Annexe 11 : Effect of the stirring and the nature of gelling agent on the ibuprofen loading yield. (Ul. =
UltraTurrax, Pr. = 4 blades propeller, k-Car. = x-carrageenan solution, Plur. = Pluronic F127)
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Annexe 12 : Cell flow cytometry analysis of cell cycle with propidium iodide DNA staining.

Untreated
cells

Count

Cells treated
with -
microparticles 2

Microparticle
concentration

(a) untreated cells (c) 1 day-treated cells with microparticles at 0.1 mg-mL'l, (d) 1 mg-mL'1
and (e) 10 mg-mL™. (b) Phase contrast microscopy image of cells treated with microparticles
at 1 mg.mL-1 at 24h (x40). The methodology to treat the cells for the cytometry analysis is as
follows. After 1 day-incubation with microparticles, cells were harvested and washed in PBS.
They were fixed in cold 70% ethanol. The alcoholic solution (2 mL) was added dropwise
directly to the pellet and cells were placed at 4°C overnight. After centrifugation at room
temperature, the DNA labelling was performed with a 1mL solution of propidium iodure
associated to a RNAse A solution, which will ensure only DNA, not RNA, is stained. 10.000
cells per sample were required to the Flow cytometry analyses performed with a BD
AccuriTM C6 Cytometer Plus (Becton Dickinson, USA) exciting at 488 nm to measure scatter

and to detect iodure propidium fluorescence in the 585/40 channel.
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Chapitre Ill B—Travaux complémentaires

Précédemment, nous avons démontré que la fonctionnalisation de I'huile de ricin puis sa
réticulation par voie sol-gel permettait la synthése de microparticules hybrides préparées
par un procédé utilisant une émulsion huile/eau stabilisée par un thermo-gel aqueux
réversible. Ce procédé présente |'avantage de se réaliser dans des conditions douces de
température et de n’utiliser ni tensioactif, ni solvant expliquant en partie la faible toxicité
des microparticules hybrides formées. Les microparticules sont capables d'encapsuler et de
libérer une molécule modele : I'ibuprofene. Cependant un certain nombre d'incertitudes
persistent et certains points restent a élucider : le mécanisme de libération est-il purement
diffusionnel ? Peut-on moduler les cinétiques de libération en modifiant la composition des
microparticules ? Le procédé d'émulsion thermo-stabilisée développé permet-il I'obtention

de particules de tailles variables, monodispersées ?

Ainsi pour approfondir les recherches effectuées dans l'article précédent, nous avons
cherché a: i) clarifier le mécanisme de libération ; ii) modifier la structure interne des
microparticules hybrides afin de moduler les cinétiques de libération ; iii) évaluer l'impact

des facteurs "procédés" sur la taille des particules.
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1 Compréhension du mécanisme de libération

Une cinétique de libération rend compte des phénomeénes qui sont a l'ceuvre pour
provoquer la sortie de la molécule de son réservoir ou de sa matrice. Dans le cas de
matériaux matriciels chargés de molécules hydrophiles, le phénoméne majoritaire qui a été
décrit par Higuchi et al.” est la diffusion qui correspond au déplacement de proche en proche
de la molécule, sans altération du matériau. La force motrice de cette migration, déduite de
la loi de Fick, correspond a un gradient de concentrations entre la matrice et le milieu de
libération. Concernant les matériaux matriciels chargés en molécules hydrophobes, des
mécanismes de dégradation” de la matrice, conduisent a I'érosion du matériau et donc a la
réduction de la distance a parcourir par la molécule diffusante pour atteindre le milieu de
libération. De nombreux parametres influencent le parcours de diffusion d’'une molécule
contenue dans une matrice comme les propriétés intrinséques de la molécule (sa
concentration et ses solubilités) ou encore celles de la matrice (son gonflement, sa densité,
sa surface spécifique, sa porosité ou encore son état d’agrégation).3 Ainsi, la compréhension
d’'un mécanisme de libération doit se faire prioritairement sur la base d’une caractérisation
fine des formulations puis par I'’étude de modeles théoriques de libération (ordre 0, ordre 1,

Hixson-Crowell, Higuchi, Baker-Lonsdale, Korsmeyer-Peppas ou Hopfenberg).?

L’étude de la libération de I'ibuproféne décrite dans I’article précédent tend a montrer que
le mécanisme gouvernant le passage du principe actif depuis les microparticles hybrides vers

le milieu de libération peut étre essentiellement diffusionnel c'est-a-dire sans érosion, ni

a)

+4=Drug

Figure 1 : Illustration de la distribution potentielle d'un principe actif dans les microspheres, a) en
couronne ou b) uniformément dans la matrice.
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gonflement et accompagné par un effet « burst »* 3% Nous souhaitons ici vérifier cette

observation et compléter la caractérisation des microparticules hybrides. Tout d’abord, la
recherche d'ibuproféne cristallisé dans les microparticules hybrides a été menée afin de
vérifier que le principe actif se présente sous sa forme moléculaire, assimilable a une
solution solide® et non pas cristalline. Ensuite, dans 'optique d’expliquer la présence d'un
effet « burst », I’étude de la distribution de I'ibuprofene dans la matrice a été réalisée afin de
savoir si cette molécule se répartit préférentiellement en couronne (Figure 1a) ou de fagon
homogene dans les microspheres (Figure 1b). Enfin, dans I'objectif d’affirmer ou d’infirmer
la présence d’'un mécanisme d'érosion, la morphologie des particules a la suite de

I’extraction de I'ibuproféne a été étudiée.

1.1 Préparation des microparticules chargées en ibuproféne

Les microparticules sont préparées selon le procédé d'émulsion thermo-stabilisée (cf. p.
138). La phase lipophile est composée d’huile de ricin fonctionnalisée (ICO) avec de I'IPTES
dans un rapport Xz = 1,1 et additionnée de 0,8 % m/m de DBTDL comme catalyseur.
L'ibuproféne y est dissous dans un ratio massique de 4 % m/m. La phase lipophile est
émulsionnée dans un ratio massique de 1/10, dans une phase aqueuse de k-carraghénane
maintenue a 60 °C en utilisant ['ultraturrax réglé a 9000 rpm pendant 2 min. L’émulsion
obtenue est ensuite stabilisée par refroidissement a 4 °C. Apres 3 jours, une fois la réaction
sol-gel suffisamment avancée, le thermo-gel est déstructuré par chauffage a 60 °C, dilué et

les microparticules sont centrifugées, lavées et enfin lyophilisées pendant une nuit.

1.2 Etat moléculaire de I'ibuprofene

Pour vérifier la dispersion moléculaire de lI'ibuproféene et détecter son éventuelle
cristallisation au sein des microparticules, des microparticules chargées sont analysées par
diffraction des rayons X a 'aide d’un diffractomeétre Bruker D8 Advance en géométrie Bragg
Brentano, tube RX au cuivre A= 1,5406 A, 40 kV et 40 mA, détecteur rapide solide 1D "Lynx-
Eye" entre 0 et 40 degrés d’angle 20 et comparées aux microparticules blanches* ainsi qu’a

de I'ibuprofene cristallisé. Pour chaque analyse, 0,5 a 1 g d’échantillon sont utilisés.

Le diffractogramme de I'ibuproféne cristallisé correspond a ceux de la littérature®® avec des
pics en 20 caractéristiques a 6; 12; 14; 15; 16,5; 17,5; 18-20; 22; 24-26 et 27,5°

correspondant a un mélange racémique* des stéréoisomeres* R- et S- de libuproféne
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(Figure 2).° Les diffractogrammes des microparticules blanches ou chargées en ibuprofene
sont parfaitement superposables, sans aucun pic de cristallisation et présentent un caractére
amorphe confirmé par le large pic autour de 20° d’angle 20. Il peut étre expliqué par
I'organisation de la matiére en micro-domaines organiques comme dans le cas des

10-13

polymeéres ou par la répétition des motifs Si-O-Si existant dans les matériaux

%13 | e pic centré autour de 4° 26 est attribuable a la répétition des unités Si-O-

inorganiques.
Si. L'ibuproféne n’est donc pas détectable sous sa forme cristalline au sein des
microparticules hybrides, ce qui confirme sa dispersion moléculaire dans la matrice et valide

ainsi I’hypothese de sa libération par un mécanisme de diffusion.

13800+ —— Crystallized Ibuprofen
Non loaded microparticles
| —— Loaded microarticles
10000
=
=]
o)
O
5000 -

| ISR IO IO | L] TN (LT FRE N TR R AR (RO TR |
2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
20 ()

Figure 2 : Diffractogramme de rayons X de l'ibuprofeéne cristallisé, de microparticules chargées ou non en
ibuprofene.
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1.3 Distribution de I'ibuprofene au sein des microparticules

Pour cette étude, un analogue de lI'ibuprofene a savoir le flurbiproféne a été utilisé (Tableau
1)."6% Cette molécule pharmaceutique, aux propriétés physico-chimiques proches de celles
de l'ibuproféne, est utilisée comme anti-inflammatoire, contre I'arthrite notamment. Elle a |a
particularité de contenir un atome de fluor dont I’émission en fluorescence X (K, = 0,677
keV) pourra étre distinguée des signatures du carbone, de I'oxygéne et du silicium. Cet
atome servira comme marqueur de la distribution de la molécules active au sein des
microparticules. Les microparticules ont été obtenues, comme dans le cas de l'ibuproféene,
en dissolvant avant formulation environ 4 % m/m de flurbiproféne. La proportion en atome
de fluor liée a la présence de flurbiproféne dans le matériau final est théoriquement
comprise entre 0,3 et 0,4 % massique. Les microparticules ont été caractérisées en utilisant
deux techniques de microscopie électronique : un microscope a balayage (MEB) et un
microscope a transmission (STEM, JEOL 2200FS, 200 kV, canon a électrons (FEG), filtre
énergétique de type Omega, détecteur au silicium a diffusion JOEL de 30 mm?). Les
échantillons étudiés en MEB-EDX, ont été broyés manuellement afin d'exposer la structure
interne des microparticules puis métallisés au carbone. Les échantillons étudiés en STEM-
EDX ont été figés dans une résine puis découpés en utilisant un microtome. Les signaux de
fluorescence X sont collectés a partir de différentes zones d’étude dont le diametre est de

1,5 nm correspondant a la surface de focalisation du rayon d'électrons incidents (cf. Points

bleus Figure 3).

Ainsi I’étude de la distribution du flurbiproféne au sein des microparticules par MEB-EDX
(Annexe 1) montre une répartition homogene du carbone, du silicium, de |'oxygene, de

I’azote et du fluor sur 'ensemble de I’échantillon. Les pourcentages massiques obtenus sont

Tableau 1 : Principales caractéristiques de l'ibuprofeéne et du flurbiproféene.

lbuprofene®® Flurbiprofene®’

Masse molaire 206,28 g-mol'1 244,26 g-mol'1
Log P 3,97 4.16

Solubilité (eau 20°C) 0,021 mg-mL™ 0.008 mg-mL'1

o OH
Structure chimique
o}
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pour le carbone, I'azote, I'oxygene, le silicium et le fluor de 73, 3, 17, 6 et 0,4 %
respectivement et sont semblables, pour le carbone, I'azote, I'oxygene et le silicium, a ceux
obtenus avec des microparticules ne contenant pas de qurbiproféne.18 Cependant, méme si
ce résultat indique que des microparticules hybrides chargées du flurbiproféne peuvent étre
obtenues, la réponse du fluor qui est dans le seuil de détection de I'appareil et nos
échantillons n’étant pas plats, nous ne pouvons pas clairement conclure quant a la

répartition de la molécule dans I’échantillon.

Afin d’augmenter la résolution de la mesure, les microparticules ont été caractérisées en
STEM-EDX ou I'échantillon est plan suite a sa découpe au microtome. Cette technique
permet de tracer un profil de concentration en carbone, azote, oxygene, fluor et silicium
entre I'extérieur et les deux premiers microns d’une particule dont le diametre avoisine les
20 um (Figure 3). Ce suivi met clairement en évidence l'interface entre la résine et la
microparticule par l'augmentation des signaux correspondant au carbone, a l'azote,
I’oxygene et le silicium. Malheureusement, il ne permet pas d’identifier précisément le fluor.
En effet, comme dans le cas du MEB, la réponse du fluor est dans le seuil de détection du
détecteur a photons X. Toutefois cette mesure permet de vérifier I'absence de cristaux et

d'accumulation du flurbiproféne en périphérie des microparticules (Figure 1).

Count (-)

0.00 Distance 3.73 um

Figure 3 : Analyse STEM-EDX de microparticules chargées en flurbiproféne. a) Vue générale b) Détail de
I'analyse qui a lieu de 1'extérieur vers l'intérieur de la particule ¢) Suivi des concentrations en carbone,
azote, oxygene, fluor et silicium.
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1.4 Etude de la structure des microparticules apres libération de I'ibuproféne

Pour cette étude, des lots de microparticules chargées en ibuproféene ont été utilisés (100
mg), dispersés dans un milieu de libération physiologique simulé (10 mL, PBS 150 mM, pH
7,4) et maintenus sous agitation douce a 37°C pendant 3 jours. La suspension est
centrifugée, le surnageant 6té puis les microspheres sont lavées a |'eau distillée avant d'étre
congelées puis lyophilisées. Pour étudier l'influence d’une extraction totale de I'ibuproféene,
100 mg de microparticules sont dispersés dans 4 mL de méthanol, sous agitation planétaire
pendant une nuit. Le surnageant est extrait et les particules sont séchées sous vide. La
structure des microsphéres aprées leur dispersion dans le milieu physiologique ou dans le

méthanol est observée en microscopie électronique (Figure 4).

Dans le cas de I’extraction par le milieu physiologique simulé (Figure 4a et b), les clichés ne
mettent pas en évidence |'érosion, le gonflement ou I'ouverture de porosité en comparaison

a des échantillons semblables non soumis a ce traitement (Figure 4d). Lors de I’extraction en

$-4800 x2.50k

Figure 4 : Morphologie de microsphéres chargées en ibuproféne en microscopie a balayage apres
libération dans différents milieux : a) et b) milieu physiologique pendant 3 jours ¢) méthanol pendant une
nuit d) controle.
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utilisant le méthanol le constat est identique (Figure 4c). Ainsi les microspheres apparaissent
stables dans ces milieux et ne se dégradent pas sur des temps courts. Des études de stabilité
sur des temps plus longs (2 mois) a 37 °C ont confirmé ces informations : pas de gonflement
ni de dégradation. Il serait intéressant de voir dans quelle mesure leur dégradation pourrait

étre favorisée, en présence d'un pH particulier™® ou en présence d'enzymes.
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2 Modulation de la cinétique de libération

Nous avons souhaité savoir si la modification de la structure interne des microparticules
permettait d’accélérer ou de ralentir les cinétiques de libération de l'ibuproféne. Etant
donné que la réticulation des microparticules hybrides est assurée par la réaction sol-gel,
nous sommes partis de I"hypothése que I'augmentation de la part inorganique au sein du
matériau entrainerait sa densification et limiterait la diffusion de Iibuproféne. Afin
d’augmenter cette proportion inorganique nous avons choisi d’utiliser le TEOS (Tableau 2)

qui est un précurseur silylé largement utilisé.?**

Des manipulations préliminaires, réalisées
par Mireia Torres (Stage Erasmus), ont permis de vérifier que I'obtention de particules par
un procédé d'émulsion simple est possible en ajoutant a I’huile fonctionnalisée de 6 a 35 %
en masse de TEOS (Sigma Aldrich). L'influence de la présence de TEOS sur la formulation des
microparticules hybrides, sur leur morphologie ou encore sur leur capacité de libération a

été évaluée.

Tableau 2 : Principales caractéristiques du TEOS.

Masse molaire 208 g-mol'1
Masse volumique 930 kg-m'3
Température d'ébullition 168 °C
OFt
EtO—Si—OEt
Structure Chimique OFt

OEt=-0-CH;-CHj;

2.1 Préparation des microparticules hybrides surcondensées par du TEOS

L’huile de ricin est fonctionnalisée par I'IPTES avec un ratio en fonctions réactives (Xg) égal a
1,1. La quantité de TEOS a ajouter a |'huile fonctionnalisée est déterminée selon le ratio Xz’
(eq. 01) qui exprime un ratio molaire de fonctions alkoxysilanes entre le TEOS ajouté et
I'IPTES initialement introduit dans la formulation. nor-teos €t Nor-ptes sont définis comme les
nombres de moles de fonctions alkoxysilanes apportées par le TEOS et [I'IPTES
respectivement. Ce ratio peut alors s’exprimer en fonction de nrgos et nipres, les nombres de
moles de TEOS et d’IPTES qui sont présents dans la formulation et de Nogr.teos €t Nor-iptes qui
sont le nombre de fonctions alkoxysilanes par mole de TEOS et d’IPTES qui valent

respectivement 4 et 3 (eq. 02). De plus, en considérant que toutes les fonctions hydroxyles
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gue porte I'huile de ricin ont effectivement réagi et en négligeant I’exces d’IPTES utilisé lors
de la fonctionnalisation, nous pouvons faire correspondre njpres a la masse d’ICO utilisée (eq.
03). On considere ici que Noy est le nombre de fonctions hydroxyles par mole d’huile (Noy =
2,74 mol'l), Mico est la masse d’ICO utilisée et Mo la masse molaire de I'huile silylée (Mo =
1612 g:-mol™). Enfin en combinant (eq. 02) et (eq. 03) nous pouvons selon (eq. 04), calculer
la masse nécessaire de TEOS (mreos) et d’ICO a utiliser en fixant Xg qui traduit la participation
de ICO et du TEOS dans la formation du réseau inorganique au sein des microparticules. En
effet, si Xg = 1 alors le réseau inorganique est tout autant imputable aux espéces trivalentes

apportées par I'IPTES qu’aux especes quadrivalentes apportées par le TEOS.

NOR-TEOS
NOR-IPTES

nreos'Nor-TEOS
n ‘N
1ITPES'NOR-IPTES

_ mjco
Nypres = Noy Mico (03)

X, = Mico'Nor-TEOS . MrEO0S (04)
R =
Noy'MTE0s'NOR-IPTES ™Mico

Pour notre étude, Xz a été fixé a 0,25; 0,5; 1 et 2. Un catalyseur étant nécessaire pour
I'activation de la réaction sol-gel, le DBTDL est ajouté a la suite de I'"homogénéisation du
TEOS avec I'lPTES dans une proportion constante d’environ 0,8 % m/m. Pour les 4 valeurs de
Xr, les échantillons sont préparés en triplicat avec ou sans ibuproféne. Les masses
théoriques employées sont listées dans le Tableau 3. De plus, lors de cette étape, pour les
échantillons chargés en ibuproféne, celui-ci est introduit a hauteur de 4 % m/m du mélange
total (60 mg d’ibuprofene pour 1,5 g de mélange) pour se placer dans les mémes conditions

qgue I'étude précédente (cf. p. 140).
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Tableau 3 : Composition des microparticules surcondensées avec différents ratios de TEOS (Xg/).
Masses théoriques (g)

ICO TEOS DBTDL
Xr'
0,25 2,00 0,14 0,017
0,5 2,00 0,29 0,018
1 2,00 0,57 0,020
2 2,00 1,15 0,025

Une fois un mélange homogene obtenu entre ICO, le TEQOS, le DBTDL et * I'ibuproféne, les
formulations sont réalisées en utilisant le procédé d’émulsion thermo-stabilisée (cf. p. 138).
Le gélifiant utilisé est le k-carraghénane (0,5 % m/m) et I’émulsion est obtenue a I'aide de

I"'ultraturrax (9000 rpm, 2 min) a 60 °C.

Les rendements de préparation, ny, calculés de facon analogue a I'étude précédente sur les
24 échantillons sont compris entre 52 et 76 % avec une moyenne a 66 % (Tableau 4). Ces
valeurs démontrent la robustesse du procédé, méme si elles sont inférieures a celles
obtenues pour des microparticules standards (sans TEOS - cf. p. 147). Cela peut s’expliquer
par 'augmentation de la quantité de fonctions alkoxysilanes, apportées par le TEOS. En
effet, le TEOS, dans le cas ou la réaction sol-gel est compléete, peut induire la formation
d’éthanol représentant entre 27 et 46 % du mélange réactif en masse. L'évaporation de
I'éthanol conduit alors a une diminution de la masse de microsphéres formées et donc du
rendement de préparation. De plus, I'obtention de rendements moins importants peut aussi

s’expliquer par la solubilisation d’une partie du TEOS dans I'eau, qui provoque la formation

Tableau 4 : Rendements de préparation (1,) et d'encapsulation (1),), diametres moyens (D[4,3]) et
polydispersités (span) des microparticules hybrides surcondensées par différents ratios de TEOS (Xg).

XR'
0,25 0,5 1 2
N1 (%)
Blanches 675 71+3 67+3 6311
Chargées 693 74 2 66+4 56+4
N2 (%)
675 781 737 83+6
D[4,3]
Blanches 159,6+53,2 106,7+14,5 1043+199 117,814,
Chargées 2949 +115,9 479,4+220,6 479,4+242,9 657,2+33,7
Span
Blanches 1,8+0,3 1,6+0,1 23+04 2,2+0,1
Chargées 2,4+0,3 1,9+0,2 1,8+0,0 1,9+0,0
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d’un gel (de silice) dans la phase aqueuse qui a d’ailleurs perturbé la récupération des

microparticules.

2.2 Caractérisation des microparticules

Des microparticules sphériques ont été obtenues (Figure 5) dans toutes les conditions
étudiées. Les distributions granulométriques ont été mesurées pour chaque échantillon et
I'impact de I'ibuproféne ainsi que du ratio Xy sur la taille des microparticules est visible par
le suivi de la valeur du diametre moyen D[4,3] ainsi que du span* (Tableau 4 et Annexe 2).
Nous constatons que les diamétres moyens mesurés pour les microparticules blanches se
dispersent entre 78 et 239 um avec une moyenne a 120 um et que les valeurs de span
varient entre 1,5 et 3,0 avec une moyenne a 2,0. Concernant les microparticules chargées en
ibuproféene, les diametres moyens varient entre 115 et 760 um et deux populations se
distinguent. Il semblerait donc que l'ibuproféene ne modifie pas le diametre des
microparticules, mais plutét que celles-ci s'agregent. La technique de mesure par
granulométrie laser nécessitant une dispersion préalable dans |'eau, une étape de sonication
a été réalisée. Malheureusement, elle ne semble pas suffisante pour désagréger les
microsphéres (Figure 6). Lorsque I'on s’intéresse a la morphologie des microparticules en
MEB, on constate que le TEOS modifie radicalement I'état de surface de la particule avec
I’apparition d’une texturation particuliére (Figure 5). Cette modification de texture pourrait
expliquer I'agrégation des microparticules et laisse a penser que le TEOS se positionne
essentiellement en surface des microparticules du fait d’une différenciation de phase, entre
une phase pouvant étre constituée majoritairement de I’hybride de classe Il et une phase
plus concentrée en silice. Cependant cette hypothése n’est pas confirmée par 'analyse en

fluorescence X (Figure 7) qui donne des compositions massiques moyennes en carbone,

S-4800 X500 $-4800 x1 60k

Figure 5 : Clichés MEB de microparticules hybrides blanches obtenues a Xy = 1. a) vue d'ensemble, b)
vue d'une particule isolée, ¢) vue de la surface.
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Figure 6 : Comparaison des distributions granulométriques de microparticules hybrides obtenues pour
une valeur de Xy = 0,5 chargées en ibuprofene (traits bleus) ou blanches (points rouges).

oxygene, silicium et étain respectivement de 71, 21, 7 et 0,4 % a la surface des

microparticules similaires a celles calculées théoriquement (67, 25, 7 et 0,2 % pour Xg = 1) et

celles obtenues sans TEOS (cf. p. 150), a savoir 76, 19, 5 et 0,3 %. On observe ainsi une

diminution de la fraction de carbone et une augmentation de la réponse de I'oxygene et du

silicium ce qui confirme l'incorporation du TEOS au sein de la matrice carbonée et pas

seulement en surface des microparticules. La différence de texturation entre les deux types

de particules pourrait alors s’expliquer par une évaporation plus importante d’éthanol dans

le cas des particules renforcées au TEQS, altérant leur surface.

En étudiant la stabilité thermique de microparticules hybrides avec du TEOS a Xg = 1, entre

25 et 800 °C en ATG (Annexe 3) et en le comparant a un échantillon formulé sans TEOS, nous

O Kal

CKal-2

Si Kal

cps/eV

Sopm Sopm

Weight composition (%) :

71% 21%

7%

SnlLal

Figure 7 : Analyse MEB-EDX de microparticules hybrides avec TEOS (Xg=1).
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constatons que son comportement thermique suit les mémes tendances. A savoir un début
de dégradation entre 200 et 300 °C, caractéristique de la dissociation de la liaison uréthane®
puis entre 300 et 450 °C, signant la rupture de la structure triglycéride25 et finalement une
stabilisation de la perte de masse aprés 600 °C caractérisant le réseau inorganique. La masse
résiduelle (réseau inorganique) est bien supérieure : 16 % résiduels pour les microparticules
avec TEOS contre 11 % pour les microparticules sans TEOS. Ainsi, cette analyse permet de
vérifier I'obtention de microparticules hybrides, avec une fraction inorganique renforcée

grace a l'action du TEOS.

Enfin, une analyse de composition et de morphologie (Annexe 4) a été réalisée en MEB-EDX
sur des microsphéres hybrides surcondensées par du TEOS apres un traitement thermique
(800 °C, conditions ATG). Nous constatons que les microparticules conservent dans
I'ensemble leur morphologie avec cependant la formation d’agglomérats. Leurs
compositions obtenues en fluorescence X confirment la disparition du carbone dont le
pourcentage massique passe de 71 a 7 % et I"augmentation des concentrations en oxygene
et en silice qui passent respectivement de 21 a 55 % et de 7 a 35 % attestant le réle de
structuration de la silice dans le matériau. Pour vérifier ce réle et constater 'influence du
TEOS il serait par ailleurs intéressant de réaliser la méme opération pour des microparticules

obtenues sans TEOS.

2.3 Détermination des rendements d’encapsulation

Afin d’évaluer la capacité d’encapsulation des microparticules, les rendements
d’encapsulation (r]z') sont mesurés aprés dispersion de 100 mg d’échantillon chargés en
ibuprofene dans 2 mL de méthanol pendant une nuit. Apres filtration sur 0,45 um, le
méthanol est dosé par HPLC selon la méthode développée précédemment (cf. p. 141). La
valeur de I'absorption permet alors de calculer le rendement r]zl qui correspond au rapport
entre la quantité d'ibuprofene dosée et la quantité d’ibuprofene introduite dans les
mélanges (ICO + TEQS). L'ensemble est corrigé par le rendement de préparation (n) afin de
tenir compte de la perte de masse liée a la réaction sol-gel (eq. 05) qui produit de I'éthanol

dont I'évaporation conduit a la surestimation de la quantité d'ibuproféne dans le matériau.
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nzl — ,'11 . Cibu'VMeOH X 100 (05)

Xibu

Expérimentalement, les quantités d’ibuprofene mesurées dans les échantillons sont
comprises entre 2,7 et 5,6 % de la masse des microparticules mises en suspension dans le
méthanol alors qu’avant formulation la masse était en moyenne de 4 %. Finalement, grace a
la correction par le rendement de préparation (n1), les rendements d'encapsulation (n,) sont
compris entre 62 et 80 % avec une moyenne a 75 % (Tableau 4), ce résultat est satisfaisant
comparé a ceux précédemment obtenus (cf. p. 151). Ainsi a ce taux d'encapsulation de 4 %,
I'ibuproféene ne perturbe pas la réaction sol-gel lors de la réticulation des microsphéres aux

différents ratios de TEOS étudiés.

2.4 Cinétiques de libération des microparticules surcondensées par du TEOS

Dans un dernier temps, I'impact de l'incorporation du TEOS sur les cinétiques de libération a
été étudié. Elles sont réalisées avec le montage décrit précédemment (cf. p. 141), a savoir
des cellules a flux (Figure 8) thermostatées a 37°C et fonctionnant en circuit fermé avec 100
mg d’échantillons et un milieu physiologique simulé (pH 7,4 - 150 mM). A des temps
réguliers un prélevement de 2 mL est effectué, lyophilisé, puis remis en suspension dans le
méthanol afin d'étre dosé par HPLC apreés filtration. Les 2 mL prélevés sont remplacés par du

milieu "frais" afin d’assurer que le volume de milieu physiologique reste constant (50 mL). A

Dosage
___T___ Flow cell

Collect

-

Buffer _

Figure 8 : Représentation du montage d’une cellule a flux pour la détermination de la cinétique de
libération en circuit fermé a 37 °C en milieu physiologique simulé.
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noter ici que du fait d'une avarie sur la pompe a piston, une pompe péristaltique a été
utilisée a son débit maximal de 6 mL:-min™, supposé constant. De ce fait une cinétique a aussi
été réalisée avec des microparticules de référence (sans TEQOS) afin le lever le biais introduit
par l'usage d'une pompe différente. Les cinétiques de libération (Figure 9) ont donc été
évaluées sur les microparticules hybrides surcondensées par du TEOS et chargées en
ibuprofene pour les quatre valeurs de Xz étudiées et la référence (Xg = 0). On observe une
diminution remarquable de la quantité d’ibuproféne libérée avec I'augmentation de X et
donc une prolongation des temps de libération. En effet, 50 h aprés le début de la libération,
les pourcentages d’ibuproféne libéré sont de 66, 36, 40, 26 et 21 % respectivement pour des
valeurs de Xg égal a 0; 0,25; 0,5; 1 et 2. De plus, la libération rapide dans la premiere
heure, I'effet « burst », observé avec les microspheres de référence (Xg = 0 ou cf. p. 152) est
ici nettement moins marqué puisque les pourcentages d’ibuproféne libéré a 1h sont de 44 ;
15;19;6 et5 % pour Xz égal a 0; 0,25; 0,5; 1 et 2. Le TEOS en modifiant efficacement la

structure interne du matériaux, permet donc de ralentir la libération de l'ibuproféne.

Toutefois pour valider ces résultats, certains parameétres restent a compléter et vérifier. La
structure des microparticules pourra étre explorée par RMN du silicium afin d'atteindre les

degré de condensation et quantifier ainsi I'influence du TEOS. L'utilisation d’un précurseur
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Figure 9 : Comparaison des cinétiques de libération en milieu physiologique de microparticules hybrides,
chargées en ibuprofene (4% m/m) et obtenues pour différents ratios de TEOS (Xg/).
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silylé marqué, c’est-a-dire fluorescent ou contenant des hétéroatomes particuliers, pourrait
étre envisagée pour en parallele comprendre |'organisation du réseau inorganique. Les
études de cinétiques devront étre répétées avec une pompe a piston volumétrique au débit
plus stable et également sur des temps plus longs pour mettre en évidence des libérations
complétes. Il serait intéressant d'évaluer la quantité d'ibuproféne maximale qui pourrait étre
encapsulée sans perturber le réseau. Enfin, cette étude devra étre complétée par une étude
de cytotolérance?® afin, de vérifier si le changement de I’état de surface des microparticules

ne modifie pas la viabilité cellulaire.
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3 Evaluation des facteurs procédés

Le procédé que nous avons développé pour la préparation de microparticules hybrides avec
ou sans TEOS, implique une émulsification thermo-stabilisée. Dans la partie précédente (cf.
p. 126), seulement certains des parametres « procédés » ont été étudiés : la géométrie des
mobiles d'agitation (agitateur axial* et un agitateur radial*), la nature de I'agent gélifiant de
la phase aqueuse (k-carraghénane / Pluronic F127). Mais pour évaluer les capacités de ce
procédé d'autres parametres seraient intéressants a tester, comme illustrés dans le Tableau
5 : l'usage de tensioactifs pouvant faciliter I'étape d'émulsification, la variation de la fraction
volumique entre la phase lipophile et la phase hydrophile, ou encore les vitesses, temps et
types d'agitation. Nous nous sommes concentrés sur ces trois derniers parametres dans

I'optique de réduire la taille et la polydispersité des microparticules.

Pour I'ensemble de ces manipulations, les émulsions sont préparées a I'aide d’une huile
fonctionnalisée ICO a Xz = 1,05 contenant 0,8 % m/m de DBTDL comme catalyseur et le

procédé est similaire a I'exception de trois paramétres. Le premier paramétre étudié est la

Tableau 5 : Liste des paramétres du procédé d’émulsification ayant une influence sur la taille et la
polydispersité des particules. ¢ (en cours d'étude), X (a réaliser).

Etat des parameétres procédés

Variables Valeurs Nombres de valeurs Etat
Matiéres premiéres
Xr 0,5-1 3 Ve
Xr 0,25-2 4 Ve
Ratio huile /eau (%) 1/10-1/5 2 X
Agent gélifiant carraghénane / Pluronic 2 Ve
Tensioactifs
Oui / Non - 2 X
Concentrations Multiples de la CMC 4 X
Nature lonique / Neutre 4 X
Technologie d'émulsification
Mécanique
Agitation Axial 2 v
Radial
Nombre de puissance (-) 0,3-5,5 2 v
Vitesse d'agitation (rpm) 1000 - 15000 4 v
Ultrason
____________ Puissance électrique (W) ... X
Temps d’émulsification (min) 1-6 4 v
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vitesse d’agitation de l'ultraturrax fixée a 5000, 9000, 12000 et 15000 rpm en maintenant
constant le temps d'agitation (2 min). A l'inverse, en fixant la vitesse d'agitation a 9000 rpm,
guatre temps d’agitation ont été étudiés: 1, 2, 4 et 6 min. Enfin, une sonde a ultrasons
(Branson Sonifier 250 fonctionnant en cycle constant et force 3), a été utilisée pour former
I’émulsion pendant 2 min. L'influence de ces parameétres « procédés » sur la taille et la
morphologie des microparticules obtenues est évaluée par mesure granulométrique et en

MEB.

Concernant l'influence de la vitesse et du temps d'agitation avec l'ultraturrax, |'analyse
granulométrique ne permet pas de distinguer clairement un effet (Figure 10a et b). Cela est
imputable, comme mentionné dans I'étude précédente, a I'agrégation des microparticules.
En MEB (Annexe 5), il est clair que I'augmentation de la vitesse d'agitation se traduit par une
réduction significative de la taille des microparticules formées (entre 3 et 60 um a 15000
rpm et entre 6 et 120 um a 5000 rpm). Le temps d'agitation ne semble pas influencer la taille
des microparticules participant cependant a I'obtention de microparticules mieux définies et

parfaitement sphériques.

La sonde a ultrasons a permis une réduction significative de la taille des microparticules avec

des diamétres mesurés de 'ordre de 10 um et parfois inférieurs au micron (Figure 11). Cette
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Figure 10 : Distributions granulométriques de microparticules obtenues a) par ultraturrax a différents
temps b) par ultraturrax a différentes vitesses d'agitation c) en utilisant une sonde a ultrason (n=3).

Figure 11 : Photographie en MEB de microparticules hybrides obtenues par ultrasons.
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tendance se confirme par la mesure des répartitions granulométriques (Figure 10c) ou
méme si I'agrégation perturbe la mesure, une réduction globale des diamétres moyens est
visible puisque l'ensemble de la répartition se déplace légérement vers des tailles plus
faibles. Ainsi, ces expériences montrent que réduire la taille des microsphéres est
envisageable simplement en augmentant les forces de cisaillement lors de la préparation de
I’émulsion. Cependant, elle montre également qu’une méthode de redispersion des
microparticules doit étre mise en place pour envisager des mesures en granulométrie laser
représentatives. L'évaluation des tailles avant et aprés lyophilisation pourrait étre

intéressante ainsi que le contrdle de I'état de surface des microparticules.””?®
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4 Conclusion

A l'issue de la seconde partie de ce chapitre, nous avons donc pu montrer que l'ibuproféne
semble étre réparti, dans son état moléculaire, de facon homogéne a l'intérieur des
particules hybrides et que sa libération n’‘implique pas de mécanisme d’érosion. L’ajout d'un
précurseur silicique, le TEOS, a permis [l'obtention de microparticules hybrides
"surcondensées" maintenant leur capacité d’encapsulation et permettant le ralentissement
des profils de libération (diminution de l'effet « burst»). L'augmentation de la part
inorganique dans le matériau, et par conséquent la densification de la réticulation au sein
des microparticules s’est traduit par la diminution remarquable de la quantité d’ibuproféne
libérée (de 60 a 20 %). Des études devront étre menées sur des temps longs pour vérifier
une libération compléte. De plus, si dans cette étude il a été question de renforcer ou
densifier, par l'ajout de TEOS, les microparticules hybrides, une étude a également été
initiée pour "plastifier" les microsphéres en utilisant de I'huile non silylée. En effet, le travail
réalisé par Mireia Torres (Stage Erasmus), a démontré la possibilité de préparer des lots de
microparticules en ajoutant 10, 30 ou 50 % m/m d’huile de ricin non modifiée aux
formulations ce qui a permis de réduire la part inorganique du matériau et donc

potentiellement d’accélérer la libération d’'une molécule active.

Enfin, il a été possible de démontrer que le procédé de formulation par émulsion thermo-
stabilisé pouvait lui aussi étre facilement adapté pour permettre I'obtention de
microparticules hybrides avec des diametres plus faibles. Finalement, le controle de la
chimie de fonctionnalisation par le repositionnement autour de la chimie isocyanate-
hydroxy a ouvert la voie au développement d’une plateforme modulable pour la libération

de principes actifs dans le respect de la chimie verte
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Points clés

Elaboration de microparticules hybrides a base d’huile végétale hydroxylée

v/ Identification du mécanisme de diffusion
v/ Modulation des cinétiques de libération

v/ Contréle des tailles des microparticules

198



5 Annexes

Annexe 1 : MEB-EDX de microparticules hybrides chargées en flurbiprofene.

Chapitre Ill B—Travaux complémentaires

Weight repartition (%)

C 73.18
N 2.98
0 17.51
Si 6.09
F 0.37
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Annexe 2 : Distributions granulométriques des microparticules blanches ou chargées obtenues avec
différents ratios de TEOS (Xg).
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Annexe 3 : Analyse thermogravimétrique de I’huile de ricin seule (CO), de microparticles hybrides
obtenues avec (Xg: = 1) ou sans TEOS.
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Annexe 4 : Photographie MEB de microparticules hybrides surcondensées par du TEOS (X = 1) et apres
traitement thermique.
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Annexe 5 : Clichés MEB de microparticules hybrides obtenues a différents temps et vitesses d’agitation.

2 min
5000 rpm

2 min
15000 rpm

1 min
9000 rpm

6 min
9000 rpm
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Chapitre IV — Réaction Sol-Gel

Nous avons démontré qu'il était possible d’utiliser des huiles végétales pour élaborer des
microparticules hybrides. Nous avons détaillé les mécanismes de fonctionnalisation, le
contréle du procédé de formulation, I'encapsulation et la libération d’un principe actif
modele. La réticulation par voie sol-gel caractérisée par des réactions d'hydrolyse et de
condensation est au cceur de ce projet, aussi la compréhension de son mécanisme est
essentielle afin de maitriser la formulation des microparticules hybrides. Nous I'avons en
premier lieu appréhendé par différentes techniques analytiques (analyse thermique, RMN
du proton, spectrophotométrie infra-rouge) mais qui ne nous ont pas satisfaites. Nous avons
donc souhaité approfondir I'étude des ces réactions pour répondre a ces questions
persistantes : quelles sont ses cinétiques ? Quel est le réle du catalyseur ? Lequel est le plus
approprié ? La réaction présente-t-elle un équilibre ? Existe-il un facteur limitant ? Est-elle
compléte a lissue de la formulation? Quel est le degré de condensation des
microparticules ? Peut-il étre influencé par différents paramétres comme le temps ou la
température ? ll-y-a-t-il une corrélation entre le degré de condensation, les propriétés

mécaniques ou de libération des microparticules ?

Pour répondre a ces nombreuses questions nous avons identifié trois axes de recherche.
Dans I'ordre chronologique de la formation des particules, le premier est I'étude précise des
réactions d'hydrolyse et de polycondensation qui ont lieu lors de la réticulation. Nous avons
envisagé des méthodes spectroscopiques in situ pour rendre réellement compte de
I’avancée de la réaction dans les conditions de la formulation c’est-a-dire au sein d’une
dispersion aqueuse. Il a fallu réfléchir a une méthode non destructrice, suffisamment rapide
et sensible pour suivre I'évolution de la réaction, qui présente la difficulté de s'accompagner
d'un changement d’état du systéme. En effet, la réaction d’hydrolyse est initiée dans une
émulsion et s'achéve au sein de particules en suspension. L'infra-rouge, le Raman ou encore
la RMN du silicium ont été considérées et/ou éprouvées pour suivre I'hydrolyse puis la
condensation des fonctions alkoxysilanes. La RMN du silicium, méme si cette technique
spectroscopique est I'une des plus puissantes pour I'étude de la réaction sol-gel, nous a
semblé peu adéquate du fait de la transition de phase et des temps d’accumulation
(supérieurs a 12 heures) dus a la faible concentration des atomes de silicium dans notre
systéme. Nous nous sommes ensuite orientés vers la spectroscopie Raman qui repose sur la

mesure de l'intensité lumineuse rétrodiffusée par I’échantillon. Ainsi, aurait-il été possible
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d’introduire les échantillons simplement dans une cuve optique, de focaliser le rayon
incident a l'intérieur de la paroi et de collecter depuis cette zone la signature Raman.
Cependant cette stratégie a également été écartée du fait d’une fluorescence importante de
nos échantillons avec les lasers utilisées (Aouge = 633 NM, Apiey = 473 nm) et du fait de la
synéréseH des gels aqueux qui par leur rétractation sont sortis de la zone de focalisation du
laser (Afr-raman = 1064 nm). Finalement la meilleure option s’est avérée étre la spectroscopie
infra-rouge en transmission dans une cellule liquide, et cette technique a pu répondre a
plusieurs questions. Il a notamment été possible de mesurer des cinétiques, d’évaluer le role
du catalyseur, d’envisager son remplacement ou encore d’évaluer le temps nécessaire pour

I’établissement d’un équilibre.

Le second axe de recherche, est I'étude du degré de condensation des microparticules, soit
le nombre de ponts -Si-O-Si- formés apres leur formulation. L’analyse infra-rouge in situ qui
permet de suivre I’évolution des réactions d’hydrolyse et de condensation n’a pas pu nous
renseigner sur le nombre de fonctions ayant réagi et ni sur le degré d’avancement de la
réaction : les microparticules ont donc étudiées en RMN solide du silicium. Cette technique
de spectroscopie offre I'accés a une mesure précise de la proportion des siliciums condensés
et non condensés dans I'échantillon et permet ainsi de déduire, aprés formulation, le degré
de condensation et donc I'avancement de la réaction. Ce travail a ainsi permis de répondre
aux questions concernant l'influence de différents paramétres comme le temps, la

température ou la nature du catalyseur.

Enfin le troisieme axe de recherche a consisté a étudier I'impact, de la cinétique de
réticulation et du degré de condensation sur les propriétés mécaniques des microparticules
hybrides. Des mesures de nanoindentation en utilisant un microscope a force atomique
(AFM) ont été réalisées et ont permis de corréler le degré de condensation, a la teneur en
silice et a la dureté des microparticules. Pour valider une application pharmaceutique, la
cytocompatibilité des microparticules présentant les résultats les plus satisfaisants a été
évaluée in vitro. Finalement, I'ensemble de ces manipulations sont décrites ci-apres sous la
forme d’une publication scientifiqgue (a soumettre) dont la ligne directrice est le
remplacement du DBTDL, catalyseur dont la toxicité pourrait constituer un frein a

I"utilisation des microparticules hybrides dans le contexte d’une application médicale.
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Hydrolysis and Polycondensation
Catalysts Screening and Structuring Mechanisms
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Cross-linked Castor Qil-based Hybrid Microparticles by Hydrolysis

and Polycondensation Reactions: Catalysts screening and

structuring mechanisms.

Gilmary Gallon®, David Maurin®, Philippe Gaveau®, Michel Ramonda®, Antigoni Theodoratou?,
Vincent Lapinte®, Jean-Jacques Robin®, Jean-Marie Devoisselle?, Jean-Louis Bantigniesb , Anne
Aubert-Pouéssel®.
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Normale, 34296 Montpellier, France

® Laboratoire Charles Coulomb (L2C), UMR 5221 CNRS-Université de Montpellier,
Montpellier, France

° Laboratoire de Microscopie en Champ Proche, Université de Montpellier, Montpellier,
France

Abstract

The cross-linking mechanism of microparticles based on IPTES-functionalized castor oil and
prepared by a Thermo-Stabilized Emulsion (TSE) process was investigated with the aim of
fitting with a pharmaceutical application. Among the studied parameters, the effectiveness
of the catalysis in the hydrolysis and polycondensation reactions was examined and four
catalysts were therefore selected: DBTDL, SnOct, FeAc and PTSA. The insufficient catalytic
activity of FeAc and an unexpected reaction scheme with PTSA were revealed. Clear
differences appeared between DBTDL and SnOct concerning the uncompleted hydrolysis and
polycondensation reactions. Other parameters such as the functionalization rate of the
castor oil, the microparticle aging and their thermal treatment were studied through their
impact on mechanical properties and condensation degree of the resulting microparticles. In
order to assess more accurately the mechanism and kinetic of the reaction as well as the
activity of DBTDL and SnOct catalysts, an in situ FTIR study inside emulsions during the TSE
process were performed. When considering a drug delivery application and despite a limited
hydrolysis rate and a lower efficiency, SnOct was an interesting alternative catalyst of DBTDL

with a significant reduced toxicity and FDA approval.

Keywords: Cross-linking kinetic, sol-gel, catalyst, oil functionalization rate, AFM-

nanoindentation, in situ monitoring, condensation degree, ZQSi—NMR, FTIR.
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1 Introduction

The urge to answer environmental concerns in terms of carbon efficiency®™ and waste
treatment® but also, in terms of hazards and toxicity reduction’ push researchers in material
sciences to work on process design and raw materials selection for the production of

functional materials.2™*?

Those materials, have to fulfill various criteria as: raw material
availability®®, low production costs™, recycling capabilities™*® but also biocompatibility®’. In
this context, the sol-gel reaction® which leads, in presence of water, to the formation of an
inorganic network is interesting for the synthesis of safe materials respecting the
environment and when associated to polymer sciences allows the synthesis of “advanced
multifunctional materials” with tuned properties19 called hybrids.20 When considering the
delivery of lipophilic or sensitive drugs, solubilization and stabilization properties have to be
reached.?! For those reasons, the use of vegetable oils as safe and biobased source of
carbon, is of great interest in the pharmaceutical fields.?> In this prospect we have
demonstrated by the mean of adapted processes, which were designed with respect to the
“12 green chemistry principles”’, the possibility to prepare hybrid microparticles or films,

suitable for pharmaceutical applications.zs'24

In fact, it’s now possible to obtain in a control
manner, hybrid materials via a solvent free process, under soft reaction conditions, with less
hazardous reactants and biobased resources. This constitutes a serious breakthrough in the
field. Those hybrids were obtained by the functionalization of castor oil (CO) with the 3-
Isocyanatopropyltriethoxysilane (IPTES), both reacting together by an hydroxy-isocyanate
reaction and led to a silylated oil (ICO). This oil was further reacted and cross-linked thanks
to the sol-gel reaction of its terminated alkoxysilane functions by the presence of water
(Figure 1) and led with a concomitant shaping to the formation of hybrid films or

microparticles. Films were elaborated by dropping the silylated oil on water” and

microparticles by the mean of an oil/water thermo-stabilized emulsion (TSE) process.24

o )
0 “\( o
_”\»m. ° M)l_o
o
[4]
Hydrolysis o_u\w«o Condensation om)l_O
+H,0 o e H,0 S S
2 o -Hy o o
-EtOH o i
Class 1l hybrid

Tale) Hydrolyzed ICO

Figure 1: Cross-linking by sol-gel reaction of IPTES functionalized castor oil (ICO).
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The sol-gel reaction, taking place in an aqueous phase, is dependent on temperature, nature
of the solvent, type of alkoxide precursor and finally on the nature and concentration of
electrolytes (acid, base) which act as a catalyst.18 In our case, as the sol-gel reaction is
occurring in a lipophilic phase, a more complex behavior is expected. Furthermore, as those
reaction conditions have an influence on the final material properties, methods have already
been developed in the case of films for assessing the polycondensation kinetics of the film
formation by shear rheometry and ATR-IR respectively before and after hardening. Also, the
expand of the inorganic network influences the mechanical properties of films. Monitored by
nanoindentation, films with tunable mechanical properties have already been performed by
increasing the amount of used silica precursor.” Nonetheless those techniques cannot be
straight ahead implemented to the study of microparticles, mainly because of their size.
With concern to a pharmaceutical application, a critical point was the catalyst. In our case
the sol-gel reaction was efficiently activated with the most commonly used tin catalyst, the
dibutyltindilaurate (DBTDL). Even if the tin content in the final material was lower than 0.5 %
in weight, this catalyst whom the toxicity has been demonstrated® constitutes a serious
bottleneck for future medical applications.?® The catalyst replacement and its influence on
the polycondensation reaction have to be investigated. Stannous octoate (SnOct), p-
toluenesulfonic acid monohydrate (PTSA) and Iron(lll) acetylacetonate (FeAc) are considered
as alternative catalysts. All these catalysts were selected because of their supposed lower
toxicity related to DBTDL.” Furthermore, SnOct was studied because of its patented

27-29

efficiency?”*° and its FDA approval as indirect food additive®® and PTSA and FeAc because of

31735 Catalysts efficiency was assessed in

they are catalysts used for silicon preparation.
regards to their capability for hybrid microparticle formation which allowed us to highlight
the cross-linking mechanisms. To explore the complexity of the cross-linking, the influence of
oil functionalization rate, elapsed time and thermal treatment after formulation in regards
to microparticles mechanical properties and condensation degree have been investigated
using AFM-nanoindentation and solid-state 295i-NMR, respectively. Finally, in order to build a
more precise picture of cross-linking mechanisms and catalysts efficiencies, the reactions
were in situ monitored during the TSE process using infrared microspectroscopy.36'37 The
results were brightened by cell viability trials on NIH3T3 on pure catalysts and formulated

hybrid microparticles and helped us in the selection of the best catalyst to be used for a drug

delivery application.
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2 Materials and methods

2.1 Raw Materials

Pharmaceutical grade castor oil (CO, 934 g-mol'l) was purchased from Cooper
Pharmaceutique. IPTES (247 g-mol™), dibutyltin dilaurate (DBTDL; 631 g-mol™), stannous
octoate (SnOct; 405 g-mol'l), Iron(lll) acetylacetonate (FeAc; 353 g-mol'l), p-toluenesulfonic

acid monohydrate (PTSA, 190 g-mol™), k-carrageenan were purchased from Sigma-Aldrich.
2.2  Thermo-Stabilized Emulsion (TSE) Process

Hybrid microparticles were prepared, as previously described, via an oil/water Thermo-
Stabilized Emulsion process (Figure 2).2* In the process, a silylated oil (ICO) was obtained by
the CO functionalization with IPTES, in bulk at 60 °C, under nitrogen. Silylation could be
tuned by varying the amount of IPTES. The resulting functionalization rate (Xg) ranged
between 0.3 and 1.0. More precisely, Xg = 1.0 corresponded to a full functionalization while
Xgr = 0.5 to a half one as Xg was defined as the molar ratio between -NCO versus -OH
functions. ICO was added or not with a catalyst: DBTDL, SnOct, FeAc or PTSA and constituted
the lipophilic phase. DBTDL, SnOct and FeAc were used at 1 % wt/wt and PTSA at its
saturated concentration. This phase was emulsified, the emulsion promoting microparticles

shaping and cross-linking (Figure 1). The aqueous phase was prepared with k-carrageenan as

Shaping Oil cross-linking Recovery
TlIllll'lll'lIlllllllllllllll - W - O - - SEEEEEENEENSEENEEEEERERERNEN
Emulsification Sol-Gel reaction Particles

Purification
ST : P20
r{LL ) 4 3 = ¢

n ———————— SENEEESNENNENEREEEEAREEEEET R RS Y e e s e e e

O/W emulsion TSE Hybrid microparticles

Figure 2: o/w Thermo-Stabilized Emulsion (TSE) process for hybrid microparticles preparation and
monitoring by an in situ microscope-FTIR technique.
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thermo-gelling agent which was, prior to formulation, dissolved at 0.5 % wt/wt and 60 °C in
distilled water and then filtered over 45 um. Finally, 1 g of lipophilic phase was emulsified in
10 mL of hydrophilic phase under stirring for 2 min at 9000 rpm (T18 digital Ultraturrax
stirring). After emulsification, a thermal shift was applied to gel the aqueous phase and
stabilize the emulsion inducing the cross-linking of ICO within isolated droplets. Once hybrid
microparticles hardened (between 3 and 15 days depending on the catalyst), the gel was
disrupted by heating up the formulation at 60 °C. Resulting particles were washed with

distilled water, centrifuged at 4000 rpm for 6 min and freeze-dried.
2.3 Morphology and composition of the hybrid microparticles

In order to determine morphologies and compositions of hybrid microparticles, they were
imaged by scanning electron microscopy (SEM Hitachi S4800 high resolution) and energy

dispersive X-ray (EDX, Hitachi S4500 I) with a carbon cover.
24 Microparticles condensation degree measurements by solid state 25i-NMR

In order to access sol-gel reaction completion, the fraction of condensed species in the
sample were measured with solid state 295i-NMR experiments.38 A Varian VNMRS 400 MHz
(9.4T) NMR spectrometer was used, with a 7.5 mm Varian T3 HX MAS probe spinning at 5
kHz. Cross Polarization MAS (CP-MAS) experiments with a 1.5 ms contact time were
performed with a recycle delay of 5 s for measuring chemical shifts corresponding to TO, T1,
T2 and T3 units present in each sample. TO represents non-condensed silica precursors, T1
and T2 partially condensed silica precursors and T3 fully condensed precursors. One pulse
MAS (OP-MAS) experiments were carried out, using a 2 us 30° pulse and a recycle delay of
60 s for the quantitative determination of TO, T1, T2 and T3 species*. Spectra were
accumulated overnight in order to increase the signal to noise ratio and area under the curve
was determined for each unit with a line broadening frequency of 50 Hz and express in

percent. The condensation degree39 was then calculated using the eq. 01.

_ 1T14+2T2+3T3
- 3

CD (01)
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High resolution *°Si liquid-state NMR was also performed on liquid ICO oil to characterize the
pre-condensed state of the oil prior to formulation. A Bruker Avance Ill HD spectrometer
equipped with a BBO cryo-probe cooled with liquid helium was employed. A dept impulsion
sequence was used with a relaxation delay of 2 s and a domain time of 32 k. 500 mg of ICO
were dissolved into 0.5 mL of deuterated chloroform (CDCl3) and analyzed.-The signals were

collected and refined by using a Topspin 3.5 p16 software.
2.5 Mechanical properties study of the hybrid microparticles

Nanoindentation experiments were performed on samples with an atomic force microscope
in contact mode (AFM D3100 BRUKER instruments), with a Nanoscope 3A Quadrex

4083 The point probe Nanosensors tip has a Platinium coverage (around 10 nm)

electronic.
and its spring constant and sensitivity were calculated after applying the cantilever on a glass
surface supposed infinitively hard. The Force, F (N), applied to the cantilever was measured
during approach and discharge and was plot against its displacement or indentation
distance, & (m). Curves were fitted by using Hertz** (Hz), DMT* or Sneddon®®*’ (S) models
respectively for hard particles with small indentation, for small indentation but adhesive
particles and for particles with strong indentation. The Poisson’s ratio was arbitrary fixed, v =
0.45, for Hertz and DMT models, 0.015 um was used for tip diameter and in the case that the
Sneddon model should be applied the cone half angle, a, was fixed at 35°. The reduced
Young’s elastic modulus, E* (MPa), was calculated in regards to those fits.”® In order to

overcome hardness deviation due to the spherical morphology of the samples, each sample

was analyzed at various points of its surface and average values were calculated.
2.6 In situ Sol-gel Reaction Monitoring

In order to monitor the hydrolysis and polycondensation reactions during the TSE process, a
set up was developed to follow in situ the sol-gel reaction using an infrared microscope
(Hyperion 2000 Bruker Inc.) coupled to a IR spectrometer (Bruker IFS 66V ) in transmission
mode through a homemade liquid cell. Cassegrains objectives were used (X15) and the
spatial resolution was 100*100 umz. Microinfrared transmittance measurements (4000-800
cm™) were carried out using a globar source, a KBr beam splitter and a N, cooled mercury
cadmium telluride (MCT) Infrared detector. The spectral resolution was 2 cm™, and 64 scans
were co-added for each spectra. Straight after emulsification according to the TSE process

and before the thermo-gel formation, emulsion was injected in the cell mounted with 2 CaF,
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windows (thickness 3 mm) separated with a 12 um Mylar ring. Spectra were collected every
30 min for 3 to 8 days in transmittance through the liquid cell. References for ICO, IPTES and
the thermo-gelling aqueous solutions were acquired using the same set up but with a 6 um
Mylar ring spacer to overcome saturation with k-carrageenan aqueous solutions as

background. Indexation was made according to the literature.**~°

Spectra were normalized
at 1140 cm™ and plotted between 1600 and 900 cm™.>""*! Hydrolysis and polycondensation
were followed at 1164 cm™ for -Si-O-CH,-CHj corresponding to p(CHs) of (O-CH,-CHs), at 962
cm™ for Si-OH signal (stretching vSi-OH), and at 1046 cm™ corresponding to Si-O-Si-
oligomeric bridging mode signal (stretching vSi-0-5i).**~® Voigt peaks were used for the
deconvolution of those absorbance peaks and their integrated area at a given time (X) were
normalized to the initial integrated (Xo) area for alkoxysilane and silanols (eq. 02) and
normalized to final integrated area (X;) for condensed silica signals. In this last case, the
initial integrated area was brought back to zero, assuming that no condensation occurred
before measurement (X-Xo) (eq. 03). Finally obtained kinetics were fitted by the mean of

62,63

exponential expressions. Fitting parameters are presented in Annexe 12 and Annexe 13.

= =a+b-exp (—kyt) (02)
0

(X=Xo) _
Xf -

1— exp (—kct) (03)

2.7 Cytotoxicity evaluation of pure catalysts and microparticles

The viability of NIH 3T3 cells treated with catalysts or microparticles suspensions, was
measured using a CellTiter 96° AQ cell proliferation assay (Promega) composed of a
tetrazolium compound (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS) and an electron coupling reagent (phenazine
methosulfate; PMS). Cells were seeded at 5000/well density into a 96-well culture dish plate
containing 200 pL of a culture medium (DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium) and
which allowed them to adhere at 37 °C and 5 % CO, for 24 h. Subsequently cells were
treated with various solutions of pure catalysts concentrated at 0.01, 0.1, 1, 10 mg-mL"1 in
DMEM or with filtered microparticles suspensions concentrated at the same concentrations

in DMEM after an incubation of 1 day. After 48 h of exposure, 20 pL of a mixture MTS-PMS
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was added according to the manufacturer instructions for 4 h reaction with the cells. The
assay plate was read at 490 nm by using a microplate reader (Multiskan Go, Thermo Fisher

Scientific). The absorbance of the untreated cells in the control group corresponded to 100

%.
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3 Results and discussion

3.1 Hybrid microparticles synthesis and characterization
3.1.1 Influence of the catalyst

The influence of the catalyst was studied by preparing microparticles according to the TSE
process with ICO at Xg = 1.0 and DBTDL, SnOct, FeAc or PTSA. As expected, DBTDL allowed
the production of microparticles after 3 days. With SnOct, 15 days were required whereas
for PTSA, a very fast solidification was observed during the emulsification process. Finally,
FeAc was discarded because more than one month was required to detect the beginning of
the cross-linking. Finally, the size and morphologies of three microparticle samples were
evaluated by microscopy (Figure 3). They presented similar sizes between 30 and 60 um and
it can be seen that hybrid DBTDL microparticles unlike SnOct microparticles exhibited a
smooth surface. The cause of hybrid microparticles roughness with SnOct (Figure 3c) is not

yet clear and needs further investigations. More disturbing, with PTSA, microparticles were

S-4800 x500 $4800 x500

ﬂoo X250

Figure 3: Influence of the used catalyst: a) and b) DBTDL, ¢) SnOct, d) PTSA, on hybrid microparticles
morphology observed by SEM.

225



Chapitre IV — Réaction Sol-Gel

not properly defined, this wasn’t expected as during the formulation PTSA promoted a fast
particles solidification. This observation could indicate an alternative reaction scheme when
this catalyst was used as quickly formed particles cannot cross-linked by the hydrolysis and
condensation reaction. Hybrid microparticles were subjected to AFM-nanoindentation
measurements and reduced Young's moduli were derived from force to indentation plots
and their fits (Annexe 1). Microparticles stiffness values (E*) were compared and it was
observed that Young’s elastic moduli evolved from 18.8 to 42.6 MPa for DBTDL and SnOct
respectively. As a longer reaction time was necessary to obtain solid hybrid microparticles
using SnOct, signing a reduced catalytic activity, this higher stiffness value (42.6 MPa) can be
explained by a more advanced polycondensation reaction. This first result indicates that
stiffness comparison can be effective if only hydrolysis and polycondensation reactions were
completed which seemed not to be the case here. Furthermore using PTSA, hybrid particles
were very soft with E* around 1 MPa which might confirmed and alternative reaction
pathway and will be discarded from the intended application. Indeed, with respect to the
velocity of the solidification occurring with PTSA in the very first seconds of the TSE process,
a precipitation phenomenon could be advanced. The precipitation might be the
consequence of a triglyceride disruption caused by the PTSA. This reaction already described
by Guan et al.®* was confirmed by FTIR measurements (Annexe 2). To balance those stiffness

1.5 reported gelatin methacrylate microspheres with elastic Young's

values, Nguyen et a
moduli ranging from 40 kPa to 244 kPa and Moshtagh et al.®® claimed Poly lactide-PEG block
copolymer microspheres with elastic Young’s moduli ranging from 10 MPa to 400 MPa. So
microparticles present a sufficient stiffness but could be further increased if compared with

those described in literature.
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3.1.2 Influence of the silylated oil functionalization rate

Considering that the hydrolysis and polycondensation were not completed after particles
recovery and assuming that reaction kinetics were similar, a modification of ICO
functionalization rate was expected to result in divergent trends in terms of condensation
degree and mechanical properties. To do so, the influence of the inorganic network expands
on mechanical properties and condensation degree were studied on hybrid microparticles
using various grades of silylated oil and DBTDL as catalyst because of shorter reaction times.
The functionalization rate, X, defined as the molar ratio between —NCO (IPTES) versus —OH
functions (CO) present in the mixture was fixed at 0.3, 0.5, 0.8 and 1. For Xg equal to 0.3, no
particles were observed whereas for Xgz of 0.5, 0.8 and 1 spherical hybrid microparticles were
shaped. As expected“, they presented micrometric sizes, nonetheless in regards to their
external surface properties, it seemed that a small Xz value induced the loss of particles
smoothness (Figure 4c) while for a Xz of 0.8, roughness was not detected (Figure 4b).
Furthermore Xy also seemed to have an influence on hybrid microparticles hardness. The
samples were less homogenous and more broken particles were visible when reducing Xg.
This fact was in good accordance with a silicium content reduction as the inorganic network
ensures particles hardening. Indeed EDX measurements showed that the decreased of Xy
was directly correlated with a silicium content ranging from 3 to 1.6 % wt/wt (Table 1).

Values for carbon, nitrogen and oxygen are gathered in Annexe 3.

Solid-state 2°Si-NMR analysis were carried out on hybrid microparticles, 45 days after their
formulation, in order to determine their condensation degree. First, chemical shifts were
measured by the mean of a CP-MAS experiment for TO, T1, T2 and T3 species and obtained
values can be found in Annexe 4 and Annexe 1. Nonetheless typical values were -48, -53, -58

and -66 ppm respectively for TO, T1, T2 and T3 units. Then, for a quantitative analysis, OP-

Figure 4: Influence of the ICO functionalization rate on hybrid microparticles morphology by SEM with
various Xy values: a) 1,b) 0.8, ¢) 0.5.
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MAS experiments were performed (Annexe 5). It can be seen that the Xz reduction was
associated with a decrease of TO, an increase of T2 and T3 while T1 remained stable. In all
cases, an important proportion of TO and T2 was observed and this uncompleted sol-gel
reaction was confirmed by calculated CD values (eq. 01) ranging from 49 to 65 % (Table 1).
Those values were consistent with the literature regarding Shea et al. who have measured

CD values for xerogel of aryl-bridged polysilsesquioxanes between 55 and 80 %.*

Then, when Xg increased, CD decreased which implied that for higher Xy values, the reaction
time was longer for making possible the cross-linking of higher amounts of silica precursors.
Finally, considering mechanical properties of microparticles, it was expected that their
stiffness increased with the number of Si-O-Si bonds inside the matrix. Microparticles
stiffness (E*) increased with Xg: for Xg of 0.5, 0.8 and 1.0, E* values were 4.5, 30.4 and 38.5
MPa, respectively (Table 1). The stiffness was not correlated to the condensation degree
(CD) but to the functionalization rate (Xg) which makes sense with the previous observations
of the silicium content and uncompleted reaction. To analyze samples stiffness it was more
interesting to compare them with regard to the number of condensed species (T3) by taking
into account the silicium content (Si). Resulting values of T3/Si were 0.04, 0.06 and 0.1 and

clearly evolved in harmony with the stiffness with 4.5, 30.4 and 38.5 MPa (Table 1).

Table 1: Influence on the condensation degree (CD), Reduced Young’s modulus (E*) and proportion of
condensed species (T3/Si) of the functionalization rate (Xg) and corresponding silicium weight content
(Si) for DBTDL-based microparticles with integrated values for T0, T1, T2 and T3 units allowing
calculation.

XR

0.5 0.8 1.0
Siwt/wy) L6 22 30
Peak () ]

TO (-48 ppm) 20.4 27.4 39.9

T1 (-53 ppm) 1.2 1.2 1.4

T2 (-58 ppm) 40.5 36.9 30.1
.. T3(66ppm) 379 345 . 285 .
DA &S . 60 49 .
E*(MPa) o AS 304 . 385 .

T3/Si 0.04 0.06 0.1
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3.1.3 Influence of elapsed time and thermal treatment

In order to find suitable conditions of hydrolysis and polycondensation reaction completion,
the influence of elapsed time (4, 42 and 65 days) and thermal treatment (120 °C overnight)
were studied. Microparticles were prepared at Xg = 1.0 using DBTDL and characterized by
solid state 2°Si-NMR and AFM-nanoindentation (Table 2). As expected, CD values increased
with time until 73 % after 65 days. It showed that the sol-gel reaction continued after
formulation and that the formulation evolved with time. The reaction corresponded to the
consumption of TO species from 54.3 % after 4 days to 11.3 % after 65 days. Finally, from 4
and 42 days, in regards to mechanical properties, the stiffness of microparticles doubled
showing that condensation degree and stiffness evolved in the same way. More interestingly
the thermal treatment and the time have the same effect on the CD value reaching 72 and
73 % respectively. We noted the increased of the stiffness from 18.8 to 133.5 MPa by
thermal treatment. However, aging and thermal treatment induced different cross-linking
pathways. Indeed, aging induced the consumption of TO species to form T2 and T3 units

while after a thermal treatment T1 and T3 formation were favored.

Then, when having a wise look to OP-MAS it was interesting to notice that a strong peak was
visible around 46 ppm. This peak seemed to be a liquid-like peak and its position was
corresponding to TO or T1 position of uncross-linked ICO, observed by liquid 295i-NMR
measurements (Annexe 6). Indeed when performing liquid *’Si-NMR on uncross-linked ICO,
4 peaks were detected at -45.5, -45.7, -45.8 and -46.8 ppm, attributed to TO or T1. In liquid

state 2°Si-NMR as Rankin et al. have attributed TO between -38.5 and -42.6 and T1 between -

Table 2: Influence on the condensation degree (CD) and Reduced Young’s modulus (E*) of elapsed
time and thermal treatment when DBTDL was used as catalyst and with integrated values for T0, T1,
T2 and T3 units allowing calculation.

Elapsed time (Days)

4 42 65 5

Curing - - - 120°C
Peak ()

TO (-48 ppm) 54.28 39.86 11.28 7.97

T1 (-53 ppm) 0.3 1.45 0.38 15.18

T2 (-58 ppm) 25.28 30.14 47.4 29.33
. T3(66ppm) 2043 2855 4093 47.52
%) 3.4 73 2

E* (MPa) 18.8 38.5 - 133.5
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47.8 and -50.5 and our values which were located in between those chemical shifts still have
to be clarified. Then, as hybrid microparticles were found to be absolutely solid** this peak
can be explained by an important mobility of unreacted silica ended triglyceride chains
inside the matrix. Furthermore it has been observed that this intense liquid peak can be
reduced with the thermal treatment (Annexe 7) and was persistent when a methanol
extraction was done overnight (data not shown). Finally, in order to properly compare
catalytic activities by the mean of AFM-nanoindentation or condensation degree
measurements, particles must be studied after proper aging or after undergoing a thermal
treatment. Furthermore, the possibility to complete the hydrolysis-condensation reaction
only after 5 days thanks to the thermal treatment was an interesting finding in regards to
process efficiency. Then the Young’s modulus value for SnOct hybrid microparticles after

curing is still under investigation in order to compare it with values obtained for DBTDL.
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3.2 In situ monitoring of the sol-gel reaction

It has been demonstrated that catalysts efficiencies can be addressed by AFM-
nanoindentation and condensation degree measurements (Annexe 1). Those measurements
were particularly relevant for final materials but cannot explained a longer formulation time
observed in the case of SnOct. In order to properly define hydrolysis and condensation
reaction times and mechanisms as well as impact of each catalyst, an in situ monitoring of
the TSE process was performed using microinfrared investigation. Here ICO was prepared
with Xg = 1.0 and DBTDL or SnOct. FTIR spectra of pure CO, IPTES and ICO were studied. The

peak assignments were realized according to the literature (Annexe 8) and were summarized

Table 3: Indexation of main vibration frequencies of CO, IPTES and ICO according to experimental
data and the literature.

Experimental Literature _—
. ) Attribution References
Frequencies Frequencies
3500-3230 3550-3230 _ 52,74
3480-3260 3440-3200 V(O-H); v(N-H) urea
2970 3000-2960 Va(CHs); vs(CHs)
2925 2930-2920 Va(CHs); vs(CHs) 22:23,25,74
2855 2890-2840 Va(CH,); v5(CH>)
1745 51
1720 1755-1725 V(C=O) 51
1695 1670'11661856 700" y(c=0) urea (Amide I); v(C=0) cycle 25355747
1525; 1520 1585-1515 8(N-H) + v(C-N) urea (Aminde I1) 2223, 74,75
1460 1480-1440
1445 1465-1440 8(CH) + 8,(HCH) of CH, and CHs 52,33,35,74
1415 1480-1400
1390 1405-1355 v(C-C) of (O-CH,-CHs) 49
1375-1325 1405-1355 8(CH) + 8(HCH) of CH, and CH; 22,23,25,74
1295-1275 1291 C-Si-O (TEOS) 76
1245; 1240 1260-1180 v(CSi), 8(0OH), v(C=0) 49,32,33,75
1195; 1190 1206-1192 v(C-N) urea 49
1164 1170 (TEOS) p(CHs) of (O-CH,-CHs) 22,23,25,74
1125 1140 Si-O-Si 76
1105 1106 (TEOS) . 22,33,
1075 1077 Va(C'C + C'O), 6(COH) 49
1046 -Si-0-Si-, Si-O-Si- oligomeric bridging 7e
1005 1020-1030 ode 51
962 1060-900 8(C-C); Si-OH 52,53,35,76
860 840 -Si-0-Si- 76
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in Table 3.

Once emulsions were prepared, FTIR spectra were recorded every 30 minutes for 3 to 8 days
depending on reaction rate as described previously. At the first place, tg and t; spectra were
plotted together in absorbance to control apparatus saturation (Annexe 9) and in
transmittance with the ICO as reference between 1600 and 900 cm™ (Figure 5). When no
catalyst was used no change can be identified after 50 hours confirming that the sol-gel
reaction cannot be completed without any catalyst (Figure 5 and Annexe 10). By contrast,
significant modifications were detected when tin based catalysts were used. Indeed for
DBTDL and SnOct, major differences were detected at 962, around 1046, 1075, 1105, 1164
and 1390 cm™ (see Table 3). Those variations were assigned to the hydrolysis of -Si-O-CH-
CH; functions in silanols at 1075, 1105 and 1164 cm™, the condensation of -Si-OH at 955 cm™
to form -Si-O-Si- bonds which vibrate around 1046 cm™. Those changes in absorbance, which
signed the sol-gel reaction, were even more visible when following the evolution of

spectrum overtime for DBTDL and SnOct (Figure 6).

ICO

SnOct

DBTDL

) . | No catalyst

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900

Wavenumber (cm™)

Figure 5: Spectra obtained at t, and t; during the sol-gel in situ monitoring of the TSE process without
catalyst, with PTSA, DBTDL or SnOct and compared with ICO reference.
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Those follow-up, performed during 170 hours for DBTDL and 200 hours for SnOct,
highlighted the fact that the in situ sol-gel reaction kinetic was slower in presence of SnOct.
Indeed, at the end of the measurement, characteristic and very intense peaks of non-
condensed alkoxysilanes (1075, 1105, 1164 and 1390 cm™) were observed for SnOct. In the
same way, peaks signing condensed species (between 1050 and 980 cm’) were present with
a lower intensity for SnOct. This result tends to confirm experimental observations with a
slower reaction kinetic with SnOct. Then in an attempt to quantify more accurately the rates
of hydrolysis and condensation, peaks located at 1164 cm™ for -Si-O-CH,-CH3, at 962 cm™ for
-Si-OH, and at 1046 cm™ for -Si-O-Si- were deconvoluted and their analytical area were
calculated (Annexe 11) and plotted against time. One can notice that for DBTDL (squares)
and SnOct (dots), the kinetic curves (Figure 7) represent the degree of advancement of the
hydrolysis or polycondensation between initial and final stages of the in situ experiment. The
rate of the hydrolysis evaluated by the decrease of the signal at 1164 cm™, was smaller when

SnOct was used (Figure 7a).

Si-0-CH,-CH; : 1164 cm'
-Si-O-Si- : 1046 cm™!
-Si-OH : 962 cm'?

= e _)

1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950 900

Wavenumber (cm™)

Figure 6: Stacked spectra obtained during the in situ monitoring of the TSE process between t, and t; for
DBTDL and SnOct.
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a) 1.0 ; Hydrolysis
\‘ -Si'O'CHz'CHg :1164 Cn’\-1
0.8 -ii
—~ 06 H :
< STy ;
2 §a o T P
x o
LY B
0.2 iy
= DBTDL
W E R . S
0 50 100 150 200
Time (h)
) 1.0 Silanols formation

-Si-OH : 962 cm™!

RIRE!
| P
\!!\
e
peTDL e .
SnOct
0.04
0 100 150 200
Time (h)
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3
1 0 :‘{qijti:!—i--q::: -------- i.!i ! i
__ o8 ¥#
X067 .
EOA % Condensation
-Si-O-Si- : 1046 cm™!
0243
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Time (h)

Figure 7: In situ reaction kinetics for DBTDL (squares) and SnOct (dotes) for characteristic FTIR
signals of a) hydrolysis, b) silanols formation and c) condensation.
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Furthermore after the duration of the measurement, for both catalysts, hydrolysis was not
completed even after 170 and 200 hours. This might indicates that the hydrolysis rate
limited the sol-gel reaction as the signal at 962 cm?, corresponding to the silanols' formation
was decreasing with the time (Figure 7b) while alkoxysilanes hydrolysis (Figure 7a) should
bring more silanols in the system. This can be attributed, first to the pre-existing silanols in
ICO before the formulation, and more interesting, it confirmed that hydrolysis was the
limiting process in this sol-gel reaction as more silanols were condensed than formed. Then,
once again silanols' consumptions were affected by the catalyst with a quicker consumption
in the case of DBTDL. This can be attributed to a faster silanols formation associated with
their immediate consumption because of the hydrolysis rate limited mechanism. For DBTDL
and SnOct, considering silanols condensation, the same in situ kinetic profiles were obtained
with a plateau after around 70 hours (Figure 7c). This condensation step was, slightly
influenced by the catalysts. Once again, this plateau, associated with a slow hydrolysis rate
and the decrease with the time of silanols clearly demonstrated that the sol-gel reaction was
limited by the formation of silanols and thus the hydrolysis reaction. This observation was
possible for both catalysts. When considering that tin catalysts are known for their strong
activity toward hydrolysisZG, this limited reaction rate might be explained by a reactant
shortage because of a limited water diffusivity inside oil droplets. It can be seen than
alkoxysilane consumption is following a typical exponential law in the form of eq. 02. This
fact is also true for silanols formation in the case of DBTDL. In regards to the condensation
reaction, the reaction fits with eq. 03 in both cases. Nonetheless, as the sol-gel process

implies a huge number of reactions®”®’

, and because FTIR is not a suitable technique for
discriminating each condensed, non condensed or hydrolyzed silica species, meaningful
reaction rates won't be discussed here. Nonetheless, ky and kc which can be assimilated to
inverse characteristic reaction times were always higher when DBTDL was used and thus
highlights clearly a higher catalytic activity for DBTDL. As a confirmation, but in the case of

l68

polyurethane formation, Moravek et al.”” proved that DBTDL was more efficient than SnOct.
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3.3 Cytotoxicity evaluation of catalysts

The evaluation of the cytotoxicity of DBTDL and SnOct catalysts concentrated between 0.01
and 10 mg-mL'1 on NIH3T3 cells confirmed a catalyst dependent toxicity (Figure 8). Hence
DBTDL showed a cellular toxicity with a low 20 % of cellular viability whatever the
concentration. On the contrary, cells exposed to SnOct almost developed normally with a
viability of 70-100 % according to the concentration. So SnOct appeared as an interesting
catalyst for biomedical applications for its excellent cytotolerance with NIH3T3 cells. Then,
indirect cytotoxicity evaluation on hybrid microparticles prepared with DBTDL and SnOct
showed that DBTDL-based microparticles exhibited also a significant toxicity with 20 %
cellular viability concentration-independent, whereas with microparticles prepared with
SnOct no toxicity was observed whatever the concentration. Those results were in
accordance with a study of Tanzi et al. which confirmed an increased toxicity for DBDTL in
comparison with some catalysts commonly used in the synthesis of copolymers for

biomedical use.”

100 - ®0.01 mg-mL?
H 0.1 mgmlL?
80 -
—_ M 1mgmL?
S
g e | W10 mg-mL?
e}
]
2
T 40
(8]
20 -
0 -

DBTDL-MP DBTDL SnOct-MP SnOct

Figure 8: Evaluation of NIH3T3 cells viability with pure catalysts or microparticles (MP) prepared with
the same catalysts, concentrated between 0.01 and 10 mg-mL".
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4 Conclusion

This study investigated catalysts efficiencies in the hydrolysis and polycondensation
reactions for the formation of hybrid microparticles based on silylated vegetable oils. First,
formulation and morphology studies allowed us to discard FeAc and PTSA: FeAc for
insufficient catalytic activity and PTSA for an unexpected chemical pathway activation.
Facing an uncompleted sol-gel reaction, the influence of ICO functionalization rate, the
elapsed time and thermal treatment on mechanical properties and condensation degree was
studied. Results highlighted that the sol-gel reaction was time dependant and far from
completion after formulation times. They confirmed that hardening of hybrid microparticles
was not straightly concomitant with the completion of the sol-gel reaction but was accessed
by the mean of a simple thermal treatment which guaranteed “stabilized properties” for
hybrid microparticles. Finally, in order to compare with accuracy the influence of catalyst on
reaction rates during the TSE process, in situ monitoring was performed with DBTDL and
SnOct. Those measurements highlighted that both catalysts did not act as expected by
favoring the hydrolysis reaction. It appeared that the overall hydrolysis and
polycondensation processes were limited by this hydrolysis reaction. Moreover they
confirmed a lower activity of SnOct related to DBTDL. Nonetheless the study of NIH3T3 cells
viability trials with hybrid microparticles using SnOct or DBTDL catalysts, clearly incriminated
DBTDL and highlighted that even with a lower catalytic activity, SnOct was by far more
suitable for a pharmaceutical application. Indeed the research of a tin free catalyst is still an
open box but herein we proposed an effective way to access it and as alternative various

chemicals can be considered. 33%%973
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Points clés

Etude des parametres influencant la réaction sol-gel pour la réticulation de

microparticules hybrides

v/ Sélection d'un catalyseur efficace et biocompatible : SnOct

v/ Mécanisme de la réaction sol-gel complexe ou I’hydrolyse est un

facteur limitant

v/ Mise en évidence de la lenteur de la réticulation par réaction sol-gel et

de la nécessité d'un traitement pour "stabiliser" le systeme

v/ Mise en évidence de la variété des matériaux obtenus selon les

conditions opératoires

v/ Caractérisation des microparticules : état de condensation, dureté,

concentration en silicium.

238



6 Annexes
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Annexe 1: Influence of Xg, catalyst, aging and curing on condensation degree (CD) and the reduced
Young’s modulus (E*) of hybrid microparticles. Are listed spring constant, sensitivity of the cantilever
and fit models used for reduced young modulus calculation, peak positions obtained in *’Si CP-MAS
experiments and integrated values for T0, T1, T2 and T3 units.

Xr
Time (Days)
Curing
Spring Constant (N-m™)
Sensitivity (mm-V™)
Fit model
Peak positions (ppm)
T0
T1
T2
T3
Peak integrations (%)

Condensation degree and mechanical properties

0.5
46

2.81
92.3
DMT

0.8

120°C
2.38

SnOct

TO (-48 ppm)
T1 (-53 ppm)
T2 (-58 ppm)
T3 (-66 ppm)

E* (MPa)

30.4

DBTDL
1 1
42 4
2.81 2.38
92.3 97
DMT S
-45.61
-49.42
-58.20
-66.58
39.86 54.28
1.45 0.3
30.14  25.28
28.55 20.43
49 37
38.5 18.8
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Annexe 2: FTIR Stacked spectra obtained during the in situ monitoring of the TSE process between t, and
t; with PTSA as catalyst.

I(i\ s//ﬁ\
Sox

-Si-0-CH,-CH; : 1164 cm
-Si-O-Si- : 1046 cm!
-Si-OH : 962 cm \

U T T b2 T T 7/ T T T T T Kk T T T T T T T T T T T T 1
3800 3600 3400 3200 3000 180016001400 1200 1000 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950 900

Wavenumber (cm’’) Wavenumber (cm™)

Annexe 3: SEM-EDX atomic repartition, expressed in weight percent for hybrid microparticles obtained
with different functionalization rates (Xg).

Weight repartition (%)

C N o) Si
Xr
1 52.16 1.78 43.14 2.92
0.8 53.66 1.54 42.62 2.17
0.5 56.34 0.72 41.37 1.57

Annexe 4: Display of a ?’Si CP-MAS experiment allowing the chemical shift determination of T0, T1, T2
and T3 units.

Original
120 4 9

"

100

Count (-)
3
1

10 20 -3 -4 50 -60 -70 -80 -90 -100
Chemical shift (ppm)
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Annexe 5: Display of a ?’Si OP-MAS experiment for peaks area calculations of T0, T1, T2 and T3 units.

120 -
Original
1{----- Tlig
100 o | -=--- TO
[
----- T2
80 ----- T3

Count (-)

-30 -40 -50 -60 -70 -80

Chemcal shift (ppm)

Annexe 6: High Resolution *Si liquid NMR of ICO obtained in CDCl;.

25000 4
20000 +
i +— 45.7 ppm
15000 458
O | 45.5 ppm S ppm
€
o 10000 - 46.8 ppm
]
5000
) ISR W/ W _
-44 -45 -46 -47 -48

Chemical Shift (ppm)
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Annexe 7: Si OP-MAS spectra of hybrid microparticles a) without curing at 120°C b) with curing.

60 -
a) —— Orignal b) wod— Orignal
----- T0liq ~--=- TOliq
..... T0 weues TO
----- T 1204 ooo T
..... T2 7]
40 T3 100 - T3
z T 804
€ €
3 3
(%] (&) 60
20
40 -
20
0+ 04 AR PP ot S sIlzzzzaid .
T T T T 1 T T T T 1
-30 -40 -50 -60 -70 -80 -30 -40 -50 -60 =70 -80

Chemical shift (ppm) Chemical shift (ppm)

Annexe 8: FTIR references acquisition of CO, IPTES and ICO with a 6 pum Mylar spacer. Spectra were

vertically shifted for clarity and (*) corresponds to a negative peak due an excess of water inside the
background.

v,(CH,)
a) ’ ——CO (6um) b) ——CO (Bum)
IPTES (8um) v(C0)+v (5i-0-CHy) s | — IPTES (6um)
Saturation ICO (8pm) o — ICO (6um)

v(C=0) —

Isocyanate

[ (c-si-0)
3 (CH) Te0s

+— v.(CH,) p(CH3)

S1e0) sron
8 (NH) +v (CN)

Amidell

Vis(CH,) 5 (CC) + v (Si-OH)

I T T T T 1 1l T T T
3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber (cm™)

T T
1000 800
Wavenumber (cm’™)
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Annexe 9: Saturation evaluation during the in situ monitoring of the sol-gel reaction during the TSE
process with a 12 yum Mylar spacer. Acquisition was done at t, and t;.

1,5 -
1 —I|CO
\ No cata t0
—— No cata tf
DBTDL t0
—— DBTDL tf
SnOct t0
2 —— SnOct tf
1.0 ——APTS 10
0,5 4
0,0 +rrrrrrrer R R R S S S ;

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 90

Wavenumber (cm™)

Annexe 10: FTIR Stacked spectra obtained during the in situ monitoring of the TSE process between t,
and t; when no catalyst was used.

No Catalyst

-Si-0-CH,-CH;: 1164 cm™!
-Si-0-Si- : 1046 cm™
-Si-OH : 962 cm™!

S

T rTrrrrrorrorrorrorrrr Tt

T T
1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950 900

Wavenumber (cm™)
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Annexe 11: Demonstration of curve deconvolution for the determination of alkoxysilanes, silanols and
condensed silicium proportions. For each signals fits are displayed for t, and t; and Voigt parametric
curves are used.
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Annexe 12: Fitting parameter for SnOct and DBTDL of Si-OH and Si-O-CH,-CHj; integrated area plot
using eq. 02.

Si-OH Si-O-CH,-CH3
SnOct DBTDL SnOct DBTDL
Parameters
a 0.496 £ 0.022 0.126 £ 0.067 0.446 £ 0.020 0.159 £ 0.022
b 0.488 £ 0.053 0.823 £ 0.034 0.466 £ 0.032 0.823 £ 0.021
ki 0.037 £ 0.009 0.016 £ 0.001 0.023 £ 0.004 0.019 £ 0.001
R? 0.8529 0.9889 0.9244 0.9942

Annexe 13: Fitting parameter for SnOct and DBTDL of Si-O-Si integrated area plot using eq. 03.

Si-O-Si
SnOct DBTDL
Parameters
ke 0.033 £0.002 0.043 £0.002
R2 0.9818 0.9861
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Ce manuscrit décrit la réalisation de microparticules hybrides inorganique/organique
réticulées par voie sol-gel pour la libération de principes actifs pharmaceutiques. Ce projet
étant nouveau au laboratoire, la réflexion menée et sa mise en pratique dans un premier
temps ne se sont pas concentrées sur la compréhension de tous les mécanismes et
parametres mais plutdt sur la démonstration d’'un concept. Cette démarche s'est avérée
fructueuse car nous avons prouvé qu'il était possible a partir d'huiles végétales silylées
d'obtenir des microparticules solides a l'aide d'un procédé simple et robuste
d'émulsification. Ces microparticules ont démontré leur capacité de libération, et leur
absence de cytotoxicité. Par la suite, il nous a semblé indispensable de comprendre la
complexité des réactions mises en jeu pour maitriser et exploiter le potentiel de ces
matériaux. Une méthode a été identifiée et a permis de répondre a un certain nombre de
guestions notamment sur I'état d'avancement des réactions et donc I'état "stabilisé" des
matériaux, et également sur le role des catalyseurs. Cette discussion vise a apporter des
éclaircissements sur les voies de recherche choisies, en tenant compte également des
contraintes pratiques (disponibilité des appareillages) et a approfondir différents points
essentiels qui nont pu étre étudiés. Nous les avons identifiés et rassemblés dans six
sections : choix des matieres premieres, contrdle de la réaction sol-gel, état de surface des
microparticules, procédé de formulation, encapsulation et libération et enfin

biodégradabilité et biocompatibilité.
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1 Choix des matiéres premieres

La motivation premiére de ce projet était de concevoir des matériaux hybrides a base
d’huiles végétales. Ces huiles, constituants majeurs de la biomasse sont de plus en plus
utilisées pour I'élaboration de polyméres grace au développement de chimies innovantes.’
Nous avons choisi des huiles de lin et de soja époxydées commerciales ainsi qu'une huile
naturellement hydroxylée, I'huile de ricin. Elles ont été fonctionnalisées en évitant
I"utilisation de solvant, de catalyseur et de hautes températures (> 90 °C) afin de limiter la
génération de produits toxiques résiduels dans les huiles silylées. Deux voies ont été
explorées : concernant les huiles de soja et de lin, la réaction époxy-amine qui n’a pas été
maitrisée et a été supplantée par une réaction ester-amine inintéressante ; pour I'huile de
ricin, la réaction isocyanate-hydroxy qui s’est avérée trés efficace. Il serait intéressant d’un
point de vue économique et de disponibilité des matiéres premiéres, de valoriser d’autres
types de triglycérides présentant des groupements réactifs différents en choisissant un

agent de silylation approprié.1
1.1 Huiles époxydées

Les huiles naturellement époxydées sont rares et peu disponibles (Huile de vernonia -
Vernonia galamensis). Toutefois I'époxydation des huiles est de plus en plus accessible par
des procédés enzymatiques®* qui, associés a un raffinage a I'aide de fluides supercritiques”
présentent I'avantage d’une production de plus en plus responsable. Ces huiles sont
particulierement avantageuses du fait de leur fonctionnalité importante (cf. p. 96) et de leur
capacité a libérer des groupements hydroxy lors de I'ouverture des fonctions époxy. |l serait
donc intéressant de revenir sur leur utilisation afin de prouver qu’il est possible de les
fonctionnaliser, par exemple par 'emploi de précurseurs portant une fonction anhydride.>®
Ces précurseurs ne présenteraient pas |'inconvénient d’engendrer un pH basique menant a
la rupture du triglycéride (saponification) comme nous I'avons observé avec I’APES. De plus
I'ouverture de I'époxy permettraient une double fonctionnalisation. Ainsi, en augmentant le
degré de fonctionnalisation il devrait étre possible, tout d’abord d’améliorer la capacité de
condensation et par conséquent les propriétés mécaniques des particules. En terme de

libération il serait possible d’imaginer des matériaux aux capacités de libération tres

prolongées.
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1.2 Autres types de lipides

Il pourrait aussi étre envisagé, toujours dans l'optique de s’adapter a la disponibilité des
matieres premiéres mais surtout afin de modifier les propriétés finales des hybrides, de
travailler avec d’autres composés naturels. A titre d’exemple, des d’acides gras, des
phospholipides ou encore du glycérol, des mono et di-glycérides pourraient étre
fonctionnalisés. Leur utilisation, en considérant la modification de la fonctionnalité ou du
nombre de carbones, pourrait permettre de jouer sur le ratio carbone-silice et ainsi de
modifier les propriétés de libération.” Ensuite, nous avons constaté que la fonctionnalisation
d’acides gras conduisait a I'obtention de composés silylés solides a température ambiante
mais pouvant étre fondu autour de 60 °C. Ainsi, de nouvelles opportunités en terme de
procédé devraient &tre accessibles par la mise en forme des matériaux par impression 3D

1213 ot de revétements 2

10 électro-spinning™’ ou toutes autres technologies de dispersion
14,1 ;. . N . N . \ .
chaud.*** Le matériau devra, suite a sa mise en forme, &tre "cuit" sous atmosphere humide
L. 16 , . - .. .
comme décrit par Boury et al.” (dans le cas de la préparation de silicones simili-cristaux) et

permettre d’accéder a des structures ou applications originales.
1.3 Nature des précurseurs silylés

Au-dela de l'identification de couples lipides-précurseurs silylés, de leur chimie réactionnelle
et des considérations en terme de colt ou de disponibilité, il existe une trés grande variété
de précurseurs siliciques commercialisés. Nous avons choisi des molécules de petite taille,
mais le nombre de carbones portés par ces précurseurs peut étre augmenté pour modifier la
structuration interne des matériaux et moduler leurs propriétés finales'’, notamment leurs
cinétiques de libération. A titre d’exemple, il serait intéressant d’utiliser des précurseurs
divalents, de type dialkoxysilane'®, qui induiraient une réticulation linéaire comme dans le

cas du PDMS et ainsi favoriserait I’élasticité du matériau.***°

261



Discussion et Conclusion Générales

1.4 Additifs

Les polymeres pour présenter des propriétés répondant a leur cahier des charges sont
souvent constitué s de nombreux additifs qui vont améliorer leurs propriétés physiques
(mécaniques, thermiques...), chimiques et leur mise en ceuvre. |l s'agit ainsi de particules ou
de fibres qui vont renforcer le polymére ou d'additifs plastifiants, gonflants. Dans cet esprit
nous avons exploré cette voie en ajoutant différentes matiéres premiéres organiques (huile
non fonctionnalisée) ou minérales (TEOS) et nous avons démontré dans les chapitres Il B (cf.
p. 185), qu'il est possible par I'ajouter des précurseurs siliciques (TEOS) de faire varier les
propriétés des microparticules (augmentation de la dureté, ralentissement de la libération).
Aussi, comme nous l'avons vu avec I’'APES, |'obtention de structures cceur-couronne est
possible suite a l'utilisation d’'un mélange de mono, di ou triglycérides et d’acides gras

21-2 . . , . ey
* |l faudra confirmer ces essais et étudier comment ces additifs

fonctionnalisés (cf. p. 103).
sont capables de modifier les structures des microparticules. L'utilisation de phospholipides
silylés®® pourrait également permettre de diminuer la tension superficielle des systémes et

favoriser des nanostructurations, voire I'obtention de nanoparticules.26
1.5 Matieres premiéres et considérations environnementales

Enfin la contrainte environnementale, a plus long terme, nous poussera a ne plus utiliser des

27,28

matiéres premiéres pouvant concurrencer 'alimentation humaine. En effet, méme si les

triglycérides naturels sont peu chers, il serait intéressant de réfléchir dans notre cas a la

#2939 qui présentent

valorisation de lipides issus des technologies de phycoculture (Figure 1)
un certain nombres d’avantages : i) non concurrence des terres agraires ii) revalorisation de
I’excés de CO, environnemental iii) conception de lipides a structures variables. Dans cette
optique nous avons pris contact avec la société Fermentalg®®, basée a Libourne qui réalise

des produits lipidiques a fagcon en utilisant cette technologie mais cela n’a pas abouti.
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Figure 1: Evolution de la production de composés carbonés par la valorisation de produit naturels. Par Lu

et al .
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2 Controle de la réaction sol-gel

L’étude plus précise de la réaction sol-gel a été initiée afin d’identifier expérimentalement le
temps nécessaire pour que la solidification des particules hybrides ait lieu. Comme cela a été
expliqué dans le chapitre 4 (cf. p. 208), chacune de ces expériences : RMN solide du silicium,
infra-rouge in situ et AFM nous ont apporté de précieuses informations qui nous ont étonnés
pour certaines, la littérature ne décrivant pas de résultats similaires. La mesure in situ des
cinétiques d’hydrolyse et de polycondensation a mis en évidence que I'hydrolyse était
I'étape limitante de la réaction qui s'est avérée incompléte. Elle a également permis de
comparer |'action et I'efficacité de différents catalyseurs et leur présence indispensable pour
observer un phénomeéne dans les 10 premiers jours. L’étude du degré de condensation par
RMN solide du silicium a mis en lumiére que la réaction sol-gel n’était stabilisée qu’aprés 65
jours a température ambiante, et qu'un traitement thermique permettait de s'affranchir de
ce temps de réaction. Mais elle a également mis en évidence, au sein d'un méme matériau,
la présence de silicium dans tous ses états : TO, T1, T2 et T3 et que les proportions entre ces

états variaient en fonction des conditions opératoires.
2.1 Réaction sol-gel incomplete

L’obtention d’une réaction d’hydrolyse et de polycondensation compléete, ou la plus avancée
possible, devra donc étre assurée afin de permettre la stabilisation de la structure interne
des microparticules. Pour ce faire nous avons identifié que le vieillissement, 60 jours a
température ambiante, et le traitement thermique (8h, 120 °C) des particules permettait
d’aller plus loin dans I'accomplissement de cette réaction et de se comparer avec la
littérature.® Pour rappel dans la littérature les réactions sol-gel décrites ne sont jamais
complétes du fait de la perte de mobilité des molécules réactives a mesure de I'avancement
de la réaction. Il reste donc sur ce point a identifier le degré de réticulation maximal que
peut atteindre le systeme mais aussi identifier comment y parvenir. A titre d’exemple, des
expériences doivent étre organisées pour faire des mesures sur des échantillons « agés » de
plus de 65 jours avec le DBTDL et reproduire ces expériences avec le SnOct. Par la suite, il
faudra reproduire les cinétiques de libération de principe actif. En effet, comme ces
cinétiques ont été réalisées sur des microparticules non stabilisées, c’est-a-dire une semaine
apres leur formulation, il sera important de vérifier que les propriétés de libération peuvent

étre stabilisées et reproduites systématiquement. Cette étude pourrait également nous
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mener a la démonstration de la corrélation entre les propriétés mécaniques des
microparticules et les cinétiques de libération. En effet, il serait alors trés élégant,
considérant un mécanisme de libération purement diffusionnel, de pouvoir prédire les
cinétiques de libération par simple mesure mécanique et quelle que soit la composition de la
matrice du fait du lien entre la diffusion moléculaire, la densité de la matrice, et les

propriétés mécaniques.
2.2 Catalyseurs de la réaction sol-gel

Comme nous I'avons mentionné a plusieurs reprises, |'usage du catalyseur a base d’étain
pour la réaction sol-gel est encore un point critique pour une application santé. Pour sa
substitution et en se basant sur la technologie de vulcanisation a froid (qui correspond a la
réaction d’hydrolyse et de polycondensation dans les silicones), de nombreux brevets

revendiquent 'usage de complexes métalliques.35_40

Au vu des problématiques levées par
I’évolution des réglementations concernant ce type d’agent chimique, comme par exemple
les oxydes de nickel*, il faudra en priorité poursuivre I'identification d’un catalyseur adéquat
pour activer la réaction sol-gel en se libérant de I'usage d’un catalyseur a I’étain. En effet,
méme si nous sommes parvenus a identifier I'octanoate d’étain (SnOct) comme un

catalyseur moins toxique que le DBTDL initialement utilisé, ce dernier est toujours constitué

d’étain et persiste dans nos matériaux a 0,3 % massique, ce qui n'est satisfaisant pour le

Drying then Treatment by
calcination of formic acid
biomass / then filtration
400°C
under air

Concentration
of the solution

Heating
of Ni(ll) formate to 380 °C
into Ni(0) under N,

EcoNi(0) EcoNi(ll) formate

Figure 2 : Procédé décrit par Grison et al.”* pour 1'obtention d'un écocatalyseur au nickel a 1'aide de
Psychotria gabriellae comme plante hyperaccumulatrice.
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développement de médicaments. Dans ce cas, une premiére piste que nous voudrions
envisager est I'utilisation de catalyseurs dits écologiques. En effet, Grison et al.*? ont obtenu
des catalyseurs issus de plantes hyper-accumulatrices utilisées pour la dépollution (Figure 2).
Ces catalyseurs polymétalliques, qui sont du point de vue environnemental trés intéressants,
ont montré de trés bonnes capacités catalytiques et des effets synergétiques importants, ce

qui permettrait de réduire significativement les quantités de métaux employés.
2.3 Roledel’eau

Nous avons également identifié que dans le cas des catalyseurs a base d’étain le mécanisme
d’hydrolyse et de polycondensation était limité par I'étape d’hydrolyse. Cette observation
alors que ces catalyseurs sont connus pour leur action hydrolytique® pose question et
semble alors indiquer que la réaction est limitée par un des réactifs : I'eau. Une hypothese,
pour expliquer une réaction sol-gel d'hydrolyse limitante, reposerait sur le fait que la
réaction soit alimentée en eau uniquement par la création in situ de molécules suite a la
condensation des fonctions pré-hydrolysées d’ICO, car I'eau de la phase externe semblerait
inaccessible. Au final cet apport hydrique serait insuffisant (cf. p. 235). Pour confirmer cette
hypothése, le suivi in situ de la réaction pourrait étre réalisé en présence d'un solvant
aprotique-polaire, c'est-a-dire inactif pour la réaction d’hydrolyse, et non miscible avec
I'huile silylée. Parmi les solvants aprotiques-polaires pourront étre considérés le
tetrahydrofurane, I'acétonitrile, le dimethylsulfoxide, la N-Méthyl-2-pyrrolidone. Pour suivre
de facon identique le procédé de synthése des microparticules, il faudra vérifier la
compatibilité des agents de gélification de la phase dispersée avec ces solvants puisque le

mécanisme de déprotonation n’aura a priori plus cours.**
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3 Etatde surface des microparticules

Lors de I’étude de la réaction sol-gel nous avons également pu identifier que la modification
du taux de fonctionnalisation mais aussi l'usage de catalyseur avait un impact sur la
morphologie externe des particules : plus ou moins lisse (cf. p. 225). Dans le cas d’une
diminution du taux de fonctionnalisation, I'origine de la structuration peut étre imputable a
une différenciation de phase avec des zones du matériau ou se concentre le carbone et
d’autre ou se concentre la silice. Ceci est souvent rencontré dans le cas des matériaux de
classe | ou Il comme décrit par Mazzocchetti et al.”* ou Weij et al..”® Ainsi il faudra toujours
contréler I'homogénéité des microparticules et avoir a I'esprit que cela pourra affecter les

propriétés des microparticules.
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4 Procédé de formulation

Concernant le procédé de formulation, notre volonté était qu’il devait a la fois promouvoir la
mise en forme de I'objet désiré et également apporter des molécules d’eau pour I'activation
de la réaction sol-gel. Dans ce cadre, nous avons élaboré un procédé d’émulsion thermo-

stabilisé original, qui peut encore étre optimisé.
4.1 Gélification de la phase aqueuse

La nécessité d’utiliser un thermogel s'est imposée suite aux nombreux essais de formulation
avec l'huile de ricin silylée ICO, qui par un procédé d'émulsion classique, ont
systématiquement conduit a I'obtention de suspensions de débris. L'émulsion huile/eau, de
belle qualité, était maintenue sous agitation tout le temps de la solidification des globules en
microparticules, pour éviter leur agglomération mais elle conduisait a leur destruction. La
solution a consisté a préparer I'’émulsion avec un fluide peu visqueux, capable de gélifier
apres émulsification pour éviter la coalescence des globules d’huile. De plus ce gel devait

étre réversible afin de permettre la récupération des particules.‘m"”'52

Finalement,
I'identification de deux agents thermo-gelifiants, le k-carraghénane et le Pluronic®F127, ont
permis de développer un procédé de formulation simple, robuste et transposable a plusieurs
technologies d’émulsification (pales, ultraturrax, ultrasons). Lors de la mise en place du
procédé d’autres agents de gélification ont été envisagés. Par exemple le Carbopol®98053 ou
la pectine®®, qui nécessitent respectivement pour gélifier un changement de pH ou de force
ionique. lls n‘ont pas retenu notre attention du fait du déclenchement difficile de la
gélification dans la formulation sans maintenir I'agitation. En effet I'agitation ne devait pas
se prolonger afin d’éviter une déformation des globules du fait de I'augmentation de la

viscosité de la phase dispersante. Cette déformation pourrait cependant étre mise en valeur

pour la préparation de fibres que nous avons a plusieurs reprises observées.
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4.2 Optimisation de la formulation

L'aggrégation des microparticules en milieu aqueux a été mise en évidence lors des mesures
granulométriques. Cette agrégation est importante a maitriser car elle perturbe, en plus des
mesures granulométriques, les cinétiques de libération in vitro. Ainsi lors de notre premiére
étude de libération (cf. p. 152), des cinétiques bimodales ont été obtenues du fait de cette
agrégation imputable a I'hydrophobie des microparticules. Enfin et surtout il est souhaitable
que les microparticules dans I'organisme soient parfaitement dispersées. Nous n’avons pas
identifié les causes de cette agrégation mais elles sont peut-étre multiples. Parmi elles, I'état
de surface des microparticules encore "réactif" peut étre incriminé. En effet, nous avons mis
en évidence que la réticulation était loin d'étre finalisée a 4 jours et que seul un
vieillissement (supérieur a 65 jours) ou un traitement thermique pouvaient la finaliser. Il

na

serait intéressant d'effectuer des analyses de taille sur des microparticules "agées" ou ayant
subi un traitement thermique pour vérifier cette hypothése. Un traitement acide pourrait
éviter ce phénomene, il a été décrit qu'un milieu acide permettait de stabiliser les
nanoparticules de silice en modifiant les interactions électrostatiques.”® Une seconde source
d'agrégation est |'étape de lyophilisation, pour s'en assurer il faudrait faire une mesure de
distribution de taille sur les particules lavées mais non séchées. Optimiser |'étape de
lyophilisation serait facilement envisageable car nous ne prenons aucune précaution
particuliere, c'est-a-dire que nous congelons a - 80 °C, nous n'ajoutons pas de

cryoprotecteurs comme le tréhalose et notre appareillage ne nous permet de contréler ni la

pression et ni la température.
4.3 Changement d'échelle

Pour des études prospectives ou des applications industrielles, la préparation d’une quantité
importante de microparticules pourrait étre envisagée. Nous avons durant cette étude
travaillé avec des lots d'l g de microparticules et 10 mL de phase dispersée. La
problématique posée par un changement d'échelle sera la conservation de ’homogénéité et
la qualité de la gélification thermo-induite. A notre échelle de préparation, il était facile sur
un volume de quelques mL de contréler la température et de permettre une gélification puis
une liquéfaction efficace, mais sur des volumes importants, le transport des calories de
I'extérieur vers l'intérieur de la cuve sans convection pourrait étre problématique. Une

solution serait I'utilisation de micro-ondes, technologie de plus en plus présente en chimie,
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pour transférer de fagcon uniforme et homogéne I'énergie thermique dans I'émulsion et donc
promouvoir sa gélification. Plus simplement, I'utilisation d'hydrogels aux comportements
rhéologiques a seuil ou complexes pourrait étre envisagée, dans la limite ou leurs propriétés
puissent disparaitre par dilution afin de ne pas géner les étapes de lavage des

microparticules.
4.4 Procédés de formulation alternatifs

Afin de préparer des systemes plus complexes (des capsules, des particules
compartimentées) ou de contrbler la taille des particules (nanométrique, distribution
homogene), d’autres procédés que I'émulsification par agitation mécanique sont envisagés.
Ainsi la microfluidique est une technologie intéressante qui permettra d'améliorer la
distribution de taille et d'obtenir des particules monodisperses, elle permettra également
I'obtention de microparticules "a compartiments"” par création d'une double-émulsion et de
rendre possible I'encapsulation de molécules hydrophiles, comme les protéines.”®® Enfin
cette technique pourrait favoriser I'obtention de capsules. Des travaux préliminaires avec
des mélanges de triglycérides ont conduit par le procédé classique a la formation de
capsules (Figure 3). Nous pensons que la microfluidique associée a des compositions de
lipides appropriées, pourrait permettre I'élaboration de ce type d'objets. Afin de développer
des nanoparticules, des essais préliminaires avec une émulsification par ultrasons a donné
des résultats encourageants (cf. p. 194). Pour poursuivre dans cette voie, l'utilisation d’un
Homogénéisateur Haute Pression pourrait également permettre de réduire significativement

la taille des globules formés pour I'obtention de nanoparticules.>

S-4800,%250 i ) X400 L y S-4800 X500

Figure 3: Clichés MEB d'un lot de microparticules hybrides (ICO, X =1, Xz = 0, DBTDL) ou sont
visibles des nanocapsules
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4.5 Fonctionnalisation

La fonctionnalisation de nanoparticules de silice ou de lipide pour des applications en
pharmacie est largement décrite dans la littérature, pour améliorer leur furtivité®®* dans

I'organisme ou permettre un ciblage.t"z’63

La fonctionnalisation de nos nanoparticules
hybrides silice/huile pourrait mettre a profit de telles stratégies développées pour la silice ou

les lipides, et méme de combiner les deux (Figure 4).

Disease- PEG chains
specific
enzyme

Responsive

Surface modifications
drug release

pH/
redox-
sensitive

probe Chitosan

Cell-specific intracellular drug delivery

Figure 4 : Représentation schématique proposée par Van Rijt et al.** de propriétés fonctionnelles de
systemes particulaires furtifs de vectorisation.
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5 Encapsulation et libération
5.1 Encapsulation et réticulation

Concernant les problématiques d'encapsulation et de libération du principe actif, méme si
nous avons démontré qu’il était possible d’encapsuler et libérer de fagon modulée une
molécule modele, le champ de recherche est également ici relativement large. Le premier
guestionnement auquel nous n'avons pas encore répondu précisément est celui de la
guantité maximale de principe actif qu'il est possible d'encapsuler au sein des
microparticules hybrides tout en garantissant leurs propriétés. Pour les microparticules
chargées en ibuproféne, nous avons toujours travaillé en deca de la solubilité maximale
(estimée a 19 % m / m solubilisés dans I'huile silylée), c'est-a-dire vers 4 % m /m car a ce
pourcentage, les particules obtenues étaient identiques aux particules blanches. Un essai
avec de l'huile a 19 % m/m n'avait pas permis la formation des microparticules
satisfaisantes. Le principe actif pouvant donc perturber les capacités de réticulation du
matériau, il sera nécessaire d'évaluer l'influence de la présence de la molécule encapsulée a
différentes concentrations sur le degré de condensation, les propriétés mécaniques mais
aussi sur la morphologie et I'état de surface des particules. Il faudra également explorer
I'influence de la concentration en principes actifs sur les cinétiques de libération. Enfin, en ce
qui concerne le principe actif, il serait intéressant de suivre son état lors de la solidification
des microparticules. En effet la libération d’éthanol associée a la réaction de
polycondensation pourrait altérer le principe actif, le faire précipiter ou induire un
polymorphisme. Une autre étude intéressante serait de travailler sur le couplage du principe
actif avec I'huile silylée comme cela a été décrit par Liu et al.® qui ont couplé la
dexaméthasone a une matrice végétale (huile de lin) par une liaison phosphotriester. Les
auteurs ont élaboré cette stratégie pour obtenir des cinétiques de libération prolongée sur

deux mois, grace a I'hydrolyse progressive de la liaison.
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5.2 Nature des principes actifs

L'étude de I'encapsulation et de la libération de principe actif avec les matériaux hybrides
développés n’a été réalisée qu'avec une seule molécule modéle, l'ibuproféne. Lipophile (log
P 3,5), elle possede une faible masse molaire (206 g-mol'l), il serait intéressant d'envisager
I'encapsulation de molécules différentes par leur masse molaire comme des antifongiques
(amphotéricine B, 924 g-mol™) ou par leur hydrophilie comme des protéines. Ainsi a l'issue
de ce travail, il devrait étre possible de relier les propriétés de chaque principe actif (log P,
masse molaire, coefficient de diffusion) avec les capacités d'encapsulation, de libération des
microparticules hybrides ainsi que leurs propriétés (mécaniques, degré de condensation).
Des optimisations devront étre réalisées au cas par cas pour améliorer les taux
d'encapsulation de molécules hydrophiles par exemple ou prolonger la libération de
molécules lipophiles, le but étant de mettre en place une plateforme de formulations

modulables.
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6 Etude de la biodégradabilité et biocompatibilité

Dans l'optiqgue d’un usage thérapeutique, la capacité de biodégradation et de

biocompatibilité des formulations (cf. p. 52), sont des critéeres importants évalués in vitro®

et in vivo’®"2,

6.1 Biodégradabilité

Les matiéres premiéres naturelles possédent dans la plupart des cas de bonnes propriétés de
biodégradation.” Nous avons évalué la dégradation des microparticules hybrides dans I'eau
a pH neutre et acide, et nos résultats préliminaires n’ont pas montré de dégradation
significative pendant 2 mois, le réseau inorganique semble stabiliser leur structure. Il n'existe
pas dans la littérature de description sur la biodégradation d'hybrides silice/lipide. Par contre
pour les systemes lipidiques des modeles ont été décrits, notamment avec des conditions

74,75

i iqu imulé 5 z : i . Acu ui
hysiolo es simulées et la présence d'enzymes : les lipases Ces molécules

interviennent dans l'organisme pour la dégradation des graisses ou des huiles sont

67,68,76 A .
2 Ainsi une

susceptibles d'altérer efficacement les particules composées de triglycérides.
publication récente de Mosgaard et al.”’ décrit un nouveau systéme rapide d’évaluation in
vitro des formulations lipidiques en suivant leur biodégradation par des lipases. Dans le
méme esprit, Crum et al.”® évaluent le capacité de dégradation de lipases pancréatiques par
une mesure de la cinétique de libération du fenofibrate encapsulé dans différentes
formulations lipidiques en la comparant avec des mesures in vivo. Il est important également
de soulever la question du devenir de la silice dans I'organisme. Des particules de silice étant
d'ores et déja envisagées pour des applications en santé, I'étude des mécanismes de leurs
dégradation et d'excrétion ont été réalisées. Il semblerait que les particules de silice
persistent dans I'organisme de une a plusieurs semaines®, ce phénomene est taille
dépendant, les plus grosses particules (> 40 nm) étant éliminé plus rapidement.79 Aussi des

auteurs, Maggini et al.®® ont décrit I’hybridation de particules de silice avec des peptides

pour fragiliser leur structure et faciliter leur digestion enzymatique.
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6.2 Biocompatibilité

Tout au long de ce projet nous nous sommes intéressés a la question de biocompatibilité en
suivant in vitro la viabilité cellulaire de fibroblastes en contact avec les catalyseurs ou les
microparticules. Ce travail devra étre poursuivi in vivo, par des études histologiques.77'81
Nous espérons |'obtention de résultats satisfaisants, car nous avons porté nos efforts sur la
limitation des sources possibles de toxicité que ce soit par l'usage de lipides naturels extraits
par pression, leur fonctionnalisation, réticulation et formulation sans solvant et dans des
conditions douces. Les agents silylés utilisés posseédent des fonctions réactives toxiques mais
instables en milieu aqueux, et leur partie inorganique génére de la silice, qui donc sous
forme de nanoparticules de taille supérieure a 40 nm n'induit pas de réaction inflammatoire

ni d'autres réactions toxiques.®*#*%*
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7 Conclusion générale

Dans ce projet, nous avons mis en évidence qu'il était possible de développer des
formulations de principes actifs répondant aux problématiques pharmaceutiques en
s'inspirant des principes de la chimie verte et en valorisant des matiéres premiéres
naturelles et la chimie sol-gel. Les huiles végétales sont des matieres premieres largement
utilisées pour des applications en santé du fait de leurs capacités de solubilisation, de
biocompatibilité et de biodégradabilité. Leur modification par des agents sylilés a permis
leur mise en forme modulable (microparticules, films), de leur conférer des propriétés
uniques en tant qu'hybrides (mécaniques, chimiques, optiques), de leur assurer une
biocompatibilité grace a l'utilisation d'une chimie sans solvant, avec un seul catalyseur
approuvé par la communauté médicale (SnOct) et un procédé de formulation simple sans
solvant et non énergivore. Cette méthodologie de réticulation par voie sol-gel associée a une
mise en forme pourra s'adapter a différents types de matiéeres premiéres et permettra de
développer des objets pour la santé variés grace a la diversité des précurseurs silylés. Dans
notre équipe, le travail d'Antigoni Theodoratou® a ainsi démontré que des films pouvaient
étre obtenus simplement en déposant les huiles fonctionnalisées sur de I'eau, possédant
alors les propriétés adaptées (perméabilité, compatibilité, épaisseur...) pour des applications
comme pansements ou membranes fonctionnelles. Aussi des applications variées en santé
pourraient étre envisagées pour les microparticules développées. Les résultats des
cinétiques de libération des microparticules chargées en ibuproféne les orientent
logiquement vers une administration orale. Ces particules hybrides posséderont des
propriétés de libération, modulables selon leur composition et la nature de la molécule
piégée. Cet aspect trés important dans le domaine pharmaceutique, ouvre un large champ
de recherches. Des systémes a libération prolongée voire des systémes flottants, du fait de la

887 Une administration par voie

faible densité des objets, seraient également pertinents.
cutanée serait intéressante, en dispersant les microparticules dans un gel ou une émulsion.
Elles pourraient par exemple piéger des filtres solaires pour éviter leur interaction avec la
peau, la transparence des microparticules permettrait aux filtres d'assurer leur role
d'absorption. L'acces a des tailles nanométriques élargirait encore les applications aux voies

parentérale, oculaire... mais au préalable, les parameétres de biodégradabilité et

biocompatibilité doivent étre parfaitement maitrisés. Globalement, la preuve de concept
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gue constitue ce manuscrit a soulevé de nombreuses questions mais a surtout généré de
nombreuses perspectives pour ce projet qui sont exposées dans la Figure 5. Il a également
permis d'apporter de la chimie verte dans la formulation, de la pharmacie dans la chimie sol-
gel et a été le creuset d'études dans différentes disciplines (chimie organique, chimie sol-gel,

formulation et procédé, spectroscopie, sciences pharmaceutiques et biologie).

Formulation toolbox

Size
lipids Raw
****************************************** materials
TEOS Catalyst In vitro
- Sol-Gel
silica precursors &
. Control
In vivo )
PhOSphOlipideS Proteins f . i ’,’:‘?
777777777777777777777777777777777777777777 === E \ ?“ g
PEG Additives \i B
[/ Shielding § . i 7 .
Shapes | > e&d &\ T Formulation
T . Process
Mechanical properties \ argeting & )
/¢ lLoading
Core-shell e | & |
Binders oo % Release :

3D printings

Figure 5: Illustration de l'interaction des différents parametres de formulations pour la création d’une
plateforme de formulation.
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Glossaire

Agitateur axial ou radial : type d'agitateurs mécaniques produisant dans une cuve différents
mouvement du liquide. Le choix entre un agitateur axial ou radial se fait par la nécessité d'obtenir un
effet soit de pompage soit de cisaillement.

oy —v
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Balance Hydrophile Lipophile ou HLB : valeur comprise en 0 et 20, caractéristique d'un tensioactif
non ionique traduisant son hydrophilie (HLB > 10) ou lipophilie (HLB <4).

Biodisponibilité : quantité et vitesse d'arrivée du principe actif qui atteint la circulation sanguine
systémique.

Biomatériau : « matériau non vivant, utilisé dans un dispositif médical et congu pour interagir avec
des systémes biologiques, qu’il participe a constitution d’un appareillage a visée diagnostique ou a
celle d’un substitut de tissu ou d’organe, ou encore a celle d’un dispositif de suppléance
fonctionnelle » définition issue des conférences de consensus de Chester (Royaume-Uni, 1991).

Blanche / blank : caractérise des microparticules non chargées en principe actif.

Circulation systémique : correspond a la circulation sanguine générale responsable de I'apport
d'oxygene, de nutriment mais également de principes actifs dans I'ensemble de I'organisme. Les
principes actifs administrés par voie orale rejoignent la circulation systémique apres métabolisation
dans le foie et doivent pour pouvoir agir I'atteindre dans des concentrations suffisantes.

Coefficient de partage : fait référence a l'activité relative d'une molécules dans deux solvants
différents. Dans le cas de solutions diluées elle correspond a un rapport de concentrations. Cette
grandeur permet le calcul du coefficient de partition (logP) qui traduit le coefficient de partage d'un
principe actif a saturation dans deux solvants de référence : I'eau et I'octanol.

Déamidation : instabilité chimique des protéines qui se traduit par une hydrolyse de la chaine
latérale d'acides aminés comme l'asparagine ou la glutamine et qui conduit a la présence
d'impuretés.

Effet burst : de |'anglais "Burst effect”, il correspond a une libération soudaine et importante d'un

principe actif dans les premieres minutes de l'action d'une formulation. Il est quantifiable lors de
cinétiques de libération en milieu physiologique simulé.

288



Glossaire

Emulsion : systéme dispersé composé de deux liquides non miscibles ; une émulsion de type
lipophile/hydrophile est constituée par une phase lipophile dispersée dans une phase continue
hydrophile.

Etude histologique : I'histologie est définie par I'étude microscopique des tissus apres leur extraction
de l'organisme. Elle vise a définir la réponse des cellules le constituant a la suite d'une stimulation
extérieure comme par exemple l'introduction d'un corps étranger, d'un pathogene, d'un produit
chimique, ou encore d'un principe actif. Une étude histologique doit conclure sur le fonctionnement
normale ou pathologique du tissu ou organe concerné.

Fibroblastes : type particulier de cellules, elles sont adhérentes et présentes dans le derme ou elles
sont responsables de la sécrétion de fibres spécifiques assurant |'élasticité des tissus.

LFCS : Lipid Formulation Classification System. Classification des systemes lipidiques mise au point
par Porter et al dans une publication de 2008.

logP ou log Kow : valeur caractérisant la solubilité d'une molécule, plus elle est élevée, plus celle-ci
est lipophile. Elle repose sur la mesure du coefficient de partage de la molécule dans deux solvants :
octanol et eau. Le log P peut étre également estimé, dans ce manuscrit nous avons pris les valeurs de
la Drugbank.

Maeéche : bande de gaze stérile introduite dans une plaie.

Mélange racémique : mélange dans des proportions molaires égales de stéréoisoméres présentant
un centre de chiralité (énantiomere).

Métabolisme : ensemble de réactions chimiques, en général enzymatiques, ayant cours dans
I’organisme et que peuvent subir des principes actifs. Prenant place majoritairement dans les reins,
les poumons, l'intestin ou le foie il entraine le plus souvent la dégradation et l'inactivation du
principe actif.

Métathese : réaction organique qui implique la redistribution du fragments alcylidénes par scission
d'une liaison double C=C dans les alcénes.

~—XI

Microémulsion : dispersions moléculaires thermodynamiquement stables, caractérisées par
I’organisation d’une substance lipidique en micro-réservoirs.

Perméabilité : capacité des principes actifs a traverser les membranes. Les principes actifs lipophiles
non ionisés auront une haute perméabilité.
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Pickering : Technique de stabilisation de systemes diphasiques, liquide — liquide ou liquide — gaz, ol
une troisieme phase, particulaire solide, est positionnée aux interfaces. Les particules sont
nanométriques et sont anisotropiques (fibres, particules de janus) ou présentent des propriétés de
surfaces particulieres (latex, silices).

pKa : constante logarithmique d'acidité. Mesure la force d'un acide par sa capacité a se déprotoner a
un pH donné.

Réponse pharmacologique : une fois l'interaction entre une molécules active et son récepteur
établie, la réponse pharmacologique définit la réaction de l'organisme au niveau cellulaire. Ne
correspond pas a l'effet thérapeutique qui lui rend compte du mode d'action au niveau d'une
pathologie.

Self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) : mélange isotropique d'huiles, de tensioactifs, et
solvants utilisés pour améliorer I'absorption orale de principes actifs lipophiles. Il présente un aspect
turbide et est thermodynamiquement instable.

Self-microemulsifying drug delivery system (SMEDDS) : mélange isotropique d'huiles, de tensioactifs
et co-tensiaoctifs qui s'émulsionnent sous forme de microémulsion apres administration par voie
orale sous le simple effet de la motilité gastro-intestinale. Il présente un aspect transparent, et est
thermodynamiquement stable.

Siloxanes : classe de molécules composées de silicium de formule R,SiO.

Silylation : fonctionnalisation conduisant a l'introduction d'un groupe R;Si

Site d'action : localisation dans I'organisme d'une interaction entre un principe actif et une de ses
molécules ou membranes entrainant la réponse thérapeutique attendue. Les sites ou cibles d'action
peuvent étre des récepteurs, des enzymes, des protéines endogene ou exogene et l'action d'une
molécule active prendra la forme de liaisons covalentes, de liaisons faibles ou encore d'un
déséquilibre osmotique.

Span : relation utilisée pour la caractérisation d'analyses granulométriques et permettant de rendre
compte de I'étalement d'une distribution. Elle est définie par la différence entre les diamétres en
volume des premier et dernier déciles ramenée au diametre médian.

D(0,9) — D(0,1)
D(0,5)

Span =

Sphingolipides : classe de lipides complexes, ils sont issus de la réaction entre la sphingosine
(CigH37NO,) et un acide gras saturé (C;7H;60,) et assurent un role important dans la transmission
neuronale et la reconnaissance cellulaire.
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Stent : dispositif médical métallique (ou ressort) utilisé pour maintenir ouvert une cavité de
I'organisme. C'est une endoprothéese appelée tuteur vasculaire.

Stéréoisomeére : caractérise des molécules possédant une formule brute (nature et nombre
d'atomes) et des liaisons chimiques identiques mais dont la configuration (chiralité ou Z/E) ou la
conformation spatiale est différentes. Ces variations d'organisation en 3D pourront expliquer des
propriétés parfois trés différentes. Les isomeres eux sont définis par des formules brutes identiques
mais un enchainement différent de liaisons chimiques.

TO, T1, T2, T3 species ou units : L’atome de silicium a la capacité de former quatre liaisons chimiques
covalentes. Pour les caractériser il est classique d’utiliser la notation XY ou X représente une lettre et
Y un chiffre. Dans cette notation, les lettres M, D, T, Q sont utilisées et définissent que le silicium est
lié de fagcon covalente a 1, 2, 3 ou 4 oxygénes respectivement. Le chiffre, lui, rend compte du nombre
de liaisons Si-O-Si c’est-a-dire le nombre de ces atomes d’oxygéne qui participent a un pont siloxane.
Cette notation est illustrée ci-aprés dans le cas d’un silicium T, c’est-a-dire Trivalent :

TO T1 T2 T3
OH TH 0——Si O——Si
R——Si——OH R—Ti—O—Si R—Ti—O-—Si R——Si——O0——si
OH OH OH O—sSi
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Abstract

Drug formulation is gathering innovative technologies where the use of natural products for the
preparation of drug delivery systems is getting more and more considerations because of
environmental concerns. For instance, vegetable oils get increasingly used because of their
outstanding properties in terms of drug solubilization, biocompatibility and biodegradability. For
expanding their application, to drug sustained-release for instance, oils have to be hardened under
mild conditions with respect to green chemistry principals. The silica condensation was therefore
chosen as cross-linking reaction by the mean the sol-gel reaction which when applied to vegetable
oils led to biosourced hybrid organic/inorganic materials. To do so, oils were functionalized with
alkoxysilanes precursors without solvent nor catalyst in order to obtain cross-linkable systems. Two
chemical paths were studied. The first one, based on an epoxy-amine reaction between epoxydized
linseed or soybean oils and the alkoxysilane precursor ended up with an uncontrolled reaction and a
triglyceride disruption. The second, used castor oil as an hydroxylated raw material and was based
on the hydroxy-isocyanate reaction. Valuable results were obtained and this silylated oil was
formulated thanks to a new oil/water thermo-stabilized emulsion process. Simple and robust, this
process allowed to simultaneously shape and harden hybrid microparticles. Ranging between 20 and
200 um in diameter, hybrid microparticles were spherical, homogeneously distributed and were
capable of entrapping and releasing lipophilic molecules. As a model, ibuprofen was efficiently
encapsulated and was fully released over 8 hours in a simulated buffer. Furthermore, by changing
the composition of hybrid microparticles (inorganic/organic ratio), it was also possible to extend
release kinetics and significantly reduce the burst effect. Then, biocompatibility of those hybrid
microparticles was demonstrated in vitro and an innovative study of the cross-linking reaction was
performed. This study aimed to properly understand hydrolysis and polycondensation mechanisms
and took the form of an in situ the sol-gel reaction monitoring. It allowed to identify an alternative
biocompatible catalysts and gave an insight on how those reactions can be controlled to reach
“stabilized” hybrids with constant properties and exhibiting robust and reproducible drug sustained-
releases. Finally, it has been demonstrated that the sol-gel chemistry applied to vegetable oils for the
synthesis of original and tunable hybrid materials with concerns to environmental and health issues,

opened the gate towards innovations in drug formulation.



Résumé de la These

La formulation de médicaments regroupe des technologies innovantes ou l'usage de matiéres
premieres naturelles émerge du fait de contraintes environnementales grandissantes. Les huiles
végétales par exemple sont plébiscitées grace a leurs propriétés remarquables en terme de
solubilisation de principes actifs, de biocompatibilité et de biodégradabilité. Afin d'élargir leurs
applications, notamment pour la libération prolongée de principes actifs, la solidification de ces
huiles par réticulation a été envisagée a l'aide d'une chimie douce, c'est-a-dire respectueuse des
principes de la chimie verte. La silice a été choisie pour réaliser la réticulation par réaction sol-gel
d'huiles végétales et ainsi obtenir des matériaux hybrides inorganique/organique d'origine naturelle.
L'étude a consisté a fonctionnaliser des huiles végétales a I'aide de précurseurs silylés en utilisant une
chimie sans solvant ni catalyseur, pour obtenir des huiles réticulables par voie sol-gel. Deux voies
chimiques de fonctionnalisation ont été employées. La premiere, difficilement contrblable, a été
basée sur une réaction époxy-amine ou des huiles de lin ou de soja époxydées ont été utilisées. La
seconde reposait sur la valorisation d'huile de ricin porteuse d'un groupement hydroxyle via une
réaction hydroxy-isocyanate. Les excellents résultats obtenus ont permis de poursuivre I'étude par la
formulation de I'huile de ricin silylée grace a un nouveau procédé d'émulsion huile/eau thermo-
stabilisée. Simple et robuste, ce procédé a rendu possible de facon concomitante la mise en forme et
la solidification de microparticules hybrides. Les microparticules présentent des distributions de taille
homogenes (20 a 200 um), sont sphériques et capables de piéger des molécules lipophiles. Ainsi une
molécule modeéle, a été encapsulée avec des rendements trés satisfaisants et sa libération a été
totale apres 8h en milieu physiologique simulé. En modifiant la composition des microparticules
(ratio inorganique / organique), il a été possible de prolonger les cinétiques de libération et de
réduire significativement « I'effet burst ». La biocompatibilité de ces microparticules a été démontrée
in vitro. Enfin dans I'optique de correctement caractériser la réaction sol-gel, différentes techniques
analytiques ont été explorées pour I'étude in situ de la réticulation et I'identification d’un catalyseur
biocompatible. Ces travaux ont permis de détailler les mécanismes des réactions d’hydrolyse et de
polycondensation et ont ouvert la voie a un meilleur controle des cinétiques de réticulation des
microparticules. De plus, il est apparu que la maitrise de cette réaction semble étre indispensable

afin d'obtenir des objets "stabilisés " aux propriétés identiques et aux cinétiques de libération
reproductibles. En conclusion, il a été démontré que la chimie sol-gel appliquée aux huiles naturelles
offre des possibilités d’innovation en formulation galénique tout en respectant les contraintes
environnementales et de santé et a permis le développement de matériaux originaux aux propriétés

modulables.



