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Procédé anti-solvant microfluidique pour la synthése de
nanoparticules organiques fluorescentes en conditions
supercritiques

Résumé :

Les nanoparticules organiques fluorescentes (FONs) sont aujourd’hui utilisées
dans de nombreuses applications biomédicales d’'imagerie cellulaire. Réduits a
une échelle nanomeétrique, les FONs présentent un meilleur taux de dissolution
dans le milieu biologique, ils peuvent notamment traverser plus facilement les
membranes des tissus et étre plus efficacement assimilés dans I'organisme. La
plupart des molécules utilisées pour la fabrication des FONs sont trés peu solubles
dans les milieux aqueux, limitant ainsi leur biodisponibilité. Ainsi, une des
stratégies considérées par les industries pharmaceutiques pour répondre a ces
limitations consiste a diminuer la taille des particules d’ingrédients
pharmaceutiques actifs (APIs). Dans cette thése, nous proposons de combiner
deux techniques d’intensification pour la synthese des FONSs, a savoir les procédés
SAS (Supercritical Anti-Solvent) utilisant le dioxyde de carbone supercritique
(sc-CO3) et la technologie microfluidique (uUF). Dans le cadre de ces travaux de
these, nous avons testé différentes molécules organiques fluorescentes qui ont
été mises en forme a I'aide du procédé pSAS. Des études paramétriques ont été
réalisées dans le but de déterminer les conditions optimales pour la synthese de
nanoparticules. Enfin, des FONs dont l'intensité de fluorescence augmente a
I"état agrégé (AIE) ont été choisies dans le but d’analyser in situ de maniere
originale les champs de nucléation de particules dans le systeme USAS, pour
pouvoir comparer ces résultats a la simulation.

Mots clés :
Procédé anti-solvant ; Microfluidique ; Fluides supercritiques ; Nanoparticules
organiques fluorescentes (FONSs)



Process intensification for the synthesis of fluorescent organic
nanoparticles by microfluidic supercritical anti-solvent

Abstract:

Nowadays, Fluorescent Organic Nanoparticles (FONs) are involved for cell
imaging applications. After reducing the particle size to the nanosize range, FONs
increase their dissolution rate in biological media. Thus, they present a high
penetration in cell membranes and can be assimilated more efficiently. As is
usual, poor water-soluble organic molecules encounter low oral bioavailability. To
overcome the solubility problems, pharmaceutical companies develop
approaches to decrease active pharmaceutical ingredient (API) particle size.
During this thesis, we propose to combine two intensification strategies for FONs
synthesis. First, we employ the Supercritical Anti-Solvent (SAS) process using
supercritical carbon dioxide (sc-CO,). The other point is that we add microfluidics
(UF). We suggest to test various organic molecules and to process them by uSAS
system. Parametric studies are performed to find optimal conditions for small
particle size. Finally, specific FONs with Aggregation Induced Emission (AIE) effect
are employed for the in situ characterization of nucleation field in uSAS.
Experimental and simulation results are both compared and discussed.

Key words:
Anti-solvent process; Microfluidics; Supercritical fluids; Fluorescent Organic
Nanoparticles (FONs)
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A Absorbance

B Fréquence de nucléation (m3.s?)
Cou [X] Concentration (g.L?)

Csat Concentration a saturation (g.L?)
D Coefficient de diffusion (m2.s?)
Ephoton Energie d’un photon (eV)

G Taux de croissance (m.s)

Go Energie libre (J)

Im Intensité de ségrégation

lo Intensité du faisceau incident

Masse molaire (g.mol?)

Débit volumique (mL.min?)

R Constante des gaz parfaits (8,314 J.mol™.K™?)
Re Nombre de Reynolds

Rn Rayon hydrodynamique (m)

S Sursaturation

Sspe Surface spécifique (m?)

T Température (°C)

Vi Volume molaire (m3.mol?)

Vwm Volume moléculaire (m3)

d Diametre moyen des particules (m)

dio Taille moyenne des particules (m)

h Constante de Planck (6,626 x 1073* J.s)

ks Constante de Boltzmann (1,38 x 102 m?.kg.s?)

| Trajet optique (cm)

Mo Moment 0 (nombre total des particules par unité de volume) (N.m=3)
m; Moment 1 (longueur totale des particules par unité de volume) (m2)
No Indice de réfraction

p Pression (bar ou MPa)
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tm
tn
t
Xsat

Xa

]

Temps de mélange (s)

Temps de nucléation (s)

Temps de précipitation (s)

Solubilité (mol.mol?)

Fraction molaire du composé a
Coefficient d’extinction molaire (L.molt.cm™)
Taux de dissipation d’énergie (W.kg?)
Viscosité (Pa.s ou cP)

Angle de diffusion (°)

Longueur d’onde d’excitation (nm)
Longueur d’onde d’émission (nm)
Fréquence (s?)

Densité (kg.m3)

Tension de surface (MN.m?)

Rendement quantique
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ACQ Aggregation-Caused Quenching
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AIE Aggregation-Induced Emission

ANR Agence Nationale de la Recherche
API Active Pharmaceutical Ingredient
BPR Back Pressure Regulator
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CCD Charge-Coupled-Device

CFD Computational Fluid Dynamics
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IR Infra-Red

ISM Institut des Sciences Moléculaires
LAS Liquid Anti-Solvent

OLED Organic Light-Emitting Diode

PBE Population Balance Equations

PDMS PolyDiMethylSiloxane

PEG Polyethylene glycol

PL PhotoLuminescence

PVDF PolyVinyliDene Fluoride
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Introduction generale

Ce travail de these se place dans le cadre du projet ANR SUPERFON. Celui-ci s’intéresse a la
mise en forme de nanoparticules fluorescentes via I'utilisation d’'un procédé microfluidique
supercritique. Les deux principaux objectifs du projet, a savoir, (i) lever la limitation en taille des
particules synthétisées par méthode conventionnelle et (ii) améliorer la compréhension des procédés
utilisant des fluides supercritiques en tant qu’anti-solvants, constituent le fil conducteur de ces travaux
de these.

Dans le premier chapitre, nous présenterons un travail bibliographique composé de deux
parties. Tout d’abord, nous introduirons la notion de nanoparticules organiques fluorescentes (FONs
— Fluorescent Organic Nanoparticles) qui sont au centre de nos travaux. Nous y verrons la nécessité de
produire des FONs de petites tailles afin d’optimiser leurs propriétés dans certaines applications. C'est
notamment dans le domaine biomédical que ces nanoparticules sont intéressantes. Elles sont
employées dans le diagnostic, dans le traitement et dans la thérapie de nombreuses maladies. La bio-
imagerie utilise de nombreux composés fluorescents dont les propriétés optiques sont sans cesse
améliorées grace aux travaux de recherche. Nous présenterons d’ailleurs une propriété optique
découverte récemment qui confére a ces particules organiques une intensité de fluorescence
beaucoup plus importante a I'état agrégé que lorsqu’elles sont solubilisées dans un solvant liquide.
Ces molécules de « derniére génération » sont particulierement étudiées actuellement.

Dans la seconde partie de ce chapitre, nous présenterons une technique de synthése de
poudres tres utilisée en industrie pharmaceutique : la précipitation en présence d’un anti-solvant et a
basse pression. Cependant, cette méthode de synthese, qui est classiquement utilisée pour mettre en
forme les FONs, ne permet pas d’atteindre de tres petites tailles de particules. Ce dernier aspect peut
présenter des limitations pour leur mise en ceuvre finale. Nous détaillerons ici deux stratégies afin de
lever la limitation en taille. La premiére stratégie se focalisera sur les techniques de synthése des
composés organiques de petite taille avec un anti-solvant supercritique. Ces nouvelles conditions
opératoires ouvrent des portes vers des procédés hautement performants (haute pression). Nous
présenterons la méthode nommeée SAS — pour Supercritical Anti-Solvent — employant le dioxyde de
carbone (CO3) en conditions supercritiques comme anti-solvant. La seconde stratégie introduira la
technologie microfluidique, un outil développé notamment en biochimie pour la synthése contrélée
de particules.

L'association de ces deux techniques d’intensification doit permettre d’atteindre un haut
degré de contréle du mélange. Ce nouveau systéeme élaboré a I'lCMCB et nommé USAS réunit le
procédé de synthese en conditions supercritiques SAS déja bien connu et la technologie
microfluidique. Le procédé pSAS sera au centre de ces travaux pour la synthése de nanoparticules
organiques fluorescentes utilisables en bio-imagerie.

Le second chapitre de ce manuscrit concerne les différents développements technologiques
effectués au cours de ce travail de thése. Les méthodologies expérimentales mises en oceuvre
concernent trois aspects de ce travail de these. Tout d’abord, nous aborderons I'étude
thermodynamique du systéme {soluté/solvant/anti-solvant}. De nombreux exemples de la littérature
ont montré qu’il était favorable de travailler dans un domaine monophasique supercritique afin de
bénéficier des propriétés de mélange avantageuses. Dans ces conditions de haute pression, nous nous
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proposons d’étudier la solubilité du soluté dans le milieu. Cette donnée est indispensable pour simuler
les phénomeénes de nucléation (ou germination) et de précipitation du soluté dans le microréacteur.
Dans un second temps, nous présenterons le montage expérimental uSAS pour la synthése des FONSs.
Enfin, nous décrirons les différentes techniques utilisées pour caractériser la taille (microscopie
électronique) et les propriétés de fluorescence (spectrométrie UV) des matériaux synthétisés.

Le troisieme chapitre traite de I'étude des mécanismes fondamentaux de notre procédé uSAS.
Il sera question de rappeler quelques notions fondamentales, telles que les phénomenes de nucléation
et de croissance qui serviront de base a la discussion. Puis, nous discuterons des mesures in situ de
solubilité des composés organiques fluorescents que nous cherchons a synthétiser dans un milieu
solvant/CO; en conditions supercritiques, résultats essentiels afin de pouvoir estimer la sursaturation
dans le cadre de la simulation numérique. Afin de valider le procédé pSAS, nous étudierons la
précipitation du TPE, considéré comme matériau modele. Les résultats de la simulation numérique
seront comparés avec les résultats de la caractérisation ex situ des poudres obtenues dans le
microréacteur. Cette comparaison nous permettra de déterminer la tension interfaciale
(fluide/particules solides), difficilement mesurable expérimentalement. Enfin, nous tacherons de
visualiser le champ de précipitation in situ dans nos réacteurs. Pour cela, une molécule sera
spécialement choisie pour ses propriétés optiques. Apreés avoir étudié le systéme
thermodynamiquement, une analyse ex situ de la taille des particules produites sera couplée aux
analyses in situ obtenues par microscopie confocale. Ces observations expérimentales seront alors
confrontées a la simulation numérique.

Le dernier chapitre se focalise sur I'application des procédés anti-solvants pour évaluer la
robustesse du procédé uSAS. En étudiant différentes molécules difficiles a mettre en forme par voie
conventionnelle, nous proposerons un systéme le plus performant possible. Les caractérisations par
microscopie électronique permettront de mesurer les tailles de particules formées. Dans un second
temps, nous évaluerons I'efficacité d’un procédé de mise en forme par voie liquide conventionnelle :
le LAS. Nous observerons alors les bénéfices qu’apporte le procédé uSAS pour une application
biomédicale des FONs synthétisés. Puis, nous nous intéresserons a I'amélioration du montage
expérimental du uSAS dans le but d’augmenter le rendement de production des poudres. Enfin, nous
étudierons un dernier systeme pouvant bénéficier d’une haute valeur ajoutée dans le domaine
biomédical, systeme pour lequel une diminution en taille permettrait d’augmenter sa biodisponibilité.
Une derniére étape consistera a étudier un systeme dans lequel I'agent actif et son polymére sont
préalablement dissous dans la méme solution mére avant leur mise en forme.
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Chapitre 1

1.1 Nanoparticules fluorescentes

De nombreuses particules de taille nanométrique ont été développées pour leurs propriétés
optiques. En biologie, les nanoparticules luminescentes sont souvent utilisées pour des applications
d’imagerie cellulaire, comme le marquage d’agents actifs envoyés dans I'organisme (Wu et al., 2007)
ou encore comme la détection in vivo de cellules tumorales (He et al., 2019). Elles sont aussi utilisées
a des fins de diagnostic et donnent, par exemple, des informations sur le pH (Schreml et al., 2012) ou
sur I’état d’inflammation des tissus (Xu et al., 2019). Ces agents de contraste se basent sur |'interaction
lumiére-matiére qui a l'avantage d’étre non-invasive pour le systeme biologique étudié. La
fonctionnalisation de leur surface leur permet d’étre tres efficaces, car elles ont peu de chances d’étre
bloquées par les protéines circulantes ou par le systtme immunitaire et parviennent ainsi plus
facilement a leur cible que des molécules dispersées (Cormode et al., 2010; Wahsner et al., 2019). De
nouvelles techniques de caractérisation par microscopie de fluorescence ont récemment vu le jour
(Benz et al., 2013; H. M. Kim et al., 2008; Liao et al., 2016). En utilisant des molécules fluorescentes
véhiculées par des nanoparticules, de nombreuses avancées médicales ont été rendues possibles dans
le domaine du diagnostic et de la théranostique.

Les nanoparticules luminescentes sont catégorisées selon la nature de leurs composés : inorganiques,
organiques, hybrides. Dans cette partie, nous nous intéresserons plus particulierement aux
nanoparticules organiques fluorescentes, tres utilisées aujourd’hui en imagerie biomédicale.

1.1.1 Nanoparticules fluorescentes organiques (FONs)

Les nanoparticules fluorescentes organiques sont des systémes développés pour leurs
propriétés optiques, pour leur stabilité et pour leur faible toxicité dans I'organisme. Les fluorophores
ou fluorochromes sont des composés organiques qui se caractérisent souvent par des structures
moléculaires aromatiques. On définit la fluorescence comme la succession de deux procédés
photophysiques (Figure 1). Tout d’abord, la molécule dans son état fondamental Sp absorbe un photon,
d’énergie Epnoton = hv (OU h est la constante de Planck et v la fréquence du photon) et passe ainsi dans
un état excité de plus haute énergie (S1). Aprés une relaxation rapide vers I'état vibrationnel de plus
basse énergie de I'état excité (Si:), la molécule retourne a I’état fondamental (So) en émettant un
photon.

Energie Désexcitation non-radiative
A A
S, 4
hv
Absorption e
hv Fluorescence

VaVia

Figure 1: Diagramme de Jablonski décrivant le mécanisme de fluorescence.
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On parle de fluorescence quand les deux états par lesquels passe la molécule sont de méme
multiplicité, c’est-a-dire des singulets dans le cas des molécules organiques. D’autres phénomenes de
photoluminescence seront présentés en détails dans le deuxieme chapitre.

1.1.2 Différents types de fluorophores

Il est bien connu que la plupart des fluorophores émettent fortement en solution, tandis que
dans leur état agrégé ou solide, ils voient I'intensité de leur fluorescence diminuer. Ce comportement
classique est appelé inhibition de fluorescence causé par I'agrégation, Aggregation Caused Quenching
(ACQ). Par ailleurs, il existe des molécules luminogénes atypiques, pour lesquelles on constate une
augmentation importante de la fluorescence a I’état agrégé par rapport aux solutions. Le phénomeéne
a été appelé émission induite par |'agrégation, Aggregation-Induced Emission (AIE). Les composés
présentant un effet AIE sont nommés AlEgenes.

Comme cela a bien été rappelé par I’équipe de Gierschner (Shi et al., 2017), le phénomeéne était connu
depuis longtemps. Il a été redécouvert en 2001 par I'équipe de Tang en étudiant le 1-methyl-1,2,3,4,5-
pentaphenylsilole (Figure 2), pour lequel une augmentation inattendue de I'intensité de fluoresence
sous la forme agrégée a été observée (Luo et al., 2001). Cette espéce présente une émission de
fluorescence faible en solution dans un bon solvant, tandis que son émission de fluorescence est forte
al’état agrégé dans un mauvais solvant ou sous forme solide. Le mérite du groupe chinois a été de voir
I'intérét de ce type de molécules pour de nombreuses applications, tant dans le domaine des
matériaux que dans celui de la biologie et du diagnostic biomédical (Chen et al., 2016; Mei et al., 2018,
2015; Wang and Liu, 2018). De nombreuses molécules ont été étudiées par la suite. Ce développement
a suscité un grand intérét de la part du monde scientifique, ce qui a eu pour résultat d’affiner la
compréhension des phénomeénes de luminescence dans les molécules a I'état solide et de revoir
certains concepts fondamentaux. Désormais, des centaines de laboratoires travaillent sur ce type de
molécules depuis deux décennies a travers le monde.

Si.

Figure 2 : Molécule fluorescente aux effets AIE (1-methyl-1,2,3,4,5-pentaphenylsilole) étudiée par I'équipe de Tang
(Luo et al., 2001).

De nombreuses molécules AlEgenes possédent des groupements aromatiques, ou au moins
des groupements insaturés, reliés entre eux par des liaisons simples. C'est le cas pour la molécule
présentée en figure 2, ou les cycles phényles sont placés en périphérie du silole. Ces aromatiques ont
un mouvement rotatif libre en solution. Il a été proposé que les mouvements moléculaires (rotations,
vibrations) de ces groupements dissipent I’énergie de la molécule excitée sous forme thermique, pour
arriver a une désexcitation non radiative. La restriction de mouvement intramoléculaire (RIM) ou de
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rotations (RIR) a été établie comme étant le mécanisme principal a I'origine du phénomeéne AIE (Chen
et al., 2019; Shen et al., 2018) : a I'état agrégé, les rotations intramoléculaires sont bloquées, amenant
a une forte fluorescence (Mei et al., 2015). Des avancées récentes faites par des chimistes théoriciens
ont montré que des mécanismes beaucoup plus subtils entrent en jeu. Par exemple, pour le
tétraphényléthéne (TPE), la désexcitation met en jeu la formation photochimique d’un intermédiaire
de type bi-radicalaire avec ouverture de la double liaison (Chen et al.,, 2019). Un mécanisme
couramment rencontré est aussi la restriction a I'accés de I'intersection conique, Restristed Access to
Conical Intersection (RACI). En solution, la flexibilité des molécules leur permet d’atteindre une
géométrie trés éloignée de I'équilibre, pour laquelle la surface d’énergie potentielle de I'état excité
singulet S; est tres proche de celle de I'état fondamental So. Cet endroit ou les surfaces se rejoignent
s’appelle l'intersection conique. Il y a lIa un passage tres facile d’'un état a I'autre, qui s’effectue de
maniére non-radiative. Au contraire, a I'état solide, I’écart entre les niveaux d’énergie peut étre plus
important et la restriction des mouvements moléculaires ne permet plus aux molécules d’atteindre la
géométrie requise. Le passage non-radiatif de |I'état excité vers I'état fondamental est beaucoup plus
difficile, d’ou le retour de la fluorescence (Chen et al., 2019; Crespo-Otero et al., 2019; Suzuki et al.,
2020).

Pour donner un exemple, la figure 3 montre une étude portant sur cing fluorochromes. Les
rendements quantiques mesurés a I'état agrégé (derysta) €t en solution (dsotion) sont donnés. Les
composés 1,4-BPA et 9,10-BPA présentent un effet AIE, tandis que les trois autres ont un meilleur
rendement quantique en solution qu’a I’état agrégé (effet ACQ). Cette différence de comportement
pour des isomeres s’explique par la position de I'intersection conique (Suzuki et al., 2020).
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Figure 3 : Rendements quantiques a I'état agrégé et en solution de cinq fluorochromes (Suzuki et al., 2020).

Pour utiliser au mieux les capacités des AlEgénes, de nouvelles structures moléculaires ont été
pensées. La fluorescence a I'état solide est trés dépendante de I'arrangement moléculaire. Cela a
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amené a privilégier des molécules encombrées pour miser sur des effets stériques (Kumar et al., 2017),
ou des conformations moléculaires vrillées, comme celles du TPE ou du pentaphénylsilole, empéchant
un empilement plan des molécules.

Il est courant de montrer I'effet AIE en dissolvant le colorant dans un solvant organique dans lequel il
est bien soluble, puis en ajoutant des quantités croissantes d’un solvant dans lequel il ne I'est pas (anti-
solvant), généralement I'eau, afin de générer une sursaturation et la formation d’agrégats. La molécule
AlEgeéne dissoute émet faiblement, ou pas du tout, alors que la suspension d’agrégats dans la phase
aqueuse émet une intense fluorescence (Figure 4).

Water fraction (fv) / vol%
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Figure 4 : Mise en évidence de I'effet AIE de la molécule HPS aux fortes fractions volumiques eau:solvant
(Nie and Huang, 2016).

L’exemple suivant montre de maniére visuelle la différence entre les phénomenes d’AlE et d’ACQ. Des
complexes de bore plus ou moins flexibles en fonction de leur structure présentent des propriétés
différentes pour des géométries moléculaires tres proches. Le BPI (boron pyridinoiminate complex)
est un AlEgene et son trés proche voisin, le FBPI, est lui ACQgene (Figure 5). En solution, la molécule
rigide FBPI présente une forte émission, la ou son homologue BPl émet peu, et inversement sous forme
d’agrégats (Yamaguchi et al., 2017). Il est intéressant de voir que la simple fusion de deux phényles
provoque cette remarquable variation de comportement.
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Figure 5 : Structures du BPI (AlEgéne) et du FBPI (ACQgéne) (a gauche). Variation de I'intensité de fluorescence des
composés BPI et FBPI en solution pour différentes fractions volumiques eau:solvant (a droite) (Yamaguchi et al., 2017).

Dés lors que la molécule AlEgene se trouve dans I'incapacité de se mouvoir librement, elle émet. C'est
le cas a I'état agrégé, dans une solution trés concentrée, a I'état solide, ou encore piégée dans une
matrice polymérique. C’'est pour tenir compte de tous ces états solides, et non pas seulement de I'état
agrégé, qu’on parle maintenant d’effet d’exaltation de luminescence a I'état solide, Solid state
Luminescence Enhancement SLE (Shi et al., 2017).

1.1.2.3 Caractéristiques des AlEgénes

1.1.2.3.1 Rendement quantique

Un tres grand nombre de fluorochromes a fait I'objet d’études, notamment sur leurs
propriétés optiques. Un premier résultat important est la valeur du rendement quantique de chaque
composé a |'état agrégé. Celui-ci est trés variable suivant la molécule. Cependant, il faut comparer
cette intensité de fluorescence a celle mesurée lorsque le composé est en solution. Pour certaines
applications, il est important que I’émission soit faible en solution, et soit aussi élevée que possible a
I’état solide.

1.1.2.3.2 Longueur d’onde d’émission

Outre des rendements quantiques trés variés, les composés AlEgénes présentent des maxima
d’émission tres différents, couvrant toute la gamme des longueurs d’onde et s’offrant a un large panel
d’applications. De nombreuses publications ont montré un important décalage de Stokes, c’est-a-dire
un grand décalage de la longueur d’onde entre le maximum d’excitation et le maximum d’émission de
la molécule AlEgéne. Un décalage en longueur d’onde peut intervenir lors du passage de la solution a
|’état agrégé. C'est également cet état agrégé qui apporte une meilleure photostabilité aux composés
AlEgénes par rapport aux molécules en solution. En effet, pour ce type de molécules fluorescentes
organiques, la perte de fluorescence peut étre induite par photoblanchiment (Chen et al., 2016). Ce
phénoméne irréversible peut étre dii a un changement structural de la molécule, voire a sa destruction
suite a une réaction photochimique. Une bonne photostabilité est donc importante dans le choix de
I’AlEgeéne afin d’augmenter le temps de vie de la molécule fluorescente, soumise a une forte excitation
(Pawley and Masters, 2008).
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De nouvelles biomolécules fluorescentes font leur apparition dans le trés large panel des agents de
contraste (Xu et al., 2018). Elles présentent des propriétés avantageuses pour les applications en
imagerie. Un large décalage de Stokes facilite la mesure de la fluorescence a une longueur d’onde
d’émission éloignée de la longueur d’onde d’excitation. De plus, certaines molécules proposent une
émission dans le proche infrarouge, gamme d’énergie ou les tissus humains sont généralement
transparents. Dés lors, I'emploi de tels composés offre un moyen non invasif et efficace pour I'imagerie
spectroscopique.

Les calculs numériques des structures optimisées dans leurs états fondamentaux et excités permettent
aujourd’hui de mettre en lien la géométrie de la molécule et ses propriétés optiques. Par exemple, la
figure 6 présente la molécule BMeS-p-A (2,5-bis(methylsulfonyl)-1,4-diaminobenzéne) dont la
structure moléculaire est modélisée lorsque la molécule est en solution et lorsque la molécule est
agrégée. Dans le second cas, le groupement sulfonyle est 0,354 A au-dessus du plan et d’autres parties
de la molécule sont déformées. Ceci a pour effet de créer un décalage de Stokes entre les deux cas de
figure étudiés (Beppu et al., 2015; Sasaki, 2015; Yamaguchi et al., 2017).
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Figure 6 : a) Géométrie de la molécule BMeS-p-A dans ses états fondamental et excité.

b) Spectres d’absorption et de fluorescence de BMeS-p-A a I’état fondamental (noir) et a I’état excité (rouge)
(Beppu et al., 2015).

Parce que la structure de I'état cristallin est en général assez lache, de nombreux composés AlEgénes
sont sensibles aux stimuli mécaniques, comme le broyage, I'écrasement, le cisaillement, qui modifient
cette structure, sans altération chimique des molécules. La couleur et I'intensité de la fluorescence
émise varie avec ces stimuli. Cette propriété, appelée mécanofluorochromisme, en fait de bons
capteurs de forces mécaniques (Wang and Li, 2017). Généralement, la chaleur ou I’exposition a des
vapeurs de solvants permettent un retour au matériau initial. Des réactions chimiques, dues par
exemple au contact avec des vapeurs acides ou basiques, ont aussi un impact sur la couleur d’émission
de la poudre ou encore sur l'intensité de la fluorescence (Tong et al., 2014; Wang et al., 2016).

La taille des particules cristallisées peut également créer un décalage en longueur d’onde ou encore
une variation de l'intensité du spectre mesuré. La variation en taille du cristal tend a modifier la rigidité
de la structure, ce qui a un effet sur I'énergie de désexcitation lors du phénomeéne de fluorescence, et
donc sur le spectre d’émission des particules. La présence de défauts cristallins sur de petits cristaux
peut aussi étre un facteur de désexcitation de la fluorescence (Gierschner et al., 2013).

Ces premieres considérations permettent de faire un choix parmi les trés nombreuses molécules
AlEgénes, notamment a partir de leurs propriétés optiques. Dans le cadre des travaux de mise en forme
des particules fluorescentes, il est important de comprendre leurs mécanismes biochimiques pour
établir les critéres satisfaisants d’un composé fluorescent a application biologique.
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1.1.3 Biodisponibilité des FONs

Un principe actif (API) est le nom donné a une molécule présente dans un médicament a but
curatif et/ou préventif. Les APIs rencontrent souvent des problémes de biodisponibilité lorsqu’ils sont
administrés par voie orale, sous forme de pommade ou en intraveineuse. La biodisponibilité d’une
poudre synthétisée est intimement liée a la solubilité de la molécule et a son taux de dissolution (Li et
al., 2016). On compte entre 70% et 90% de composés pharmaceutiques enregistrés par le BCS (systeme
de classification des composés biopharmaceutiques) dont les molécules ont une trés faible solubilité
dans I'eau (Miiller and Keck, 2012). Une méthode intéressante pour parvenir a augmenter la
biodisponibilité de la poudre est la synthése de nanoparticules ou de nanocristaux. Ces nanosystémes
peuvent pénétrer plus facilement les membranes biologiques et atteindre leur cible.

En effet, la surface spécifique de la particule est augmentée quand on diminue sa taille, ce qui
augmente son taux de dissolution et donc au final améliore la biodisponibilité du composé. Ces
différents parametres sont mis en équation par Noyes-Whitney (Equation 1)

dC _ DSgps
dt  Vh

(Csat - Ct) (Eq 1),

ol dC/dt est le taux de dissolution du composé dont la concentration change en fonction du temps,
D est le coefficient de diffusion, Sy la surface, V le volume de dissolution, h I'épaisseur de la couche
de diffusion, Cs: la concentration a saturation, C: la concentration a I'instant t.

Ainsi, les nanocristaux ont un meilleur taux de dissolution que les gros agrégats, puisqu’ils présentent
une plus grande interface en raison de leur petite taille (Figure 7). Au final, une poudre nanométrique
posseéde une bonne biodisponibilité. De par la réduction de la taille du cristal et de sa grande surface
spécifique, elle posséde une forte saturation de solubilité. La petite taille des nanoparticules des
composés actifs et des polyméres formant les APIs est donc bénéfique a leur pénétration a travers la
membrane cellulaire.
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Figure 7 : Augmentation de la biodisponibilité d'un APl par sa diminution de taille.

Il est possible d’évaluer I'efficacité des composés pharmaceutiques en caractérisant par différentes
techniques les nanoparticules d’API synthétisées. Les mesures de calorimétrie permettent de détecter
différents composés organiques au sein d’'un méme type de particules. Les présences de I'API et du
polymére peuvent étre détectées ainsi. Les mesures par RMN ou encore la spectroscopie par
infrarouge donnent des informations précises quant aux structures moléculaires et aux interactions
entre le I’API et son polymeére. La surface des nanoparticules organiques peut étre analysée par la
spectrométrie de masse. Enfin, les techniques de microscopie électronique et la diffractométrie par
laser sont couramment utilisées pour déterminer la taille et la distribution en taille des nanoparticules
(Bhatia, 2016; Mourdikoudis et al., 2018).
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1.1.4 Méthodes classiques de synthese des FONs

En pharmacologie, les nanotechnologies sont employées dans de nombreuses applications
médicales : elles peuvent étre utilisées pour établir un diagnostic, pour des systémes de libération de
médicaments, pour des nanothérapies, pour mettre au point des matériaux d’'implants ou encore des
marqueurs biologiques.

Deux types de méthodes sont généralement considérés pour synthétiser des particules sub-
nanomeétriques : le top-down (ou voie descendante) et le bottom-up (ou voie ascendante) (Figure 8).
La premiere consiste a casser mécaniquement de gros cristaux par des techniques de broyage,
d’homogénéisation en pression et de forte déformation. Des cristaux micrométriques sont soumis a
des collisions a haute pression ou a des broyages mécaniques pour atteindre la taille de particules
voulue. Cependant, ces méthodes descendantes sont souvent chronophages et peuvent polluer le
produit, notamment a cause des outils de mécanosynthése employés. La seconde technique produit
de petites particules en partant de I'échelle de I'atome. Ce chemin de production offre un meilleur
contréle de la taille, de la morphologie, de la cristallinité de la particule synthétisée. De nombreuses
techniques permettent la production de poudres nanométriques. On peut citer parmi ces méthodes
de production : la précipitation par anti-solvant liquide, la fusion par émulsion, la précipitation par voie
supercritique, la précipitation par évaporation, la micro-émulsion ou la pyrolyse-laser. Nous nous
focaliserons dans la partie suivante sur la méthode de précipitation par anti-solvant.
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Figure 8 : Approches d'élaboration de nanoparticules.

1.1.4.1 Précipitation par anti-solvant liquide (LAS)

Les méthodes de synthese anti-solvant sont basées sur le principe de précipitation d’un soluté
en solution dans son solvant lors d’un mélange avec un anti-solvant. Une fois les conditions de
sursaturation atteintes, surviennent dans un premier temps les phénomeénes de nucléation (ou de
germination), puis de croissance. La précipitation du soluté amene alors a la formation de nanocristaux
dans le milieu solvant/anti-solvant. Le processus de nucléation est lié a la variation d’énergie libre dans
le systéme faisant varier la taille du cristal formé. En d’autres termes, pour que la nucléation ait lieu, il
faut dépasser une certaine barriere énergétique. Notons que les valeurs de la sursaturation et de la
température ont des impacts importants sur la taille du cristal formé.

Une méthode dite conventionnelle est le LAS (Liquid Anti-Solvent) (Figure 9). Cette précipitation par
voie liquide permet d’induire la précipitation du soluté en solution lors d’'un mélange avec un liquide
anti-solvant, dans lequel le soluté n’est pas soluble.
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Figure 9: Schéma d'un procédé LAS.

Cette technique a montré son intérét pour synthétiser des particules de petites tailles. Elle est pour
cela utilisée trés souvent dans I'industrie pharmaceutique. Une fois encore, grace a une plus grande
surface d’échange due a la formation de petites particules, la dispersion du composé dans |'eau est
améliorée. Le nano-médicament a alors une meilleure biodisponibilité. Comparé aux techniques
descendantes, le LAS est une technique facile et économe pour produire rapidement et en grande
guantité de petites particules. (Djerafi et al., 2017; Thorat and Dalvi, 2016; Zu et al., 2014).

1.1.4.2 Mécanismes de précipitation

La force motrice de la nucléation est la sursaturation de la solution produite lors du mélange
avec I'anti-solvant. La sursaturation ainsi que le champ de concentration sont des facteurs importants
pour I'obtention de nanoparticules avec des distributions en tailles étroites.

Prenons le cas de la bétuline (Zhao et al., 2014). Une solution initiale de bétuline est préparée dans un
bécher a différentes concentrations. Pour chaque expérience, un volume d’anti-solvant est choisi. Le
volume d’anti-solvant ajouté est calculé pour que la concentration de la solution de bétuline soit la
méme que dans le mélange {solvant/anti-solvant}. L’expérience montre ici I'effet de la variation du
rapport du volume de I'anti-solvant sur le volume du solvant (Figure 10). Une étude de la solubilité de
la bétuline est faite pour chaque expérience afin de calculer la sursaturation dans le mélange. Les
auteurs montrent alors I'effet de la sursaturation sur la taille des particules. On observe ici qu’a forte
sursaturation, on obtient les plus petites particules.
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Figure 10 : Relation entre la sursaturation et la taille moyenne des particules (Zhao et al., 2014).

On remarque que de nombreux autres facteurs relatifs aux conditions de mélange ont un impact sur
la taille des particules formées. On peut citer par exemple la température, la vitesse de rotation de
|'agitateur magnétique, le temps de précipitation, la vitesse d’ajout de I'anti-solvant. Toutes ces
données doivent étre rigoureusement maintenues constantes lors de I'étude de lI'impact d’un
parameétre. Nous verrons dans le chapitre 4 quelques effets de ces paramétres expérimentaux sur la
taille des particules synthétisées par notre procédé.

Le procédé LAS présente I'avantage d’une synthése a pression atmosphérique et peut étre réalisé sans
chauffe du systéme. La précipitation des nanoparticules est issue d’une série de phénomenes ayant
lieu lors du mélange. Les propriétés du composé final dépendent de I'uniformité de la sursaturation
dans le mélange. La sursaturation est générée en réduisant la solubilité du produit en solution,
généralement par refroidissement ou par lI'ajout d'un anti-solvant. En effet, la vitesse de
refroidissement et I'ajout d'anti-solvant influencent directement le niveau de sursaturation.

Lors de I'ajout d’un anti-solvant, le systéme entre dans une région métastable (Figure 11). La solution
commence a sursaturer, c’est-a-dire qu’il y a plus de soluté en solution que prédit par la courbe de
solubilité. Le phénomene de nucléation débute alors a la limite de la région métastable.

Courbe de solubilité

Ajout d’anti-solvant

Concentration

AC = Sursaturation

Région métastable

Fraction molaire en solvant/anti-solvant

Figure 11 : Schéma du mécanisme de la nucléation lors de I'ajout d’anti-solvant.
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Une fois cette barriere franchie, la cristallisation commence. On comprend facilement que la valeur de
la sursaturation va impacter sur la taille, sur la morphologie, ainsi que sur la quantité des précipités. La
sursaturation dicte les phénomenes de nucléation et de croissance des particules solides formées.
Ainsi, a faible sursaturation, les cristaux ont une croissance plus rapide que leur nucléation, résultant
en une large distribution de taille. En revanche, a forte sursaturation, c’est la nucléation qui domine la
croissance. Les précipités formés sont alors de petite taille avec une étroite distribution en taille.

Pour optimiser le procédé, il est important de veiller au contréle de la sursaturation, et plus
particulierement a la vitesse de création de cette sursaturation. C'est donc la vitesse d’ajout de I’anti-
solvant liquide qui va gouverner les phénomeénes de nucléation et de croissance. En effet, une vitesse
d’ajout lente permet d’obtenir des cristaux de grande taille, puisque la croissance y sera favorisée. On
peut parfois observer des croissances secondaires dans les précipités formés. Dans le cas ou I'ajout de
I’anti-solvant est rapide, on obtient des cristaux de plus petites tailles, puisque le phénomeéne de
nucléation a consommeé toutes les molécules, empéchant le phénomeéne de croissance.

La littérature a montré que I'augmentation de la concentration de la solution initiale améne en général
a une diminution en taille des nano-cristaux formés. Une sollicitation extérieure au systeme peut
permettre la réduction en taille des cristaux récoltés : comme l'utilisation des ultra-sons (Fontana et
al., 2018). En effet, ces ultra-sons induisent une intensification du mélange par cavitation. Ceci a pour
effet d’augmenter la sursaturation. Le résultat améne a une faible taille des particules et une faible
dispersion de cette taille. Rahim I’'a montré en synthétisant des nanocristaux d’acéclofénac d’une
centaine de nanometres (Rahim and Sadiq, 2017) (Figure 12) :
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Figure 12 : A) Image de I'acéclofénac avant mise en forme.
B) Effet du temps d'utilisation des ultra-sons dans le procédé LAS sur la taille des particules d'acéclofénac (Rahim and Sadig,
2017).

En résumé, a lI'inverse des techniques descendantes, la précipitation obtenue a I'aide d’un anti-solvant
liguide permet de former facilement des précipités d’une taille inférieure a la centaine de microns.
Cependant, ce procédé présente des inconvénients incompatibles avec les applications
pharmaceutiques : les particules formées sont relativement grandes (souvent > 1 micron) avec une
large dispersion en taille, il est difficile de contréler le polymorphisme cristallin, des résidus de solvant
sont souvent présents dans la poudre finale et une étape de séchage est nécessaire
(Tableau 1).

Les industries chimiques et pharmaceutiques fabriquent des produits essentiels pour la société
actuelle. Cependant, ces entreprises font face a des challenges importants dans le développement de
méthodes de mise en forme et de cristallisation pour la production des nanoparticules.
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Tableau 1 : Récapitulatif des inconvénient du procédé LAS.

Taille des particules synthétisées e Tres faible contréle de la taille des particules.
e Large distribution en taille.
Morphologie des particules synthétisées e Controdle difficile du polymorphisme cristallin.
Elimination du solvant e Traces de solvant résiduel.
Procédé e Etape additionnelle nécessaire pour le séchage de
la poudre obtenue.

A Vinverse, les procédés d’intensification offrent des avancées considérables dans les méthodes de
synthése et de mise en forme. Les procédés impliqués sont généralement constitués d’étapes
d’opérations de réaction ou de séparation qui ont lieu en une seule unité, résultant d’un meilleur
rendement, d’un procédé plus propre et économique. Ces techniques donnent acces a une meilleure
qualité de mélange, augmentant les transferts de masse et de chaleur, les cinétiques de réaction et les
rendements. Ces améliorations se traduisent technologiquement par I'emploi de moins de matériels
et conduisent a une diminution de I'empreinte carbone. Le co(t ainsi que les risques chimiques liés a
ces outils industriels sont également diminués.

Comme nous avons pu le voir dans cette partie, le mélange est un des mécanismes clés du procédé de
précipitation. Pour pallier les faiblesses des méthodologies classiques, il est intéressant de remplacer
I"anti-solvant liquide par un anti-solvant supercritique. En effet, les fluides supercritiques possedent
d’excellentes propriétés de diffusion, une densité proche d’un liquide et une viscosité proche de celle
d’un gaz, conduisant généralement a de trés bonnes performances de mélange.

Nous présentons ci-aprés les deux stratégies d’intensification considérées pour la production de FONs :
I’emploi des fluides supercritiques et la technologie microfluidique.

1.2 Premiere stratégie d’intensification : I'utilisation des fluides

supercritiques

L'emploi des fluides supercritiques dans l'industrie pharmaceutique a considérablement
augmenté lors des derniéres décennies. Le remplacement des solvants conventionnels par le sc-CO;
(dioxyde de carbone supercritique) permet de répondre aux problémes des déchets chimiques et des
rejets de solvants, tres souvent polluants. Cette technique offre d’autres avantages, comme
I"amélioration de la stabilité des produits ainsi que la biodisponibilité des molécules pharmaceutiques
actives appelées APIs. Comme on va le voir, I'utilisation du sc-CO; limite les co(its énergétiques des
technologies de synthéses conventionnelles en travaillant a des températures relativement faibles. La
micronisation des particules est un avantage incontestable de ces technologies qui permettent, de
maniere générale, d’obtenir des particules nanométriques en utilisant un fluide supercritique.

Les procédés employant les fluides supercritiques donnent la possibilité de travailler sur un nouveau
parametre expérimental : la pression. Dans des conditions de hautes pressions, les temps de mélange
sont considérablement réduits, ce qui a pour conséquence d’augmenter trés rapidement la
sursaturation du mélange, bien plus vite qu’en procédé LAS. Les particules ainsi formées peuvent
présenter des tailles beaucoup plus petites avec des distributions en taille étroites.
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1.2.1 Définition

Un composé chauffé au-dela d’une température critique et compressé au-dessus d’une
pression critique est appelé fluide supercritique. Le diagramme pression-température (p, T) donne les
conditions pour lesquelles un composé est solide, liquide, gazeux ou supercritique (Figure 13). Nous
présentons ici le diagramme de phase du dioxyde de carbone que nous emploierons en conditions
supercritiques dans ce travail de these.

@ CO,
cC A
@] 1
? ! DOMAINE
o | SUPERCRITIQUE
o I
1
i @ &
1
LIQUIDE . 3
i
SOLIDE " 4 : B
pc = 73,9 bar =+ ... T T —
" Point critique

GAZ
. ) C 4
«wd
T.=31°C Température

Figure 13 : Diagramme (p,T) du CO,.

Sur ce diagramme, les états liquide et gazeux sont séparés par la courbe d’équilibre liquide-vapeur
(aussi appelée courbe de vaporisation). Elle est définie par les couples de coordonnées pour lesquelles
le liquide et le gaz coexistent. On note qu’elle commence au point triple et se termine en un autre
point défini : le point critique. La pression critique (pc) et la température critique (Tc) définissent ce
point.

Afin de bien comprendre les propriétés du fluide aux conditions critiques, nous nous proposons de
décrire I'état du systéme du point triple au point critique. Considérons une substance placée dans une
cellule fermée. Au point triple, une phase liquide coexiste avec une phase gaz et une troisieme phase
a I’état solide. En augmentant la température et la pression de la cellule en suivant rigoureusement la
ligne d’équilibre liquide-vapeur a densité fixée, la phase solide disparait. Les phases liquide et gaz sont
séparées par un ménisque, mettant bien en évidence les deux phases en présence a I'équilibre. Notons
aussi que la forte densité du liquide fait que la phase liquide baigne la partie inférieure de la cellule du
fait de la gravité, tandis que la phase gaz évolue dans la partie supérieure.

En se rapprochant du point critique, la densité du gaz augmente rapidement, tandis que la densité de
la phase liquide diminue. Aux coordonnées critiques, le ménisque séparant les deux phases disparait,
les deux phases sont identiques et forment a présent une unique phase « supercritique », possédant
une densité proche de celle d’un liquide et une viscosité s’apparentant a un gaz (Tableau 2). Cette
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phase existe ensuite pour des températures et des pressions supérieures au point critique, comme
indiqué sur le diagramme (p, T) (Figure 13).

Tableau 2 : Ordres de grandeur des propriétés des gaz, des fluides supercritiques et des liquides.

Densité : p Viscosité : n
(kg.m?3) (Pa.s)
Gaz 01<p<1 10°<n<10*
Fluide supercritique 102<p <103 10°<n<10*
Liquide 10°< p< 103 10*<n< 10?3

Par opposition aux liquides, les fluides supercritiques sont compressibles. Comme le montre la
figure 14, la densité du fluide change drastiquement autour des coordonnées critiques du CO.. Il est
donc aisé de modifier la densité en ajustant la pression et/ou la température.
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Figure 14 : Variation de la densité du CO; en fonction de sa pression et proche de sa température critique.

1.2.2 Dioxyde de carbone

Le CO, supercritique (sc-CO,) est 'un des meilleurs choix pour jouer le role d’un anti-solvant
dans un procédé de mise en forme de particules. Souvent employé dans des applications
agroalimentaires ou pharmaceutiques, ce fluide supercritique est incolore, inodore et il est disponible
naturellement en trés grande quantité et a faible prix (environ 1 €.kg?). Ses coordonnées critiques
relativement faibles (31 °C et 73,9 bar) réduisent le co(t final d’utilisation.

Cependant, pour de nombreux polymeres et molécules organiques employés en pharmaceutique, le
sc-CO, est un mauvais solvant. La solubilité des molécules organiques fluorescentes (des APls et
d’autres molécules organiques) dans le sc-CO, dépend de la densité du fluide supercritique, et plus
généralement de I'interaction entre la molécule organique et le CO, (polarité, polarisabilité par unité
de volume). Ainsi, le sc-CO, dissout sélectivement les lipides alors qu’ils sont insolubles dans I'eau.
Seront considérées comme hautement solubles dans le sc-CO, les molécules non polaires et légéres,
notamment en raison de leur forte pression de vapeur saturante. A contrario, les molécules lourdes et
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polaires seront difficilement solubilisées dans le sc-CO,. Ceci rend le sc-CO, miscible avec un grand
nombre de solvants organiques (Kalani and Yunus, 2011).

Enfin, le sc-CO, peut étre utilisé dans les procédés de récupération, ce qui en fait un bon candidat
comme milieu de séchage dans les solutions liquides, dans les suspensions ou dans les dispersions
contenant des solvants organiques.

1.2.3 Les procédés d’élaboration de poudres organiques en conditions supercritiques

Plusieurs procédés de préparation de poudres pour une administration sous la forme de
particules sub-micrométriques utilisent le sc-CO,. La maitrise des phénomeénes de nucléation et de
croissance a travers la connaissance de leurs cinétiques sont cruciales pour un bon contréle de la taille
et de la morphologie des particules formées.

Comme il I'a été rappelé précédemment, le sc-CO, apporte des avantages économiques et
environnementaux par rapport aux procédés de précipitation par voie liquide. Le tableau 3 donne une
liste non exhaustive des méthodes populaires actuelles pour la synthése de nanocomposés organiques
avec des fluides supercritiques. En fonction du procédé, le sc-CO; peut jouer le role de solvant, d’anti-
solvant ou encore de milieu de réaction pour faire précipiter le soluté préalablement solubilisé dans
une solution organique.

Dans le cas ou le sc-CO; joue le rbéle de solvant, la solubilité du soluté dans ce fluide doit étre
relativement élevée. Or, le sc-CO; est trés peu polaire. Bien qu’il permette de dissoudre bon nombre
de molécules organiques comme les lipides, le CO, ne peut pas dissoudre les molécules porteuses de
groupements polaires. C'est notamment le cas avec les sels, les sucres et les protéines. Pour
s’affranchir de cette faible compatibilité, il est parfois nécessaire d’ajouter un co-solvant au systeme.
Ce co-solvant doit étre miscible avec le CO, et a pour but d’augmenter le pouvoir solubilisant du
mélange (Dolgopolova et al., 2017).

Dans d’autres systémes, le sc-CO; est utilisé comme anti-solvant du soluté a faire précipiter. Cette
méthode est souvent utilisée dans I'industrie pharmaceutique pour bénéficier des faibles solubilités
des principes actifs dans le sc-CO,. Les principales techniques de synthése de poudres organiques
utilisant le sc-CO; sont résumées dans le tableau suivant.

Tableau 3 : Techniques de synthese de poudres utilisant le sc-CO..

Rdle du sc-CO; Procédé Caractéristiques
RESS (Rapid Expansion of = Une solution supercritique mélangée au sc-CO; est
Supercritical Solutions) pulvérisée dans le réacteur par dépressurisation.
Solvant RESOLV (Rapid Expansion

Une solution supercritique mélangée au sc-CO; est

of supercritical solution . L . .
pulvérisée dans une solution a pression ambiante.

into a liquid SOLVent)
Le sc-CO; est injecté et expansé dans un réacteur

GAS (Gas Anti-Solvent , . .
( ) fermé contenant initialement une solution.

Anti-solvant

SAS (Supercritical Anti- Une solution est injectée en continu dans un
Solvent) réacteur pressurisé par le sc-CO..
. Atomisation de gouttelettes {solvant
Sl SR e organique/sc-CO }S(g)us I'au merftation dela
Anti-solvant Assisted Atomization) ganiq 2 g

pression.

Dans cette thése, nous nous sommes plus particulierement intéressés au procédé SAS avec I'utilisation
du CO, comme anti-solvant.
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Le procédé SAS est une technologie permettant de produire des microparticules et des
nanoparticules a des conditions de températures relativement faibles. Cette particularité est
compatible avec la synthése de composés organiques, souvent peu stables au-dela de 80/100 °C.

Cette technique est basée sur I'emploi du sc-CO; comme anti-solvant. Il s’agit ici de faire précipiter un
soluté préalablement solubilisé dans un solvant, puis de mélanger la solution avec I'anti-solvant. Tout
comme dans le cas du LAS, un fort rapport molaire d’anti-solvant dans le systéme provoque une
diminution de la solubilité du soluté dans le milieu {solvant/anti-solvant}. Ceci améne a une plus grande
sursaturation, et donc a la précipitation des molécules du soluté. L’anti-solvant supercritique doit étre
miscible dans un solvant. Puis, I'anti-solvant supercritique peut étre rapidement mélangé avec le
solvant, ce qui a pour effet d’accélérer les processus de nucléation et de croissance, formant
finalement des particules de tailles plus petites. La grande diffusivité du fluide supercritique apporte
un meilleur mélange avec le solvant permettant de diminuer de plusieurs ordres de grandeur le temps
de mélange (de 102 & 10*s) (Zhang, 2019). Ici encore, le choix du sc-CO; s’avére technologiquement
intéressant : il remplace les solvants organiques souvent tres polluants et dont I'utilisation nécessite
des étapes de post-traitement pour purifier le produit final.

Dans le cas du procédé SAS (Figure 15), le CO; supercritique est pompé a l'intérieur d’une cellule a
haute pression jusqu’a I'obtention de la pression de consigne. Puis, la solution contenant le soluté et
son solvant organique est injectée dans le réacteur. Le mélange rapide associé a une faible solubilité
du soluté dans le mélange conduit généralement a une nucléation rapide et homogéne. Les particules
issues de cette précipitation sont récoltées a l'intérieur de la cellule, tandis que le résidu de solvant est
enlevé du réacteur par le CO,.

co, X 14 X Soluté + Solvant

& |
Injecteur

Particules solides du soluté

oLoa 200 503 _
Filtre

| X} CO, + Solvant

Figure 15 : Procédé SAS schématisé.

Le procédé semi-continu SAS présente de nombreux avantages comparé a son équivalent en phase
liqguide (LAS). Contrairement aux voies classiques, aucune étape supplémentaire de purification
(filtration, centrifugation) n’est nécessaire. La poudre est récupérée a un haut taux de pureté
simplement grace au séchage continu avec le CO; supercritique qui permet d’éliminer les résidus de
solvant présent dans la poudre. Cela permet aussi d’augmenter le temps d’opération qui ne dépend
que de la capacité du filtre a récolter la poudre. Quant a I'anti-solvant lui-méme, il est évacué du
systeme lors de la derniére étape de dépressurisation sans ajout d’aucun nouvel élément.
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Un travail a un fort rapport {anti-solvant:solvant} conduit généralement a des sursaturations
importantes et donc a des particules de plus petites tailles.

Ce point est important pour expliquer I’enjeu technologique de la récupération des poudres en SAS.
Dans les conditions d’'un mélange intensif, le transfert de masse est augmenté et de plus petites
particules sont formées. La zone de collecte des poudres est obstruée beaucoup moins rapidement et
une plus grande quantité de poudres peut étre récupérée avant un éventuel bouchon dans le systéme.
Toujours dans le but d’éviter la formation de gros agrégats pouvant bloquer le procédé, des techniques
additionnelles ont été mises au point. Citons par exemple les ultra-sons qui produisent des ondes de
10 a 100 kHz dans le but d’augmenter le transfert de masse entre le fluide supercritique et la solution
(Sheng et al., 2014; Thorat and Dalvi, 2014). L’'emploi d’un mélange de solvants a été étudié de
nombreuses fois pour améliorer la solubilité du soluté et de réduire la taille des particules formées (De
Marco et al., 2015; Malwade and Qu, 2019).

Cette technologie a montré de nombreuses fois sa capacité a produire des nanoparticules de taille
controlée. Notons que d’autres molécules ont également été employées comme anti-solvant
supercritique dans le procédé SAS : sc-NHs, sc-N,, ...

Tableau 4 : Utilisation du sc-CO, comme anti-solvant pour la synthése de composés organiques par SAS.

Taille des particules

Solvant Soluté synthétisées Référence
Diméthylsulfoxide Lysozyme 60-80 nm (Chang et al., 2008)
methylpcr-rolidone Ampicilline 100-400 nm (Tenorio et al., 2007)

Méthanol Atorvastatine 150-400 nm (M.-S. Kim et al., 2008)

Acétate d’éthyle Ethyle cellulose 300 nm (Djerafi et al., 2015)
méthylpsr-rolidone VBl 600 nm (ReverChonlng;;Della o

Ethanol Taxifoline 700-4000 nm (Zu et al., 2012)
Dichlorométhane PLLA 1,5 um (Reverchon et al., 2000)
Tétrahydrofurane Sulfasalazine 100 um (Wu and Su, 2017)

La grande majorité des molécules organiques fluorescentes est peu soluble dans le sc-CO, tandis
gu’elles se solubilisent tres bien dans des solvants organiques.

Cependant le choix d’un solvant n’interagissant pas sur la structure de la molécule parait nécessaire
pour les procédés anti-solvant. Les agents pharmaceutiques choisis doivent étre solubles dans le
solvant organique, qui lui-méme doit étre miscible avec le fluide supercritique. Tout ceci impose une
limitation dans le choix du duo {solvant/soluté}. De maniére générale, les molécules biomédicales sont
solubles dans les solvants organiques polaires comme le DMSO ou le THF, solvants couramment
employés dans les procédés SAS.

Dans le procédé SAS, il est possible de jouer sur de nombreuses conditions opératoires, comme la
pression, la géométrie du réacteur, les débits d’injections des fluides, etc. Les propriétés des fluides
supercritiques comme la densité, la viscosité, la diffusivité sont autant de grandeurs pouvant étre
ajustées en faisant simplement varier la température et/ou la pression du systéme pendant le
processus. Ces conditions sont parfois difficiles a controler ce qui va directement affecter la qualité du
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produit final. Nous allons voir dans cette partie quelques résultats contradictoires employant la
technologie SAS.

e Pression

D’une maniére générale, dans les conditions d’un mélange monophasique supercritique, la diminution
de la pression ameéne a une baisse de la solubilité du soluté dans le fluide supercritique. La
sursaturation est alors plus élevée et les particules produites ont une plus petite taille qu’aux hautes
pressions. Toutefois, des études ont montré que les changements de pression n’ont aucun impact sur
la taille des particules synthétisées.

Les travaux de Zhang sur des nanoparticules de PLLA montrent une diminution de taille pour une
augmentation de la pression de 160 bar a 190 bar. Puis, une augmentation de la taille des particules
en montant a 220 bar (Figure 16).

220 bar
190 bar
160 bar
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Figure 16 : Distribution en taille de particules de PLLA mises en forme par SAS pour différentes pressions (Zhang et al., 2013).
e Température

Tout comme la pression, la température affecte la densité du fluide supercritique, et donc le
transfert de masse entre le solvant organique et le fluide supercritique. De nombreuses études
montrent qu’a pression constante, I'augmentation de la température tend a augmenter la taille des
particules. La solubilité plus élevée aux hautes températures explique ce phénomene : la sursaturation
y est plus élevée, ce qui conduit a la formation de particules plus agglomérées, ainsi qu’a une forte
croissance de cristaux et donc a de plus grosses particules (Montes et al., 2018; Reverchon et al., 2003).

Cependant, I'impact de la température est a mettre en lien avec le choix du solvant et du soluté.
D’autres études n’observent donc pas de variation significative de la taille des particules pour certains
systémes (He et al., 2006; Reverchon and Della Porta, 1999).
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Notons aussi que pour ces applications, la gamme de température de travail est relativement étroite
en vue de ne pas dégrader le soluté organique possédant un point de fusion souvent inférieur a 80 °C.

e Concentration du soluté dans la solution initiale

La concentration du soluté dans la solution initiale joue significativement sur la taille des particules
formées. Cependant, des résultats antagonistes ont été rapportés dans la littérature, selon le systeme
étudié. Certains travaux montrent que la diminution de la concentration initiale mene a la production
de particules petites et proches en taille. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’en diminuant la
concentration, la sursaturation du soluté dans le mélange n’est atteinte que tardivement. Au final, la
précipitation est retardée et le phénomene de nucléation domine la croissance, produisant ainsi des

particules de petite taille. Reverchon a montré qu’en fonction du systeme étudié, I'impact de la
concentration sur la taille est plus ou moins marqué.

Les particules d’acétate d’europium (EuAc) voient leur taille augmenter de 2000 % pour des
concentrations allant de 100 a 300 mg/mL. En revanche, les particules d’acétate de gadolinium (GdAc)

n’augmentent que de 100 %. D’apres les auteurs, la différence de structures chimiques affecte la
croissance des particules (Reverchon et al., 2002) (Figure 17).
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Figure 17 : Distributions en taille des particules de GdAc (a gauche) et de EuAc (a droite) en fonction de la concentration
initiale de la solution (Reverchon et al., 2002).

En conclusion, la concentration de la solution initiale peut avoir deux effets opposés. D’un coté, plus
la concentration est élevée et plus la sursaturation conduit a une nucléation rapide et homogeéne, et
donc une petite taille de particules et d’étroites distributions en taille. D’'un autre c6té, une forte
concentration peut aussi causer une condensation plus élevée et donc augmenter la taille des
particules et leur distribution en taille (Montes et al., 2013).

e Débits d’injection du solvant et du CO; et fraction molaire en CO,

Enfin, les débits du sc-CO, et de la solution sont d’'importants parameétres contrélant la
variation des tailles des particules synthétisées. De maniéere générale, 'augmentation du débit de CO;
induit une diminution de la taille des particules, puisque le rapport solvant:anti-solvant varie. A de forts
débits, le systeme présente des écoulements turbulents, améliorant les performances du mélange
avec un transfert de masse trés marqué. Plus ce débit sera important, plus la sursaturation sera élevée

et plus la production de petites particules sera importante (Bakhbakhi et al., 2013; Martin and Cocero,
2004).
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e Géométrie du réacteur

La taille du réacteur et sa géométrie sont également des facteurs affectant la taille des
particules créées. En effet, plus le diametre de l'injecteur sera petit et plus le jet de la solution sera
rapide, favorisant un temps de mélange court. Toutefois, dans certaines études, ce parameétre n’influe
pas sur la taille ni sur la morphologie de la particule synthétisée (Reverchon et al., 2003).

Miguel a obtenu des réponses différentes en fonction du systéme étudié. Dans le cas de la mise en
forme du lycopéne, aucune variation en taille n’a été observée en modifiant la géométrie du réacteur
SAS. En revanche, d’importantes variations en tailles et en morphologies ont été observées dans le cas
de la lutéine (Miguel et al., 2008, 2006).

En résumé, le procédé SAS permet d’obtenir de petites particules mais il apparait que la
variation des parameétres opératoires entre plusieurs expériences amene parfois a des résultats
contradictoires. Le contrble des conditions opératoires et donc le contréle de la qualité du mélange
semble étre un point sur lequel il est possible de jouer pour améliorer le procédé, toujours dans
I'optique de synthétiser les poudres les plus fines et avec une grande reproductibilité pour des
applications biologiques. Pour cela, différentes options sont possibles. Nous avons choisi dans ce
travail de diminuer la taille du procédé SAS classique. Ce redimensionnement permet d’introduire la
technologie microfluidique déja trés utilisée dans I'industrie pharmaceutique. En effet, une diminution
de la taille des réacteurs apporte un meilleur controle des conditions opératoires et une intensification
des transferts.

1.3 Seconde stratégie d’intensification : la microfluidique

Nous avons montré précédemment l'intérét d’employer les fluides supercritiques afin de
bénéficier de leurs propriétés particulierement intéressantes pour le mélange dans le cas de procédés
anti-solvants pour la mise en forme de composés organiques. Afin d’intensifier a nouveau les procédés
de cristallisation, nous proposons de les réaliser dans des réacteurs microfluidiques. Cette stratégie
d’intensification a montré son intérét dans de nombreux domaines (Figure 18). Les systémes
microfluidiques sont uniques de par leurs dimensions. La technologie microfluidique est couramment
utilisée dans des applications utilisant de faibles volumes de produits chimiques (généralement entre
le microlitre [10°® L] et le nanolitre [107 L], mais parfois méme jusqu’a I'attolitre [1028 L]). Les canaux
microfluidiques font quelques dizaines a plusieurs centaines de micrometres de diamétre (Fontana et
al., 2016; Whitesides, 2006).

Le concept du «lab on a chip » (LOC) propose d’utiliser la microfluidique comme un micro-outil
permettant de réunir de maniere automatisée toutes les étapes d’une expérience scientifique sur une
plateforme de petite taille. Les LOC sont souvent décrits comme une version miniaturisée d’un
laboratoire. Ces micro-paillasses permettent de nombreuses opérations comme la synthése de
particules, la séparation de produits, le traitement de matériaux, I'étude d’une cinétique et la
caractérisation d’un systeme.

Contrairement aux méthodes conventionnelles, les réacteurs microfluidiques présentent de nombreux
avantages dus a leurs géométries de petites dimensions. Les échanges de matiere et de chaleur lors
des mélanges des fluides y sont facilitées et une meilleure reproductibilité des résultats est constatée
pour ces systemes. Enfin, de nouveaux outils de caractérisation in situ sont désormais compatibles
avec beaucoup de systémes microfluidiques constitués de matériaux transparents (Anton et al., 2012;
Dev et al., 2011).
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1.3.1 Microfluidique & biochimie

La microfluidique s’est démocratisée dans les domaines de la pharmaceutique et de la
médecine (Figure 18). Elle a permis I'élaboration de technologies qui sont trés utilisées aujourd’hui.
Cette technologie est employée dans presque tous les domaines de la recherche. Elle est impliquée
dans de trés nombreux domaines scientifiques et industriels a la pointe. On retrouve la microfluidique
a la fois dans les instituts de recherche publique, dans les entreprises pharmaceutiques et de
biotechnologie, ainsi que dans les hopitaux et les centres médicaux.

Marché de la microfluidique (2019) (en milliard de USD)
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m Autres applications

Figure 18 : Marché de la microfluidique (par secteur) (Yole Développement, 2020).

Le marché mondial de la microfluidique devrait atteindre les 44 milliards de dollars américains en 2025
(Figure 19). Cette projection s’explique par les nombreux avantages de la technologie microfluidique.
Elle permet de réaliser de nombreux tests en un temps court et elle consomme peu de produits, ce qui
la rend plus rentable que d’autres techniques macrométriques. Elle s’insere dans de nombreuses
applications : miniaturisation d’équipements pour diagnostic in vitro, synthése de médicaments, étude
de réactions chimiques. La nécessité d’effectuer des diagnostics de maladies toujours plus nombreux
et toujours plus rapides explique une tendance marquée par une augmentation du marché de la
microfluidique de 20 % sur la période 2020-2025.
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Marché de la microfluidique (en milliard de USD)
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Figure 19 : Marché de la microfluidique (en volume USD) (Markets and Markets, 2019; Yole Développement, 2011).

Certains micro-outils ont été développés dans le but de lutter contre le cancer, le développement de
risques cardiovasculaires, les maladies du cerveau, le stress, le diabéte. Dans d’autres domaines
comme la pharmacologie, ces systémes sont employés pour la synthése de principes actifs de petites
tailles.

1.3.2 La microfluidique conventionnelle

A basse pression, les systémes microfluidiques présentent de nombreux avantages par rapport
aux réacteurs de grand volume, comme dans le procédé LAS. En effet, on y trouve une plus courte
distance de diffusion moléculaire entre les différentes phases en présence, ainsi qu’un meilleur
controle de la dynamique des fluides injectés. Contrairement aux systémes conventionnels
macromeétriques, ce type de dispositif consomme peu de produits et permet une régulation fine et
rapide des parametres opératoires (température, débits, concentration). Enfin, I'accés optique offert
par les matériaux constituants la micro-puce basse pression donne la possibilité d’étudier
fondamentalement les mécanismes réactionnels qui ont lieu dans ce systéme microfluidique.

La microfluidique est un outil bien utile pour créer des microgouttelettes de taille et de volume
controlés. Dans ce genre de procédé, il est courant d’utiliser un systéme composé de gouttes d’eau qui
circulent dispersées dans de I’huile dans un régime laminaire. Les différents fluides sont injectés dans
le canal principal ou des gouttes de quelques nano-litres de volume sont formées. Des systéemes
générant des microgouttelettes (Figure 20) peuvent étre considérés comme des micro-chambres a
réaction pour la synthese de nanomatériaux. Les débits du systeme microfluidique sont bien contrdlés
et permettent de générer des gouttes uniformes et stables. La réaction chimique induite par la
diffusion des fluides a la surface de la goutte peut induire la précipitation de microcristaux. Il est donc
important de noter que le comportement des fluides dans un systeme microfluidique peut avoir une
influence sur les caractéristiques du produit synthétisé. Les cinétiques de réactions peuvent ensuite
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étre étudiée par analyse in situ. Des techniques de détection de fluorescence et de spectroscopie ont
été adaptées pour extraire des informations chimiques sur le contenu du micro-canal.

Eau

O O O UV «—— Huile

Figure 20: Systeme microfluidique avec intersection en T pour la formation de gouttelettes d'eau drainées dans de I'huile.

Comme pour le LAS, il est possible de faire se rencontrer deux fluides miscibles, I'un solvant, 'autre
anti-solvant. On parle alors de pLAS. Ce genre de procédé est souvent utilisé pour améliorer la qualité
du mélange. Dans ce cas de figure, les deux fluides miscibles sont injectés colinéairement et a des
débits différents. Les différentes conditions opératoires ainsi que les composés synthétisés et leurs
applications sont autant de facteurs pour le choix du matériau ou des matériaux qui vont composer le
réacteur microfluidique. Pour des raisons économiques et de faisabilité, le polydiméthylsiloxane
(PDMS) est tres largement répandu, principalement pour des expériences de routines. Dans le cas ou
des températures et des pressions élevées sont nécessaires au bon fonctionnement du systéme,
d’autres composants sont utilisés : le verre (Borofloat, Pyrex), la silice, le silicium, ... .

Les outils développés qui nous intéressent ici ont pour point commun de créer une zone de rencontre
localisée entre les différents fluides a mélanger. Il s’agit ici de diriger les fluides en un méme endroit
pour améliorer le mélange. La grande aisance dans la fabrication des microréacteurs permet
aujourd’hui de créer une myriade de géométries (Tableau 5). Les designs les plus courants sont les
intersections en Y et en T (Chronopoulou et al., 2014; Zhao et al., 2007). Mais d’autres géométries ont
été proposées pour diminuer la zone de diffusion et de mélange des fluides (Figure 21). Un outil trés
utile pour concevoir un systeme microfluidique est la simulation CFD. Employée dans la
compréhension et I'étude de la dynamique des fluides, elle est essentielle pour fixer les parameétres
expérimentaux afin d’obtenir une taille de particule souhaitée.

Tableau 5 : Exemples de systémes microfluidiques pour la synthése de particules organiques.
@AS : Diametre du canal d’injection de I'anti-solvant. @S : Diametre du canal d’injection du solvant.

Géométrie du | Paramétres : Soluté Taille NPs | Solvant Anti-solvant | Référence

micro-mélangeur | DAS et @S (mm) (nm)

Croix 300/ 0,13-0,60 Dexaméthasone = 59 + 25 PLGA H,0 (Chronopoulou

/PLGA etal., 2014)
Croix 0,19/0,10 Cabotégravir > 2000 H,0 Trifluoroto- | (Fortt, 2020)
luéne

Convection 0,2/0,15 PLGA-PEG 130 £ 100 Acétonitrile = Acétonitrile = (Rhee et al,

tridimensionnelle 2011)

T 0,75/0,75 Norfloxacine 260 +90 DMSO H,0 (Panagiotou et
al., 2009)

T 0,121/0,32 Griséofulvine > 500 DMF sc-CO; (Arora et al.,
2020)
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Figure 21 : Schémas des micromélangeurs (a) en croix, (b) par convection tridimensionnelle, (c) en T.
En 1 sont représentées les entrées, en 2 les sorties.

La formation de nanoparticules de petite taille et de faible dispersion en taille est possible grace a un
mélange rapide entre la phase du soluté et la phase de I'anti-solvant. Dans ce but, la technologie
microfluidique développée doit augmenter I'efficacité du mélange. A noter qu’en fonction des
conditions opératoires et du choix dans la géométrie du microréacteur, il est possible de balayer une
trés large gamme de tailles de particules. Cependant, dans le cas ou le systéeme produit des particules
de grande taille, des problemes de bouchons dans le micro-canal peuvent survenir. Ces blocages
constituent un désavantage de la microfluidique qui, dans ce cas, ne permet pas un bon contréle des
propriétés des particules synthétisées.

Enfin, certaines expériences peuvent étre limitées par le matériau du systéme microfluidique. Par
exemple, les outils a faible cot en PDMS ne peuvent étre utilisés qu’a une température et a une
pression relativement faibles. De plus, certains solvants organiques ne sont pas compatibles avec ces
systémes. Ces désavantages ont amené a la fabrication de microréacteurs avec des matériaux plus
résistants.

1.3.3 La microfluidique a haute pression — Introduction au micro-SAS

Il apparait évident que de nombreuses réactions sont limitées voire impossible a reproduire
avec les outils microfluidiques basse pression qui ont été présentés. C’est pourquoi, de nouveaux
matériaux ont été considérés pour fabriquer des microréacteurs de derniere génération. L'intérét
premier de ces nouveaux systemes est qu’ils peuvent étre utilisés a haute pression. Tout comme pour
les systemes a basse pression, il est possible d’utiliser des matériaux transparents afin d’exploiter ces
nouvelles plateformes pour des caractérisations in situ. On peut citer par exemple, le verre, le saphir
ou le CaF; qui sont des matériaux permettant a la fois de résister aux hautes pressions (> 100 bar) et
qui sont compatibles avec certaines techniques de caractérisation optique (observation dans le visible,
spectroscopie infrarouge, spectroscopie ultra-violet, diffraction des rayons X, spectroscopie Raman).
La nature des matériaux utilisés apporte un autre avantage aux systemes a haute pression. Il est en
effet possible de réaliser de nombreuses expériences avec le méme réacteur. Les cycles de
pressurisation et de dépressurisation ont des effets quasi inexistants sur la durée de vie du systéme
microfluidique. De plus, la ou les réacteurs classiques a basse pression posent la limitation de I’'emploi
de certains solvants organiques, les systemes a haute pression permettent d’élargir le panel de
composés chimiques exploitables.

Comme mentionné précédemment, les systemes microfluidiques apportent un intérét dans la qualité
du mélange grace a une meilleure maitrise des parametres expérimentaux. Ici aussi, a haute pression
les débits sont tres bien contrélés grace a des pompes d’injection de fluides spécialement créées pour
ce type de procédés. De plus, une plus large gamme des débits d’injection est offerte a
I’expérimentateur. Les travaux réalisés dans la thése de Fan Zhang montrent que les microréacteurs
employés dans les procédés en conditions supercritiques peuvent considérablement améliorer les
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performances de mélange (Figures 22 et 23) (Zhang, 2019). Les simulations suivantes illustrent bien la
capacité d’un microréacteur haute pression a augmenter les performances de mélange. L'exemple
suivant montre une diminution par 10 du temps de mélange dans le cas b) de la figure 23, ce qui amene
plus rapidement a une homogénéité du fluide supercritique.

Figure 22 : Image de I'injecteur turbulent coaxial dans un microréacteur par caméra a haute vitesse (Zhang, 2019).

B—

a)

Figure 23 : Simulations de mélange {éthanol/CO,} dans un microréacteur haute pression
pour des temps de mélanges de 0,139 ms (a) et de 0,031 ms (b).

Résumés dans la figure 24, les temps de mélange du microréacteur utilisé a 'lCMCB (carrés oranges et
verts) sont diminués de plusieurs ordres de grandeur par rapport aux autres systéemes rapportés dans
la littérature. Les performances de mélange apportées par le micro-mélangeur a un procédé de
synthése de particules améliorent le controle de la taille des produits formés. En combinant la
géomeétrie de notre microréacteur et les hauts débits d’injection permettant d’accéder a un régime
turbulent (carrés bleus), nous atteignons des temps de mélange inférieurs a 10* s, ce qui offre de trés
bonnes conditions de mélange.
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Figure 24 : Exemples de microréacteurs. Les performances du microréacteur haute pression sont représentées par les carrés
oranges et bleus (Zhang, 2019).

Tous ces avantages motivent le choix d’utiliser les microréacteurs a haute pression pour la synthése
de nanoparticules. Les nombreux travaux employant la méthode SAS montrent que ce systeme réunit
a lui seul de nombreux atouts (haut degré de sursaturation, courts temps de mélange, rapide transfert
de masse entre la solution et I'anti-solvant) qui permettent d’atteindre des tailles de particules
nanométriques. Cependant, plusieurs contradictions limitent le contréle du polymorphisme cristallin
des poudres synthétisées. C'est pourquoi I'ajout d’'un systeme microfluidique au procédé SAS est
nécessaire pour obtenir des particules de tres petite taille et reproductibles, afin de satisfaire le cahier
des charges de la fabrication des composés pharmaceutiques.
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1.4 Nos contributions

Dans le cadre de cette thése qui vise a mettre en forme des nanoparticules fluorescentes par
un procédé utilisant un fluide supercritique, nous nous focaliserons sur deux objectifs principaux :

e Le premier objectif concerne le développement de procédés intensifiés de mise en forme
de FONs dans des dispositifs microfluidiques haute pression adaptés a I’écoulement de
fluides supercritiques. Ces dispositifs, combinant les deux voies d’intensification
préalablement discutées dans ce chapitre, devront permettre de lever la limitation en taille
des nanoparticules obtenues par les approches conventionnelles.

e Le deuxieme objectif se focalise sur la compréhension du procédé anti-solvant
supercritique. Pour cela, deux technologies seront combinées : la puce haute pression, aux
échelles telles qu’elle permet un contrdle tres fin des conditions opératoires, permettant
la caractérisation in situ et les molécules aux effets AIE qui ont I'avantageuse propriété
d’émettre de la fluorescence uniqguement (ou essentiellement a I'état solide). Le
développement d’une telle approche va nous permettre de suivre en temps réel la
formation de nanoparticules par spectroscopie de fluorescence. Ces données
expérimentales, comparées a la simulation numérique, devraient nous permettre de
valider et de nourrir les modéles numériques afin d’affiner la compréhension de nos
procédés.

Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons en détail I'ensemble du dispositif uSAS, de la fabrication
« faite maison » du microréacteur jusqu’a la mise en ceuvre de I'opération unitaire. Une attention
particuliére sera portée sur la microscopie confocale mise en ceuvre pour détecter la précipitation des
particules in situ. L'outil de détermination des solubilités des FONs basé sur la mesure in situ par
spectroscopie infrarouge effectuée en collaboration avec le laboratoire ISM sera présentée. Les outils
de caractérisation ex situ utilisés seront également abordés brievement.

Le troisieme chapitre se focalise sur la compréhension du procédé en combinant I'expérience et la
simulation numérique. Une étude thermodynamique préliminaire visant a obtenir des données de
solubilité du soluté dans le systéme {solvant/CO,} par spectroscopie infrarouge est proposée. Ces
données thermodynamiques sont indispensables pour la simulation de la précipitation des FONs. Nous
souhaitons ici valider les simulations effectuées dans le laboratoire et basées sur le couplage CFD/PBE
(Computational Fluid Dynamics / Population Balance Equation) par observation in situ des champs de
nucléation lors de la synthese de FONs par uSAS. Pour cela, nous choisissons des FONs aux propriétés
AIE afin de visualiser directement la formation de particules fluorescentes. La comparaison des
résultats expérimentaux et de simulation apportera des informations pour la compréhension et la
détermination des paramétres de nucléation et de croissance.

Dans le quatrieme chapitre, plusieurs types de molécules seront synthétisées par USAS et
caractérisées. Les résultats obtenus (distributions en taille, morphologies, cristallographies, propriétés
optiques) seront comparés a ceux obtenus par voie conventionnelle : la précipitation par anti-solvant
liquide.
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Chapitre 2
Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons les différents outils et méthodologies utilisés au cours de
cette thése. Les méthodologies expérimentales mises en ceuvre concernent trois aspects de ce travail
de thése :

(1) I'étude thermodynamique du systeme {soluté/solvant/anti-solvant}. De nombreux
exemples de la littérature ont montré qu’il était favorable de travailler dans un domaine
monophasique supercritique afin de bénéficier des propriétés de mélange avantageuses. C’'est dans ce
domaine que nous nous placons pour I'ensemble de nos expériences. Dans ces conditions de haute
pression, nous nous proposons d’étudier la solubilité du soluté dans le milieu. Cette donnée est
indispensable pour simuler les phénomenes de nucléation et de précipitation du soluté dans le
microréacteur. Pour ce faire, nous avons utilisé la spectroscopie infrarouge in situ couplée a une cellule
haute pression et haute température ;

(2) la production de FONs. Dans un second temps, nous présenterons le montage expérimental
USAS pour la synthése des FONs. Ce systeme sera décomposé en trois parties : les systemes haute-
pression, le microréacteur et le systéme de récupération. Ceci permettra de discuter des différentes
parties qui composent le procédé uSAS élaboré a I'lCMCB, a savoir la micro-puce, les outils haute
pression et les systéemes de récupération de poudres ;

(3) la caractérisation des particules synthétisées. Enfin, nous décrirons les différentes
techniques utilisées pour caractériser la taille (microscopie électronique) et les propriétés de
fluorescence (spectrométrie UV) des matériaux synthétisés.

2.1 Etude thermodynamique

2.1.1 Domaine de travail

Le premier travail consiste ici a déterminer la courbe d’équilibre liquide-gaz du systéme
{solvant/anti-solvant} a une température donnée. Le résultat de cette étude donne les coordonnées
en pression et en composition molaire pour lesquelles le systéme {solvant/anti-solvant} transite entre
un état monophasique et un état diphasique. En-dessous de cette courbe, deux phases distinctes
liquide et gaz subsistent, alors qu’au-dessus de la courbe d’équilibre le systéeme {solvant/anti-solvant}
est monophasique (Figure 25). Thermodynamiquement, le point le plus haut de la courbe est appelé
point critique du mélange (P.). A partir de ce point, en augmentant la pression sans faire varier la
composition molaire, le systeme est monophasique supercritique.

Nous présentons ici un exemple des courbes d’équilibre liquide-gaz du systéme {THF/CO,} pour des
températures allant de 40 °C a 80 °C (Knez et al., 2008) .
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Figure 25 : Courbes d'équilibre liquide-vapeur du systeme {THF/CO,} & 40 °C, 60 °C et 80 °C.

Différentes techniques sont utilisées pour construire expérimentalement la courbe d’équilibre liquide-
gaz. La premiére étape consiste a introduire un volume de solvant organique dans une cellule haute
pression. Ensuite, le CO; est injecté dans la cellule, ce qui a pour effet d'y augmenter la pression. La
température du mélange doit étre correctement contrblée, car elle a un effet important sur la
thermodynamique du systéme (comme le montrent les courbes d’équilibre liquide-vapeur). Aprés
avoir attendu suffisamment longtemps que I'équilibre du systéme soit atteint, différents outils
permettent d’analyser la composition du mélange pour un couple de pression-température donné.

Il est courant d’utiliser un chromatographe pour analyser la composition de la cellule haute pression a
I’équilibre du systéme. Les phases liquides et gazeuses sont alors séparées et analysées en composition
(Duran-Valencia et al., 2001; Li et al., 2007). Il est également possible d’utiliser une cellule optique
permettant une visualisation en direct de I'état du systéme. Plusieurs travaux ont décrit I'équilibre du
systeme DMSO/CO, en mesurant la pression a laquelle le ménisque séparant la phase organique de
celle riche en CO; disparait, a une température et a un volume de solvant introduit donnés (Andreatta
et al., 2007; Lazzaroni et al., 2005). Les outils microfluidiques constituent une autre fagon d’obtenir
des diagrammes de phase beaucoup plus rapidement (Gavoille et al., 2019; Pinho et al., 2014). Enfin,
de nouvelles techniques de caractérisation in situ ont été mises en place pour dessiner la courbe
d’équilibre liquide-gaz, comme la spectroscopie infrarouge utilisant des cellules optiques a haute
pression (HPOC) (Vega Gonzalez et al., 2002).

De nombreuses techniques permettent d’obtenir des résultats in situ sur les propriétés du milieu. La
spécificité de notre systéme ici est que nous travaillons en température et a haute pression (100 bar).
Plusieurs techniques d’analyse ont été développées lors des derniéres décennies. On peut citer par
exemple la visualisation optique qui consiste a observer la disparition du « cloud point » - le mélange
devient trouble comme un nuage lorsque les phases liquide et gazeuse se mélangent en une seule
phase supercritique (K6rosi et al., 2019). Une technique plus précise utilisant la spectrométrie
infrarouge par transformée de Fourier (FTIR) a été mise en place récemment dans plusieurs
laboratoires. Ce principe FTIR est basé sur la visualisation in situ des molécules composant le mélange
et apporte des informations plus précises quant a la concentration des especes présentes. Ce systeme
nécessite donc une cellule capable de travailler a haute pression avec un controle régulier et précis des
conditions opératoires (température et pression). La mesure de la solubilité n’est possible en FTIR qu’a
travers un matériau spécial, capable de laisser passer les ondes infrarouges. Généralement, ce genre
de systéme est composé d’une cellule métallique a laquelle ont été ajoutées des fenétres en silicium.
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Ce systéme est utilisé pour la mesure de la solubilité du soluté dans le systéme {solvant/anti-solvant},
il est détaillé dans la partie suivante.

Expérimentalement, cette courbe est construite en deux parties. L’étude de la phase liquide permet
de construire la partie gauche du graphique, tandis que I'analyse de la phase gazeuse donne les points
expérimentaux aux hautes fractions molaires en CO,, dans la partie droite du graphique. Les lignes
dessinées pour chaque température du systeme sont obtenues a partir des équations d’états
proposées par le modele de Peng-Robinson (Peng and Robinson, 1976) :

RT am

_ (Eq 2),
V,—b, VZ+ 2V,b, — b2

p:

ol p est la pression, R la constante des gaz parfaits, T la température, a,, le parameétre d’attraction,
b,, le parameétre du covolume, 1, le volume molaire.

Les données expérimentales et numériques permettent ainsi de déterminer les couples de
coordonnées température-pression pour décrire la courbe d’équilibre liquide-vapeur et obtenir ainsi
les parametres nécessaires aux conditions d’un mélange monophasique. Dans le cadre de nos travaux,
nous choisissons de recréer expérimentalement la courbe d’équilibre liquide-vapeur du systéme
{THF/CO,} en utilisant la spectroscopie infrarouge in situ.

2.1.2 Outils de caractérisation in situ par infrarouge

La spectroscopie est une technique analytique utilisant I'interaction de la matiere avec les
radiations électromagnétiques qu’elle absorbe, émet ou diffuse. Cette radiation électromagnétique
est classifiée selon la fréquence (c’est-a-dire la longueur d’onde, ou encore I'énergie) de I'onde la
composant. Pour I'IR, nous travaillons pour des longueurs d’ondes comprises entre 20 et 12500 cm™.

Les fluides supercritiques (FSC) possédent des propriétés ajustables par simple variation de la
température et/ou de la pression. Leur pouvoir de solvatation peut donc étre contré6lé en faisant varier
les conditions expérimentales. Les taux de réaction, les mécanismes de réaction ou encore les
solubilités des éléments constituant les FSC peuvent étre étudiés par des techniques de caractérisation
in situ. Dans ce contexte, les techniques de spectroscopie, et notamment les spectroscopies
vibrationnelles sont trés utiles. Parmi elles, on trouve les spectroscopies Raman et infrarouge (Abuzar
et al.,, 2018; Malwade and Qu, 2019; Takebayashi et al., 2014). Ces techniques donnent des
informations détaillées sur I’environnement des molécules étudiées, auquel les modes de vibrations
internes sont trés sensibles. Les fréquences et les largeurs spectrales de ces vibrations sont collectées
afin de créer un spectre. Celui-ci détaille les transitions de vibrations de chaque groupe moléculaire
présent et décrit donc un bon nombre d’interactions entre les différentes molécules composant le
fluide caractérisé. En 1993, dans le domaine des FSC, Akimoto a mesuré le spectre IR des composés
carbonylés. Dans cet exemple, il a mis en évidence les effets de I'environnement local des molécules
sur les variations des fréquences et de la largeur des bandes des groupes carbonyles (Akimoto and
Kajimoto, 1993).

2.1.2.2.1 Montage
Le systeme développé a I'Institut des Sciences Moléculaires de Bordeaux (ISM) permet de
réaliser des mesures FTIR in situ jusqu’a 500 bar et 100 °C (Figure 26). |l permet de déterminer la
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concentration précise d’un soluté par la mesure de I'intensité de son spectre IR, pour une température
et une pression données.

Figure 26 : Schéma expérimental du systeme de mesure des solubilités par FTIR. A) Source IR, B) cellule optique haute
pression, C) détecteur du spectrométre, D) pompe, E) bouteille de CO,, P) manomeétre.

Il est composé d’une cellule de volume (V = 2,2 mL) a une entrée par laquelle I'anti-solvant est
acheminé (Figure 27). Le CO, est graduellement injecté a I'intérieur de la cellule jusqu’a I'obtention de
la pression exigée. Un laser émis par le spectrometre traverse deux fenétres de silicium placées face a
face. Quatre cartouches chauffantes ainsi qu’un thermocouple sont insérés dans I'armature de la
cellule métallique pour chauffer et contréler la température de la cellule. Enfin, un aimant et un
agitateur magnétique permettent d’homogénéiser constamment la solution.

Injection du CO,

Thermocouple -
Cartouches chauffantes (x4)
Fenétres desilicium (x2)
semnnjmEm EEEpEEEE] FaisceaulR

Aimant

Agitateur magnétique

Figure 27 : Cellule optique haute pression FTIR.

Dans I'exemple présenté dans la figure 28, nous avons placé initialement du THF dans la cellule, puis
nous avons injecté le CO, de maniére a augmenter la pression. Ainsi, il nous est possible d’observer
I’augmentation de I'intensité de I'absorbance de la bande du CO; 4 4955 cm™ avec I'augmentation de
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la pression. Pendant ce temps, la bande du THF située a 1970 cm™ diminue en intensité lorsque le CO;

est injecté dans la cellule.

N\ 1 bar
\

Absorbance
Absorbance

158 T T T T 1 12 U \ Ll U 1 L J U T U U 1
5100 5000 4900 4800 4700 2080 2060 2040 2020 2000 1980 1960 1940 1920 1900 1880 1860 1840
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Figure 28 : Spectres IR du CO; et du THF pour différentes pressions.

Ces mesures constituent la base des travaux pour déterminer expérimentalement la courbe d’équilibre
liguide-vapeur du systéme {solvant/anti-solvant}. Pour cela, nous avons initialement placé un volume
connu de solvant pur dans la cellule. Puis, lors de la mise en pression de la cellule, nous avons observé
I"augmentation des bandes caractéristiques du CO, s’introduisant dans la cellule tandis que la bande
du solvant organique diminue. Ce sont les intensités d’absorbance qui, reliées a la concentration de
chaque espece par la loi de Beer-Lambert, permettent de déterminer les ratios molaires obtenus a
différentes pressions.

Dans un second temps, nous utilisons cette méme cellule optique haute pression pour mesurer la
solubilité du soluté dans le mélange {solvant/anti-solvant}. En effet, il est primordial de trouver les
conditions de mélange pour lesquelles le systéme monophasique supercritique obtenu a un effet tres
anti-solvant sur le soluté. Cette étude nous permettra de déterminer la gamme en rapport molaire
solvant:anti-solvant pour laquelle le soluté a une faible solubilité. Cette composition molaire sera alors
fixée comme référence pour les futures expériences menées sur le procédé pSAS. La solubilité du
soluté a saturation est également une mesure indispensable pour la simulation de la nucléation du
soluté dans le micro-canal.

2.1.2.2.2 Protocole
Le protocole d’utilisation de la cellule optique haute pression est le suivant :

1. Un spectre IR est réalisé a blanc en utilisant la cellule HP vide et propre. Ce spectre sera
utilisé comme « background » pour les mesures effectuées avec cette cellule.
2. Préparation de la solution
a. Une quantité de poudre est placée en excés dans un volume de solvant connu et
introduit dans la cellule.
b. Un agitateur magnétique est placé dans la partie inférieure de la cellule afin
d’homogénéiser le mélange rapidement.
3. Mise sous pression de la cellule
a. Lacellule HP est placée dans le spectrometre, puis est raccordée a la bouteille de
CO..
b. Un barillet permet de monter la pression graduellement dans la cellule jusqu’a la
pression souhaitée en veillant a ne pas la dépasser.
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c. Unefois la pression de consigne atteinte, la cellule est déconnectée de la bouteille.
L’expérimentateur veille alors a ce que la pression ne varie pas et a ce qu’aucune
fuite n’existe.

4. Une fois ces précautions prises, des spectres IR sont enregistrés a 5 minutes d’intervalle
chacun.
5. Le spectre final est enregistré une fois le systeme stabilisé.

Cependant, plusieurs problématiques se présentent pour effectuer les mesures de solubilité. Etant
donné qu'’il s’agit la de quantifier les concentrations de chaque composé dans la cellule, leurs spectres
IR doivent répondre a deux critéres :

- Chaque composé doit présenter une bande IR pour une gamme de longueurs d’onde ou
les autres n"apparaissent pas. En effet, la superposition des bandes attribuées a différents
composés empéche la mesure de I'intensité du spectre. Dans le cas ol un composé ne
présente pas de bande apparaissant individuellement, le systeme choisi ne peut étre
exploité pour mesurer la solubilité du soluté.

- L'intensité de la bande IR ne doit pas étre saturée. L'emploi de cellules HP avec des trajets
optiques différents permet de pallier cet obstacle facilement. En effet, la loi de Beer-
Lambert montre qu’en augmentant le trajet optique, un plus grand nombre de molécules
traverseront le laser, ce qui augmentera l'intensité des bandes de vibration des molécules
(en augmentant I'absorption).

Apres avoir vérifié qu’au moins une bande caractéristique de chagque composé apparait seule et que
le systéme complet {Soluté/Solvant/Anti-Solvant} peut bien étre étudié en IR, nous pouvons procéder
aux mesures de solubilité par in situ. Les résultats de cette étude nous donnent des informations sur
les conditions opératoires optimisées pour la synthése de petites particules de taille contrélée par le
procédé uSAS.

2.2 Outils de mise en forme des nanoparticules

Une fois I'étude de solubilité réalisée, et les conditions expérimentales définies, le procédé
USAS peut étre mis en ceuvre. La puce silicium/Pyrex élaborée en salle blanche est le coeur du montage,
c’est dans cette partie que I'anti-solvant (CO;) et la solution organique concentrée en soluté se
mélangent. Ce micro-mélangeur présente une géométrie co-courant qui doit permettre un bon
mélange entre les deux fluides (Zhang, 2019).

2.2.1 Conception du systeme USAS

Dans cette partie nous présentons le montage expérimental uSAS qui a été introduit dans le
premier chapitre de thése. Nous décrivons le procédé avec un systeme modele qui sera 'objet du
chapitre 3. Ici, le dioxyde de carbone supercritique joue le réle de I'anti-solvant. Un soluté est choisi
pour étre mis en forme dans cette expérience. Il est préalablement dissout dans un solvant organique,
dont les criteres de choix ont été discutés précédemment.

2.2.2 Choix du reéacteur

Pour nos travaux, deux types de réacteurs ont été employés. Le premier utilise une micro-puce
en silicium/Pyrex, nous permettant d’observer en in situ les mélanges des fluides. Le second type de
microréacteur de type « tube dans tube » est un systeme simplifié et est utilisé pour la mise en forme
de poudres en grande quantité, offrant la possibilité de caractériser le produit par d’autres techniques
ex situ.
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2.2.2.1 Micro-puce

2.2.2.1.1 Design

Une micropuce silicium/Pyrex fabriquée a I'lCMCB constitue le réacteur du montage
(Figure 29). C’est en son sein que se produit le mélange entre la solution concentrée et le fluide anti-
solvant sc-CO,. Cette puce de longueur 8 cm, de largeur 2 cm et d’épaisseur 3,5 mm est placée
horizontalement sur une piéce chauffante rectangulaire. La température de la puce est alors controlée
par un thermocouple placé au contact de la puce et de la source de chaleur. On considere que la
température a l'intérieur du canal est tres proche de la valeur mesurée au contact de la puce. Les
études publiées sur le SAS et sur d’autres procédés de synthése choisissent généralement de travailler
a 35 °C (voire a 40 °C). Cependant, il a été montré de nombreuses fois que la température fait partie
des nombreux facteurs pouvant impacter sur la taille des particules synthétisées (Aoki et al., 2016;
Cuadra et al., 2019; Malwade and Qu, 2019). Le montage permet de modifier cette température dans
une gamme allant de 20 °Ca 70 °C.

Un capillaire en silice d’un diameétre intérieur de 100 um est préalablement inséré, puis collé dans un
canal gravé dans la puce enssilicium (Figure 29). Le canal fait environ 200 um de profondeur. La solution
concentrée circule a l'intérieur du capillaire, tandis que le CO; est injecté dans le canal par une autre
entrée. A I'extrémité du capillaire, dans la micropuce, les deux fluides se rencontrent, c’est le point de
mélange. C'est a cet endroit, a température, a pression, aux débits et aux concentrations molaires
controlés que les premieres nucléations du soluté ont lieu. Les deux fluides présentent alors des débits
différents mais ont des vecteurs vitesse colinéaires.

Canal de
a) e Co, préchauffage du CO, C)

\ 400 um
Solution .
organique i :
: 170 pm ;
Sortie Zone de mélange i ' )
: { 100 pm :
Zone a température Zone a température i b ! i
ambiante contrélée : : : ;
b) ' i ;

Figure 29 : a) Schéma de la micropuce. b) Image de la micropuce.
¢) Vue de coupe de la zone de mélange dans la micro-puce. Rapports métriques respectés.

2.2.2.1.2 Micro-fabrication du réacteur

La micro-puce utilisée comme réacteur a I'échelle microscopique est fabriquée par nos soins a
I'lCMCB (Couto et al., 2015; Marre et al., 2010). Elle se compose de deux wafers (galettes) fournis par
BT Electronics, I'un en silicium, I'autre en borosilicate transparent. Les deux premieres étapes
consistent a graver des micro-canaux dans le wafer de silicium, la troisieme étape de collage a pour
but d’unir les deux wafers pour que I'ensemble tienne a haute pression et pour une température de
travail de 40 °C. La quatrieme partie vise a découper le wafer pour séparer les différentes puces
gravées. Enfin, la derniére étape consiste a coller un capillaire en silice a I'intérieur du micro-canal dont
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nous préciserons plus loin I'utilité. Les principales étapes de microfabrication sont schématisées sur la

figure 30.
0

- B e
= - ==
Photolithographie Gravure SiO,

|-
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Figure 30 : Schémas des principales étapes de microfabrication
e Premiére étape : la photolithographie

La confection de la micro-puce a lieu en salle blanche de norme ISO 7, car certaines étapes
sensibles nécessitent une atmosphere dépourvue de poussiéres. De nombreux appareils permettant
I’élaboration de micro-canaux dans le silicium y sont présents. En effet, plusieurs étapes de
photolithographie et gravure composent la premiéere partie du protocole de fabrication des puces
silicium/Pyrex.

Un wafer de silicium d’un diameétre de quatre pouces et oxydé sur les deux faces (env. 500 nm de
couche d’oxyde par face) sert de base a notre fabrication (Figure 31). Il est ensuite placé sur une
« tournette » oU une résine positive photosensible (51818, CTS) est étalée de maniére homogéne
pendant 30 secondes par rotation planaire du wafer. Cette résine va permettre de transférer le design
souhaité depuis un masque sur le wafer a graver.

= "’J\

N

lcm Ttm

Figure 31 : Images d'un wafer de Pyrex (a gauche) et d'un wafer de silicium (a droite).
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La seconde étape consiste a utiliser un masque contenant le design imprimé qui est réalisé sur le
logiciel CAO Autocad®. Ce masque est un carré en plastique de cing pouces de cdté recouvrant
intégralement le wafer (Figure 32). L’utilisation du masque reléve d’un systéme binaire, la partie noire
(avec impression) empéche le passage de rayons UV, tandis que la partie transparente (sans
impression) laisse traverser les rayons UV. C’est donc sur le masque que I'on retrouve la géométrie
finale de la micro-puce. Les fins canaux transparents du masque correspondent aux canaux qui seront
finalement gravés dans le silicium. Cette technique utilisant la transparence du masque, facilite la
manipulation. On peut facilement déplacer le masque et ajuster sa position au-dessus du wafer
recouvert de résine avant I'étape d’insolation UV.

Figure 32 : Image du masque utilisé pour la photolithographie UV.

L'étape suivante est I'insolation de la résine. Cette derniére est exposée pendant 45 secondes aux UV
(A =365 nm) a une puissance de 40 mW.cm?, dans le but de casser les liaisons chimiques de la partie
de la résine exposée. Une nouvelle étape consiste a enlever completement la résine attaquée en
utilisant un développeur (MF319, Shipley). En agitant le wafer dans un cristallisoir rempli de cette
solution, la résine dégradée est enlevée définitivement de la surface du silicium, découvrant ainsi la
couche d’oxyde de silicium a 'emplacement des futurs micro-canaux. A noter que le développeur
n’aura pas affecté la résine non insolée par les rayons UV, le design du masque est toujours présent a
la surface du wafer.

o Deuxiéme étape : les gravures

L’étape d’aprés consiste a utiliser une solution d’acide fluorhydrique tamponnée. Cet acide va attaquer
I'oxyde de silicium pendant dix minutes sans affecter la résine présente sur le reste du wafer. Les
qguelques centaines de nanometres d’oxyde recouvrant initialement la surface du wafer de silicium
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sont enlevées. Il ne reste donc plus que le silicium lui-méme aux emplacements des futurs micro-
canaux, le reste étant toujours recouvert par notre résine.

La toute derniére étape consiste a graver chimiquement le silicium a l'aide d’une base forte:
I’hydroxyde de tétraméthylammonium (TMAH). Ce produit est dilué pour en faire une solution
concentrée a 25 % dans I'eau, concentration optimale pour une gravure rapide et efficace. La résine
est préalablement enlevée du wafer par un rincage a 'acétone, puis le wafer est plongé dans un bain
de TMAH chauffé a 85 °C. La base va donc attaquer le silicium, tandis que la couche protectrice d’oxyde
de silicium empéche I'attaque chimique. Une goutte de triton est ajoutée au bain afin d’améliorer la
gravure. En effet, ce tensio-actif non réactif a la gravure va s’intercaler brievement dans les canaux
gravés, de maniere a enlever les cristaux de silicium déposés au fond des canaux et laisser ainsi propre
le micro-canal pour que la base puisse continuer a attaquer le silicium. Dans notre cas, nous souhaitons
atteindre une profondeur de canal d’environ 200 um. Pour cela, une attaque au TMAH de cing heures
est nécessaire. A la fin de la gravure, le wafer est rincé a I’eau et une vérification de la profondeur des
canaux est réalisée a I'aide d’un profilomeétre mécanique (Figure 33). En appliquant une force
constante de la pointe du profilomeétre sur le wafer, on peut récupérer le profil de la surface du wafer
et donc la profondeur des canaux. Une fois la bonne profondeur obtenue, la partie de gravure en salle
blanche est terminée et commence la partie de collage du verre sur le silicium.

Profil de la surface du wafer de silicium

Figure 33 : a) Image d'un wafer de silicium gravé. La géométrie des canaux gravés correspond a celle du masque de la
figure 33. Le trait rouge correspond au tracé de la pointe du profilométre. b) Tracé du profil obtenu par la pointe du
profilométre (capture d’écran).

e Troisieme étape : le pergage et le collage

Deux techniques permettent de trouer le wafer précisément et sans risque de brisure. La
premiere technique est le forage. A I'aide d’un foret, le wafer est troué en quelques minutes. La
seconde méthode est le sablage. Cette technique est légérement plus longue que la premiere mais
présente une précision de percage plus importante. Le but ici est d’attaquer la surface du wafer en
soufflant des billes de corindon, un oxyde d’aluminium, sur une surface tres petite du wafer. Ce flux
abrasif permet de trouer le wafer de silicium d’une épaisseur inférieure a 1 mm en moins de trente
secondes. Le pistolet de sablage est maintenu perpendiculairement face au wafer a percer pendant ce
laps de temps. En amont du percage, nous plagons un film adhésif sur le wafer, et nous poingonnons
le film a I'’endroit du futur trou. Ainsi, le sable ne pourra attaquer que la zone découverte du wafer, le
reste étant protégé par le film adhésif « mou » et donc inerte vis-a-vis du flux abrasif.

Une fois tous les trous obtenus, nous oxydons la surface du wafer de silicium en le plagant dans un
four a 1000 °C pendant 2 heures et dans des conditions de taux d’humidité élevé. Ceci a pour objectif
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de refaire croitre une couche de SiO; sur les surfaces gravées afin d’obtenir un mouillage homogene
des fluides dans les canaux finaux.

A la suite de cette étape d’oxydation, les wafers de silicium et de Pyrex sont traités et nettoyés dans
une solution Piranha — un mélange H,S04:H,0, en proportion 3:1 (v:v) — pendant vingt minutes. Ceci a
pour effet d’enlever toutes les impuretés (poussieres, traces de solvant, matiéres organiques, ...) de la
surface des wafers.

Une fois rincés, les deux disques sont placés I'un face a I'autre pour procéder au collage. L'ensemble
est placé sur une plaque chauffante reliée a un thermocouple pour le contréle en température, mais
aussi a un générateur de courant. En effet, le collage que nous souhaitons effectuer est appelé collage
anodique, il a pour but de créer des liaisons covalentes entes le silicium et le Pyrex. Dans ce processus,
une tension de 1250 V est appliquée a travers I’ensemble silicium/Pyrex. Ainsi, les cations Na* du Pyrex
migrent vers la cathode, tandis que les anions O, migrent vers I'interface silicium/Pyrex. Notons que
la température est montée a 450 °C, c’est-a-dire a 75 °C en-dessous de la transition vitreuse du verre
borosilicate, afin d’engendrer une faible déformation du verre et un meilleur collage avec le wafer de
silicium. Au final, les ions O diffusent le long de la surface, scellant le collage des deux wafers. Une
fois le systeme refroidi, la transparence du Pyrex permet d’observer I’homogénéité du collage. L’étape
de collage est terminée et il reste a découper les wafers pour récupérer les puces individuellement.

e Quatrieme étape : la découpe

Cette étape consiste a découper les puces réalisées pour leur mise en ceuvre. Nous utilisons
une machine a découpe ol un disque diamanté est placé au-dessus du wafer a découper (Figure 34).
Le disque se déplace selon une direction et dans un seul sens. Le wafer fixé sur une plaque sacrificielle
est translaté en x et y de maniere a faire coincider la lame diamantée avec le trait de découpe qui
délimite la puce. La lame se déplace a une vitesse constante de 0,5 pouce/min et avec une rotation de
4000 tours.min™,

' m

Axe de la scie

Scie circulaire en diamant

Wafer non découpé

Support rotatif

'

Figure 34 : Photographie de I'outil de découpe des wafers.
e Cinquieme étape : le collage du capillaire

La derniere étape de fabrication est directement liée a la géométrie 3D du mélangeur que nous
avons choisie. En effet, la géométrie co-flow nécessite la présence d’un injecteur tubulaire a I'intérieur
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du micro-canal en silicium (Figure 35). Cette étape consiste a insérer un tube en silice d’un diametre
interne de 100 um et d’un diameétre externe de 170 um dans le canal en silicium. Une colle époxy
assure |'étanchéité la ol I'injecteur entre dans la puce. Un séchage d’une nuit a une température
d’environ 20 °C permet le bon durcissement de la colle. Ce point de colle est résistant aux hautes
pressions (< 100 bar) et aux solvants organiques (éthanol, acétone, THF, ...). Apres cette derniere étape
de séchage, les puces microfluidiques dotées de leur capillaire sont prétes a I'emploi.

a) ?’/ e " f b)

Figure 35 : a) Photo des bobines de capillaires utilisés en microfluidique.
b) Photo d'une micro-puce a la fin des étapes de microfabrication.

2.2.2.2 Microréacteur coaxial

Ce second dispositif consiste a insérer I'injecteur de la solution organique dans un tube de
diametre supérieur dans lequel circule le CO, (Figure 36). Le principal avantage de cette nouvelle
géométrie est la courte distance entre la zone de mélange (la ou les particules solides se forment) et
la zone de récupération (le filtre). La voie de CO, de séchage est la méme que celle qui rencontre la
solution concentrée a la sortie de I'injecteur. Le CO, dirige alors les particules formées et les focalise
rectilignement sur le filtre. De plus, il a été possible d’augmenter les débits de CO, ce qui permet a la
fois d’étre dans de bonnes conditions de sursaturation (fort rapport molaire de CO;) et dans de bonnes
conditions de séchage du solvant.

500 um

170 um

100 pm

Figure 36 : Vue de coupe du microréacteur coaxial. Rapports métriques respectés.
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Une large gamme de capillaires micrométriques permet également de jouer sur I’hydrodynamique du
microréacteur. Que ce soit dans la micro-puce ou dans le micro-mélangeur coaxial, nous avons la
possibilité de modifier la gé¢ométrie de la zone de rencontre en faisant varier les diameétres internes et
externes des capillaires. Ce point montre une nouvelle fois l'intérét d’utiliser un systéeme
microfluidique dont il est facile et rapide de modifier la géométrie afin d’en étudier I'impact sur le
mélange (Charpentier et al., 2008; Ghoreishi and Komeili, 2009).

Les dimensions de ces deux types de microréacteurs sont du méme ordre de grandeur. Cependant, il
est nécessaire de vérifier la reproductibilité entre ces deux systémes. Une fois cela confirmé, il est alors
possible a I'expérimentateur de choisir le microréacteur en fonction de I'objet de I'expérience. La
micro-puce sera alors utilisées pour I'observation in situ de la fluorescence des particules solides
formées dans le micro-canal, tandis que le microréacteur coaxial sera préféré pour la production de
poudres et leurs caractérisations ex situ pouvant nécessiter une masse importante de produits.

Dans le cadre de nos travaux, nous ne considérerons qu’un seul type de capillaire (pour la micro-puce
ainsi que pour le micro-mélangeur coaxial). En effet, il est important de garder invariantes les
caractéristiques de la géométrie du microréacteur pour étudier d’autres facteurs expérimentaux.

2.2.3 Equipement haute pression

Le montage USAS est composé de deux pompes Jasco fonctionnant a débit constant. Elles
permettent de maintenir le rapport molaire constant durant toute la durée de I'expérience. Elles sont
placées en amont du montage et permettent une injection contrélée de la solution et de I'anti-solvant
supercritique. La pompe du sc-CO; est composée d’un module Peltier qui refroidit le CO, pompé dans
la bouteille sous pression. Le CO; introduit et refroidi dans la pompe est liquide, c’est alors un fluide
incompressible permettant son injection. La pompe Jasco permet d’injecter jusqu’a 10 mL/min de sc-
CO; et peut travailler jusqu’a 500 bar. La pompe Jasco utilisée pour I'injection de la solution organique
est sollicitée pour injecter a faible débit, généralement < 1 mL/min. Elle ne nécessite pas de systéme
de refroidissement et peut fonctionner jusqu’a 500 bar.

En sortie de la micropuce, se trouve une cellule de récupération de poudres. Elle a pour but de
collecter les nanoparticules synthétisées. Pour cela, nous plagons un tube de faible diamétre en sortie
de la micropuce. Ce tube plonge dans une cellule de plus grand volume qui constitue la cellule de
récupération. Cette derniére permet également la réalisation d’'une étape de « séchage » en continu
en permettant d’extraire le solvant résiduel.

La cellule de récupération possede I'avantage d’étre dissociée du microréacteur. Ainsi, les parties
« injecteur » et « collecteur » peuvent étre opérées indépendamment. En effet, bien que les flux de
solvants et d’anti-solvants circulent continuellement dans le systéme, la poudre ne peut étre récoltée
gu’en ouvrant la cellule de récupération. Dans le cas simple ol une seule cellule de récupération est
branchée au systeme, il est obligatoire de devoir arréter le systéme pour récupérer la poudre. On se
retrouve alors avec un systeme semi-continu. Cependant, un systeme évolué permet de s’affranchir
de ce probleme. En branchant au moins deux filtres en paralléle, il nous est possible de diriger les
particules produites a la sortie du microréacteur vers le filtre n® 1 (Figure 37). Une fois celui-ci rempli,
une vanne dévie le flux de particules en direction du filtre n° 2. Pendant ce temps, le premier filtre est
nettoyé, les poudres récoltées peuvent étre conservées et le filtre est prét a servir une nouvelle fois.
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Figure 37 : Schéma du montage uSAS composé de deux filtres en paralléle.
1 : Bouteille CO; ; 2 : Solution organique ; A : Micropuce ; B : Cellule de récupération ; C : BPR.

Deux types de collecteurs ont été utilisés dans ce travail de these. Le premier est composé d’une cellule
transparente en saphir permettant d’observer en direct I’état monophasique/diphasique du mélange
en fonction de la pression. Le second collecteur avec le microréacteur coaxial dans le but de simplifier
au maximum le systeme. Le nouveau systéme de récupération possede alors un filtre d’'une plus grande
surface et augmente ainsi la quantité de poudres récupérées.

2.2.3.2.1 Cellule de récupération en saphir

Il s’agit ici d’'un cylindre en saphir permettant une visualisation in situ du systéeme tout en
maintenant la pression désirée (Figure 38). Ce systéme est capable de tenir a plus de 500 bar. Dans la
partie inférieure du cylindre se trouve un filtre en PVDF (PolyVinylidiene DiFluoride) avec une taille de
pores d’environ 100 nm. C’est sur ce filtre qu’est récoltée la poudre. Ce filtre est récupéré a la fin de
la manipulation pour analyse et caractérisation de la poudre récoltée. Le filtre est apposé a un fritté
métallique avec une taille de pores d’un micron. La rigidité du fritté prévient ainsi toute déchirure du
filtre sous I'effet des débits importants les traversant. Enfin, deux joints toriques en caoutchouc fluoré
assurent I’étanchéité de la cellule.

4 (Cellule en saphir

)  t— Grille TEM

3 S Filtre PVDF

Joints toriques
\ é <+——— Fritté métallique

Figure 38 : Schéma des différents constituants de la cellule de récupération.
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La cellule de récupération présente plusieurs avantages. En plus d’étre le lieu ou les particules du soluté
sont récoltées tout au long de I'expérience dans des conditions opératoires constantes, la cellule de
récupération permet une observation in situ du fluide. On peut alors constater que le milieu est bien
monophasique pour nos conditions opératoires. Enfin, cette cellule joue un rdle essentiel dans la
récupération de poudre dépourvue de solvant. Connectée a une seconde pompe en sc-CO,, elle est le
lieu d’'une étape post-SAS lors de laquelle les particules de soluté précipitées et présentes sur le filtre
sont séchées par I'anti-solvant sc-CO,. Ce fluide est introduit a un débit beaucoup plus important que
le débit de la pompe de la solution organique (de 2 a 10 fois plus, selon les expériences). Cette étape
appelée « séchage » a pour but d’éliminer les traces de solvant résiduel de la poudre sur le filtre a
I"aide du sc-CO,.

Joint torique

Filtre coloré par la poudre

Grille TEM

Figure 39 : Photographie du fond de la cellule en saphir pour la récupération de poudre.

Comme montré dans la figure 39, a la fin de I'étape de séchage, la grille TEM peut étre récupérée sans
ayant subi de dégradation. Dans le cas ou la poudre mise en forme est colorée, on peut noter un
changement de couleur du filtre de récupération, initialement blanc. Cependant, la quantité de poudre
récupérée reste insuffisante pour des techniques de caractérisation autres que le TEM. Il convient donc
de modifier la cellule de récupération dans le but d’augmenter le rendement massique en
récupération.

2.2.3.2.2 Cellule de récupération en ligne

Dans un second temps, nous avons simplifié la cellule de récupération en enlevant le cylindre
de saphir et en raccourcissant le parcours des particules solides avant d’atteindre le filtre. Ici, nous
utilisons un filtre métallique cylindrique et creux (Figure 40). La géométrie du filtre permet de
récupérer la poudre sur les parois externes du cylindre comme le montre I'image suivante.

Figure 40 : Filtre cylindrique pour la récupération de poudre.
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Cette méthode simplifiée permet de récupérer davantage de poudres, puisqu’elle limite les volumes
morts dans lesquels les particules peuvent se bloquer. La surface de collecte est méme agrandie, ce
qui théoriquement doit permettre un temps d’opération plus long. Idéalement, cette durée est limitée
par un seul facteur : le remplissage du filtre et la montée en pression du systeme. La durée moyenne
de I'opération du procédé uSAS est d’'une heure. Cette donnée évolue en fonction des parameétres
opératoires (concentration de la solution, débits d’injection) et du soluté choisi.

Enfin, comme pour la premiére cellule de récupération, il est possible de placer une grille TEM pour
des analyses ultérieures.

2.2.3.3 Régulateur de pression de sortie

Enfin, un régulateur de pression automatisé (BPR) est connecté a la sortie de la piece de
récupération. Cet outil permet de garder constante la pression en sortie de systéme en régulant le
débit du flux de sortie. Une fois I'expérience terminée, la pression du BPR est lentement diminuée
jusqu’a la pression ambiante, de maniére a dépressuriser le montage et a garder un maximum de
poudre sur filtre. Cette poudre sera ensuite analysée pour caractériser en taille les nanoparticules
synthétisées.

Le procédé pSAS utilisé pour la synthése de nanoparticules organiques fluorescentes est décrit au
complet dans la figure 41. Dans cet exemple, le microréacteur choisi est la micro-puce et la cellule de
récupération en saphir est branchée avant le régulateur de pression de sortie. Cette configuration est
typiquement celle choisie pour les analyses in situ de fluorescence qui seront détaillées plus loin dans
ce chapitre.

Micropuce

Solvant
+ Soluté

Back Pressure Regulator
O —];

})

w3
T

Pompes haute pression

Figure 41 : Schéma du montage expérimental uSAS.
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2.3 Méthodologie pour la caractérisation des matériaux

Dans cette section, nous présentons les différents outils nous permettant de caractériser la
poudre synthétisée par uSAS.

La poudre récupérée dans le filtre du systeme pSAS est conservée pour différentes analyses ex situ
résumées dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Techniques de caractérisation ex situ des poudres.

Techniques d’analyse ex situ Sigle Informations

Microscopie électronique par transmission TEM Taille et morphologie

Microscopie électronique a balayage SEM Taille et morphologie

Diffraction de la lumiére DLS Distribution en taille

Spectroscopie UV PL/UV Spectres d’absorption et d’émission

Nous utilisons la fluorescence des FONs afin de les caractériser soit in situ, soit ex situ. Dans le premier
cas, nous utilisons le phénomene AIE du soluté afin d’observer la formation des précipités fluorescents
dans le micro-canal. Dans le cadre de cette analyse in situ, un dispositif de caractérisation utilisant un
microscope confocal est présenté. Quant aux caractérisations ex situ, la poudre récupérée est analysée
par photoluminescence et par diffraction des rayons X. Il s’agit alors de comparer les spectres
d’absorption et d’émission et les diffractogrammes des poudres avant et aprés avoir été mises en
forme par le procédé pSAS.

2.3.1 Analyses ex situ des FONs

Un microscope électronique a balayage (SEM — Scanning Electron Microscope) est un puissant
outil qui offre des informations sur la topographie et la morphologie de la surface d’un échantillon. En
fonction des microscopes, il est possible d’observer des détails de quelques dizaines de nanometres.
Les poudres organiques peuvent aussi étre caractérisées. On peut notamment obtenir des
informations sur la taille et la morphologie d’agrégats et de particules individuelles. Le SEM utilise un
faisceau d’électrons qui balaie la surface de I'’échantillon. L'interaction des électrons envoyés sur les
atomes en surface de I'échantillon produit des électrons secondaires de plus faible énergie que les
premiers. Un détecteur collecte les électrons secondaires, puis I'image rendue donne des informations
sur la morphologie de la surface et sur les caractéristiques chimiques des éléments en surface.

Le SEM est composé de différents éléments présentés ci-dessous. Un filament de tungsténe est chauffé
a trés haute température et émet des électrons. Le filament est placé dans le canon a électrons qui
émet un faisceau d’électrons primaires. Ces électrons sont focalisés, puis accélérés en direction du
porte échantillon a I'aide d’un diaphragme. Une colonne constituée d’une série de lentilles
électromagnétiques permet de focaliser les électrons en un fin faisceau. Une bobine dévie ensuite le
faisceau d’électrons pour balayer la surface de I'échantillon observée. Un détecteur collecte les
électrons secondaires issus de l'interaction entre les électrons primaires incidents et les atomes en
surface de I'échantillon. Ces électrons secondaires de faible énergie (< 100 eV) proviennent
essentiellement de la surface de I’échantillon. lls donnent donc des informations sur la topographie.
Une autre catégorie d’électrons peut également étre collectée, il s’agit des électrons rétrodiffusés.
Ceux-ci sont de bien plus haute énergie (> 1 keV) et résultent de I'interaction quasi élastique avec les
noyaux des atomes de surface. Ainsi, leur énergie dépend du numéro atomique de I'atome rencontré,
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et il est possible d’analyser la composition chimique de la surface de I'échantillon par contraste. On
obtient donc une image en noir et blanc, construite en fonction de la masse atomique de I'atome
présent a la surface de I’échantillon.

2.3.1.2 Microscopie électronique a transmission

Un microscope électronique a transmission (TEM — Transmission Electron Microscope) permet
de caractériser des éléments de taille nanométrique. Le TEM est un montage complexe dans lequel un
faisceau d’électrons de haute énergie interagit et traverse un tres fin échantillon pour son analyse.
L'image est formée a partir de l'interaction entre les électrons envoyés et I'échantillon. Cette
représentation de I'échantillon en transmission est finalement agrandie, puis focalisée sur un dispositif
d’imagerie, comme une caméra CCD (Charge-Coupled-Device) ou un écran fluorescent. La grille TEM
de caractérisation sur laquelle sont récoltées les nanoparticules synthétisées est composée d’une grille
en cuivre. Chaque carré de la grille a pour dimensions 50 um x 50 um. Un fin film de carbone est posé
sur la grille pour récolter les particules a analyser au microscope.

Signalons aussi que les nanoparticules déposées sur la grille de caractérisation du TEM peuvent étre
instables sous I'effet d’un faisceau d’électrons trop intense (Figure 42). On veillera donc a choisir une
tension d’accélération basse (60 keV) afin de ne pas dégrader les particules observées. Par conséquent,
I'image obtenue est de plus faible qualité puisque moins d’électrons sont collectés par le détecteur.
Ceci implique que la diffraction des électrons ne pourra étre faite sur ces échantillons.

Faible intensité du faisceau a électrons Forte intensité du faisceau a électrons

Figure 42 : Images TEM d'une méme zone avant et apres destruction des particules sous le faisceau du TEM.

Les clichés TEM permettent d’identifier des particules allant jusqu’a quelques nanometres de
diametre. Ceci permet ainsi de réaliser des mesures de tailles. Les résultats de distribution en taille des
particules sont obtenus par un comptage manuel effectué sur plusieurs images de la grille TEM et de
méme grossissement. Le logiciel Imagel® est utilisé pour mesurer les diamétres des particules
observées (Figure 43). Sur cette figure, sont encerclées sur I'image de droite les particules
suffisamment bien définies pour la mesure. La photographie de I’échantillon par transmission nous
permet d’observer de nombreuses particules, mémes agrégées entre-elles. Dans de nombreux cas, la
superposition des particules n’empéche pas leur visualisation individuelle.
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Figure 43 : Images TEM de FONSs sur une grille de caractérisation.

2.3.1.3 Dynamic Light Scattering (DLS)

La DLS est une technique de caractérisation en taille basée sur la théorie de Mie qui combine
les effets du mouvement Brownien d’une particule avec le comportement d’un laser envoyé sur cette
méme particule. Cette taille caractéristique calculée correspond a la mesure du rayon
hydrodynamique des nanoparticules dispersées dans un liquide.

Il est possible de convertir les mesures d’intensité en nombre de particules ou en volume. Ce puissant
outil peut mesurer des tailles de particules trés variées: de quelques nanometres a plusieurs
micromeétres. Dans le cas de petites particules (dont le diametre est inférieur a 0,1 fois la longueur
d’onde du laser), on peut approximer la théorie de Mie a celle de Rayleigh. Dans ce cas spécifique, la
diffusion de la lumiere devient isotropique. L'approximation de Rayleigh permet d’obtenir une
équation simple reliant I'intensité recue par rapport a la taille des particules et a la longueur d’onde
du laser :

6
IRayleigh =1, X K(n) X j_4 (Eq 3),

lo : intensité du laser incident

d : diamétre moyen des particules en suspension

A : longueur d’onde du laser

K : constante dépendant de I'indice de réfraction de la particule (n)

Cette relation met en avant un point important, I'intensité de I'onde émise par une particule de 1 nm
est 10 (un million) de fois plus petite que celle d’une particule de 10 nm. Ceci explique pourquoi il est
généralement difficile d’étudier de petites particules en présence de gros agrégats par les mesures de
DLS.

Il est ensuite nécessaire de pouvoir traduire cette intensité en une grandeur plus factuelle, le nombre
relatif de particules. Pour cela, on utilise un coefficient de diffusion de Mie, qui découle de la théorie
de Mie. Ce coefficient dépend du diametre des particules et de I'indice de réfraction des particules :

I =A4 X Iy X Mie COeff(di'gln) X N (Eq 4),
lo : intensité du laser incident

A : constante intrinséque a I'appareil
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di : diametre des particules en suspension
0 : angle de diffusion
n : indice de réfraction des particules

Le nombre de particules de diametre d est alors simplement calculé comme suit :

Iy

Mie Coeffy (Ea3)

Nombre de particules de diametre d =

Enfin, il est aussi possible de caractériser I'échantillon en fonction du volume occupé par les particules :

_r 3 Eq 6).
Vg, = e d; (Eq 6)
Ainsi, un volume occupé par une sphére de diamétre 1 um est le méme que celui occupé par
10° sphéres de 10 nm de diamétre chacune.

Une source polarisée d’'une longueur d’onde connue est émise a travers la cellule liquide dans laquelle
se trouvent les particules en suspension. Cette lumiére est ensuite diffusée par les nanoparticules en
mouvement Brownien, avant d’étre collectée a un angle de diffusion connu grace a un détecteur a
comptage de photons de haute sensibilité. Les fluctuations dynamiques de la lumiére recue sont
corrélées au mouvement Brownien des nanoparticules en suspension.

La diffusion des fluctuations en intensité est collectée par le détecteur. Puis, elle est corrélée a une
fonction, qui une fois convertie et normalisée, est envoyée au logiciel de DLS pour obtenir la taille
caractéristique des suspensions. En connaissant la température et la viscosité du liquide, il est possible
de calculer le rayon hydrodynamique des particules :

- kg T y <4nn0 _ (9))2 (Eq7)
= emT PRV a7

ks : constante de Boltzmann (1,38 102 m2.kg.s?)

T : température de la cellule, régulée a + 0.1°C

n : viscosité dynamique du solvant (Pa.s)

A : fixé a 658 nm

Nno : indice de réfraction du solvant

0:fixéal35°

I: calculé a partir de la fonction d’autocorrélation de I'intensité de la lumiére regue.

Lors des mesures de DLS, plusieurs facteurs peuvent fortement impacter et fausser les résultats. C'est
pourquoi la cellule d’analyse ol se trouve I’échantillon est isolée et sa température est régulée au
dixieme de degré Celsius, a I'aide d’'un module de Peltier. Cette cellule présente I'avantage de pouvoir
étre ajustée en hauteur : une position basse sera plus appropriée aux solutions plus concentrées afin
de ne pas saturer le signal ; tandis qu’une position haute est généralement bénéfique aux solutions
peu concentrées, de maniere a observer un maximum de particules tres diffuses dans le milieu.

73



Chapitre 2

2.3.2 Analyse in situ des FONs

2.3.2.1 La fluorescence

La fluorescence moléculaire a initialement constitué le fondement de certains outils
analytiques pour déterminer la concentration d’espéces neutres ou ioniques. Cet outil s’est sans cesse
perfectionné jusqu’a I’élaboration de tests tres sensibles fondés sur la fluorescence, notamment pour
le diagnostic clinique. Le diagramme de Perrin-Jablonski est utile pour visualiser les divers processus
mis en jeu : absorption d’un photon, relaxation vibrationnelle, fluorescence, passage intersystéme,
conversion interne, phosphorescence (Figure 44). Les états électroniques singulets sont notés So (état
fondamental), Sy, S,, ... et les états triplets Ty, T, .... Des niveaux vibrationnels sont associés a chaque
état électronique. Notons que le processus d’absorption est trés rapide (~107° s) par rapport a tous les
autres processus (Lakowicz, 2010).

E Niveaux d’énergie singlets et triplets
787 ——— Absorption (10'3s)
)

——— Fluorescence (101°-107s)

——— Phosphorescence (106-10's)

NN\ Conversion interne (1011-1095s)
N\ Relaxation vibrationnelle (10-12-10-10s)

S, ? Passage intersysteme (10-1°-10%s)
T

1

hv hv
s A hv hv
A e

So

Figure 44 : Diagramme de Perrin-Jablonski représentant les modes d’absorption, de fluorescence et de phosphorescence
(avec absorption/émission d’un photon d’énergie E=hv).

Il est important de remarquer que les écarts d’énergie entre les niveaux vibrationnels sont du méme
ordre de grandeur dans Sp et S, de telle sorte que le spectre de fluorescence apparait souvent comme
symétrique du spectre d’absorption (« regle de I'image dans un miroir »). La conversion interne est
une transition non radiative entre deux états électroniques de méme multiplicité de spin. En solution,
ce processus est suivi d’une relaxation vibrationnelle vers le plus bas niveau vibrationnel de |'état
électronique final. L'excés d’énergie peut étre transféré au solvant lors de collisions de la molécule
excitée avec les molécules de solvant environnantes.

L’émission de photons accompagnant la relaxation S; 2 So est appelée fluorescence. Le spectre de
fluorescence est situé a des longueurs d’onde plus grandes (i.e. énergies plus basses) que le spectre
d’absorption en raison de la perte d’énergie par relaxation vibrationnelle dans I'état excité. L'écart
(exprimé en nombre d’onde) entre le maximum de la premiere bade d’absorption et le maximum de
fluorescence est appelé déplacement de Stokes. Les molécules excitées restent dans I'état S; pendant
un temps relativement court (10— 10 s) avant d’émettre un photon ou de se désexciter par d’autres
voies. Ainsi, l'intensité de fluorescence d’une population de fluorophores décroit exponentiellement
avec un temps caractéristique qui reflete le temps de séjour moyen des molécules dans I'état excité
Si.
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Le passage intersystéme est une transition non radiative entre deux niveaux vibrationnels appartenant
a des états électroniques de multiplicités de spin différentes. La probabilité du passage est tres faible
puisque ce type de transition (T1 = So) est théoriquement interdite. Cependant, dans certains cas
particuliers, le couplage entre le moment magnétique orbital et le moment magnétique de spin peut
étre suffisamment important pour rendre possible le passage. C'est notamment le cas avec des
éléments lourds, dans un milieu rigide ou a basse température. Le passage intersystéme (S; 2 T1) peut
8tre suffisamment rapide (10 — 107 s) pour entrer en compétition avec les autres voies de
désexcitation a partir de S;. La durée de vie de I'état triplet peut étre suffisamment longue pour que
I’on puisse observer le phénomeéne a des échelles de temps allant jusqu’a la seconde, voire plus. Cette
désexcitation non radiative de I'état triplet T; > So est appelée phosphorescence.

La fluorescence est un phénoméne de luminescence ol une substance absorbe une lumiere (photons)
pour réémettre une lumiére provenant d’un état excité, avec une probabilité constante. Les
phénomeénes de photoluminescence qui sont générés par une excitation sont subdivisés en deux
familles : celle de la fluorescence et celle de la phosphorescence. La fluorescence se traduit par
I’émission de photons lors d’une transition électronique entre un état singulet excité S; vers I'état
fondamental So. Avant cette transition dite de relaxation, I'état excité a une durée de vie moyenne de
10°a107s.

Quant a la phosphorescence, elle a lieu a la suite de I’excitation d’'une molécule, mais contrairement a
la fluorescence, un autre mécanisme inter-systéme a lieu avant la relaxation vers I'état fondamental.
Dans le cas de la phosphorescence, une transition de I'état singulet excité S; vers |’état triplet excité T;
a lieu. La durée de vie a I'état excitée est plus longue (entre 0,1 et 1 seconde). Enfin, la relaxation se
traduit par une transition entre I'état triplet excité et I'’état fondamental.

Les molécules fluorescentes sont caractérisées par leurs spectres d’absorption et d’émission. Ceux-ci
sont uniques pour chaque molécule dans un milieu donné car ils décrivent la distribution de
probabilités des transitions énergétiques. lls dépendent donc de la structure moléculaire, de la nature
du solvant, des interactions intermoléculaires dans un solide, etc.

Enfin, les fluorochromes sont également caractérisés par d’autres grandeurs qui permettent d’étudier
leur environnement ou encore leur concentration. Le rendement quantique décrit I'efficacité de
I’émission de lumiere fluorescente d’'une molécule. Il est égal au rapport entre le nombre de photons
émis et le nombre de photons absorbés par la molécule. Il est important que le rendement quantique
de fluorescence soit élevé pour optimiser I'efficacité du systeme dans des applications d’imagerie
photoélectique (Dolgopolova et al., 2016; Turki et al., 2007; Yadav et al., 2015).

Un microscope de fluorescence différe d’un microscope standard par la source lumineuse qui
produit de la lumiere UV-visible. La fluorescence est enregistrée par une caméra CCD. Pour des
échantillons plus épais que la profondeur de champ, les images sont rendues floues par la fluorescence
émise hors du plan focal. Dans un microscope confocal, un faisceau de lumiére focalisée en un point
balaye I'échantillon (Figure 45). La fluorescence émise par celui-ci est séparée du faisceau incident par
un miroir dichroique (séparateur) et est focalisée par une lentille sur diaphragme (sténopé) derriére
lequel est placé un photomultiplicateur. La fluorescence émise hors du plan focal au-dessus et en-
dessous de I’échantillon ne peut pas passer a travers le diaphragme, ce qui a pour résultat de ne
montrer que la fluorescence émise du plan ou est focalisé le microscope.
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Figure 45 : Schéma d'un microscope confocal.

Utilisant des molécules fluorescentes (aussi appelées « sondes »), la microscopie confocale
permet d’accéder a différentes informations : structure de macromolécules (ADN, protéines, ...);
révélation de réactions immunologiques ; mesure de modifications dans les cellules vivantes (activité
enzymatique, perméabilité membranaire) ; mouvements inter- ou intra-celllulaires in vivo (Pawley and
Masters, 2008). Le principe du confocal a été développé afin de résoudre le probléeme de co-
localisation. Lorsque deux molécules se trouvent dans la méme région d’intérét (zone ou est focalisé
le microscope), les signaux des deux molécules se mélangent, rendant impossible I'interprétation du
faisceau regu. Employant des sources allant du visible a I'ultra-violet (UV), ce procédé permet une
analyse précise de zones profondes dans les tissus ainsi que d’exciter des fluorochromes. Ces
fluorochomes sont alors excités a une ou plusieurs longueurs d’onde précises avant de mesurer leur
réponse en fluorescence. De récents progres dans les outils d’analyse par microscopie, dans les
interactions entre le microscope et I'objet étudié, dans la reconstruction de I'image finale ont eu lieu.
Des techniques avancées de fluorescence ont fait leur apparition derniérement : citons par exemple la
fluorescence lifetime imaging (FLIM) ou encore la spectrométrie par corrélation. Des techniques
basées sur des lasers performants offrent des analyses a I’échelle nanométrique. Ces techniques dites
« nanoscopiques » donnent accés a une résolution sans précédent. Ainsi, les échantillons
microbiologiques peuvent étre correctement étudiés a I'échelle de molécules ou macromolécules
fluorescentes (Ishikawa-Ankerhold, 2012; Liao et al., 2016).

La microscopie confocal par laser a de nombreux avantages : une haute résolution spatiale (xy), un
choix de section pour I'observation optique, I'utilisation de plusieurs lasers simultanément ou
séquentiellement. En revanche, cette technique présente une faible résolution axiale, elle est limitée
par la faible pénétration du laser et seul un scanner hautement performant combiné au microscope
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peut offrir une analyse d’image rapide (nécessaire pour la FLIM par exemple). Enfin, notons que le
modele étudié doit étre constant dans le temps et dans I'espace pour que la méthode observée par
microscopie soit quantitative.

Dans notre cas, la microscopie confocale nous sera utile pour observer la précipitation en 2D des
particules fluorescentes aux effets AIE dans notre puce microfluidique en trois dimensions.

2.3.2.4 Observation in situ dans le micro-canal

Dans cette partie, nous présentons le montage expérimental développé pour observer in situ
la fluorescence AIE des particules formées durant une opération uSAS. Le systeme se compose des
mémes outils que ceux présentés précédemment. La nouveauté ici réside en I'ajout d’un microscope
confocal. La micro-puce est placée sous I'objectif du microscope, sur une platine motorisée (Figure 46).
La manceuvrabilité des outils microfluidiques permet de déplacer facilement I'expérience de synthese
par uSAS vers des plateformes de caractérisation en recourant a peu de transformations du montage
expérimental. Le microscope confocal SP8 Leica est doté de quatre objectifs de grossissements
différents (de 10x a 63x) pour différentes applications. Quatre lasers d’excitation peuvent étre sollicités
indépendamment ou en méme temps, ils ont pour longueurs d’onde d’émission respectives 405 nm,
488 nm, 552 nm et 638 nm.

Systéeme
d'acquisition

Microscope
confocal

Solvant | ST \

we )
Soluté | |

Figure 46 : Représentations du systeme uSAS avec le microscope confocal.

Des réglages préliminaires ont pour but d’obtenir la meilleure image du micro-canal (Figure 47). Aprés
avoir focalisé I'injecteur dans le plan de I'objectif et aprés avoir réglé les parametres de contraste et
de luminosité de I'image rendue, nous pouvons commencer les différentes acquisitions.
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Figure 47 : Images de l'injecteur dans le micro-canal sous différentes sources.

Nous rappelons ici que c’est la fluorescence AIE des particules solides formées dans le microréacteur
gue nous observons afin de la corréler au champ de nucléation simulé pour les mémes conditions de
synthése. Ce travail s’effectue en deux parties. La premiére consiste a enregistrer, pour une durée
donnée, la réponse de la zone excitée a 405 nm et pour une longueur d’onde d’émission balayant le
spectre visible. La seconde partie est un travail d’analyse des données. Chaque pixel se voit attribuer
une longueur d’onde d’émission maximale (qui peut étre moyennée en fonction du temps) afin
d’obtenir in fine une cartographie montrant les variations de longueur d’onde d’émission a différentes
zones du micro-canal.

Cette expérience présente de nombreux avantages comme le fait de pouvoir rapidement changer les
parametres opératoires (pression, débits, température) et ainsi compiler des images pour différentes
conditions en un temps court. En revanche, le temps d’acquisition du microscope empéche la
visualisation des champs de nucléation présentant une rapide variation avec le temps. De plus, la
résolution spatiale de I'appareil ne permet pas I'observation de particules individuelles. Au final, nous
obtenons la représentation moyennée dans le temps d’'un champ de nucléation a partir de la
fluorescence des particules.

2.3.2.4.1. Analyse temporelle

Ce premier mode d’analyse est utilisé pour quantifier un champ de concentration en particules
fluorescentes. L'analyse temporelle établie une cartographie ol I'intensité de chaque pixel est égale a
la somme des intensités cumulées dans le temps. Une analyse avec un temps suffisamment long
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donnera une moyenne du champ de concentration des particules. Ces images nous renseignent sur les
principaux lieux de précipitation. Les différentes tailles de particules obtenues lors des études
paramétriques peuvent étre corrélées a l'allure des champs de précipitation, afin de mieux
comprendre |'effet du mélange sur la qualité de la poudre mise en forme.

Comme le montre la figure 48, il est important d’enregistrer un nombre conséquent d’images. La
compilation d’au minimum 100 images nous apporte un résultat satisfaisant de I'émission des
particules fluorescentes. Le code de programmation permettant d’obtenir une telle cartographie est
présenté en annexe 3.
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100 200 300 400 500
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t=100

Figure 48 : A gauche : images instantanées a t = 1 et a t = 100 du micro-canal. L’échelle correspond & I'intensité mesurée.
A droite : analyse temporelle (cumul) pour t allant de 1 @ 100 et pour la méme zone. L’échelle correspond au cumul des
intensités.

2.3.2.4.2. Analyse spectrale

Le second mode d’analyse a pour objectif de déterminer un champ de particules fluorescentes
en fonction de leurs longueurs d’onde d’émission. Le principe ici est de quantifier la longueur d’onde
d’émission maximale pour chaque pixel de la cartographie (Figure 49). Pour ce faire, nous enregistrons
I'intensité du spectre d’émission de chaque pixel avec le microscope confocal et ses
caractéristiques (pas = 3 nm). Le résultat d’une telle étude peut ensuite étre comparé a celui obtenu
en analyse temporelle. Ces résultats seront présentés dans le chapitre 3.
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Figure 49 : Schéma des étapes réalisées pour visualiser le champ de nucléation in situ.

La création de la cartographie des longueurs d’onde est relativement complexe. Pour chaque pixel de
la carte, une courbe d’émission est mesurée. Un lissage de la courbe de type gaussien est ensuite
réalisé pour chacune des courbes de fluorescence mesurées. Un programme informatique (Annexe 4)
créé a cette occasion attribue a chaque pixel la longueur d’onde d’émission du maximum de la courbe
mesurée sur le pixel. Une nouvelle cartographie est alors créée, elle traduit la variation des maxima
des courbes d’émission de fluorescence.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les outils nécessaires a la synthése et a la caractérisation
des FONs par uSAS. Les mesures de solubilité du soluté dans le milieu {solvant/anti-solvant} sont
essentielles pour comprendre les phénomeénes de nucléation dans le systéme a haute pression. C'est
a partir d’outils de spectroscopie infrarouge pour les hautes pressions que nous avons pu mesurer
I'intensité des bandes d’absorption du soluté. Les conditions expérimentales du uSAS ont pu étre
reproduites lors de cette étape en imposant une pression, une température et un rapport molaire en
CO; qui correspond aux débits des flux injectés dans la micro-puce. En se placant a une fraction molaire
en CO; importante, la spectroscopie infrarouge montre une tres faible solubilité du soluté dans le
milieu {solvant/anti-solvant}. La précipitation du soluté sera alors aisée et la production de poudre sera
conséquente. Enfin, nous rappelons que cette donnée de solubilité a la saturation du soluté dans le
milieu {solvant/anti-solvant} est indispensable aux calculs de simulation du champ de nucléation dans
le micro-canal.

Nous avons ensuite présenté le montage expérimental développé a I'lCMCB pour la synthese
de FONs par voies supercritique et microfluidique. Le procédé uSAS permet I'utilisation des fluides
supercritiques dans des réacteurs de petite dimension (canaux de quelques centaines de microns de
largeur). Cette technique vise a controler finement la taille des particules formées ainsi que leur
distribution en taille. Les étapes de fabrication du microréacteur du uSAS ont été présentées. Cette
technologie, acquise dans notre groupe de recherche, est en phase avec les conditions opératoires
(notamment la pression) de nos expériences (Figure 50).

Enfin, nous avons montré les différentes techniques de caractérisation des poudres utilisées
dans les prochains chapitres, que ce soit pour déterminer la taille des particules ou pour observer leur
fluorescence in situ et ex situ. Le montage expérimental permettant d’examiner les particules formées
grace a leur effet AIE a été décrit. L'intense fluorescence des particules solides formées a la sortie de
I'injecteur dans le micro-canal peut étre corrélée aux champs de nucléations décrits par la simulation.
De plus, le microscope confocal utilisé lors de cette expérience permet de visualiser spatialement la
longueur d’onde d’émission des FONs a effet AIE. Ces résultats seront présentés et discutés dans le
chapitre suivant.

Mise en forme des FONs par uSAS

Caractérisation in situ Caractérisation ex situ

v

Longueur d’onde d’émission

VT T CR MR TR A I I I 2
"k -
Aem '

Intensité o ﬁ- w0

Taille

Figure 50 : lllustrations des techniques de caractérisation des poudres mises en place dans cette thése.
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Chapitre 3
Introduction

Ce chapitre concerne I'étude des mécanismes fondamentaux de notre procédé uSAS, c’est-a-
dire la thermodynamique, I’"hydrodynamique et les phénomeénes de nucléation et de croissance. Pour
cela, une approche couplée expérience/simulation a été utilisée.

Dans un premier temps, nous rappelons quelques notions fondamentales, telle que les phénomenes
de nucléation et de croissance qui serviront de base a la discussion. La deuxiéme partie concerne les
mesures in situ de solubilité des composés organiques fluorescents que nous cherchons a synthétiser
dans un milieu solvant/CO, en conditions supercritiques. Ces résultats sont essentiels afin de pouvoir
estimer la sursaturation dans le cadre de la simulation numérique.

Dans la troisieme partie, afin de valider le procédé uSAS, nous étudierons la précipitation du TPE,
considéré comme matériau modeéle. Les résultats de la simulation numérique prenant en compte
I'ensemble des phénomeénes physiques (hydrodynamique, thermodynamique, nucléation et
croissance) seront comparés avec les résultats de la caractérisation ex situ des poudres obtenues dans
le microréacteur. Cette comparaison nous permettra de déterminer la tension interfaciale
(fluide/particules solides), difficilement mesurable expérimentalement.

La derniere partie, particulierement originale, consistera a tirer parti de la propriété AIE de ces
nanoparticules pour visualiser le champ de précipitation in situ dans nos réacteurs. Une molécule sera
spécialement choisie pour ses propriétés optiques : il s’agit d’'un dérivé de benzoxazole, nommé BZX.
Dans un premier temps, nous étudierons le systéme triparti {BZX/THF/CO,} pour étudier la solubilité
du nouveau soluté dans le milieu réactionnel monophasique. L’analyse ex situ de la taille des particules
de BZX produites par USAS sera couplée aux analyses in situ obtenues par microscopie confocale. Ces
observations expérimentales seront alors confrontées a la simulation numérique.

3.1 PARTIE | : Rappels de notions fondamentales

Dans cette partie nous rappelons la définition de grandeurs qui seront étudiées dans ce
chapitre, a savoir la sursaturation directement liée a la solubilité de I'espece a cristalliser, la nucléation
qgue l'on considere ici comme homogéne et primaire et la croissance par diffusion de la particule
(amorphe ou cristalline). Nous rappelons également la définition des temps caractéristiques de la
précipitation, temps de nucléation et temps de croissance, qui seront comparés au temps de mélange
dans nos réacteurs.

3.1.1 Sursaturation

Contrairement a la fusion ou a la solidification, le transfert de chaleur n’est pas I'unique facteur
agissant sur la cristallisation. Les propriétés du produit de la cristallisation dépendent principalement
de la sursaturation engendrée lors de la réaction ou du mélange. Pour obtenir un produit homogene
avec des caractéristiques choisies (taille de grain, distribution en taille, pureté), il est nécessaire de
controler la sursaturation ainsi que le temps de résidence dans une solution sursaturée. La
sursaturation est donc considérée comme la force motrice permettant la précipitation. Cette grandeur
adimensionnelle, est définie classiquement par :

C
S = (Eq 8),

Csat
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ou C et Cst sont respectivement la concentration de I'espéece a cristalliser et sa concentration dans le
milieu. La précipitation a lieu lorsque la concentration du soluté excéde la solubilité (S > 1). Le
processus de sursaturation initie la nucléation et la croissance des particules. Cette capacité a produire
plus ou moins de particules est liée a la barriere énergétique que doit dépasser la force de
sursaturation. Au regard des potentiels chimiques des phases saturée (us) et sursaturée (u), on peut
écrire :

Ap = p— u5=len(C ) (Eq 9).

sat

Si A >0, I'énergie du systeme est suffisante pour que la cristallisation ait lieu.
SiAu<0, labarriere énergétique n’est pas franchie, la cristallisation n’a pas lieu.

Il est ici évident que la solubilité est une donnée fondamentale afin d’estimer les niveaux de
sursaturation atteignables dans nos réacteurs. Sa détermination, in situ, fera I'objet de la partie
suivante.

3.1.2 Nucléation

L’étape de nucléation est décrite comme la formation d’un germe cristallin du soluté dans la
solution. Elle est suivie par une étape de croissance du germe en une particule plus grande (échelle
nanométrique). Ces deux étapes constituent la synthése classique des nanoparticules par voie
ascendante. Dans le cas oUu la germination et la croissance ont lieu simultanément, on obtient des
particules de tailles trés variées. Pour obtenir une distribution en taille étroite, les étapes de nucléation
et de croissance doivent impérativement avoir lieu séparément.

En postulant que le germe issu de la nucléation est sphérique, son énergie libre de surface s’écrit :
AGs = 4mR%c (Eq 10),
ou o est la tension de surface de la sphere.
Notons que I’énergie libre (ou énergie de Gibbs) de surface est donnée par la relation :
Gg = 6S, (Eq 11),

ou S; est la surface de la sphere. G est donc positive, ce qui prouve que thermodynamiquement, un
systeme sera plus stable en minimisant la taille des particules formées.

Considérons maintenant le volume du germe, son énergie libre de volume s’écrit alors :
4 . .
AGy = §TL’R AGy (Eq 12),

ou AGy " est I'énergie libre de formation de volume d’une unité élémentaire.
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Figure 51 : Energies libres d'activation de nucléation homogéne en fonction du rayon du germe (r).

La variation d’énergie libre totale attribuée a la formation du germe sphérique est la somme des
variations des énergies libres de surface et de volume du germe. La figure 51 représente les variations
d’énergies libres en fonction du rayon du germe. On note que la variation totale d’énergie libre (en
vert) passe par un maximum avant de devenir négative et de diminuer. On appellera r* le rayon critique
pour lequel AG est maximal. Ainsi, on remarque qu’un germe dont le rayon est inférieur a r* ne peut
se former spontanément. En utilisant les équations de Gibbs-Thompson, on peut réécrire la variation
d’énergie libre du germe critique telle que :

16mo3V,,?

ACT = T RTIn))?

(Eq 13),

ou Vp, est le volume molaire et S est la sursaturation.

Cette nouvelle écriture nous montre que la température, la sursaturation et la tension interfaciale
entre le solide et la phase fluide, sont les parameétres influant sur I’énergie libre de nucléation.

La théorie de la nucléation classique est donnée par Volmer et Weber (Volmer and Weber, 1926), selon
lesquels le taux de nucléation est lié exponentiellement a la formation de germes d’une nouvelle
phase. Afin que cette nouvelle phase apparaisse, une interface doit impérativement exister. En
I'absence d’impuretés en suspension, la nouvelle phase commence par la formation d’'un nucléi
localisé. Bien que dans le cas d’une solution pure, la nucléation homogéene peut étre présentée comme
I"'unique mécanisme participant a la formation des cristaux, il est important de bien contrdler les
conditions de mélange. En effet, les propriétés de surface peuvent étre modifiées par la température,
la pression, le degré de sursaturation, I’'hydrodynamique, ce qui peut avoir comme effet de favoriser
la nucléation hétérogene. Lors de travaux précédents (Zhang, 2019), nous nous sommes focalisés sur
la détermination des meilleures conditions opératoires pour favoriser un mélange tres rapide et total,
ceci afin de proposer un cadre propice au seul développement de la nucléation primaire et homogene
dans nos microsystemes. Nous avons donc considéré dans les simulations la seule nucléation primaire
dont la fréquence de nucléation est calculée par la relation 14 (Mersmann).

(Eq 14)

o 16m[ o 13 V2
B = 1.5Dyc(CsqeSN,) 73 T TVMexp<— [ - )
b

3 |k,T] m%(S)
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avec N, le nombre d’Avogadro, Du. le coefficient de diffusion moléculaire calculée par la relation de
Wilke and Chang (Zhang, 2019), k, la constante de Boltzmann et Vu le volume moléculaire.

Un des résultats majeurs de la comparaison expérience/simulation sera d’analyser d’un point de vue
qualitatif la dispersion des particules au sein du réacteur afin de valider (ou invalider) I’'hypothése de
la seule (ou prédominante) nucléation primaire homogene dans nos systémes. La comparaison
expérience/simulation sera également utilisée pour ajuster le parameétre de tension interfaciale o trés
difficile a mesurer directement.

Afin de comparer les temps caractéristiques des différents processus impliqués dans le procédé,
mélange, nucléation et croissance, nous introduisons ici le temps de nucléation par la
relation suivante (Zhang, 2019) :

1

ty =———
N VB, (Eq 15),

avec B, la fréquence ou cinétique de nucléation (en m3s-1) et V le volume de la cellule du maillage.

3.1.3 Croissance des cristaux

La croissance des cristaux dans une solution sursaturée est un procédé complexe. Nous faisons
ici le choix de considérer uniquement la croissance par condensation/diffusion et définissons le terme
de croissance G avec le formalisme classique utilisée en génie des procédés faisant intervenir un
coefficient de transfert de matiere k. La relation de croissance s’écrit alors :

M,k

G= 2" kyCoqe(S—1) (Eq 16),
3ppky
avec k, = 24€20 (Eq17),

et avec My, pp, ka, kv respectivement la masse molaire du soluté, la masse volumique du soluté, le
facteur de forme surfacique, le facteur de forme volumique. Le coefficient de transfert de matiére,
déduit de I'analyse dimensionnelle, est calculé aprés estimation des nombres adimensionnels de
Reynolds de Schmidt et de Sherwood.

Le temps caractéristique de croissance est défini par (Baldyga 2012) :

t = (5 CoaeS = D (£ 18),

Gppkam;

ou m; représente le deuxieme moment de la distribution, i.e., la surface totale des particules créées
dans le volume (en m2.m3).

3.1.4 Hydrodynamique et simulation numérique

Bien que I'étude hydrodynamique ne fasse pas I'objet de ce travail de these, il est important
de rappeler que les simulations qui seront comparées a I'expérience ont été effectuées sur plusieurs
centaines de processeurs sur le supercalculateur de I'Université de Bordeaux, conférant ainsi une
grande précision pour la prédiction des conditions de mélange et formation des particules. Le code de
calcul utilisé est le code massivement parallele Notus développé dans I'équipe Mécanique des Fluides
Numérique de l'institut d’Ingénierie et Mécanique de Bordeaux (12M).
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L'ensemble du systeme d’équations résolues associant la mécanique des fluides numérique (CFD) et
I’équation de bilan de population (PBE) sont détaillées dans I'article proposé en annexe 2. La simulation
nous permet d’obtenir spatialement et temporellement la distribution des principales grandeurs dans
le réacteur : vitesse, concentration, sursaturation, fréquence de nucléation, taux de croissance et
moments de la distribution nécessaires a sa reconstruction.

L’efficacité du mélange est décrite en calculant le nombre de Reynolds moyen défini comme :

uD, D
Re = L2hP (Eq 19),

i

en considérant le mélange fixé a une composition volumique CO,:THF de 98:2.

La vitesse du flux d’injection (i) est calculée a partir des débits volumétriques (Qx) du CO; et du THF,
de leurs densités (px) aux températures d’injection des pompes (To = -5 °C et T'5 = 40 °C), de la densité
du mélange a la température d’opération (T = 40 °C) et de I’aire trapézoidale du micro-canal (A) :

pco,(To) Qco, + Prur(T'o) Qrur (Eq 20).
p(T)HA

Enfin, le diamétre hydrodynamique du micro-canal nécessaire au calcul du nombre de Reynolds est
estimé a 200 um.

u=

3.2 PARTIE Il : Synthese de nanoparticules de TPE par le procédé uSAS

Le premier systeme considéré dans ce travail de these a été le Tétraphényléthyléne (TPE)
(Figure 52). Ce composé est a la base de nombreux composés fluorescents organiques. Sa grande
disponibilité et son faible coGt ont motivé ce choix pour une premiere étude.

Figure 52 : Structure moléculaire du Tétraphényléthyléne (TPE)

Pour les besoins de ces travaux, le TPE et son solvant le THF ont été commandés chez Sigma, le CO; a
été commandé chez Merck.

3.2.1 Mesure de la solubilité du TPE dans le systéme THF/CO2 sous pression

3.2.1.1 Validation du protocole sur les données d’équilibre vapeur THF/CO,
Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur le systéme THF/CO, constituant le
milieu de réaction pour la nucléation du soluté.

Dans nos conditions expérimentales a haute pression, il est préférable que le solvant et le CO;
supercritique forme une seule phase. Pour cela, il est nécessaire d’analyser le diagramme de phase du
mélange {solvant/sc-CO,}. La courbe d’équilibre liquide-vapeur permet de déterminer les conditions
pour lesquelles le mélange est monophasique. Au-dela de cette courbe d’équilibre, le systeme est
monophasique. Au regard du diagramme suivant, il est important de choisir un couple température-
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pression (T, p) de coordonnées suffisamment élevées pour se placer au-dela du point critique du
mélange, dans un systéme monophasique.

Nos données expérimentales sur la détermination de la courbe d’équilibre-vapeur du systéme CO,/THF
ont été comparées aux résultats de I'équipe de Knez (Knez et al., 2008). Ces données sont obtenues
par une méthode analytique qui consiste a séparer puis a mesurer les phases liquide (THF) et gaz (CO3)
dans le mélange a température et pression fixées (Figure 53).

14 5
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S g
g " A 60°C
S 4 %
P ® 40°C
ot 3 ’
o 4 . o ‘.‘.
2 3 r
0 3 = e ‘
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Fraction molaire en CO,

Figure 53 : Courbes d'équilibre liquide-vapeur du systeme {THF/CO,} a 40 °C, 60 °C et 80 °C.

On note dans un premier temps qu’en augmentant la température du systeme, le point critique du
mélange apparait a une pression plus élevée. Etant donnée la faible température de fusion (60-80 °C)
des composés organiques que nous souhaitons soumettre a ce systeme (Gan et al., 2018; Huerta-
Aguilar et al., 2016), il nous parait préférable de choisir une faible température de travail. De plus, le
choix d’une faible température nous permet de fixer la pression lors de nos expérimentations a une
valeur modérée, ce qui limite les problemes techniques de tenue en pression du matériel (fuite,
rupture, casse).

Nous choisissons donc de nous placer a 40 °C et a 100 bar pour les raisons évoquées ci-dessus ainsi et
surtout pour obtenir un systeme monophasique nécessaire au bon mélange lors du procédé puSAS. Ces
propriétés sont donc choisies comme référence pour les expérimentations de mise en forme des
nanoparticules de soluté.

Le systéme développé a I'ISM est rappelé ici (Figure 54). Contrairement aux travaux de Knez, nous
choisissons une méthode d’analyse in situ pour obtenir la courbe d’équilibre liquide-vapeur de notre
systéme {solvant/anti-solvant}. La spectroscopie infrarouge (IR) nous permet de mesurer l'intensité de
chaque composé en présence dans le mélange et a haute pression, dans le but d’obtenir les
concentrations de ces composés. Les fenétres en saphir incorporées a I'armature métallique de la
cellule optique haute pression permettent au spectrométre infrarouge de détecter et de quantifier les
molécules du mélange (Champeau et al., 2016).
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Figure 54 : Schéma et photographie de la cellule optique haute pression.

Comme rappelé dans le protocole donné dans le chapitre 2, nous avons veillé a pouvoir mesurer par
IR chaque type de molécule séparément. Nous mesurons ici la bande du THF fixée a
1970 cm®, qui correspond a une déformation en dehors du plan du cycle aromatique de la molécule.
Tandis que le CO, est observé au niveau de son triplet autour de 4955 cm™ dont les différentes
déformations et vibrations le créant sont représentées dans la figure 55 (Larkin, 2018).
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Figure 55 : Bandes IR du CO; et du THF exploitées pour ce travail. Un zoom des bandes IR du CO; est donné dans la fenétre.

A partir des intensités d’absorption de chaque élément, la loi de Beer-Lambert (Equation 21) nous
permet de déterminer les concentrations du THF et du CO, pour différentes pressions et pour une
température de 40 °C.

Ay = €4 %Ly (Eq 21),
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avec A4 l'intensité adimensionnelle de I'absorption, ¢ le coefficient d’extinction molaire de la bande IR
(L.molt.cm™), [ le trajet optique de la cellule (cm), ¢ la concentration de I'espéce (mol.L?) et a I'espéce
décrite par sa bande IR.

Les coefficients d’extinction molaires nécessaires a la détermination de la concentration des composés
en présence dans la cellule optique haute pression sont obtenus par des expériences préliminaires.
Pour ce faire, une quantité initiale de THF est introduite dans la cellule, puis le systéme est pressurisé
a 100 bar en injectant le CO,. Puis, a I'équilibre, la spectrométrie infrarouge nous donne les intensités
d’absorbance du THF et du CO,. A partir des valeurs des concentrations, du trajet optique de la cellule
et de I'absorbance mesurés, la loi de Beer-Lambert nous permet de calculer le coefficient d’extinction
molaire.

Trois expériences réalisées avec différentes concentrations initiales de THF aboutissent a des valeurs
de coefficients d’extinction molaire similaires. En I'occurrence, la mesure de la bande du CO; a

4960 cm™ nous donne ££5°° cm™20.19 L.mol.cm™. La bande du THF observée & 1970 cm™ améne 2

. . . . . 7 Y _1 . . . 7
une valeur du coefficient d’extinction molaire égale a 1372 ™ = 0.78 L.mol™.cm™. Les différentes
expériences menant a ces résultats sont reportées dans la figure 56.
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Figure 56 : Absorbance des bandes du CO; (gauche) et du THF (droite) en fonction de la concentration du THF.

Connaissant maintenant toutes ces grandeurs (absorbance, coefficient d’extinction molaire, trajet
optique), nous pouvons calculer les concentrations des espéces en présence pour chaque expérience.
Nous avons reporté dans la figure 57 les points d’équilibre liquide/vapeur mesurées
expérimentalement ainsi que les points expérimentaux de la littérature du systéme {THF/CO,} a 40 °C.

91



Chapitre 3

50

" 30 J
] &
S
c
2

20 Py
(%))
o
o

10 J

3
0 T ] T T
0.0 01 02 0.3 0.4 0.5

Fraction molaire en CO,

Figure 57 : Courbe d'équilibre liquide-vapeur du systeme {THF/CO,} & 40 °C.
En vert, les résultats de Knez (2008), en bleu les résultats de nos travaux.

Nos résultats sont similaires aux résultats de la littérature. Ceci nous permet de valider le systeme de
mesure que nous avons choisi.

Dans cette section, nous nous intéressons au systeme complet {TPE/THF/CO,}. Ces expériences
vont nous permettre de comprendre le comportement du systeme et notamment de déterminer la
gamme en composition dans laquelle nous pouvons avoir un fort effet anti-solvant, nécessaire au
procédé uSAS. Rappelons par ailleurs que les données de solubilité sont essentielles pour la simulation.

La premiére étape consiste a déterminer la position des trois composés sur le spectre infrarouge. Nous
préparons une solution saturée en TPE qui est initialement introduite dans la cellule et dont le volume
est préalablement fixé. Le CO; est introduit dans la cellule jusqu’a I'obtention de la pression fixée a
100 bar. Un agitateur magnétique assure I'hnomogénéité du mélange. Une fois la stabilité du systeme
atteinte, nous enregistrons les absorbances des trois composés. De maniére a pouvoir mesurer les
absorptions de chaque composé, nous choisissons trois bandes d’absorption non superposées pour la
suite de I'expérience : 1600 cm™® pour le TPE ; 1968 cm™ pour le THF ; 4950 cm™ pour le triplet du CO,.

Absobance
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Absobance

. T v T . T v y T T T
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Figure 58 : Bandes IR du TPE, du THF et du CO; pour différentes fractions molaires en CO;.
Les spectres sont décalés en absorbance pour faciliter la lecture.

En comparant les résultats, nous observons que la bande du TPE diminue plus rapidement que celle
du THF en augmentant le rapport molaire de CO, du systeme. En conclusion, il apparait clairement que
le TPE se solubilise trés mal dans le milieu monophasique {THF/CO,}. Ceci indique donc que le CO; a
un fort effet anti-solvant sur le TPE.
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Les valeurs des solubilités du TPE dans le systeme {THF/CO,} pour différentes fractions molaires de CO,
sont présentées dans la figure 59. Un simple relation analytique nous permet d’estimer I'évolution de
la solubilité xsat (mol/mol) en fonction de la fraction molaire de CO; : Xco2. Le modéle choisi (modeéle de
Wubbolts) est rappelé ici :

)1.0051—2.587xCO2 (Eq 22),

_ 2
Xsar = 0.0011(1 — xco, R0, 4 6.7.1076x¢0,
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Figure 59 : Solubilité du TPE dans le systéme {THF/CO,} a 100 bar et a 40 °C

La gamme de fraction molaire de CO; entre 90 % et 100 % présente un fort effet anti-solvant de I'ordre
d’une décade (Figure 59). Nous avons donc choisi arbitrairement une valeur comprise dans cette
gamme : ici 98 % en composition molaire de CO,, ce qui correspond a une diminution de la solubilité
de deux ordres de grandeur par rapport a la solubilité initiale. Cette composition molaire sera choisie
pour toute la suite des expériences.

3.2.2 Synthese de nanoparticules de TPE par uSAS

3.2.2.1 Approche expérimentale

Dans cette section, nous présentons les premiers résultats obtenus par notre procédé uSAS.
Nous nous plagons dans les conditions opératoires pour lesquelles un intense mélange des espéces a
été observé dans le cadre du travail de thése de Fan Zhang. La composition molaire en CO; est
directement liée aux débits des flux injectés dans le micro-canal. Ce parametre est fixé a 98 % en
maintenant un débit de solution a 0,44 mL/min et un débit de CO, a 8 mL/min. Le montage
expérimental décrit dans le deuxieme chapitre est rappelé par le schéma suivant (Figure 60).
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Figure 60 : Photographie du montage uSAS.

La micropuce silicium/Pyrex fait office de microréacteur. Lors du mélange avec I'anti-solvant CO,
supercritique, la solubilité du TPE diminue, provoquant sa précipitation dans la micropuce. La cellule
de récupération placée en sortie de cette micropuce permet de recueillir les particules solides de TPE.
La cellule de récupération spécialement développée nous permet de piéger les nanoparticules de TPE
sur un filtre métallique. Le solvant ainsi que le CO, sont évacués a travers ce filtre poreux. Enfin, une
grille TEM est placée sur le filtre. Une caractérisation ex situ de la poudre est donc possible sans
gu’aucune étape de ringage ou de préparation a la caractérisation ne soit nécessaire.

Rappelons qu’une ultime étape de séchage au sc-CO, est nécessaire afin d’empécher toute re-
solubilisation de la poudre dans la cellule de récupération. Aucun résultat en microscopie électronique
ne montre de trace de solvant a la fin du séchage. Il est important de noter que la fraction molaire en
CO, de 98 % ainsi que la longue durée de séchage (d’au moins une heure) a un débit équivalent ou
supérieur a celui utilisé lors de I'injection de la solution permettent d’éviter toute dégradation par le
solvant de la poudre précipitée.

La premiere expérience a été réalisée a partir d’'une solution de TPE concentrée a 2 mg/mL. Elle a
permis l'obtention de trés petites particules de TPE d’une taille moyenne de 9 (+ 3) nm
(Figure 61). Ce résultat est encourageant quant a I'efficacité du procédé. Nous observons que les
précipités sont relativement bien définis. Leur morphologie sphérique est caractéristique des
molécules organiques a cette échelle. Enfin, nous remarquons que les nanosphéres sont regroupées
sous forme d’amas ce qui peut parfois limiter le comptage des particules sur la grille TEM. Le comptage
choisi ici est manuel car aucune des techniques de comptage automatisé que nous avons testées n’a
aboutie a un résultat cohérent. Le protocole créé pour le comptage manuel des particules a été détaillé
dans le chapitre 2.
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Figure 61 : Image TEM des particules de TPE synthétisées dans le cas n° 1.
Encart : distribution en taille des particules de TPE.

Pour nous assurer de la validité de ces expériences, nous avons étudié leurs répétabilités
(Figure 62). Pour chaque combinaison de parametres, nous avons réalisé 3 expériences. Les résultats
montrent a chaque fois des distributions en taille tres similaires, ce qui permet de montrer la
robustesse du HSAS. Nous présentons ici les résultats obtenus apres avoir répété trois fois
I'expérience 1.
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Intensité
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Figure 62 : Distributions en taille pour le triplicata du cas n® 1.

3.2.2.2.1 Influence des conditions de mélange

LA LA I B R IS NLEN RS NN R R
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Plusieurs parametres expérimentaux ont été choisis afin d’étudier leur impact sur la taille des
poudres synthétisées. Les débits varient de 2 a 8 mL.min. Enfin, précisons que le nombre de Reynolds
(Re) annoncé concerne le mélange des fluides aprés la zone de rencontre dans le microréacteur.

Tableau 7 : Conditions opératoires du uSAS pour les cas n®1, 2 et 3.

# Exp [TPE] dans Débit CO; Débit solution Re
THF (g.L?) (mL.min?) (mL.min?)

1 2 8 0.44 12000
2 2 2 0.11 3000
3 3 8 0.44 12000

Taille moyenne
(nm)

Les distributions en taille de particules obtenues pour les trois expériences sont représentées sur la

figure 63 :
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Figure 63 : Résumé des distributions en taille des cas n° 1, 2 et 3.

Dans un premier temps, nous avons choisi de modifier |'efficacité du mélange via la variation des
vitesses d’introduction dans le réacteur par rapport a I'expérience 2. Comme le montrent les
simulations, une diminution des débits d’injections internes et externes du co-flow ameéne a une
augmentation du temps de mélange. Nous avons décidé de réduire les débits d’injection tout en nous
plagant dans les gammes acceptables de travail des pompes. Les débits d’injection utilisés sont
rappelés dans la table résumant les conditions opératoires de chaque expérience. Le nombre de
Reynolds passe de 12 000 a 3 000. Ceci a une répercussion directe sur la taille des particules récoltées.
En effet, dans I'expérience 2, les nanoparticules de TPE augmentent de 50 % pour atteindre une taille
moyenne de 14 (+ 5) nm (Figure 64).
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Figure 64 : Image TEM des particules de TPE synthétisées dans le cas n° 2.

3.2.2.2.2 Influence de la concentration initiale en TPE

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux effets de la concentration de la
solution initiale sur la taille des particules précipitées. Nous avons augmenté de 2 a 3 mg/mL la
concentration de TPE dans le THF. Cette expérience n’a montré aucune variation de la taille des
nanoparticules de TPE récoltées (Figure 65). De maniére générale, une augmentation de la
concentration doit amener a une plus grande sursaturation et donc a la formation de nombreuses
particules de petite taille. Etant donnée la relative faible solubilité de TPE dans le THF (3,5 mg/mL),
I"'augmentation de 2 a 3 mg/mL n’est sans doute pas suffisamment significative pour espérer observer
un changement dans la taille et la morphologie des particules formées.
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Figure 65 : Image TEM des particules de TPE synthétisées dans le cas n° 3.

3.2.2.3 Comparaison avec la simulation numérique

Les résultats de simulation sont comparés avec ceux expérimentaux avec deux objectifs
principaux. Le premier concerne la détermination de la tension de surface, particulierement difficile a
déterminer expérimentalement. Le deuxiéme consiste a valider I'utilisation des modeéles de nucléation
et de croissance usuels : nucléation primaire et croissance par diffusion.

3.2.2.3.1 Détermination de la tension de surface du TPE solide avec le mélange supercritique CO>/THF

Les simulations numériques ont été effectuées pour différentes valeurs de tension interfaciale.
Les distributions en taille « numérique » sont comparées avec la distribution expérimentale dans la
figure 66. Nous pouvons alors estimer la tension de surface a une valeur de 2,25 mN/m.
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Figure 66 : Histogramme : Distribution en taille obtenue expérimentalement du cas n® 1.
Courbes : Distributions en taille simulées du cas n° 1 en fonction de la tension de surface.

On observe une trés forte influence de la tension de surface o sur la distribution. En effet, une variation
entre 2 et 3 mN/m peut conduire a des distributions de taille et de largeur relativement différentes.

3.2.2.3.2 Détermination des conditions de mélange

Dans la partie expérimentale, nous avons montré que l'intensité de mélange pouvait avoir un
effet significatif sur la taille des particules produites. En revanche, la variation de concentration n’a pas
conduit a un changement notoire de la taille des particules produites. Nous nous focalisons donc dans
cette partie uniquement sur I'influence des conditions opératoires sur la qualité du mélange.

La méme valeur de tension de surface a été utilisée pour les deux simulations. Nous observons dans la
figure 67 les champs instantanés et moyennés des fractions massiques du THF et du TPE a la sortie de
I'injecteur. Nous remarquons qu’a moins de quelques centaines de microns de l'injecteur, le mélange
des fluides devient homogéne, ce qui montre que le mélange effectué dans le réacteur est

extrémement rapide. Ces trés bonnes conditions de mélange conduisent a une production de
particules de petites tailles.
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Figure 67 : Champs instantanés et moyennés des fractions massiques du THF et du TPE.

Les simulations ont été également effectuées pour le cas 2, pour lequel les débits ont été réduits. La
comparaison des distributions expérimentales et numériques est représentée dans la figure 68.
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Figure 68 : Histogramme : Distributions en taille des particules de TPE obtenues expérimentalement pour les cas n°® 1 et 2.
Courbe : Distributions en taille des particules de TPE simulées pour les cas n° 1 et 2 pour une tension de surface égale a
2,25 mN/m.

Les simulations donnent des résultats tout a fait acceptables sur les tailles de particules et leurs
distributions en taille pour les deux cas considérés.

Afin de quantifier I'efficacité du mélange, nous avons comparé le temps de mélange caractéristique tm
lors de la précipitation. Le temps de mélange est déduit de I'évolution de I'intensité de ségrégation In,
(ou indice de mélange) qui qualifie 'homogénéité d’'un mélange (I est compris entre 0 et 1 et
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correspond respectivement a un mélange complétement homogene et a une ségrégation totale)
(zhang et al., 2019b, 2019a). Le temps de mélange est considéré comme étant la constante de temps
de ce systeme. Nous avons comparé [|’évolution de lintensité de ségrégation pour les deux
expériences. Dans le cas n° 2, les conditions opératoires améenent a un mélange moins efficace, puisque
le temps de mélange y est 20 fois plus grand que dans le cas n° 1 (Figure 69). Les résultats
expérimentaux ex situ montrent que ces conditions de débits sont essentielles pour obtenir de petites
particules avec une étroite distribution en taille.
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Figure 69 : Temps de mélange obtenus par les intensités de ségrégations des cas n° 1 et 2.

La figure 70 représente I'évolution de la sursaturation dans le plan médian du réacteur. Le maximum
de la sursaturation relativement faible est du probablement a la faible solubilité du TPE dans le THF
pur. Ceci nous informe que peu de poudre risque d'étre créée. Notons qu’une faible quantité de
précipité a été récupérée lors de I'expérience, ce qui est cohérent avec les résultats de simulation.
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Figure 70 : Champ instantané de la sursaturation pour le cas n° 1.

Ces premiers résultats expérimentaux sont en bon accord avec la simulation et nous permettent de
déterminer la tension de surface du TPE solide dans le mélange supercritique THF/CO,. Par ailleurs, il
semble que le choix du modeéle de la nucléation homogéne soit correctement adapté a ce systeme.
L'ensemble des modeéles et analyse de la simulation numérique peuvent étre consultés en annexe 2
(article publié dans Chemical Engineering Journal).
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Afin d’approfondir la compréhension du procédé, nous avons développé une méthodologie basée sur
I'observation in situ de la formation des nanoparticules. Celle-ci utilise les propriétés particulieres de
fluorescence a I'état solide des nanoparticules AIE. Ces résultats sont présentés dans la partie suivante.

3.3 PARTIE Ill : Cartographie in situ par fluorescence

L’'objectif de cette troisieme partie est de visualiser in situ la précipitation de FONs dans le
microréacteur et sous pression afin d’étre comparée a la simulation numérique. Ce défi technologique
a été possible grace a la micro-puce transparente concue et fabriquée au laboratoire pour cette
expérience. Le réacteur microfluidique est constitué d’une face en Pyrex et d’une autre en silicium, ce
qui permet d’observer le micro-canal par réflexion en travaillant sous pression. Le montage de cette
expérience a été détaillé dans le chapitre 2.

3.3.1 Choix de la molécule

Le microréacteur utilisé pour la synthése des FONs est maintenu en-dessous de I'objectif du
microscope, de maniére a observer son micro-canal par les multiples dispositifs optiques du confocal.
Les équipements du montage USAS (pompes haute pression, BPR, cellule de récupération, plaque
chauffante) sont branchés a la micro-puce de la méme maniére que lors de la synthese des
nanoparticules de TPE dans la section précédente.

Le microscope confocal est doté d’un laser de longueur d’onde d’excitation de 405 nm. Le laboratoire
SPCMIB de Toulouse a synthétisé spécialement une molécule fluorescente (BZX) dont le spectre
d’excitation est cohérent avec notre microscope confocal et avec un bon rendement quantique (¢ =
28%). La figure 71 montre l'intérét d’utiliser la nouvelle molécule fluorescente nommée BZX.
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Figure 71 : Structure moléculaire de BZX et sa courbe d'absorption.

Le rendement quantique d’'une molécule fluorescente nous donne une information capitale
guant a la viabilité du systéme utilisé pour nos analyses optiques (Wang et al., 2016). En effet, notre
objectif est de visualiser le champ de nucléation des particules solides. Pour cela, il est primordial que
I'intensité de la fluorescence du soluté en solution soit bien moins importante que l'intensité des
particules solides précipitées (Ito and Oka, 2019; Tran et al., 2016). Un premier travail consiste donc a
préparer une méme quantité de poudre fluorescente AIE (3,7 x 10® M) dans un mélange
{solvant/anti-solvant}. Dans le cas de BZX, |'acétonitrile joue le réle du solvant, tandis que comme pour
la majorité des molécules organiques fluorescentes a effet AIE, I'eau est choisie comme anti-solvant.
Différentes préparations d’eau dans I'acétonitrile allant de 0 a 95 % volumique sont excitées sous
lampe UV (365 nm) (Figure 72).
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Figure 72 : Image de 9 échantillons de BZX sous illumination par une lampe UV a 365 nm.
De gauche a droite, la fraction volumique eau:solvant augmente.

Les spectres d’émission correspondant a ces mélanges sont donnés dans le graphique suivant. Nous
observons une trés large augmentation de I'intensité de fluorescence due aux particules en suspension
présentes dans les solutions riches en eau (Figure 73).
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Figure 73 : Spectres d’émission des différentes solutions sous une excitation a 440 nm.
Le pourcentage correspond a la fraction volumique d’eau dans le solvant (acétonitrile).

Ces résultats montrent que le systéme peut étre utilisé avec le microscope confocal. Les intensités de
fluorescences de BZX devraient étre suffisamment éloignées en solution et a I'état agrégé pour
observer la zone de précipitation dans le micro-canal.

3.3.2 Mesure de la solubilité de BZX dans le systeme THF/CO»

Tout comme pour le TPE, nous avons étudié le composé fluorescent dans le systéme
{THF/CO,}. L’étude par spectrométrie infrarouge nous permet de mesurer I'absorbance de chaque
échantillon dans nos conditions de synthese : 40 °C et 100 bar. Différentes expériences sont réalisées
en faisant varier le volume initial de THF dans la cellule IR. Les résultats de la mesure de la solubilité de
BZX sont présentés en fonction de la fraction molaire de CO, liée au volume initial de THF (Figure 74).

104



Etude des mécanismes mis en jeu dans le cadre du procédé pSAS

10°?
—_ 4 A Expérience
[=] & Modele
£
r=]
£
T
E 10°*
@]
18]
o
=
@
=]
>
a s
S 10
sl
b
E
E
K=}
(73]
10°8

0 01 02 03 0.4 0.5 06 07 08 09 1
Fraction molaire de 002

Figure 74 : Solubilité de BZX pour différentes concentrations molaires en CO5.

Comme pour le TPE, la solubilité de BZX est fortement impactée par la présence du CO,. Notons
également que la diminution de solubilité pour les fortes proportions de solvant est moins forte que
pour le cas du TPE. Le nouveau systéme {BZX/THF/CO,} a 40 °C et 100 bar est tout de méme adapté a
notre procédé uSAS, puisqu’aux fortes fractions molaires en CO,, la solubilité du soluté est tres faible,
ce qui est favorable a la précipitation de BZX dans le micro-canal.

3.3.3 Mise en forme de BZX par USAS et analyse ex situ

Les premiéres expériences ont été effectuées sur le méme dispositif expérimental que
précédemment. L'objectif premier est ici d’analyser ex situ les poudres produites comme cela a été fait
dans la partie précédente. Nous nous sommes basés sur les résultats précédents pour établir les
conditions opératoires nécessaires a la production de petites particules de BZX. En effet, les conditions
de mélange pour les expériences avec le TPE étant tout a fait satisfaisantes, nous avons choisi de
conserver les mémes débits d’injection. Nous rappelons dans le tableau 8 les conditions opératoires
employées pour la synthése de BZX par uSAS.

# Exp. [BZX] Débit CO, Débit solution
(mg/mL) (mL/min) (mL/min)
1 0,5 8 0,44

Tableau 8 : Conditions expérimentales de la synthese de BZX par uSAS.

En sortie de la micro-puce, nous récupérons suffisamment de poudres pour effectuer une
caractérisation ex situ par microscopie électronique. Les images montrent des particules de taille
nanométrique (Figure 75).
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Figure 75 : Images TEM des particules de BZX synthétisées par uSAS.

Un comptage manuel nous permet d’observer que la distribution en taille semble relativement étroite
avec une taille moyenne de moins de 20 nm (Tableau 9 et Figure 76).

Tableau 9 : Résumé des distributions en taille de BZX en fonction des conditions opératoires.

# Exp. [BZX] Débit CO, Débit solution Taille moyenne
(mg/mL) (mL/min) (mL/min) (nm)
1 0,5 8 0,44 16 t4
30 T T T T T

25

]
o

Nombre de particles (%)
= o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
taille (nm)

Figure 76 : Distributions en taille de BZX synthétisé par uSAS pour différents régimes de débits.
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3.3.4 Détermination de la tension interfaciale solide/fluide par comparaison avec la
simulation numérique

Comme pour la molécule précédente, nous avons procédé a un ajustement de la tension
interfaciale dans les paramétres de la simulation numérique afin de déterminer la distribution normale
en tailles des particules « numérique » proche de celle expérimentale. Les comparaisons en taille pour
trois valeurs de tension interfaciale sont représentées dans la figure 77. Une valeur de 4,75 mn/m
semble étre satisfaisante. Il est important de noter que si la taille moyenne de la distribution est bien
estimée, autour de 15 nm, I'écart type de la distribution « numérique » est beaucoup plus important,
conduisant a une distribution « numérique » plus large. Ce résultat non attendu sera discuté apres
analyse et comparaison des résultats issus des expériences in situ et ceux de la simulation.

Nombre de particles (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
taille {(nm)

Figure 77 : Comparaison des distributions en taille données par l'expérimental (histogramme bleu)
et par la simulation (courbes).

Les mesures expérimentales des tailles de particules ne montrent pas d’effet significatif des débits sur
la distribution en taille. Le procédé uSAS a une nouvelle fois montré sa capacité a produire de petites
particules. Ces premiers résultats vont nous permettre d’ajuster la tension interfaciale fluide/solide
avec la simulation numérique. Par ailleurs, grace aux propriétés optiques de la molécule fluorescente
choisie, nous pouvons désormais nous focaliser sur I'analyse in situ de la précipitation pour mieux
comprendre les phénomeénes de nucléation et de croissance.

3.3.5 Dispositif expérimental pour la caractérisation in situ
La micro-puce placée sous I'objectif du confocal est schématisée dans la figure 78. Le rectangle

violet représente la zone du micro-canal observée lors de I'expérience. Une premiére analyse permet
de visualiser le canal vide ou bien rempli d’un fluide sous pression.
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| Zone observée

Vue de coupe

Figure 78 : Schéma de la micro-puce (a gauche), vue de coupe du micro-canal (en haut a droite),
image en lumiére visible de I'injecteur dans le micro-canal (en bas a droite).

Une fois le systéme pressurisé a la pression désirée, la pompe HPLC est activée et commence a injecter
la solution concentrée en BZX dans le micro-canal par le capillaire. Cette étape est décrite par les
images suivantes (Figure 79). Dans un premier temps, nous n’observons pas de signal de fluorescence.
Puis, au bout de quelques secondes, les particules de BZX se forment a la sortie de I'injecteur et leur
fluorescence est détectée par le microscope confocal.

Figure 79 : Images de la sortie de l'injecteur a 0's, 20 s et 40 s apres activation de la pompe HPLC.

Les parametres expérimentaux utilisés pour cette premiére étude sont récapitulés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Résumé des paramétres expérimentaux.

Parameétres uSAS

Température 40 °C
Pression 100 bar
Concentration 0,5 mg/mL
Débit interne 0,44 mL/min
Débit externe 8 mL/min

Parametres confocal

Longueur d’onde d’excitation 405 nm
Puissance du laser 85 %
Longueur d’onde d’émission 410-720 nm
Vitesse d’acquisition 1,92 image.s*
Pas d’acquisition 3nm

Nous présentons ci-apres les deux types d’analyses que nous avons réalisées avec le microscope
confocal.

3.3.5.1 Analyse temporelle

Ce premier mode d’analyse est utilisé pour quantifier un champ de concentration en particules
fluorescentes. L'analyse temporelle établie une cartographie ou I'intensité de chaque pixel est égale a
la somme des intensités cumulées dans le temps. La figure 80 montre I'intérét de mesurer un grand
nombre d’images pour correctement reconstituer la zone observée.

1image 10 images 100 images

Figure 80 : De gauche a droite : micro-canal reconstitué a partir de I'intensité de fluorescence mesurée
pour 1, 10 et 100 images.

Avec le microscope confocal, plus la vitesse d’acquisition est rapide et plus la zone observée est petite,
nous avons donc choisi la vitesse d’acquisition la plus grande (1,92 image.s™) pour observer le micro-
canal dans toute sa largeur. Le pas d’acquisition est quant a lui réduit au minimum, ici a 3 nm. Une
analyse avec un temps suffisamment long permet d’obtenir une moyenne du champ de concentration
des particules. Ce résultat tres important est comparé avec le champ de particules calculées par la
simulation et permet de localiser les zones importantes de nucléation/précipitation dans le réacteur.
Cet élément d’analyse est essentiel dans la validation des modeles de précipitation utilisés.
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Le second mode d’analyse a pour objectif de déterminer un champ de particules fluorescentes
en fonction de leur longueur d’onde d’émission. Le principe ici est de quantifier la longueur d’onde
d’émission maximale pour chaque pixel de la cartographie. Pour ce faire, nous enregistrons l'intensité
du spectre d’émission de chaque pixel avec le microscope confocal et ses caractéristiques (pas =3 nm).
Le résultat d’une telle étude peut ensuite étre discuté en fonction de I'évolution de la taille des
particules dans le réacteur.

Quelques travaux ont étudié I'effet de taille sur les propriétés optiques de nanoparticules organiques
fluorescentes (Fu and Yao, 2001; Kurokawa et al., 2004). Un décalage vers le bleu du spectre
d’absorption est observé pour des particules de petites tailles. Le confinement quantique est
généralement évoqué pour expliquer ce phénomene sur les systemes inorganiques comme CdSe, mais
il ne s’applique pas pour les composés organiques. En revanche, la variation des paramétres de maille
entre deux particules de tailles différentes peut avoir un effet sur la largeur de la bande interdite de la
molécule. C'est cette derniére hypothése qui est avancée dans les travaux de Kasai (Kasai et al., 1992).

Les premiers résultats sont cohérents avec les longueurs d’onde d’émission du composé fluorescent.
Le logiciel du microscope confocal permet de sélectionner une région d’intérét dans laquelle I'intensité
de fluorescence de tous les pixels est moyennée pour chaque longueur d’onde d’émission. Le résultat
est présenté a droite de la figure 81.

()

(e

= 354

(]

= 30 4
Sens de g
circulation w B
du fluide 2

(O]

e

£

¥ T T T T T T T T T T T T
420 460 500 540 580 620 660 700

, . . [nm]
Longueur d’'onde d’émission

Figure 81 : Image sous excitation a 405 nm du micro-canal avec les régions d'intérét tracées en couleur (a gauche),
courbes d'émission correspondant aux régions d'intéréts (a droite).

Dés lors, nous pouvons noter quelques limitations techniques du procédé. Tout d’abord, le pas
d’acquisition le plus petit est de 3 nm. Cela signifie qu’une incertitude sur la longueur d’onde
d’émission de I'ordre de ce pas sera a considérer sur la totalité des résultats de cette partie. Ensuite,
étant donné les tres faibles temps caractéristiques de la précipitation et du mélange, il ne nous sera
pas possible de caractériser individuellement une particule précipitée dans le micro-canal.

Il est important de rappeler que le procédé pSAS est un procédé continu et tres bien controlé dia
notamment a ces échelles spatiales. Par ailleurs, les pompes hautes pressions en amont de la micro-
puce et le BPR en aval assurent la stabilité du débit. Ceci nous permet de considérer que le procédé
atteint rapidement un régime stationnaire stable. Ainsi, la reconstruction de la cartographie issue de
I"analyse locale de chaque longueur d’onde est tout a fait cohérente et représentative du champ
moyen de longueurs d’onde d’émission dans le canal. Nous parlons donc ici de champ de nucléation
ou champ de précipitation.
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3.3.6 Analyse in situ de l'intensité de florescence de BZX

La premiere expérience in situ a concerné la détermination des champs d’intensité de
fluorescence dans le microcanal. Dans la figure 82, nous avons représenté, a gauche, la cartographie
d’intensité obtenue expérimentalement. Cette image représente le champ moyen d’intensité obtenue
apres moyenne de 100 champs instantanés. Ces données permettent de localiser les zones ou les
particules solides fluorescentes sont présentes. Le champ d’intensité augmente avec la concentration
en particules. Le premier résultat obtenu montre un tres fort signal de l'intensité a la sortie de
I'injecteur. Cela signifie que le BZX précipite dés la sortie de I'injecteur. Nous observons deux régions
symétriques par rapport au centre du capillaire ol I'intensité de fluorescence est maximale. Il est
important de remarquer que l'intensité de fluorescence chute rapidement dés la sortie de I'injecteur,
a une distance de I'ordre de 200-300 um. Nous avons représenté dans la partie droite de la figure 82,
plusieurs cartographies de la concentration particulaire dans le canal et ce pour différentes hauteurs
obtenues par simulation numérique. Le champ moyen « numérique » est obtenu aprés moyenne de
plus de 10000 champs instantanés. La comparaison des champs « numériques » et « expérimental »
fait apparaitre une grande cohérence en termes de localisation des zones de nucléation/précipitation.
La simulation fait apparaitre une forte diminution de I'intensité/concentration particulaire dans une
zone comprise entre 200 et 300 um apreés sortie de I'injecteur. Notons tout de méme que suivant la
hauteur dans le capillaire, la zone de coeur potentiel au centre, i.e. la zone contenant uniquement la
solution sous forme fluide, varie significativement comme attendu. En revanche, bien qu’un travail
préliminaire soit effectué pour focaliser le microscope dans un plan situé au niveau du centre du
capillaire, une partie du signal des particules fluorescentes « défocalisées » est certainement
enregistré par le microscope confocal. Cette surpopulation de particules observées, notamment dans
la zone de cceur potentiel, explique la différence d’allure entre le champ reconstruit
expérimentalement et les cartographies numériques.
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Figure 82 : Cartographie du champ de précipitation de BZX en fonction de l'intensité de la fluorescence mesurée (a gauche).
Champ moyenné de la concentration de particules de BZX par simulation numérique a différentes hauteurs du canal
(a droite).

La figure 83 montre I'intensité de fluorescence des particules a différentes sections du micro-canal. La
premiere section correspond a la zone de sortie de I'injecteur, trés riche en particules. La deuxiéme
zone, de 500 um a 1 mm, correspond a une zone ou l'intensité est beaucoup plus faible. Ceci nous
indique que la précipitation a lieu uniqguement dans une zone trés courte apres l'injecteur. Les
particules sont ensuite dispersées dans le canal. L'observation expérimentale est confortée par la
cartographie numérique (Figure 83). La confrontation expérience/numérique est trés bonne et nous
permet de considérer que les mécanismes de nucléation et de croissance choisis pour la simulation
numérique semblent pertinents. En effet, la nucléation semble ne se faire que dans le volume du
réacteur, typique de la nucléation homogene primaire.
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Figure 83 : Cartographie de l'intensité de la fluorescence de BZX sur 1 mm de longueur
(par la mesure expérimentale en haut, par la simulation numérique en bas).

Afin de mieux comprendre la précipitation « brutale » dans le micro-canal, nous allons analyser les
champs de grandeurs caractéristiques des phénomeénes dans le micro-canal obtenus par simulation
numérique.

La figure 84 représente les champs instantanés 2D dans le plan médian du réacteur de la concentration
de BZX solubilisée (a), la concentration volumique de particules solides de BZX (moment ms de la
distribution) (b), la sursaturation (c) et le temps de micromélange calculé par le modeéle
d’engouffrement développé par Baldyga et Bourne (cf. annexe 2) (d). Nous observons un mélange tres
fort du BZX dés la sortie de I'injection sur une échelle de longueur extrémement courte donc avec un
temps trés court. Les particules sont alors créées dans cette zone (figure (b)) ce qui correspond a une
zone de sursaturation importante (figure (c)). La figure (d) représentant la cartographie de temps de
micromélange local révéle des temps de micromélange trés courts, inférieurs a 10* s, et nous montre
gue les zones de mélange intense sont localisées en périphérie du jet central. Ces zones remarquables
se retrouvent bien a la fois dans les cartographies numériques et expérimentales. Les conditions de
mélange sont ici trés bonnes, rapides et totales, et montrent I'importance de I’hydrodynamique dans
ce type de réacteur.
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Figure 84 : Champs de concentration du BZX solubilisée (a), champs de la concentration volumique de particules solides de
BZX (b), champs de la sursaturation (c) et champs du temps de micromélange de BZX sur 1 mm de longueur.

3.3.7 Analyse statistique des temps caractéristiques

L'analyse précédente des champs d’intensité numériques/expérimentaux a montré que les
hypothéses avancées sur les mécanismes de nucléation et de croissance sont tout a fait cohérentes.
Pourtant, lors de la confrontation des distributions de taille et de particules menée dans la partie 3.3.4,
il est apparu une différence importante en termes d’écart type ou de largeur de la distribution. La
distribution numérique a fait apparaitre une largeur de distribution presque deux fois plus importante
qgue celle expérimentale. Afin de comprendre pourquoi une telle largeur de distribution numérique,
nous allons analyser les différents temps caractéristiques de la précipitation, a savoir le temps de
mélange, le temps de croissance et le temps de nucléation. Pour cela, nous avons déterminé les
distributions volumiques par échelle de temps dans la zone proche de I'injecteur, la ou se déroule
majoritairement la précipitation.
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La zone mentionnée par le cadre en trait pointillé (Figure 85) délimite la zone pour laquelle I'analyse
statistique des temps caractéristiques a été extraite.
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Figure 85 : Evaluations des temps de mélange, de croissance et nucléation de BZX a la sortie de I'injecteur.

Les temps de nucléation et de croissance sont calculés a partir des relations 8 et 10 et le temps de
micromélange est calculé par le modéle d’engouffrement (Figure 85). Le temps de mélange, largement
inférieur a 10 s, est trés rapide et propice a une précipitation rapide conduisant a de petites particules
et a une distribution de particules étroite. Le temps de croissance est supérieur au temps de mélange
de I'ordre d’un ordre de grandeur. Ceci est tout a fait favorable a une croissance homogeéene due a un
tres bon mélange préalable des especes. Ici encore, ceci devrait naturellement conduire a une
distribution des particules étroite. L'observation de la distribution des temps de nucléation fait
apparaitre un temps moyen autour d’un ordre de grandeur en-dessous du temps de mélange (entre
10° et 10 s). Par contre, cette distribution s’étale sur plus de trois ordres de grandeur. Ce phénoméne
est a priori responsable de I'obtention de distribution de particules larges. Afin de comprendre une
telle dispersion des temps de nucléation, correspondant a I'inverse de la fréquence de nucléation, nous
avons déterminé la distribution volumique des niveaux de sursaturation dans la zone mentionnée dans
la figure 85. La distribution des sursaturations est représentée dans la figure 86. La sursaturation
s’étend de 1 a un peu plus de 2,2. Nous remarquons une forte proportion pour des niveaux de
sursaturation relativement bas, inférieur a 1,5. Finalement, cette relative dispersité des niveaux de
sursaturation (entre 1 et 2) dans le micro-canal conduit a des cinétiques de nucléation pouvant différer
jusqu’a plusieurs ordres de grandeur.
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Figure 86 : Distribution des sursaturations a la sortie de I'injecteur.
Ces observations nous amenent a soulever deux points importants de cette étude :

e Le premier point concerne la relation de la théorie classique de la nucléation permettant de
calculer la cinétique de nucléation. Bien que I'observation/comparaison des cartographies
numériques et expérimentales est trés bonne d’un point de vue qualitatif, nous pouvons nous
interroger sur la pertinence de ces modeles d’un point de vue quantitatif. En effet, cette
relation conduit a des valeurs de cinétique de nucléation trés différentes pour des variations
de sursaturation relativement faibles. Ceci semble conduire naturellement a surestimer la
dispersion en taille des particules.

e Le deuxiéme point concerne la caractérisation ex situ et notamment la mesure des tailles de
particules a partir des images TEM. En effet, si I'obtention de la taille moyenne semble tout a
fait pertinente, I'estimation des distributions parait beaucoup moins évidente. En effet, le
comptage n’est effectué que sur ce « que I'on peut voir » et constitue un véritable biais dans
la détermination des distributions en taille de particules.

3.3.8 Analyse in situ de la longueur d’onde d’émission de BZX

En complément de I'analyse en intensité, le microscope confocal nous permet de distinguer la
longueur d’onde maximale d’émission pour chaque pixel. A partir des outils d’analyse d’image
présentés dans la partie 3.3.5.2, nous pouvons recréer des cartographies du micro-canal afin
d’identifier des variations des longueurs d’onde d’émission. Nous avons cherché a corréler le shift de
I'intensité maximale avec une éventuelle variation de taille de particules. La figure 87 représente le
champ de variation de longueurs d’onde corrélé au déplacement du maximum d’émission dans la zone
de précipitation. Aucune variation significative de cette longueur d’onde n’est observée. La figure 88

mq

représente |'évolution de la taille moyenne des particules (dw = ) dans le réacteur obtenue par

0
simulation numérique. Les oscillations en début de courbe correspondent a une solution non physique

due au calcul de moyenne sur chaque plan (zone grisée). Dans les premiers plans transversaux, les
domaines CO; et solvant sont totalement ségrégés et conduisent a des grandeurs locales extrémement
différentes conduisant alors une estimation en moyenne non physique. Comme attendu et représenté
dans la figure 88, 'augmentation de taille moyenne des particules concerne uniquement la zone
proche de I'injecteur, jusqu’a 400 um approximativement. A partir de cette longueur, |a taille moyenne
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n’évolue plus. Il ne semble donc pas y avoir d’effet de la taille des particules sur une variation de la
longueur d’onde a I'intensité maximale.
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Figure 88 : Evolution de la taille moyenne de particules dans le micro-canal (partie grisée : solution non physique).

Des travaux complémentaires peuvent apporter des informations sur la taille des particules. La
précipitation de ces particules organiques peut étre observée in situ par la microscopie a fluorescence.
La FLIM est une approche sensitive qui consiste a mesurer le temps de vie de fluorescence des
particules organiques et a détecter les phénomenes de nucléation et de précipitation (Anthony et al.,
2014). Tout comme avec notre méthode, cette technique s’adapte trés bien aux systemes
microfluidiques. De plus, de nombreux travaux ont permis de distinguer les particules en fonction de
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leur taille en observant une variation de leur temps de vie (Liao et al., 2016; Tran et al., 2016). La FLIM
semble étre une approche intéressante pour répondre a notre problématique. La visualisation des
phénomeénes de nucléation et de croissance, ainsi que la taille des FONs circulant dans notre
microréacteur pourront étre déterminés expérimentalement et de maniére plus précise. Les résultats
obtenus par FLIM pourront alors étre comparés a ceux obtenus par le modele numérique afin de le
valider.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté le procédé uSAS comme un outil innovant pour la
synthése de FONs. Dans un premier temps, il a été fait un rappel sur les phénomeénes de nucléation et
de croissance impliqués dans le procédé uSAS. Les grandeurs liées a I'hydrodynamique du mélange
comme le temps de nucléation ou de précipitation ont été présentées. Elles ont ensuite été utilisées
dans les calculs numériques effectués en paralléle des expériences.

Dans un deuxiéme temps, un composé modele, le TPE, a été choisi pour une premiere mise en forme
par uSAS. Un travail préliminaire a permis d’étudier la thermodynamique du mélange comprenant le
TPE, le THF (son solvant) et le CO; (son anti-solvant). Ce travail expérimental a abouti a la mesure de
la solubilité du soluté dans le milieu {THF/CO,} dans les conditions de travail souhaitées, c’est-a-dire
pour un milieu monophasique et trés riche en anti-solvant. Une caractérisation ex situ par microscopie
électronique a permis de mesurer expérimentalement la taille des particules de TPE synthétisées par
USAS. Ces premiers résultats ont donné des tailles de particules de 9 + 3 nm, justifiant I'utilisation du
USAS pour la synthése de FONs. La comparaison des résultats expérimentaux et simulés de la
distribution en taille de ces particules a permis d’évaluer la tension de surface des nanoparticules dans
le fluide supercritique. Il a été montré que I'augmentation des débits d’injection des fluides dans le
micro-canal améne a une diminution du temps de mélange et donc a la formation de plus petites
particules. Les expériences menées sur le TPE ont montré des temps de mélange trés courts, inférieurs
a 10*s, démontrant la performance du mélange du procédé uSAS.

Les propriétés optiques des FONs aux effets AIE ont été mises a profit dans les dernieres expériences
réalisées dans ce chapitre. Une étude préliminaire sur la solubilité du composé fluorescent BZX a été
réalisée. Les tailles de particules obtenues, inférieures a 50 nm, montrent encore une fois |'efficacité
du procédé uSAS. Le microscope confocal utilisé pour la caractérisation in situ a permis de recréer une
cartographie des champs de précipitation de BZX dans le microréacteur. Ce résultat expérimental a été
comparé avec succes a la prédiction donnée par les calculs numériques et a montré que le mélange
est trés rapide (inférieur & 10 s) et s’effectue totalement dans une zone trés limitée a la sortie de
I'injecteur, amenant a une domination de la nucléation homogéne et donc a la formation de petites
particules. La distribution en taille des particules, quant a elle, est apparue plus large a partir de la
simulation que dans les mesures expérimentales. L’étude du champ de sursaturation dans le micro-
canal a montré une certaine fluctuation de la sursaturation, pouvant étre a |'origine d’une variation
des temps de nucléation, concluant a la formation de particules aux tailles hétérogenes. Enfin, aucune
variation de la longueur d’onde d’émission des particules solides de BZX dans le microréacteur n’a été
observée. Toutefois, des approches spectroscopiques comme la FLIM ont déja montré leur intérét dans
la différenciation de particules en fonction de leur taille. Ainsi, ce genre d’outil appliqué au
microréacteur pourrait mener vers plus de compréhension des mécanismes de nucléation et de
croissance du procédé uSAS.
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Introduction

Ce dernier chapitre se focalise sur I'application des procédés anti-solvants. Nous allons
éprouver la robustesse du procédé USAS en proposant de synthétiser différentes molécules difficiles a
mettre en forme par voie conventionnelle. Les premiéres expériences sont réalisées sur la puce
microfluidique. Dans I'optique de proposer un systeme le plus performant possible, nous observerons
I'impact de différents facteurs expérimentaux sur la taille et sur la morphologie des particules
synthétisées. Les caractérisations par microscopie électronique permettront de mesurer les tailles de
particules formées.

Les poudres récupérées seront toutes caractérisées en taille par microscopie électronique (TEM).
D’autres caractérisations pourront étre utilisées: dans le cas ou les particules récoltées sont
suffisamment grandes, nous emploierons la DLS pour mesurer leur taille ; dans le cas ou la quantité de
poudre récupérée est suffisante, nous caractériserons le produit par photoluminescence.

Dans un second temps, nous évaluerons I'efficacité d’'un procédé de mise en forme par voie liquide
conventionnelle : le LAS. Les conditions de mélange étant tres différentes pour les deux procédés, nous
nous attendons a un impact sur la taille des particules formées. Nous observerons alors les bénéfices
gu’apporte le procédé uSAS pour une application biomédicale des FONs synthétisés.

Puis, nous nous intéresserons a I'amélioration du montage expérimental du uSAS dans le but
d’augmenter le rendement de production des poudres. Nous nous attacherons a controler la taille des
particules formées par ce nouveau systeme. Les tailles des particules issues de ces deux systémes USAS
seront comparées.

Enfin, nous étudierons un dernier systeme pouvant bénéficier d’'une haute valeur ajoutée dans le
domaine biomédical : la doxorubicine. Celle-ci est un anti-cancéreux pour lequel une diminution en
taille permettrait d’augmenter sa biodisponibilité. Sa mise en forme ainsi que celle du polymére lui
servant d’agent vectoriel dans le corps humain seront réalisées et commentées. Une derniere étape
consistera a étudier un systeme dans lequel I'agent actif et son polymere sont préalablement dissous
dans la méme solution mere avant leur mise en forme.

4.1 Procédés de mise en forme

4.1.1 Mise en forme des matériaux par le procédé uSAS

Le procédé uSAS mis en place dans le cadre de cette these et dont les premiers résultats ont
été présentés dans le chapitre précédent est utilisé ici pour mettre en forme différentes poudres
organiques fluorescentes (Figure 89). Les hautes performances de mélange offertes par les conditions
supercritiques dans lesquelles nous nous situons ainsi que la réduction de la taille du réacteur par
rapport au SAS doivent permettre d’atteindre des tailles de particules plus petites avec une distribution
en taille étroite. Nous présentons dans ce chapitre les résultats obtenus sur cing molécules (TPE, BZX,
NZX-tBu, Péryléne, Doxorubicine).
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Figure 89 : Schéma du montage expérimental uSAS avec micro-puce.
P1, P2 : Pompes ; S1 : Bouteille de CO;; S2 : Solution organique concentrée ; P : Capteur de pression.

Afin d’observer les effets des conditions opératoires sur la taille et la morphologie des poudres
produites, nous avons fait varier divers parameétres expérimentaux du pSAS. A la suite de ces
expériences, la grille TEM placée dans la cellule de récupération est systématiquement utilisée pour la
caractérisation des poudres par microscopie électronique. Ces résultats sont importants pour montrer
I'efficacité du procédé puSAS. Ils peuvent étre également comparés a d’autres procédés conventionnels,
comme le LAS qui utilise la précipitation par anti-solvant liquide.

4.1.2 Mise en forme des matériaux par le procédé LAS

Dans le but de confirmer I'avantage a utiliser le procédé uSAS, nous avons mis en forme chaque
molécule avec une méthode utilisant un anti-solvant liquide : I’eau. Ce procédé est tres couramment
utilisé dans la chimie de synthése (Campardelli et al., 2012; Sheng et al., 2014; Thorat and Dalvi, 2012).
Le montage expérimental du LAS est simple. Une solution organique concentrée est chauffée a 40 °C
et mise sous agitation. Puis, un volume d’eau également chauffé a 40 °C est versé rapidement dans la
solution. La nouvelle solution (d’un volume de 1000 mL) est ensuite placée dans un systéme a filtration
Blchner muni d’'une membrane poreuse sur laquelle est placée une grille TEM pour analyse ex situ. La
poudre est récupérée et analysée par microscopie électronique, de la méme maniere qu’avec le
procédé uSAS. La taille et la morphologie des poudres synthétisées par LAS sont ensuite comparées
aux résultats du pSAS. Une étude systématique détaille ici les résultats sur différentes poudres
organiques fluorescentes.

4.2 Le Tétraphényléthylene (TPE)
4.2.1 USAS

Le TPE a été choisi en premier pour sa grande disponibilité et son faible co(t chez les principaux
fournisseurs en produits chimiques. C’est aussi une molécule a la base des syntheses de nombreux
FONs (Jiang et al., 2020; Qi et al., 2013; Yang et al., 2018). Parmi les nombreux solvants organiques que
nous avons testés, le Tétrahydrofurane (THF) semble étre le meilleur solvant pour le TPE. Nous
choisissons donc ce systeme pour la mise en forme du TPE par uSAS. Comme il I'a été montré dans le
chapitre 3, le systéme {THF/CO,} est monophasique a 40 °C et 100 bar. Pour ces mémes conditions,
nous avons montré le fort caractere anti-solvant du CO, qui s’observe a travers une tres forte
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diminution de la solubilité du TPE pour des fractions molaires CO,:THF supérieures a 95 %. Les multiples
expériences menées sur le TPE par uSAS sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de TPE par uSAS.

# Exp T P [TPE] Débit THF | Débit CO,  Fraction molaire Taille
(°C) (bar) (mg/mL) (mL/min) (mL/min) en CO; (nm)
1 40 100 2 0,44 8 98 % 9 3
40 100 2 0,11 2 98 % 14
3 40 100 3 0,44 8 98 % 9 +3

Les résultats obtenus dans le chapitre 3 sont rappelés brievement dans cette partie. Avec une taille
moyenne de l'ordre de 10 nm (Figure 90), les particules de TPE constituent un premier exemple
convaincant, montrant la haute capacité du puSAS a synthétiser de trés petites particules. Ces
nanoparticules présentent des tailles intéressantes pour augmenter la biodisponibilité d’'une sonde
photoluminescente utilisant le TPE. Dans le but de mettre en avant ces résultats innovants, nous
optons pour un procédé conventionnel avec lequel le TPE sera mis en forme.

Intensité

T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Taille (nm)

Figure 90 : Image des particules de TPE apres mise en forme par uSAS (Exp #1).

4.2.2 LAS

La température de la solution est maintenue a 40 °C, tout comme la concentration de la solution qui
reste a 2 mg/mL (comme dans le cas n° 1 en uSAS). De plus, le rapport des volumes des solutions
organique et aqueuse est calculé de maniere a obtenir un rapport molaire en H,O de 98 % de maniere
a conserver un fort effet anti-solvant dans le mélange (Tableau 12).
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Tableau 12 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de TPE par LAS.

T [TPE] Fraction molaire en H,0
(°C) (mg/mL)
40 2 98 %

Tout comme avec le USAS, nous présentons les résultats obtenus par caractérisation TEM (Figure 91).

Figure 91 : Image TEM du TPE mis en forme par LAS.

Avec le LAS, nous avons récupéré des particules de tailles beaucoup plus élevées. Il nous a donc été
possible d’utiliser un autre type de caractérisation des tailles des particules : la DLS (Figure 92). Les
mesures des particules obtenues avec le TEM et en DLS concordent, nous présentons ici les valeurs
obtenues par DLS (Tableau 13). La répétabilité de I'expérience a confirmé ce résultat, ce qui nous
permet de dire que ce procédé est bien controlé.

Intensity
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Figure 92 : Distribution en taille de TPE par LAS (DLS).
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Tableau 13 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de TPE par LAS.

T [TPE] Fraction molaire en H,0 Taille
(°C) (mg/mL) (nm)
40 2 98 % 310 +40

Les grandes tailles ainsi que I'importante dispersité de la distribution en taille de particules obtenues
par LAS montrent qu’il réside une inhomogénéité des especes en présence dans le réacteur. La
croissance semble prévaloir sur la nucléation due a la sursaturation (faible et hétérogene). Dans le
bécher, les conditions de mélange ne sont pas optimisées, ce qui amene a la formation de particules
de tailles tres différentes, allant de quelques dizaines de nanométres a plusieurs centaines de microns.
Ce résultat nous conforte dans I'idée que le uSAS est une bonne solution pour la production de petites
particules homogénes en taille. La figure 93 compare les distributions en taille des particules pour les
deux procédés. Le procédé uSAS permet de diminuer la taille d’'un ordre de grandeur.
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Figure 93 : Distributions en taille des particules de TPE obtenues par uSAS (rouge) et par LAS (vert).

A présent, il est intéressant de regarder les effets de tailles engendrés par le choix du procédé de mise
en forme sur d’autres molécules organiques.

4.3 BZX
4.3.1 uSAS

Cette seconde molécule a été utilisée pour les caractérisations in situ de la précipitation de
nanoparticules dans le procédé pSAS. Au-dela de ses propriétés optiques, il nous a semblé utile
d’observer I'impact des conditions opératoires sur la taille des particules synthétisées par uSAS.

126



Mise en forme des FONSs par les procédés anti-solvants

Cette molécule déja présentée dans le chapitre 3 est synthétisée au laboratoire SPCMIB. Elle se
présente sous la forme de microcristaux dont la forme révélée par microscopie électronique
s’apparente a de plaquettes allongées (Figure 94).

! 4
v »

(T

Figure 94 : Structure moléculaire de BZX (gauche),
image TEM de la poudre macrométrique avant mise en forme (droite).

Dans ce travail, nous avons étudié deux parameétres expérimentaux : la concentration initiale de la
solution (BZX/THF) et les débits d’injection. Les différentes études réalisées sont résumées dans le
tableau 14.

Tableau 14 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de BZX par uSAS.

#Exp | T(°C) P [BZX] Débit C.Oz Débit T.HF % CO, Taille
(bar) (mg/mL) (mL/min) (mL/min) (nm)
1 40 100 8 0,44 98% 16 3
2 40 100 2 0,11 98% 15 4
3 40 100 0,5 8 0,44 98% 17 5
4 40 100 0,5 2 0,11 98% 18 4
5 40 100 0,1 8 0,44 98% 17 3
6 40 100 0,1 2 0,11 98% 17 4
7 40 100 0,05 8 0,44 98% Pas d’observation

Dans un premier temps, nous observons que la taille des particules est trés faible (inférieure a 20 nm),
ce qui nous permet encore une fois de dire que le procédé uSAS est un outil trés performant dans la
synthése des petites particules (Figure 95).
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Figure 95 : Image des particules de BZX apreés mise en forme par uSAS (Exp #1)

La taille des particules obtenues a la suite de la mise en forme par USAS ne présente pas de variation
importante d’une expérience a l'autre. La comparaison des résultats (Figure 96) pour différentes
concentrations initiales ne montre pas de variations significatives quels que soient les débits
d’injection.

1.0= 1.0

—— X=1mg/mL (Exp #1)
——— X=0,5 mgmL (Exp #3)
X=0,1 mgimL (Exp #5)

—— X=1mg/nL (Exp #2)
—— X=0,5 mgimL (Exp #4) 0.8
—— X =0,1 mginL (Exp #6)

0.8

0.6
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.
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Figure 96 : Distributions en taille de BZX par uSAS, aux faibles débits (a gauche) et aux forts débits (a droite)

Enfin, I'expérience #7 avec une concentration de 0,05 mg/mL de BZX dans le THF n’a donné aucune
observation sur la grille TEM. Il est possible qu’a cette tres faible concentration, la sursaturation soit
relativement faible (Iégerement supérieure a 1) et que trop peu de particules aient été créées durant
le temps d’opération.

A la suite des expériences, il nous a été possible de récupérer une quantité de poudre suffisante pour
caractériser par fluorescence les particules mises en forme. Une analyse par photoluminescence a été
effectuée sur la poudre commerciale ainsi que sur la poudre synthétisée. Les spectres d’émission des
deux échantillons sont présentés ici (Figure 97).
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Figure 97 : Spectres d'émission de BZX.

Nous remarquons que la poudre mise en forme par USAS présente un léger élargissement de son
spectre d’émission d’environ 20 nm. Ceci peut étre d a des défauts de la structure cristalline de la
poudre. En effet, étant donnée la nouvelle morphologie sphérique de la poudre obtenue par uSAS, les
photons qui interagissent avec la poudre fluorescente n’utilisent plus le méme parcours, ce qui peut
avoir une répercussion sur I’allure du spectre d’émission (Kang and Zhu, 2019; Li et al., 2005).

4.3.2 LAS

Le procédé LAS est testé sur le composé BZX dans les conditions présentées dans le
tableau 15. Tout comme pour le TPE, nous obtenons des particules beaucoup plus grandes qu’a la
sortie du PSAS (Figure 98).

Figure 98 : Image des particules de BZX aprés mise en forme par LAS.
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Tableau 15 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de BZX par LAS.

T [BZX] Fraction molaire en Taille
(°C) (mg/mL) H.0 (nm)
40 0,5 98 % 310 +153

Ici encore, nous observons une variation de la taille des particules de BZX d’un ordre de grandeur en
fonction du systéeme de mise en forme choisi (Figure 99). Les particules issues de la synthése par LAS
ont la forme de plaquettes, trahissant une croissance importante le long de chaque direction.
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Figure 99 : Distributions en taille des particules de TPE obtenues par uSAS (rouge) et par LAS (vert).

4.4 NZX-tBu

Cette troisieme molécule a été spécialement synthétisée par le laboratoire SPCMIB. Elle
présente I'avantage d’avoir une trés forte solubilité dans le THF, ce qui en fait un bon candidat pour
observer les effets de la concentration sur les particules récoltées. Sa structure moléculaire est
présentée dans la figure 100. Elle présente une grande aromaticité et comprend un groupement tertio-
butyle (tBu), lui donnant son nom.

0

Figure 100 : Structure moléculaire de NZX-tBu.

4.4.1 USAS

Dans cette partie, nous avons balayé la concentration initiale de NZX-tBu dans le THF pour des

valeurs allant de 0,6 a 6 mg/mL. Le tableau 16 présente les conditions utilisées pour les différentes
expériences en USAS.
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Tableau 16 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de NZX-tBu par uSAS.

#Exp T(°C) P (bar) [NZX-tBu] = Débit CO, Débit THF % CO; Taille
(mg/mL) (mL/min) (mL/min) (nm)

1 40 100 0,6 8 0,44 98% 16 5

2 40 100 1 8 0,44 98% 15 5

3 40 100 6 8 0,44 98% 14 4

Les images TEM de NZX-tBu montrent des particules de taille semblable aux résultats obtenus avec le
TPE et le BZX (Figure 101). Une forme sphérique est obtenue comme pour les précédentes molécules.

X =0,6 mg/mL X=1mg/mL X =6 mg/mL

Figure 101 : Images TEM de particules de NZX-tBu mises en forme par uSAS.

Tout comme avec le BZX, I'étude paramétrique n’a pas révélé de variation en taille significative. Ce
résultat est d’autant plus surprenant que nous avons ici fait varier la concentration d’un ordre de
grandeur. Lors de futurs travauy, il serait intéressant d’étudier I'impact d’une concentration encore
plus élevée sur la taille des particules mises en forme par uSAS et d’étudier la solubilité de BZX dans le
systéme {THF/CO,}.

4.4.2 LAS

Le procédé LAS est utilisé de la méme maniére que précédemment (Tableau 17). Nous
préparons la solution aux mémes concentration et température que pour le uSAS.

Tableau 17 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de NZX-tBu par LAS.

T [NZX-tBu] Fraction molaire en H,0 Taille
(°C) (mg/mL) (nm)
40 1 98 % 182 +91

Une fois encore, des particules de trés grandes tailles sont observées (Figure 102). Les images TEM
montrent la large distribution en taille et la grande diversité de morphologies de particules
synthétisées par LAS. Une analyse SEM montre a un plus faible grossissement la structure de la matiere
produite.

131



Chapitre 4

ICMCE-CHMRS

Figure 102 : Images TEM (gauche) et SEM (droite) de NZX-tBu mis en forme par LAS.

Le procédé uSAS met en forme des particules de NZX-tBu d’environ 15 nm, tandis que le systeme LAS
synthétise des particules de plusieurs centaines de nanometres, voire de plusieurs microns
(Figure 103). Le uSAS montre pour une troisieme fois son fort impact sur le contréle de la synthése de
FONs.
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Figure 103 : Distributions en taille des particules de NZX-tBu obtenues par uSAS (rouge) et par LAS (vert).

4.5 Le Pérylene
Le Pérylene est une molécule potentiellement utilisable pour des applications biomédicales
(Alvino et al., 2007; Zhou et al., 2021). Ce composé a été commandé chez Sigma.

La taille des particules de Péryléne, dont nous donnons la structure moléculaire, impacte sur sa
biodisponibilité (Figure 104). Le procédé uSAS est proposé comme une solution a apporter a ce
probléme.
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Figure 104 : Structure moléculaire du Pérylene.

4.5.1 uSAS

Une concentration de 0,25 mg/mL de Péryléne dans du THF est préparée. Cette concentration
relativement faible a été choisie sous la contrainte de problémes de bouchons répétitifs dans la
micro-puce a de plus grandes concentrations. Les conditions opératoires utilisées pour la mise en
forme du Pérylene par uSAS sont résumées dans le tableau 18.

Tableau 18 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de Péryléne par uSAS.

T(°C) P (bar) [Péryléne] Débit CO; Débit THF % CO, Taille
(mg/mL) (mL/min) (mL/min) (nm)
40 100 0,25 8 0,44 98 % 74 26

Contrairement aux trois premiéres molécules, il ne nous a pas été possible d’atteindre la méme taille
de particule. Cependant, les particules de Pérylene obtenues sont inférieures a 100 nm, ce qui reste
un bon résultat pour une application biologique (Figure 105). En plus de la variation en taille, nous
observons que le Pérylene présente une morphologie différente : des plaquettes remplacent les
sphéres obtenues pour les précédentes molécules.

Figure 105 : Images TEM de Péryléne mis en forme par uSAS.

Pour constituer les distributions en taille, nous mesurons les diagonales des particules. La distribution
en taille est plus large que dans les cas précédents, notamment a cause de cette nouvelle morphologie
(Figure 106). La mise en forme du Péryléne par uSAS montre des populations de tailles hétérogénes.
Ce résultat est semblable a ceux observés a I'issu du LAS et peut laisser croire que I'étape de nucléation
est lente, malgré les débits importants imposés dans le procédé uSAS. Notons que le microréacteur
coaxial devrait permettre d’éviter ces difficultés techniques et il nous sera alors possible de procéder
a des expériences a plus hautes concentrations.
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Figure 106 : Distribution en taille de Pérylene mis en forme par uSAS.

L'analyse des spectres de fluorescence du Péryléne avant et aprés mise en forme par uSAS montre une
|égere variation (Figure 107). Les épaulements a 570 nm et a 650 nm sont déformés. Ceci peut étre
expliqué par la taille et la morphologie des particules formant la poudre. Tout comme pour le BZX, la
structure cristalline de la poudre peut expliquer cette déformation du spectre d’émission.
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Figure 107 : Spectres d'émission de Péryléne.

4.5.2 LAS

Le procédé LAS, aux conditions présentées dans le tableau 19, a permis de récolter une grande
quantité de poudre. Celle-ci a été caractérisée par différentes images de microscopies
électroniques (Figure 108 et Tableau 19).
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Tableau 19 : Conditions opératoires des expériences de mise en forme de Péryléne par LAS.
Taille mesurée a partir des images TEM.

[Pérylene] Fraction molaire Taille
(mg/mL) en H,0 (nm)
0,25 98 % 205 +120

15tm ICMCE-CMNRS

Figure 108 : Images TEM (gauche) et SEM (droite) de Pérylene a la suite d'une mise en forme par LAS.

Dans ce cas particulier, les particules mesurées par microcopie électronique sont de tailles
relativement élevées (= 200 nm). Ceci nous permet de caractériser ces particules par une méthode
plus simple et plus rapide : la DLS. Les particules récoltées sur le filtre sont dispersées dans de I'eau
déionisée, milieu dans lequel les nanoparticules de Pérylene ne sont pas solubles. La distribution en
taille caractérisée par DLS est présentée dans la figure suivante.
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Figure 109 : Distribution en taille de Péryléne mis en forme par LAS (DLS).

La DLS donne une distribution en taille centrée a 375 nm. Cette taille est plus importante que celle
observée par microscopie électronique, car la DLS donne le rayon hydrodynamique d’une particule
supposée sphérique. La caractérisation par DLS donne ainsi une valeur surestimée de la taille des
particules. Quand cela est possible, nous privilégions les mesures obtenues par TEM que par DLS. Pour
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la quatrieme fois, nous remarquons un décalage trés marqué concernant la taille des particules
synthétisées par les deux procédés.
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Figure 110 : Distributions en taille des particules de Péryléne obtenues par uSAS (rouge) et par LAS (vert)
(mesures obtenues par TEM).

Enfin, le Pérylene est un candidat idéal pour montrer les performances de productivité du
microréacteur coaxial. Avec ce nouveau réacteur, il nous est possible d’augmenter la concentration,
ce qui serait une premiere étape dans le but de diminuer la taille des particules. Ainsi, ces résultats
pourraient améliorer I'efficacité des systémes biochimiques utilisant le Péryléne.

4.6 Discussions sur la taille des FONs par uSAS

En conclusion de cette premiére partie, nous souhaitons discuter des tailles des FONs obtenus
par USAS. Parmi les quatre systéemes étudiés, le Péryleéne se distingue avec une taille moyenne de
80 nm, tandis que la mise en forme des trois autres molécules donne des tailles inférieures a 20 nm.
Afin de comprendre cette différence de taille, nous pouvons questionner les mécanismes
fondamentaux régissant les phénomeénes de nucléation/précipitation des FONs : I’lhydrodynamique et
la thermodynamique. Concernant I’hydrodynamique, les conditions de mélange (débits internes et
externes) et la géométrie du micro-mélangeur sont identiques pour les quatre cas étudiés. Donc,
I’hydrodynamique ne peut étre la raison de cette variation en taille entre le Péryléne et les trois autres
composés. La thermodynamique, quant a elle, est liée a la solubilité du composé dans le CO,. Une
étude spectroscopique du systéme {Péryléene/THF/CO,} pourrait peut étre montrer une plus forte
solubilité du Péryléne dans le CO,, qui engendrerait une croissance des particules, expliquant ainsi les
grandes tailles des plaquettes de Pérylene produites. Une autre hypothése également liée a la
thermodynamique concerne la valeur de tension de surface des particules de Péryléne dans le fluide
supercritique qui pourrait étre plus élevée qu’avec les trois autres systémes. La encore, il serait
nécessaire de mesurer la solubilité du Péryléne dans le mélange {THF/CO,} afin d’évaluer
numériquement la tension de surface et la comparer aux systemes précédents (TPE et BZX).
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4.7 Comparatif réesumé des procédés de mise en forme USAS et LAS

Les mises en forme par uSAS des composés organiques ont systématiquement abouti a la
formation de nanoparticules de tailles inférieures a 100 nm, et inférieures a 20 nm pour trois des
guatre composés testés. Si on transpose cette technologie a des molécules d’intérét thérapeutique,
les préparations médicamenteuses constituées de ces particules de trés petite taille pourront acquérir
de meilleures solubilités dans les milieux biologiques. Ainsi, ces nouvelles formulations permettront
d’augmenter la biodisponibilité du traitement et son efficacité.

En comparaison, la figure suivante montre bien la robustesse du procédé uSAS face a une précipitation
par voie liquide. Les tailles des particules récoltées a la suite du LAS ne sont pas homogenes et elles
sont trés importantes (jusqu’a plusieurs microns de diameétre). Le uSAS apparait alors I'outil idéal pour
les applications pharmacologiques qui nécessitent I'emploi de nanoparticules organiques.

TPE

BZX

Pérylene

Figure 111 : Images TEM des différents composés mis en forme par uSAS et LAS.
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4.8. Syntheses USAS avec le microréacteur coaxial pour le uSAS

Nous avons vu dans le chapitre précédent que le uSAS permettait de synthétiser des particules
trés petites et de taille homogene en distribution. Cependant, un systeme des procédés comme le
USAS se doit de produire en grande quantité. Cette partie présente un nouveau systéme de mise en
forme de FONs, présenté en détails dans le chapitre 2. L’objectif ici est d’augmenter le rendement
massique du produit en simplifiant au maximum le montage expérimental tout en maintenant une
production de poudres de petites tailles (Figure 112). L'injecteur de la solution, de diametre interne de
100 um, est placé dans un tube de diametre interne de 500 um dans lequel le CO; est injecté. Les débits
d’injection pour ce nouveau systeme sont rappelés dans le tableau 20, le rapport molaire CO,:THF est
toujours a 98 %.
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Figure 112 : Schéma du montage expérimental uSAS avec microréacteur coaxial.
P1, P2 : Pompes ; S1 : Bouteille de CO,; S2 : Solution organique concentrée ; P : Capteur de pression.

Tableau 20 : Conditions opératoires pour le uSAS utilisant un réacteur coaxial.

Débit interne Débit externe Fraction molaire en CO;

0,2 mL/min 5 mL/min 98 %

Ce réacteur coaxial a été congu tardivement durant la thése, c’est pourquoi les quatre premiers
composés ont été étudiés principalement sur le systeme avec la micro-puce. Nous comparons ici les
résultats obtenus par les deux systéemes de production de poudres sur les quatre molécules
précédemment présentées (Tableau 21).
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Tableau 21 : Distributions en taille de plusieurs composés organiques fluorescents mis en forme par uSAS avec les deux types

Soluté

TPE
TPE
BzX
BZX
NZX-tBu
NZX-tBu
Péryléne

Péryléne

[X]
(mg/mL)

2

2
0,5
0,5

1

1
0,25
0,25

de microréacteurs.

Procédé uSAS

Micro-puce
Coaxial
Micro-puce
Coaxial
Micro-puce
Coaxial
Micro-puce

Coaxial

17
15
15
14
74
68

Taille
(nm)

Nous observons que les tailles des particules synthétisées par les deux systemes de production sont
similaires (Figure 113). Ces résultats sont importants car ils montrent que les deux procédés offrent les
mémes performances de mélange avec a la clé des particules de taille trés bien contrélée. Les forts
débits introduits dans les systemes USAS sont essentiels pour dépasser la limite en taille présente dans
les procédés conventionnels.
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Figure 113 : Images TEM des différents composés mis en forme par uSAS avec les deux types de microréacteurs.

Dans la suite de ce chapitre, nous ne considérons que le microréacteur coaxial dans le but de produire
une plus grande quantité de poudres et améliorer le rendement massique du procédé.

4.9 Application du puSAS a la mise en forme d’un anticancéreux :
la doxorubicine (DOX)

4.9.1 Contexte

Le choix de la derniere molécule testée a été motivé par son grand intérét pharmaceutique. La
doxorubicine (DOX) est un anti-cancéreux utilisé dans le traitement de nombreux cancers des tissus.
Cette molécule est employée en médecine depuis les années 1970. Comme pour tout composé
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biochimique, la doxorubicine montre une meilleure biodisponibilité si elle est introduite dans le corps
humain sous forme de nanoparticules.

La doxorubicine est un anti-cancéreux, car elle participe a I'apoptose des cellules tumorales. En
d’autres termes, elle agit au niveau de I’ADN du noyau de la cellule cancéreuse, amorcant la mort de
la cellule. La formulation pharmaceutique active est généralement composée de deux éléments :

e Un polymere biodégradable conduisant le principe actif a sa cible : PLA (acide polyactique),
PLLA (acide polylactique), PEG (polyéthylene glycol), dextrane, etc.

e Une molécule aux propriétés biochimiques actives incorporée dans la matrice du
polymére : la doxorubicine dans notre cas.

Les nanoparticules de doxorubicine sont mélangées a la matrice de polymeére, dans laquelle elles
s’encapsulent. Cette matrice transporte la doxorubicine jusqu’a la cellule cancéreuse a travers les
vaisseaux sanguins (Figure 114). Le principe actif est généralement doté de sites spécifiques en surface
permettant sa reconnaissance par la cellule tumorale, favorisant I'étape d’endocytose. Enfin, la
doxorubicine diffuse et s"accumule dans le noyau de la cellule ciblée créant une forte activité pro-
apoptotique désirée.

Vaisseau
sanguin
Cellules tumorales
. §3Wéﬁ Nucléus
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Figure 114 : lllustration du mécanisme de libération d'un principe actif ciblant une cellule cancéreuse.

4.9.2 Mise en forme de la doxorubicine par uSAS

4.9.2.1 Choix du solvant

Contrairement aux molécules précédentes, le THF n’est pas un assez bon solvant pour
solubiliser la doxorubicine. Il a donc été nécessaire de procéder a une étape préliminaire afin de
décider du systéme a étudier (Tableau 22). Le diméthylsulfoxide (DMSO) est connu pour étre un trés
bon solvant de la doxorubicine. D’autres solvants organiques ont également été testés (Du et al., 2013;
Murakami et al., 2006). Tous les solvants mentionnés dans cette partie ont été commandés chez Sigma.
La doxorubicine a été fournie par Carbosynth (UK).
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Comme le montre la figure 115, les particules de doxorubicine synthétisées par uSAS ne sont pas bien
définies. Elles sont agrégées et partiellement solubilisées par le solvant, ce qui rend tres difficile leur
comptage. La haute viscosité du DMSO peut expliquer la mauvaise évacuation de celui-ci par le CO;
dans le filtre (Tableau 22).

Tableau 22 : Propriétés physico-chimiques des solvants testés.

Solvant Densité Viscosité Solubilité de la doxorubicine
(g/mL) (cP) (mg/mL)
DMSO 1,092 1,99 100
Méthanol 0,791 0,54 >1
Ethanol 0,789 1,07 <0,1
THF 0,883 0,46 <01
Diméthylformamide (DMF) 0,945 0,79 >0,2

Figure 115 : DOX synthétisée par uSAS avec du DMSO.

Malgré I'étape finale de séchage au CO,, il semble qu’une infime fraction de DMSO reste présente
autour des particules de doxorubicine, rendant cet aspect filandreux. Ceci peut s’expliquer en
remarquant la haute viscosité du solvant. Pour pallier ce probleme, nous choisissons de mélanger le
DMSO avec un solvant moins visqueux (K6rosi et al.,, 2019). Dans notre cas, nous choisissons de
mélanger le DMSO avec I'éthanol.

Les images TEM montrent qu’en effet il est possible d’améliorer la qualité de la poudre récupérée
(Figure 116). Cependant, il est encore difficile de mesurer les tailles des particules synthétisées. De
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plus, I'ajout d’une fraction d’éthanol dans le mélange réduit drastiquement la solubilité de la
doxorubicine.

Figure 116 : DOX synthétisée par uSAS avec différentes fractions volumiques (DMSO:Ethanol)
du solvant organique : (a) 1:2; (b) 1:10.

Nous avons donc opté pour un autre solvant. Les images suivantes montrent quelques exemples des
nombreux solvants qui ont été testés (Figure 117).

Figure 117 : DOX synthétisée par uSAS avec différents solvants organiques : (a) DMSO ; (b) Méthanol ; (c) DMF.

Dans le cas du diméthylformamide (DMF), les particules de doxorubicine présentent une meilleure
définition sur les images TEM. Leur agglomération s’apparente davantage a ce que nous observions
avec les molécules précédentes. De plus, la solubilité de la doxorubicine dans le DMF est acceptable.
Nous choisissons donc le DMF comme solvant pour la suite de I'étude.

4.9.2.2 Premiére mise en forme de la doxorubicine
L’expérience se réalise a 20 °C et 100 bar, coordonnées pour lesquelles le mélange DMF/CO,
est monophasique comme le montre le diagramme de phase suivant (Figure 118).
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Figure 118 : Diagramme de phase DMF/CO; a 20 °C (Duran-Valencia et al., 2001).

Nous réalisons cette premiere expérience en préparant une solution de DMF concentrée en DOX a
0,2 mg/mL (Tableau 23). Cette valeur de concentration est basée sur de précédents travaux de
synthése de principes actifs a base de doxorubicine (Murakami et al., 2006; Sagnella et al., 2014). Nous
nous placons dans des conditions nous permettant de bien sécher la poudre a la fin de I'opération
(débit de CO, a 48 mL/min). Dés lors, les difficultés rencontrées avec les résidus de solvants sont
supprimées.

Tableau 23 : Conditions opératoires pour la mise en forme de la DOX par uSAS.

# Exp Température Pression Concentration Débit interne  Débit externe
solution (solution) (CO2)
1 20 °C 100 bar 0,2 mg/mL 0,2 mL/min 48 mL/min

Pour la cinquiéme fois, il nous est possible d’atteindre de tres petites tailles de particules a la suite
d’une mise en forme par USAS. Les particules récoltées sont tres agrégées entre elles, mais leur
définition est suffisante pour le comptage. Une taille moyenne de 30 nm est constatée.
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Figure 119 : Image TEM des particules de doxorubicine mises en forme par uSAS (gauche) et leur distribution en taille
(droite).

Ce résultat est trés important pour la suite, puisque I'efficacité d’un médicament dépend notamment
de la taille des particules du principe actif. Dans notre cas, la faible taille des particules de doxorubicine
doit permettre de disperser fortement le médicament. Ceci aura pour effet de promouvoir une
meilleure internalisation du principe actif. Le nouveau systéeme pSAS doté d’un microréacteur coaxial
nous a permis de récupérer une plus grande quantité de poudre, comparé au systeme avec la micro-
puce. Pour cette expérience, le rendement de produit s’éléve a 20 %, ce qui constitue une premiére
étape dans I'amélioration du procédé uSAS.

4.9.3 Mise en forme du systeme DOX+PEG par uSAS

Nous nous intéressons maintenant a un systéme plus complexe, en ajoutant comme composé
un polymere utilisé dans I'encapsulation de principes actifs : le polyéthyléneglycol (PEG). Dans un
premier temps, nous réalisons une mise en forme simple du PEG par uSAS. Le DMF est un trés bon
solvant du PEG, nous choisissons une concentration initiale de 4 mg/mL a partir des données de la
littérature (Murakami et al., 2006) (Tableau 24).

Tableau 24 : Conditions opératoires pour la mise en forme du PEG par uSAS.

# Exp Température Pression Concentration Débit interne Débit
solution (solution) externe (CO3)
2 20°C 100 bar 4 mg/mL 0,2 mL/min 48 mL/min

Aprés mise en forme par USAS, le PEG forme des particules sphériques de quelques dizaines de
nanomeétres comme nous pouvons I'observer a travers les résultats obtenus par TEM (Figure 121).
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Figure 120 : Synthése du PEG 5k par uSAS.

La derniére étape consiste a préparer une solution initiale composée a la fois du PEG et de la DOX.
Les conditions opératoires sont résumées dans le tableau 25.

Tableau 25 : Conditions opératoires pour la mise en forme de la DOX et du PEG par uSAS.

# Exp Température Pression = Concentration = Concentration Débit Débit
PEG DOX interne externe
(solution) (COy)
3 20 °C 100 bar 4 mg/mL 0,2 mg/mL 0,2 mL/min 48
mL/min

Les images TEM de cette nouvelle synthése mettent en avant des populations de particules encore
jamais observées (Figure 121) :

Des particules d’environ 5 nm avec une trés haute valeur de contraste ;
Des éléments plutot sphériques d’une taille de 10 a 20 nm s’apparentant a des taches

faiblement contrastées ;
Des cubes d’environ 100 nm de c6té et possédant un haut degré de cristallinité révélé au

champ sombre du TEM.
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Figure 121 : Synthese de nanoparticules a partir d'un mélange (DOX+PEG) de différentes zones et a différents
grossissements : (haut) x20 000 ; (bas) x50 000.

L’apparition de ces nouvelles morphologies et tailles de particules lors de la synthése DOX+PEG et
I’absence des nanoparticules sphériques obtenues en mettant en forme séparément la DOX et le PEG,
met en évidence une différence dans le procédé de précipitation des deux composés dans ces deux
cas de figure. En d’autres termes, il est possible que dans le cas de la syntheése DOX+PEG, les deux
composés aient des temps de nucléation trés différents, dus a des valeurs de solubilités modifiées par
la présence d’un second soluté. Ceci a pour répercussion de modifier la taille, et donc la morphologie
des particules formées.

Etant donné le haut degré de cristallinité des particules récupérées sur la grille TEM, une étude par
diffraction des électrons devra permettre par la suite d’apporter des réponses quant a l'identité des
trois types de populations recensés.

La simplification du montage a permis de récolter plus de poudres avec le microréacteur coaxial. Ici
encore, nous avons obtenu un rendement plus important que ce qui peut étre réalisé avec la micro-
puce. Pour cette derniére expérience, le rendement massique s’éléve a 18 %. Ce résultat confirme la
nécessité a utiliser le microréacteur coaxial pour la production de poudres, tandis que la micro-puce
est a privilégier pour les mesures in situ.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis en pratique le procédé innovant uSAS pour la mise en forme
des FONs. Nous avons sélectionné quatre molécules pour tester I'efficacité du uSAS en conditions
supercritiques. Ces mémes molécules ont été mises en forme par voie liquide conventionnelle (LAS).

Des analyses par microscopie TEM ont permis de révéler la trés faible taille de particules obtenues
grace au USAS. Pour les quatre systémes présentés, il nous a été possible de diminuer drastiquement
la taille des particules synthétisées par rapport a une voie conventionnelle de précipitation par anti-
solvant liquide. Les propriétés des fluides supercritiques combinées aux qualités de mélange du
microréacteur nous ont permis d’atteindre de tres petites tailles de particules avec le procédé uSAS.
Une comparaison systématique au procédé LAS a mis en avant I'intérét du uSAS dans la synthese de
particules de taille controlée.

Enfin, une modification du montage expérimental a permis de récupérer une plus grande quantité de
poudre que précédemment. Nous avons montré que ce nouveau systéme microfluidique doté d’un
microréacteur coaxial permet de conserver le controle sur la taille des particules créées, tout en
augmentant le rendement de production.

Le dernier systeme étudié est la doxorubicine. Une étude préliminaire a permis de choisir le meilleur
solvant pour I'expérience : le DMF. La synthese de la doxorubicine par uSAS s’est révélée satisfaisante
en mettant en forme des particules d’environ 30 nm. Dans un second temps, un systeme comportant
deux solutés a été créé. Il s’agissait alors de précipiter des particules de doxorubicine et de
polyéthyleneglycol préalablement solubilisées dans une méme solution. La mise en forme a apporté
un résultat inattendu ou I'apparition de nouvelles populations de particules a été signalée. Ce résultat
a pu étre expliqué par la complexité du mécanisme de précipitation pour un systeme comportant
plusieurs solutés. Des analyses de diffraction des électrons permettront de comprendre ce dernier
résultat.
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Conclusion generale et
perspectives

La mise en forme des nanoparticules organiques fluorescentes par un procédé microfluidique
supercritique a été au coeur de ces travaux de these réalisée dans le cadre du projet ANR SUPERFON.
La récente découverte de composés organiques dont la fluorescence a I'état agrégé est plus élevée
gu’en solution (effet AIE) offre une plus large palette pour I'imagerie scientifique et médicale. Dans ce
contexte, il est intéressant de produire des FONs de petites tailles. Dans cette thése, nous nous
sommes attachés a atteindre les deux objectifs suivants :

e Le premier a concerné la levée de la limitation en taille des particules synthétisées par voie
conventionnelle. Pour cela, nous avons identifié deux stratégies d’intensification de mélange.
Tout d’abord, nous avons opté pour une technique de synthése des composés organiques de
petite taille avec un anti-solvant supercritique. Dans ce cadre, nous avons présenté une
approche nommeée SAS (Supercritical Anti-Solvent) employant le CO, (dioxyde de carbone)
supercritique comme anti-solvant. Puis, nous avons introduit la technologie microfluidique,
un outil développé notamment en biochimie pour la synthése contrélée de particules. Ces
deux approches nous ont permis d’atteindre des conditions de mélange trés favorables a la
mise en forme de matériaux. Ce nouveau procédé concu a I'lCMCB a été nommé uSAS.

e Le second objectif a visé a bénéficier d’'une meilleure compréhension des procédés utilisant
des fluides supercritiques comme anti-solvants dans un dispositif microfluidique. La puce
haute-pression a été choisie pour réaliser des analyses in situ, et grace a I'effet AIE des
composés fluorescents, il nous a été possible de suivre en temps réel la précipitation de ces
nanoparticules. La comparaison expérimental/numérique a permis alors de valider et
compléter les simulations numériques afin d’affiner la compréhension des phénoménes liés
a la précipitation dans notre microréacteur.

La premiére expérience a été réalisée sur un composé organique fluorescent dit « modeéle », le TPE
(TétraPhénylEthyléne), avec le THF (TétraHydroFurane) comme solvant et le CO, comme anti-solvant.
La technique de mesure par spectroscopie infrarouge a été utilisée pour déterminer la solubilité du
TPE dans le milieu {THF/CO,} a haute pression. Celles-ci nous ont permises de déterminer les
conditions favorables a la précipitation du soluté en fonction des fractions molaires
solvant/anti-solvant. Nous avons utilisé le procédé uSAS pour la premiére mise en forme de FONSs. Les
outils de caractérisation ex situ nous ont permis de déterminer expérimentalement une distribution
en taille des particules de TPE récupérées. Cette distribution en taille a été associée a celle résultant
des travaux de simulation numérique pour obtenir la tension de surface du TPE dans le fluide
supercritique, un parametre tres difficile a obtenir expérimentalement.

Un deuxieme composé organique fluorescent aux propriétés AIE a été choisi pour visualiser in situ la
formation des particules fluorescentes avec un microscope confocal. Les travaux expérimentaux ont
donné des résultats satisfaisants, corrélant les images observées par le microscope confocal avec celles
crées a partir du modeéle numérique. Les phénomeénes de nucléation et de croissance du composé
organique fluorescent ont été discutés a partir des distributions en taille obtenues par simulation et
expérimentalement. La confrontation expérience/simulation a montré que les modéles de nucléation
primaire et homogéne et de croissance par diffusion étaient tout a fait acceptables.
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La robustesse du procédé uSAS a été testée sur trois différents composés organiques fluorescents (TPE,
BZX et NZX-tBu). Leur mise en forme par voie conventionnelle anti-solvant liquide a systématiquement
montré des tailles de particules de plus de 100 nm, tandis que celles obtenues par uSAS ont des tailles
inférieures a 20 nm. Dans le cas du Péryléne, il ne nous a pas été possible de descendre en-dessous de
50 nm. La mesure de la solubilit¢é du Pérylene dans le milieu {THF/CO,} pourrait apporter des
informations expliquant cette disparité en taille. En effet, il semble possible que le Pérylene soit
partiellement soluble dans le CO,, rendant finalement ce procédé moins efficace pour ce matériau.

Enfin, une simplification du montage expérimental du uSAS vers un microréacteur coaxial « tube dans
tube » a été appliquée a I'ensemble des poudres déja étudiées dans la puce microfluidique ainsi qu’a
la doxorubicine, une molécule d’un grand intérét pharmaceutique. Les résultats dans ce systéme
simplifié sont proches de ceux obtenus dans la puce microfluidique et particulierement prometteurs.

Ces travaux nous aménent a considérer des perspectives a la fois sur le procédé mais également sur
I"amélioration de la compréhension des phénomeénes de nucléation et de croissance.

Tout d’abord, cette derniere modification de ce procédé plus simple a mettre en ceuvre ouvre vers de
nouvelles perspectives technologiques :

e Le systeme coaxial permet l'injection des fluides a des débits plus élevés. Ainsi, il nous est
permis d’améliorer I'étape de séchage des poudres et d’augmenter la quantité de poudres
récoltées, dans le but d’acquérir de nouvelles caractérisations (taille des particules par DLS,
propriétés optiques par photoluminescence).

e Lesrendements massiques relativement faibles (= 20 %) peuvent facilement étre améliorés en
jouant sur le débit d’injection de la solution ainsi que sur sa concentration initiale. Ces deux
parametres restent donc a optimiser.

e (Ces systemes microfluidiques peuvent étre plus évolutifs. En effet, un changement d’échelle
de ces tubes semble beaucoup plus simple a réaliser que dans le cas de la puce microfluidique.
Par ailleurs, la disposition de plusieurs microréacteurs coaxiaux placés en parallele permettrait
de multiplier la quantité de poudres produites pour une méme durée d’opération. Il peut étre
fait de méme avec les filtres de récupération, car ceux-ci peuvent se remplir totalement et
créer une surpression dans le systeme. La duplication de filtres placés en parallele permet de
les vider et récupérer la poudre sans affecter le systeme. Ceci a pour conséquence d’optimiser
le temps de production du procédé pSAS.

La deuxieme perspective concerne I'amélioration de la connaissance des phénomeénes de nucléation
et de croissance par I'implémentation de méthodes originales de caractérisation in situ. En effet, |’outil
de caractérisation in situ utilisé au cours de cette thése a présenté une limitation quant a la mesure de
la longueur d’onde d’émission des précipités fluorescents. Ainsi, une nouvelle approche expérimentale
pourrait étre proposée :

e L'emploi de techniques spectroscopiques plus fines comme la FLIM (Figure 122) est une
possibilité afin d’obtenir des informations sur la taille des particules formées dans le
microréacteur et pour in fine mieux comprendre les phénomeénes de nucléation et de
croissance prédits par la simulation numérique. Ces nouvelles caractérisations par
fluorescence pourront par exemple apporter des informations supplémentaires sur la taille
(Ito et al., 2015) et sur la cristallinité (Bremond et al., 2020; Ito and Oka, 2019) des particules
observées.
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Figure 122 : Montage expérimental d'un microscope confocal associé a la FLIM (Buranachai et al., 2008).
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Annexe 1 : Détails complémentaires
Modes de vibration IR du CO;

Un état électronique est composé de plusieurs états de vibration qui sont eux-mémes
constitués de plusieurs états rotationnels. Le loin-IR concerne les transitions entre différents niveaux
rotationnels, tandis que le moyen IR permet d’observer la transition de I'état fondamental de la
molécule v=0 vers son premier état excité v=1. Enfin, pour le proche IR, la molécule passe de son état
fondamental v=0 a son second état excité d’énergie vibrationnelle v=2.

'=f Niveaux d’énergie
-

r=0 vibrationnels
v=1

r=2 . ) e

r=1 Niveaux d'énergie

v=0 rotationnels

Figure 123 : Niveaux d'énergie vibrationnels et rotationnels d'une molécule

Le nombre d’onde, I'énergie ou la fréquence d’une transition IR dépend principalement de la masse
des atomes constituant la liaison chimique observée. Dans le cas d’une molécule diatomique, il n’y a
gu’un seul mode vibrationnel correspondant a I'étirement ou a la contraction de la liaison. En
revanche, dans le cas d’'une molécule poly-atomique, on dénombre plusieurs modes de vibration liés
au degré de liberté que posséde la molécule. Les mécanismes quantiques n’autorisent que certains
déplacements atomiques correspondant a des fréquences bien précises. Dans le cas d’une molécule
linéaire a N atomes, on compte 3N — 5 modes, et 3N — 6 modes pour une molécule non linéaire. Ces
modes sont classifiés en plusieurs catégories. On peut citer par exemple, I'étirement ou la contraction
d’une liaison, le « bending » dans le cas de trois atomes liés entre eux par deux liaisons, la déformation
hors du plan faisant passer la molécule d’une configuration plane a une géométrie non-planaire.

Dans le cas des fluides supercritiques, le CO; est trés étudié. Cette molécule linéaire présente alors 3N
— 5 vibrations, c’est-a-dire 4 vibrations. (Amiroudine et al., 2014, p. 2; Brunner, 1994, p. 2; Day et al.,,
1996, p. 2)

b d . - b d ] Ld ) 2 . ) L .
O0=C=0 O=C=0 O=C=0 O=C=0
Déformation linéaire Déformation linéaire

. . L Déformations non linéaires
symétrique antisymétrique

Figure 124 : Modes de vibration du CO;

Notons également qu’un mode de vibration IR n’est actif que si son moment dipolaire évolue lors de
la vibration. Et l'intensité de la bande d’absorption IR dépend du degré de variation du moment
dipolaire pendant la vibration (Larkin, 2018; Wang et al., 2018).
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Annexe 2 : Process intensification for the synthesis of ultra-small
organic nanoparticles with supercritical CO; in a microfluidic system
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HIGHLIGHTS GRAPHICAL ABSTRACT

© Synthesis of ultra-small organic nano-

particles in high pressure microfluidic Experiment
systems working under turbulent
conditions. r

® Determination of solid/supercritical
fluid surface tension by coupled nu-
merical/experimental approach.

© Numerical investigation of mixing in-
fluence on particle size distribution.

Simulation \
ARTICLE INFO ABSTRACT
y Submicronization of organic pounds is a challengi i for applications in the imaging and
Microfluidic pharmaceuucal fields. A new Supercritical AnuSoIvem pmces with microreactor (uSAS) was developed for
Sq)atnncll fluid ) particle (NP) hesis. T (THF) was used to solubilize a model organic molecule, tetra-
:‘“’P‘."‘df ’Y“‘:h‘" phenylethylene, and supercritical arbon dioxide (sc-CO,) was used as antisolvent. The solubility of TPE in the
jumerical sim uon

THF/CO; system was first measured by in situ experiments. Then, NPs of TPE were prepared in various ex-
perimental conditions and characterized by transmission electron microscopy (TEM). Chosen experimental
condmons led to NPs vn(h a mean size of 9 = 3 nm. Experimental uSAS results were compared with size

b ion, to obtain surface tension values, which are difficult to access by experiment
alone Simulations coupling Computational Fluid Dynamics (CFD) and Population Balance Equation (PBE) were
performed under turbulent conditions in the high p micror This coupled experimental and the-
oretical approach all d a deep und ding of the uSAS process and underlined the superior value of this
technique for the preparation of NPs.

Mixing intensification

1. Introduction (NPs) is a very efficient way to enhance their solubility, stability and
bioavailability, so that these compounds may find a wide range of ap-
Putting pure organic dyes and drugs in the form of nanoparticles plications in the fields of imaging, biosensing and medicine [1-4]. It is
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Nomenclature P pressure (Pa)
N supersaturation
B nucleation rate (1/(m’)) T temperature (K)
(] concentration (mol/m?) t time (s)
D diffusion coefficient (m?/s) u velocity vector (m/s)
g gravity vector (m/s%) Ven molecular volume (m*)
G growth rate (m/s)
Ky Boltzmann constant (m* kg s™' K™") Greek letters
kg mass transfer coefficient (m*/(mol.s))
L length of the particles (m) M viscosity (Pa.s)
my k'™ order moment (m*/m?) o surface tension (N/m)
n particles density function (1/m?®) p density (kg/m?)
Na Avogadro number (1/mol) [ mass fraction

therefore critical to develop advanced processes that allow the pre-
paration of small (ie. less than 50 nm) particles with a narrow size
distribution. In this view, supercritical fluids (SCFs) processes [5] offer

supersaturating field. Admittedly, a fast mixing leads to a nucleation
burst, resulting in small particles with homogeneous size. In most of the
SAS set-ups, sc-CO, and the solute solution are co-injected into large

superior performances compared with conventional technigq eg
milling [6,7] and solvent evaporation [8,9]. Not only the intrinsic
properties of SCFs (i.e. liquid-like densities and gas-like viscosities)
result in high diffusion coefficients and therefore promote fast mixing,
but the operating space is largely extended in terms of pressure and
temperature with respect to conventional batch scale processes using
liquids. In this context, supercritical carbon dioxide (sc-CO,) offers
distinct ady for inable processes, as it is non-fl bl

high-p vessels, previously pressurized with sc-CO,. The particles
thus generated are then recovered continuously on a filter. The main
limitations of the current approaches are in the limited control of the
operating parameters due to the large size of reactors. Sometimes, this
leads to poor reproducibility from batch to batch, attributed to the
p e of gradi (temp e, concentration, etc.) that directly
affects the thermo-hydrodynamics of the system, and therefore the
ion and growth processes.

nucl

non-toxic and envi lly friendly. A the myriad of sc-CO-
based processes, the supercritical antisolvent (SAS) process has been of
particular interest for preparing micrometer- [10] and submicrometer-
sized [11] particles from various organic materials, such as active
pharmaceutical ingredients (APIs) [12] and polymers [13]. The particle
morphology and size are affected by experimental parameters like
temperature, pressure, molar ratio composition, solution concentration
and flow rates, which highlights the importance of the thermo-hydro-
dynamic ph The g 1 principle ct in mixing a con-
centrated solution of the compound dissolved in an organic solvent with
sc-CO,, which acts as antisolvent. The solubility of the solute is then
dramatically decreased in the final mixture, and this generates high
supersaturation, which results in nucleation of the solute. The good
solubility of the solute in the organic solvent, its low solubility in sc-
CO2, and the high miscibility of the organic solvent with sc-CO, are
three essential prerequisites for a successful process. The mixing of the
solute solution with sc-CO, is a key parameter, because it drives the

@ co,

@ TPE

In order to intensify the SAS process, it is highly beneficial to use
advanced type of reactors, which allow improved control of the oper-
ating parameters. Specifically, because they reduce time and space
scales, microfluidic systems have shown their effectiveness in control-
ling mixing and enhancing the performances of materials synthesis
processes [14]. The combination of two ways of intensification, SCFs
and microfluidic reactors (uSAS), can greatly improve the performance
and reproducibility of antisolvent processes, as shown in a previous
work for conducting organic polymer nanoparticles [15]. More re-
cently, we have proven that turbulent conditions can be achieved in
high pressure microfluidic devices [16], resulting in ultra-fast mixing
times down to 10~ *-1075 s, highly favorable for synthesizing organic
nanoparticles.

In this paper, a coupled numerical/experimental approach was used
to explore the uSAS process used for the preparation of organic nano-
particles. Tetraphenylethylene (TPE) is chosen as a polyaromatic and
strongly hydrophobic model ¢ d. This molecule is widely used in

Fig. 1. Schema of the high-pressure optical cell (HPOC). (a) Study of saturated solution of TPE in THF. (b) Pressurization of the cell by CO, injection. (c) In situ IR

measurement of TPE solubility at 40 “C and 100 bar.

167



Annexes

T. Jaouhari, et al.

the aggregated and NP states [17], and advantage will be taken from its
particular fluorescence behavior in a forthcoming work. The synthesis
of TPE NPs was achieved with a uSAS process implemented in a high
pressure microreactor, using tetrahydrofuran (THF) and sc-CO, as the
solvent and antisolvent, respectively. The solubility of TPE in various
THF/sc-CO, mixtures was first determined. The size of the synthesized
NPs and the size distribution were then estimated using transmission
electron microscopy (TEM). In parallel, numerical simulation was used
to fit the critical parameter of nucleation, i.e. the surface tension (v),
from the experimental results. This parameter is very difficult to mea-
sure experimentally. The numerical simulation is based on a high per-
formance computing (HPC) massively parallel code, which takes into
account all the coupled physical phenomena (i.e. thermodynamics,
hydrodynamics, nucleation and growth), for catching all the mixing
scale [16]. This coupled experimental/numerical approach allows de-
termining the surface tension with a great confidence for two main
reasons. First, the good control of the operating conditions in the mi-
crochannel reduces the discrepancies between the “ideal” operating
conditions of the simulation, and the experimental ones. Secondly, the
reactor dimension and the HPC code allow very precise information
about hydrodynamics to be obtained. Indeed, all or almost all the
mixing length scales are caught, and so we get rid of the uncertainties
related to the estimation of supersaturation. The result is a very deep
understanding of the uSAS process.

2. Experimental section
2.1. Chemicals

Carbon dioxide was purchased from Messer. Tetrahydrofuran, in-
hibitor-free, =99.9%, and 1,1,2,2-tetraphenylethylene 98% were pur-
chased from Sigma-Aldrich and used as received.

2.2. High pressure FTIR solubility measurements

As mentioned above, the thermodynamic properties of the {CO,/
solvent/solute} ternary system are very important in the SAS process.
As a first step, the solubility of TPE was measured in various CO2/sol-
vent mixtures, to determine the best operating conditions. To do so,
FTIR measurements were carried out under pressure, using a high-
pressure optical cell (HPOC) previously described [18] (Fig. 1). The
HPOC (internal volume 2.2 mL) was equipped with silicon windows
with a path-length of 600 um. IR beam passed through silicon windows
in the top part of HPOC. Four heating cartridges were used to control
the cell temperature, while a stirrer bar placed in the bottom of the
HPOC ensured a homogenous mix. FTIR measurements were performed
through the two silicon windows using a ThermoFisher 6700 FTIR
spectrometer (resolution: 4 cm ", spectral range: 500-6000 cm ~ ') and
analyzed with the OMNIC software.

In a typical measurement, the HPOC was filled under vacuum with a

Outlet
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very concentrated solution of TPE in THF (20 mg of TPE dissolved in
2 mL of THF). The injected solution volume ranged from 0.5 mL to
2.2 mL (total cell volume), depending on the solvent/antisolvent ratio.
The cell was then heated up to 40 °C, which was selected as the oper-
ating temperature for the final uSAS experiment, based on the ther-
modynamic phase behavior of the THF/CO, system. Then, CO, (li-
quefied from the tank through a cryostat set-up at 6 °C) was added into
the HPOC using a manual pump (Top Industrie) and the pressure was
slowly increased up to 100 bar, a value selected for the same thermo-
dynamic reason as for temperature. The cell was closed and kept under
stirring during the measurements. The FTIR spectrum displayed several
absorption bands, characteristic from each component of the ternary
mixture. Specific bands were selected for each of them. The CO, ab-
sorption bands at 4950 cm ™' corresponds to the combination mode
v1 + 2 vz + v3 of the bending mode (v2), the symmetric (v;) and an-
tisymmetric (v;) stretching of CO,, the THF absorption band located at
1970 cm ™! is related to the first overtone of the ring deformation and
the TPE absorption band at 1600 cm ™' corresponds to the aromatic
“quadrant stretching” [19]. The absorbance intensity can be directly
linked to molecular concentration through the Beer-Lambert law:
A = eL<c, where A is the sample absorbance; ¢ is the molar extinction
coefficient (L.mol ~'.cm™'); L is the optical path length (cm) and c is
the sample concentration (mol.L™~ 1). The CO, molar extinction coeffi-
cient at 4950 cm ™! was determined in a previous work using the same
set-up and the same path-length [20]. The THF concentration in the
ternary mixture under pressure was indexed on the pure THF con-
centration and on its absorption at 1 bar, assuming no variation of the
molar extinction coefficient with pressure [21]. As the molar extinction
coefficient of TPE at 1600 cm ™' was unknown, a weighted amount of
TPE was dissolved in pure THF at 40 °C and 1 bar, and the measurement
of the absorbance allowed us to deduce the molar extinction coefficient
according to the Beer-Lambert law. As previously shown by Ollagnier
et al. [22], an inhomogenous mixture leads to a shift of the baseline of
the IR spectra toward higher absorbance resulting from an increased
scattering of the infrared light. This phenomenon was not observed in
our experiments, indicating a homogeneous ternary mixture. Further-
more, the equilibrium was considered to be achieved when no changes
in the intensity of the spectral bands were noticed.

2.3. Experimental set-up and protocol

2.3.1. Microreactor

The homemade high-pressure microfluidic reactor [23] developed
for this study was built out of silicon (chemically-etched after a pho-
tolithography step through a mask, resulting in trapezoidal crossed
section channel) and Pyrex for withstanding the high pressure condi-
tions needed for the uSAS process. The design was similar to the one
published in a previous study (Fig. 2) [16]. In a nutshell, it consists in a
preheating side channel (width = 200 pum, depth = 130 um) for CO,
that reaches a main channel (width = 430 um, depth = 230 um) in

Fig. 2. Schema of a Silicon-Pyrex microchip.
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which a silica capillary (I.D. = 100 um, O.D. = 170 pm) is inserted and
further epoxy-glued. This design creates a full 3-D coaxial injection of
the solute solution (through the silica capillary) within a CO; outer flow
(from the side channel). A compression part allows connecting the
microchip to the external equipment. A heating tape equipped with an
internal thermocouple, placed on the silicon back side of the micro-
reactor, allows the temperature inside the microchannel to be con-
trolled.

2.3.2. Set-up

The microreactor was implemented within a general set-up, pre-
sented in Fig. 3. The outlet of the microreactor was connected to a
recovery cell made from a sapphire tube (I.D.: 7.3 mm, O.D.: 1/2”,
length = 10 cm) able to withstand pressure up to 200 bar. The sapphire
cell was equipped with a polyvinylidene fluoride (PVDF) filter (Dur-
apore membrane filter, hydrophilic PVDF, 0.1 um pore size, purchased
from Sigma-Aldrich) placed on a metallic frit (1 um pore size). A TEM
grid Cu 300 mesh purchased from Sigma-Aldrich was laid on the filter
for direct analysis of the produced particles at the end of the puSAS
process, without any particular sample preparation step. The whole
recovery cell was plunged in a water bath heated at 40 °C.

The initial solution [THF + TPE] was placed inside a vial, stirred
(200 rpm) and heated at 40 °C with a magnetic hot plate. It was directly
injected into the microreactor using a PU-4180 continuous Jasco pump.
Two other cooled Jasco pumps were used for delivering CO, inside the
microreactor (PU-4380) and into the recovery cell for the drying step
(PU-4387), respectively. The pressure in the whole system was con-
trolled with a Jasco automatic Back Pressure Regulator (BPR) (BP-
4380) placed at the outlet of the set-up (100 = 1 bar), in which the
temperature is fixed at 40 °C to avoid any dry ice formation during
depressurization, which could plug the system.

2.3.3. Experimental protocol

In a typical experimental uSAS process, the temperature of the in-
itial [THF + TPE] solution, microchip, recovery cell and BPR was set at
40 °C. Then, the entire system was pressurized with CO, up to 100 bar.
The injection of CO, was kept continuous at a fixed flow rate and the
pressure was stabilized. Then, the [THF + TPE] solution was injected
into the microreactor at a constant flow rate, leading to the creation of a
co-flow mixing inside the main microchannel of the microfluidic device.
The flow rates of CO, and [THF + TPE] solution were kept constant
during a single experiment. At the end of the experiment, the solution
pump was stopped and CO, was injected inside the recovery cell in
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order to perform lhe drymg step aimed at removing any residues of THF
from the synth ders. The progr ble BPR reduced the
pressure from 100 bar to aLmospheric pressure within the course of
30 min (3.33 bar.min " ").

2.4. Transmission electron microscopy (TEM)

The TEM grids placed inside the recovery cell were collected, dried,
and directly analyzed with a JEOL JEM-1400+ transmission electron
microscope for the characterization of organic NPs. A working tension
of 60 kV was chosen to avoid any issue with the potential deterioration
or melting of the organic NPs during characterization. The Cu 300 mesh
grids were purchased from Sigma Aldrich and the obtained TEM images
were processed with ImageJ software for size measurements. Careful
attention was brought to the of the particle size, because
the determination of surface tension requires to compare simulation
results with very precise experimental particle size distribution.
Therefore, only well-defined particles (with a clear and complete round
shape, see orange circles in Fig. 4b) were considered. Thanks to the
large number of recovered particles (see Fig. 4a), it was possible to use
several images from the same TEM grid with the same magnification
(%50,000) to count more than 100 particles per experiment.

3. Numerical section
3.1. Modeling

The numerical approach allows taking into account all the physical
phenomena involved in the process. The method consists in the cou-
pling between a computational fluid dynamics (CFD) code, to consider
the thermo-hydrodynamic effects, and a population balance equation
(PBE) to take into account the nucleation and growth of particles
[24-26]. All the equations, established in previous studies by our
group, are presented in the appendix. It was chosen here to point out
only the main aspects of the model.

The hydrodynamics equations (continuity and Navier Stokes equa-
tions [16]) are solved for a completely miscible fluid. Furthermore, the
isothermal fluid is far from the mixture critical point, so the isothermal
compressibility is relatively low (between 10 % and 10 ~° Pa~?). In this
case, even if the density depends on the composition of the mixture, the
thermo-compressible effects are negligible. The comparison of simula-
tions between an incompressible and a compressible formulation [27]
has shown that the results were not significantly different. Because CPU

Microchip

Fig. 3. Scheme of the pSAS set-up.
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Fig. 4. Cu 300 mesh grid (a) and representative TEM images (b) for manual counting.

time is much shorter, the incompressible formulation is chosen. The
gravity is neglected in the confined microchip because of the small
value of the Bond number. The Reynolds number of the simulation
varies from 3000 to 12,000. One of the originality of the simulation is to
perform Direct Numerical Simulation down to the Kolmogorov scale, in
this way we do not need any turbulence model. The evolution of each
species is calculated by the resolution of the classical species con-
servation equations by considering advection and ideal diffusion [16].
The density is estimated by the Peng Robinson EOS, coupled with the
Van der Waals mixing rule. A binary interaction parameter k;; equal to
—0.0027 is considered [28].The diffusion coefficients are calculated by
the Hayduck and Minhas correlation [16]. The mixture viscosity is
computed by classical logarithmic mixing rules. The viscosities of the
pure fluids, CO, and THF, are obtained from the NIST database for the
considered experimental conditions.

The formation of the solid particles is taken into account by a po-
pulation balance equation. As the precipitated particles obtained ex-
perimentally in the microreactor are very small, we assume that the
effect of the breakage and the agglomeration can be neglected. In order
to solve numerically the population balance equation, we introduce the
standard method of moments (SMOM). Based on its definition, the four
first moments (j = 0, 1, 2, 3) have physical meanings and are solved in
the simulation (mp is the total particle number; m, the total particle
length; m; the total particle surface area; m; the total particle volume).

~-200 -100

Fig. 5. The geometry of the numerical microchannel for the turbulent mixing simulations sh

o
Z-Axis (x10°-6)

The supersaturation S, driving force of the precipitation, is simply
defined as the ratio between the concentration of species C [29], de-
duced by the resolution of the hydrodynamic equations, and the solu-
bility of TPE (C,) that was experimentally determined:

s=5

Ca m
In this work, we have considered that the primary homogeneous
nucleation B is the main mechanism of the nuclei formation and it is
expressed by [24]:

» Ny [ vaexp| 267 [ 2T Ve

B = 15Dy (Caar SNL) VT V,,,exp( 3 kar Inl(S)) -
with N, the Avogadro constant, ¢ the solid-fluid interfacial tension, ky
the Boltzmann constant and V,, the solute molecular volume, Dy the
solute diffusion coefficient calculated by the correlation proposed by
Wilke and Chang [30]. As the solid-fluid interfacial tension ¢ in Eq. (2)
is unknown, its value is fitted with the experimental results. The growth
rate is calculated as a function of the supersaturation and a mass
transfer coefficient k; deduced from the Sherwood number which is
estimated thanks to the Froessling correlation.

100 200

ing the three di ional idal microch 1, the dii ion of

the cross-section at x = 0 and the mesh in the yz plane and location of immersed boundaries.
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3.2. Numerical methods

The system of the partial derivative equations (detailed in appendix)
is numerically solved by the homemade Fortran CFD code “Notus”
(https://notus-cfd.org/), developed at the Institute of Mechanical
Engineering (I2M-TREFLE). Notus is an open source software based on
the finite volume method. The variable fields are solved on a fixed
staggered grid. Since Notus is massively parallel, it allows simulating
3D configuration with great precision. The formulation employed is
totally explicit, except the pressure correction step in the velocity-
pressure coupling algorithm which is solved implicitly. The Navier-
Stokes equation is solved in two steps by the time-splitting algorithm of
Goda [31]. The advection term is discretized by the second order
scheme in space (total variation diminishing with superbee flux limiter
function (TVD superbee)) [32] and an explicit second order central
discretization is applied in space for the diffusion term. The trapezoidal
shape (Fig. 5) of the domain is taken into account by an immersed
boundary method [33]. At the inflow boundary, a flat constant profile is
imposed in the coflow and a laminar Poiseuille flow profile for the
injector. A zero-gradient boundary condition is applied to the outlet
boundary, and no-slip boundary conditions for the remaining boundary
conditions.

Due to the trapezoidal asymmetrical geometry (Fig. 5), a three-di-
mensional simulation is required. As demonstrated in our previous
study [16], the Kolmogorov and Batchelor scales in our system are in
the micrometer range. So we chose an uniform mesh, the grid size of
which is Ax = Ay = Az = 3 um for a total number of nodes of 14.5
millions for a channel length of 4 mm. This is a good compromise be-
tween precision and CPU time.
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Fig. 7. TPE solubility in the binary {THF + CO,} system at 40 “C and 100 bar
as a function of the molar fraction of CO; in the mixture.

4. Results and discussion
4.1. TPE solubility in the [CO, + THF] mixture at 40 °C and 100 bar

The solubility of the TPE in the [THF + CO,] mixture was de-
termined for different solvent/antisolvent ratio at fixed conditions of
pressure and temperature, selected for the final uSAS process (100 bar
and 40 °C). The FTIR spectra, for different molar ratio, are obtained
(Fig. 6) in order to determine the species concentration at equilibrium.

The solubility values deduced from the experimental measurements
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Fig. 6. Selected regions of the FTIR spectra of {CO,/THF/TPE} system from different CO, molar ratios at T = 40 ‘C and p = 100 bar. Bottom, from left to right: 1:

TPE absorption band, 2: THF absorption band, 3: CO; absorption band.
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are presented in Fig. 7 and fitted with a simple analytical model. The
latter estimates the evolution of the solubility X, (mol/mol) in function
of the CO2 molar fraction Xco,:

Xsat = 0.0011 (1 — Xopp ) 0051~ 25871 202+ 34422652 4 6.7, 10~5Xc02 3)

As seen, the solubility of TPE (mol TPE/(mol CO, + mol THF))
decreased continuously with increasing the proportion of CO; into the
binary solvent system [THF + CO.] mixture, ranging from
1.1 x 10~? mol/mol in pure THF t0 6.7 x 10~ mol/mol in pure CO..
Interestingly, no noticeable co-solvent effect was detected, showing that
CO; actually acts as an antisolvent for all the considered compositions.
To generate high supersaturation and access good mixing conditions in
the uSAS process, it was chosen to work with a CO, molar fraction of
98%, at 40 °C and under an operating pressure of 100 bar.

4.2. Processing of TPE NPs with the uSAS process

Nanoparticles of TPE were then prepared using the uSAS device.
Some experimental parameters were allowed to vary, in order to ob-
serve their impact on the shape, size and size distribution of the syn-
thesized NPs. More precisely, three uSAS experiments were conducted
by changing the initial TPE concentration in the THF solution (2 g.L. ™"
and 3 g.L.” "), as well as the CO, and solution flow rates (passing from 8
and 0.4 mg/min, respectively, to 2 and 0.1 mg/min), for the same
solvent/antisolvent ratio. For the latter parameter, the objective was to
compare the effect of the mixing regime, determined by the mean
Reynolds number — Re [16] (laminar — Re = 3000 or turbulent —
Re = 12000), on the NP size. Indeed, high Reynolds number flow al-
lows reaching very fast mixing, as reported in a former study [16]. The
shape and size of the NPs were observed by TEM. Typical TEM pictures
are shown in Fig. 8, displaying small NPs slightly agglomerated on the
grids. All NPs exhibited spherical shapes, with a very small mean dia-
meter ranging from 9 to 14 nm. The size dispersion was calculated
(Fig. 9). All experiments have been repeated three times to validate the
reproducibility of the process. Table 1 summarizes all the considered
conditions along with the TPE NPs characteristics.

The comparison of samples 1 and 3 showed that the initial con-
centration of TPE, in the studied range, had no effect on the particle
size, and only a slight effect on size distribution. In contrast, the effect
of the mixing regime is obvious when comparing samples 1 and 2. The
NPs were significantly smaller in sample 1 (9 nm * 3 nm) than in
sample 2 (14 = 5 nm), and their size distribution was much narrower.
This behavior was expected because very fast mixing is achieved at high
Reynolds number flows (in particular in turbulent conditions), leading
to a high burst of nucleation in a very short period of time, and leaving
almost no dissolved TPE for the growth. This results in small NPs, and
narrow particle size distribution. Oppositely, in the case of sample 2,
the flow rates are reduced four times, and so the mixing time is in-
creased, as numerically demonstrated in the next section. Hence, due to
less favorable mixing, the nucleation rate is lower, so growth is pro-
moted consequently leading to bigger particles.

4.3. uSAS simulation results

The simulations were only carried out for the experimental condi-
tions (1) and (2) reported in Table 1 in order to demonstrate the in-
fluence of the mixing conditions for NPs synthesis. Concerning the in-
fluence of the concentration, no significant influence was observed
experimentally. This is due to the very low solubility of the TPE in the
THF. As discussed in the introduction, all parameters of the numerical
simulation can be estimated except the interfacial tension ¢ between
the solid and the fluid phase. Because of the lack of knowledge of this
crucial parameter, its value was estimated by fitting the simulation
results to the experimental data.

Chemical Engineering Journal 397 (2020) 125333
4.4. Determination of the interfacial tension o

The particle size distribution was calculated by applying a log-
normal distribution according to the time average values of the mo-
ments [25]. The interfacial tension o was estimated to be 2.25 mN/m
for experiment No. 1. This value resulted in the best agreement with the
particle size and size distribution obtained from the uSAS experiment.
The comparison between the numerical particle size distributions and
the experimental one is represented in Fig. 10. We can observe a very
strong influence of the surface tension o on the distribution. Indeed, a
variation between 2 and 3 mN/m can lead to very different size dis-
tributions and width.

P

Fig. 8. TEM images of TPE NPs synthesized by puSAS at 40 "C and 100 bar.
Experiment number is integrated on the image. Inset: corresponding size dis-
tribution.
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Fig. 9. a) Size distributions of TPE NPs obtained from experiment No. 1 rep
prepared under the three experimental conditions.

Table 1

Process p (initial TPE ion [TPE],, mass flow rates Q) for
TPE synthesis by uSAS (T = 40 °C, P = 100 bar), Reynolds numbers Re, and
mean size of the NPs measured from TEM images.

Exp. No. [TPE}; in Q. CO, Q. THF Re Mean size (nm)
THF mg.min "' mg.min !
1 2gL! 8 0.4 12000 9 = 3nm
2 2gL7! 2 0.1 3000 14 = Som
3 3glL! 8 0.4 12000 9 = 3nm
16 T T T T T T
B Exp. data of No.1
——o=2mN/m
—a = 2.25 mMN/m
124 o=2.5mN/m
——o=2.75mN/m
——o=3mN/m

%

dp (nm)

Fig. 10. Bar chart: Size and size distribution of TPE particles prepared experi-
mentally using the uSAS process according to the reference test case No. 1
(Table 1). Colored curves: si d particle distri as a function of the
interfacial tension o. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

4.5. General analysis of the reference case (No. 1)

Several fields of important variables were illustrated and analyzed
for case No. 1 (Table 1). The effects of the operating parameters are
presented after this general analysis.

In order to illustrate the general mixing quality of the uSAS process,
we examined first the instantaneous and time averaged fields of mass

d three times (Reproducibility); b) Nor d size distributions of the TPE NPs

fractions of THF and TPE in the plane of z = 0 in Fig. 11 (which re-
presents the depth of the channel). The species transport is very fast for
both solute and solvent in the conditions of the reference test case No. 1
and a homogeneous mixture is obtained within 1 mm from the capillary
outlet, according to the time averaged fields. We observed that the
solute TPE dissolved in the fluid mixture is consumed by the particle
formation. Although the diffusivities of TPE and THF in CO, are dif-
ferent, a similar behavior is observed between the solute TPE and the
solvent THF mass fractions, resulting from much stronger effects of
convection compared to the diffusion for the operating conditions.

After the first observation on the mixing quality by the mass fraction
distributions, we analyzed quantitatively the fluid mixing by providing
the instantaneous and mean time fields of the engulfment micromixing
time [34] tmg = l7.24v‘¥ in the plane z = 0 (Fig. 12). The dissipation
rate of the turbulent kinetic energy ¢ was calculated by the following
relation:

4

The engulfment micromixing time tn is in the order of magnitude
of 10™% s (0.01 ms) for the examined conditions, illustrating that the
mixing rate is extremely high, especially at the beginning of the mixing
close to the capillary outlet. This result is related to the high velocity
fluctuations of fluid mixture in this zone, creating high turbulent energy
dissipation rate up to 10,000 W.kg " locally in certain cells (Fig. 13).
According to the mean field of the engulfment micromixing time t,, its
value drops to 0 at a distance of 1 mm from the injector tip. This means
that the mixing is completed due to no more energy dissipation, and the
fluid mixture becomes he us, Corr ding well to the mass
fraction field of the THF solvent in Fig. 11.

In order to quantify the mixing efficiency with a single re-
presentative value, the characteristic mixing time was determined by
the method presented in our previous study [16,35]. The characteristic
mixing time is considered as the time constant of a function re-
presenting the global evolution of the mixing in the reactor which can
be easily modeled by a first order dynamic model f « = withtand t
being respectively the time constant and the time delay. The global
evolution of the well-known segregation intensity [36] is used to
characterize the mixing. If the segregation intensity is equal to 1, the
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Fig. 11. The instantaneous and mean time fields of the solvent THF and the dissolved solute TPE mass fractions in the microchannel of the plane z = 0 (with the unit
of meter for x and y axis) for the reference case No. 1.

| I
1
00001500 ‘Q
3
*
= 0000000 -
"
5000805 : J
- oy
oom N 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
X-Axis (x10"-3)
- tme ()
°
! 100
S s
*x
~ 0
;": -50
-100
ql T - e
) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

X-Axis (x10"-3)

Fig. 12. Engulfment micromixing time in the microchannel of the plane z = 0 (with the unit of meter for x and y axes) for the reference test No.1.
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Fig. 13. Instantaneous field of the energy dissipation rate « of the plane z = 0 (with the unit of meter for x and y axis) and the characteristic mixing time tg,

determined by the segregation intensity Im for the reference test No. 1.

segregation between species is total, whereas a value of 1 indicates a
perfect mixing. The segregation intensity I, is calculated for each ab-
scissa x and is defined by:

i
Y (@ — @, )
1

T N@O-@)

(5)

with @, the mass fraction of the solvent THF and «, the mean mass
fraction of THF calculated in the plane yz for each abscissa x.

A characteristic mixing time of 0.029 ms was obtained. This very
low value emphasized the excellent mixing efficiency in our micro-
reactor under the puSAS conditions.

The influence of the fast mixing of the test No.1 can be reflected on
the instantaneous fields of the supersaturation S, nucleation B and
growth rate G. As the driving force of the precipitation, the

Y-Axis (x10°-6)

supersaturation S = C/C,, was calculated in the microchannel. The
instantaneous field of supersaturation is shown in Fig. 14. Thanks to the
efficient mixing in this case, no effective gradient was observed in the
microchannel. However, the value of supersaturation was generally low
with a maximum of 1.647. The first explanation is the low TPE con-
centration even in the initial solution. TPE cannot be dissolved in large
quantities in THF, although its solubility in THF is higher than in other
common organic solvents. So, the low concentration of TPE cannot offer
a high value of supersaturation. The low value of supersaturation is also
linked to the nucleation rate B and to the particle growth rate G. In
order to clearly present the relationship between nucleation and su-
persaturation in Fig. 15, the instantaneous field of supersaturation is
reset with a superior limit at 1.3 and an inferior boundary at 1 because
the precipitation occurs only while the supersaturation degree is higher
than 1.

The evolution of the supersaturation can be considered as a

0.4
X-Axis (x10°-3)

0.6 0.8 1.0

Fig. 14. Instantaneous fields of supersaturation S in the plane z = 0 of test case No. 1.
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Fig. 15. Instantaneous field of supersaturation S, nucleation rate B and particle growth G in the plane z = 0 of test case No. 1.
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Fig. 17. TPE mass fractions in the fluid phase (left) and in the solid phase (right), represented by the moment mj; of the total volume.

combination of its generation by fluid mixing and its consumption by
the nucleation and the particle growth (for S > 1). The extremely high
rate of nucleation leads to a fast decrease of the supersaturation degree
once it exceeds 1. The similarity of these two fields can be observed in
Fig. 15, as well as the relationship between the supersaturation and
growth rate. However, the nucleation is favorable because of the fast
fluid mixing. The supersaturation S drops quickly after nucleation,
leaving a weak driving force for particle growth. The high nucleation
rate results from the small value of the surface tension (v = 2.25 mN/
m) and a significant diffusion coefficient for TPE particle Dy (up to
1.4 x 10"® m?s™ ") under the supercritical mixture conditions due to a
gas-like viscosity of the fluid mixture (about 43 uP.s). Indeed, these two
parameters affect decisively the nucleation process and contribute to
fast rates in the simulation case No. 1.

The moments mp, m;, m; and ms represent, per volume of the re-
actor, the total number of particles, the sum of the particle length, the
sum of the particle surface and the total particle volume, respectively.
These moments are displayed in Fig. 16 with their instantaneous and
time averaged fields.

As expected, the mean fields of the moments also show that the fast
fluid mixing contributes to reaching homogeneity at 1 mm from the
injector outlet. Fig. 17 illustrates qualitatively the solute TPE in the
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fluid and solid phases, which can be considered as the moment m, for
the total particle volume. This consistency proves the robustness of the
numerical modeling.

The averaged values of the moments allow to estimate the particle
size mean value. The first two moments are chosen to express the mean
particle size d, = -E‘- The fields of both the instantaneous and mean
particle sizes can be seen in Fig. 18.

By monitoring the instantaneous particle size d,,, the particle growth
at different locations in the microchannel was observed. The sizes
varied from 6 to 15 nm, corresponding well to the experimental mea-
surements of the test case No. 1. The mean values of the particle sizes d,,
became stable at 1 mm from the capillary tip, which is a coherent result
regarding the other time averaged fields.

4.6. Effects of the mixing conditions

After the analysis of the reference case No. 1, another test case with
different flowrates was investigated in order to clarify the influence of
the mixing conditions. The test case No. 2 for lower flow rates was
simulated using the same surface tension ¢ = 2.25 mN/m as that ob-
tained from the reference simulation No. 1. The main information are
reported in Table 2.

d, (nm)
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Fig. 18. The instantaneous particle size field and its mean time value in the plane z = 0 of test case No. 1.
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Table 2
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The TPE particle mean sizes originating from experiments (dpexp) and simulations (dpaum), the surface tension used in the simulations o, the mixing times ty, at fixed
temperature (40 “C) and pressure (100 bar) under tested uSAS conditions (initial concentration of TPE [TPE],, mass flow rates Q,, velocities u and Reynolds number).

No. (TPE); g/ Q. CO; mg.min ' Q, THF mg.min ' Uco, m/s U M/s Re o mN/m tm MS dperp N [ i—" )
1 2 8 0.4 6.35 0.95 12,000 225 0.59 9.1 95
2 2 2 0.1 1.59 0.23 3000 225 0.029 144 16.6
T z . T 18 T T T T T
6 [l Exp. data of No.1 Bl o data of No 2
~—num. data with ¢ = 2 25 mN/m 154 num. data with o = 2.25 mN/m
4
R
8 12 16 2 24 4 8 12 16 20 24
dp (NnmM) dp (nm)
Fig. 19. Comparison between experimental and simulated particle size distributions for the two tested cases.
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Fig. 20. The mean time fields of the THF and TPE mass fractions in the test case b . . = -
No. 2 with low flow rates. 0.0 08 16 24 32 40
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The results of the comparison between experimental and simulated
distributions are shown in Fig. 19. The simulations yield generally ac-
ceptable results on the particle sizes and size distributions for the two
test cases.

While the flow rates of No. 2 were reduced to 0.11 mL.min~" and
2 mL.min "', respectively, for the TPE/THF solution and the antisolvent
CO,, compared to the reference test case No. 1, the mean size of TPE
was increased from 9.1 nm to 14.4 nm, according to the experimental
results, with the same total CO, mass fraction at 98%. In fact, a relative
“inefficient” mixing in case No. 2 can be represented by the mean time
mass fractions of THF and TPE (Fig. 20). A long length of solvent jet can
be observed. In spite of a mixture homogeneity at x = 1 mm, the fluid is
quite heterogeneous in the vicinity of the injector tip.

More specifically, in order to analyze the velocity effect on the
mixing time ty, this value was deduced from the evolution of the seg-
regation intensity (Fig. 21). The decrease of fluid flow rates in test No. 2
leads to slow mixing compared to the reference test No. 1, with a
mixing time of 0.59 ms, one order of magnitude higher than in test No.

Fig. 21. Intensity of segregation curves of tests No. 1 and No. 2 as a function of
time with the determination of mixing time.

1 (0.029 ms). This less efficient mixing influences the supersaturation
degree, which is slightly smaller in No. 2 than in No. 1, especially at the
outlet of the injector. It also generates a quite heterogeneous field of the
supersaturation around the long jet of the TPE/THF solution. This less
uniform supersaturation field promotes particle growth instead of nu-
cleation. In other words, in the test No. 1, supersaturation is mainly
consumed by nucleation close to the injector outlet once the fluids
encounter each other. In contrast, in the test No. 2, the length of the
region where supersaturation is more than 1 is two times (1 mm) that of
the reference test No. 1 (0.5 mm), resulting in a longer distance and
more time for the growth of the nuclei formed upstream. The slower
mixing in the case No. 2 can explain the increase of the mean TPE
particle size.

The comparison between tests No. 1 and No. 2 confirmed the
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Fig. 22. Determination of precipitation time t, according to the mean particle
size.

importance of the hydrodynamic behavior of mixing in the micro-
reactor that we emphasized in our previous study [35]. High flow rates
(fluid velocities) lead to fast mixing, and so to small particle sizes and
narrow size distributions.

4.7. Characteristic times of the precipitation

In order to compare the characteristic time of precipitation and fluid
mixing, the time of precipitation t, has been estimated. In Fig. 22, we
have represented the evolution on the center line of the mean particle
size d,, as a function of time. The time axis t is defined as: t = X/u;, ,
the same as that used for the turbulent mixing analysis in our previous
study [16], with L the length of microchannel, uy;, the average velocity
of the inner fluid TPE/THF solution, depending on its flow rate and on
the inner surface of the capillary.

The characteristic time of precipitation t, is defined in this study as
the time when the mean particle size d,, reaches a stable value (Fig. 22).
Another important characteristic time for the particle precipitation
process is the nucleation time, which is generally not well defined. The
different characteristic times are reported in Table 3 in order to com-
pare their orders of magnitude.

The nucleation time is directly related to the average value of the
nucleation rate B. It is the global mean value of space and time in the
simulated microchannel, also given in Table 3 for all tested cases. The
volume of the discretized cell (Veey = 3 x 3 % 3 um®) has been con-
sidered, and the characteristic nucleation time t, can be estimated as:

1
= —
" BV 6)

This method provides nucleation times in the reasonable order of
magnitude of 10° s. The values of the two test cases are close due to
the same range of supersaturation and constant surface tension. To
compare the characteristic times of the fluid mixing and nucleation, we

Table 3
Characteristic times (p ion time ¢,
for fluid mixing and precipitation, Da, for fluid mixing and nucleation).
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introduced here the di ionless Damkohl b
relate the reaction rate to the species transport rate:

Da, often used to

mixing time

Da = —————
reaction time @

The Da number was calculated for both TPE precipitation (Da,) and
nucleation (Da,), with t,, t, and t, in Table 3. We confirm and em-
phasize that our microreactor can provide a high efficient fluid mixing
under uSAS conditions with a very low Da number of precipitation Da,,
even for a relatively slow mixing (test No. 2), indicating that the fluid
mixing is much faster than the entire precipitation process. The mixture
becomes homogeneous much before the end of particle growth. Re-
garding the nucleation time t,, the Da number is in the order of mag-
nitude O(1) for the tests of high flow rates No. 1. The slower mixing due
to the lower flow rates in No. 2 results in a high value of Da number,
implying that when nucleation occurs, the fluid mixture is far from
being h geneous. In I, an extremely fast mixing can be
reached in our microreator for the uSAS process with a mixing time in
the order of magnitude of 105 s (0.01 ms). The same order of time is
found for nucleation but much smaller than the global precipitation
time. Consequently, these conditions are very favorable to precipitate,
through puSAS conditions, the nanoparticles of TPE with a narrow par-
ticle size distribution.

5. Conclusion

In this paper, the experimental system to produce TPE nanoparticles
by the uSAS process in our microreator was introduced. uSAS offers the
possibility to obtain sizes below 15 nm. Narrow dispersion size
(= 3 nm) was obtained. The variation of experimental parameters
strongly impacts the hydrodynamics of the mixing process. In parti-
cular, decreasing the flow rates increased the mean size of the re-
covered NPs. By comparing the simulation results to the experimental
data, we have determined the solid-fluid interfacial tension o, which is
difficult to access by experi 1 The numerical model
provided appropriate particle size d, and size distribution, in good
accordance with the experimental results. In order to have a deep in-
sight in the mixing zone of the precipitation, some important fields have
been analyzed numerically, namely: the mass fractions, the mixing
time, the supersaturation and the mean particle size. The effects of fluid
hydrodynamics on the particle size were discussed. At last, the char-
acteristic times of precipitation and nucleation were determined, and
compared to the mixing time measured under corresponding conditions
in the microreactor. It has been demonstrated that the fluid mixing
plays an essential role in uSAS precipitation and that our microreactor
can offer an extremely fast mixing with a mixing time down to 0.01 ms,
of the same order of magnitude as the nucleation time. This coupled
experimental and numerical modeling approach highlights the high
performance of the microreactor for fluid mixing and particle pre-
cipitation by uSAS process. It underlines the value of this technique for
the controlled production of very small organic NPs, potentially paving
the way of practical applications for a large number of organic com-
pounds.

d nucleation time t,) with the average nucleation rate B, the mean particle growth rate G and the Da numbers (Da,

Test No. t, (ms) r* (nm) G10° (m ") B10"# (m~?s7) t, (ms) £ (ms) Da, Da,
1 1 1.59 5.28 215 0.017 0.59 0.029 17
2 6 215 3.43 172 0.021 0.59 0.098 28.1
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Appendix

Hydrodynamic and thermodynamical contributions
The flow is considered as incompressible, monophasic and turbulent. As the simulation is performed down to the Kolmogorov scale, no tur-
bulence model is needed, it reads:

Vu=0 (8)
p[a—“ + u-Vu) =—Vp + V-i[Vu + Vtu)
at )]

in which p is the pressure, p the density of the fluid, g the gravity vector, y the dynamic viscosity, ¢ the time and u the velocity vector. The Peng
Robinson equation of state (PR-EOS) with quadratic mixing rules is chosen to calculate the density of the fluid.
The species continuity equations are expressed by taking into account the diffusion of species according to the Fick's law:

S, _

P+ Vel — pD,Var,) = 0 (10)
8 _

P i + Ve(pw,u — pD,Va,) = =3g,k,Gm, an

with @, and w, the mass fractions of solvent and solute, respectively, D, and D; the diffusion coefficients of solvent and solute in solvent/CO>,
respectively. p, is the density of the solid solute and k, the volume shape factor of the particles that is based on the morphology of produced particles
(ky, = m/6).

The population balance equation

As in our case, the precipitated particles obtained experimentally in the microreactor are very small, we assume that the effects of the breakage
and the agglomeration can be neglected. According to the conservation law, the general equation of population balance is defined by:

on(L, X, 1) on(L, X, G

——— + V:(pun(L, X, 1 —_— =0
Pt Vewd X+ e a2
In this equation n represents the number density function which depends on internal coordinates (particle size L) and external coordinates (space
coordinates X (x,y,z)). u and p are respectively the velocity and the density of the fluid and G is the growth rate of the particles. The population
balance equation is solved with the standard method of moments. Only the four first moments are solved, the system of equations to be solved
remains [37]:
+ Ve(pam;) = p(0'B + jGmjy) forj=0,1,2,3

am;
P

where mj is the jth moment defined by:

a3

™
mj = f n(L, X, 1)LidL
o
where m; is the jth moment of the distribution. B and G represent the nucleation and the growth rates.
Assuming that the distribution is log-normal, the following relationship [37] is used to build the simulated particle size distribution with the
calculated moments:

_1nz(k)
_ 1 A g oo Mom;
N(L) = 7Lln{a)m 721“2(0) with In*(o) = m(iml ]
(14)
Nucleation and Growth parameters
‘We consider that particle formation is only due to primary nucleation:
B = 15D (Cur SN 'L Vx| - 16w
h,T lnI(S} (15)

with N, the Avogadro constant, ¢ the solid-fluid interfacial tension, ks the Boltzmann constant and Vy, the solute molecular volume, Dy« the solute
diffusion coefficient calculated by the correlation proposed by Wilke and Chang [30].
The growth rate, assuming that the main mechanism for growth is diffusion, is calculated by:

G = kCuat (S = 1) (16)

where k; represents the mass transfer coefficient deduced from the local Sherwood number estimated by the Froessling equation.
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Annexe 3 : Code de programmation pour la cartographie des

intensités

1 clear all

2 clc

3

4 % Addition des intensités de chagque pixel pour toutes les images considérées.
5 filelist = readdir (pwd) ;
6 numfiles=numel (pwd) ;

i R=[]:

8 B=zeros(512,512);

S Hfoxr ii=2: (numfiles-1);

10 F=filelist{ii, :};
11 b=load(F):

12 RA=R";

13 B=R+B;

14 | end

15

16 % Création de la cartographie.
17 pcolor(B):

18 colormap( )

19 colorbar():
20 shading( )i
21 caxis ([0 25000 1):
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Annexe 4 : Code de programmation pour la cartographie des maxima

des longueurs d’onde d’émission

1 clear all

18 )

19 | F=filelist{ii,:};

20 | Ar=1cad(F) ;

21 |B=[R,RR];

22 | endfor

23 -

24K)for £t = 1:517 % Longueur du canal en pixel
25K for s = 1:512 % Largeur du canal en pixel
26 BBB=vertcat (BBB,RRR) ;

27 BRR=[];

28 H for r = 1:118 % Nombre de scans en longueurs d'onde
29 aa=A(t, (s+(512*r)));

30 LLRA=[RLL, aal:

31 endfor

32 | endfor

33 Lendfor

34 BBB=vertcat (BBB,RRR);

35 BBB([11,:)=[1:

36 BBB=BBB';

37

38 % Création d'un fit gaussien & partir du spectre d'émission.

39 % Association des maxima de la courbe d'émission & une case de la

40 [i jl=size(BBB):

2 clc

3

4 % Lssociation de chague courbe d'émission & une case de la cartographie.
5 filelist = readdir (pwd):
6 numfiles=numel (filelist);
1 A=[1;

8 RRA=[];

9 M=[];

10 m=[1]:

11 1=[];

12 c=1;

13 N=1;

14 a=1;

15 BBB=zeros(l,.01);

16 RRR=[]:

17

cartographie.

41 x=(1:118);

43

44

45

46

47

48

49 Ffor u=1:2c2144

50 v=BBB(:,u):

51 [sigma, mu] = gaussfit( x, vy);

52 Y(:,u)=1./(sgrt(2.%pi).*sigma) .*exp( (- (x-mu)."2)./(2.% (sigma."2)));
53% for v=1:(i-1);

S4E if gt ((Y((v+l),u)), (¥(v,u)))==C
55 b=0;

56 c=Y(wv,u);

57 else

58 a=v;

59 N=c;

60 endif

61 - endfor
62 | M=xx(a);

63 m=[m,M];
64 | I=[I,N];
65 | dlmwrite ( , m);
66 | dlmwrite 1)
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67 Lendfor
68

69 % Création de la cartographie & partir des maxima enregistrés.
70 Yv=512;
71
72
73
74
75 Blfer u=0: (¥Y¥-1);

76 B=m( (1+(XX*u)): (XX* (u+l)));
77 C=vertcat (B, C);

78 | endfor

79

B0 c=flip(cC);

Bl c=C';

82 pcolor(cC);

83 colormap( )i

84 colorbar();

85 shading/( )

B6 caxis([450 600]1);:
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Titre : Procédé anti-solvant microfluidique pour la synthése de nanoparticules organiques
fluorescentes en conditions supercritiques

Résume :

Les nanoparticules organiques fluorescentes (FONs) sont aujourd’hui utilisées dans de
nombreuses applications biomédicales d’imagerie cellulaire. Réduits a une échelle
nanométrique, les FONs présentent un meilleur taux de dissolution dans le milieu biologique,
ils peuvent notamment traverser plus facilement les membranes des tissus et étre plus
efficacement assimilés dans I'organisme. La plupart des molécules utilisées pour la fabrication
des FONSs sont trés peu solubles dans les milieux aqueux, limitant ainsi leur biodisponibilité.
Ainsi, une des stratégies considérées par les industries pharmaceutiques pour répondre a ces
limitations consiste a diminuer la taille des particules d’ingrédients pharmaceutiques actifs
(APIs). Dans cette theése, nous proposons de combiner deux techniques d’intensification pour
la synthése des FONSs, a savoir les procédés SAS (Supercritical Anti-Solvent) utilisant le
dioxyde de carbone supercritique (sc-COy) et la technologie microfluidique (uF). Dans le cadre
de ces travaux de thése, nous avons testé différentes molécules organiques fluorescentes qui
ont été mises en forme a l'aide du procédé uSAS. Des études paramétriques ont été réalisées
dans le but de déterminer les conditions optimales pour la synthése de nanoparticules. Enfin,
des FONs dont l'intensité de fluorescence augmente a I'état agrégé (AIE) ont été choisies dans
le but d’analyser in situ de maniére originale les champs de nucléation de particules dans le
systeme USAS, pour pouvoir comparer ces résultats a la simulation.

Mots clés :
Procédé anti-solvant ; Microfluidique ; Fluides supercritiques ; Nanoparticules organiques
fluorescentes (FONS)

Title: Process intensification for the synthesis of fluorescent organic nanoparticles by
microfluidic supercritical anti-solvent

Abstract:

Nowadays, Fluorescent Organic Nanoparticles (FONs) are involved for cell imaging
applications. After reducing the particle size to the nanosize range, FONs increase their
dissolution rate in biological media. Thus, they present a high penetration in cell membranes
and can be assimilated more efficiently. As is usual, poor water-soluble organic molecules
encounter low oral bioavailability. To overcome the solubility problems, pharmaceutical
companies develop approaches to decrease active pharmaceutical ingredient (API) particle
size. During this thesis, we propose to combine two intensification strategies for FONs
synthesis. First, we employ the Supercritical Anti-Solvent (SAS) process using supercritical
carbon dioxide (sc-CO,). The other point is that we add microfluidics (UF). We suggest to test
various organic molecules and to process them by USAS system. Parametric studies are
performed to find optimal conditions for small particle size. Finally, specific FONs with
Aggregation Induced Emission (AIE) effect are employed for the in situ characterization of
nucleation field in uSAS. Experimental and simulation results are both compared and
discussed.

Key words:
Anti-solvent process; Microfluidics; Supercritical fluids; Fluorescent Organic Nanoparticles
(FONs)
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