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Introduction générale

La cristallisation est a la base de la fabrication de nombreuses substances d’intérét
pharmaceutique. En effet, le schéma classique d’une production de poudre de principe
actif pharmaceutique consiste a enchainer les opérations de réaction (synthese de la
molécule active), cristallisation (production de cristaux de principe actif), filtration
et séchage (obtention de la poudre). En tant qu’étape de génération de particules, la
cristallisation conditionne la qualité chimique et physique du produit et influence les
étapes ultérieures de filtration et de séchage. La cristallisation est donc a 1’origine de
la future qualité d’usage de la poudre.

C’est a travers I'interaction procédé-produit que les propriétés des cristaux telles
que la taille et la distribution de taille, la forme, la pureté, la structure cristalline (po-
lymorphisme), ... sont gérées. Or souvent, le controle de ces propriétés nécessite des
approches et des conditions opératoires différentes de celles consistant uniquement a
gérer un rendement.

Ces dernieres années, les études fondamentales concernant la cristallisation de
principes actifs pharmaceutiques ont considérablement augmenté et contribué au dé-
veloppement de concepts thermodynamiques, cinétiques et hydrodynamiques régissant
cette opération. La difficulté réside dans le fait que les composés pharmaceutiques pré-
sentent une grande diversité de groupements fonctionnels (especes ioniques, groupes
lipophiles ou hydrophobes) et que les interactions entre ces molécules, ou entre ces mo-
Iécules et celles du solvant ou de I’anti-solvant, ou encore avec les impuretés, ne sont
pas prévisibles. Ainsi, des solides de caractéristiques différentes ou méme des phases
liquides immiscibles peuvent apparaitre en fonction des modes de cristallisation mis
en ceuvre. Cette complexité vient s’ajouter aux limitations générées par la faible quan-
tité de matiere premiere dont on dispose en général dans les phases de développement
du produit et ne permettant pas de réaliser beaucoup d’expériences d’acquisition de
connaissances et de compréhension.

Sur le plan du procédé dans le secteur pharmaceutique, la cristallisation en dis-
continu, ou batch, est généralement préférée pour mettre en ceuvre une opération de
cristallisation (essentiellement en cuve agitée). Les opérations batch présentent I’avan-
tage de permettre la fabrication de plusieurs produits dans le méme type d’appareils.
Néanmoins la maitrise de ces procédés discontinus est plus difficile car le contrdle de
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la sursaturation (force motrice de la cristallisation), ainsi que 1’utilisation efficace de
I’ensemencement restent délicats.

Dans le cas de la production d’anticancéreux des problemes de sécurité s’ajoutent
puisqu’il s’agit de manipuler des produits actifs dangereux, et dont les procédés font
souvent intervenir des solvants ou des réactifs toxiques ou corrosifs. C’est pourquoi,
ces dernieres années, les progres réalisés dans le domaine de la microfluidique et des
microprocédés permettent d’envisager de concevoir toute la chaine de production d’un
principe actif pharmaceutique en continu, enchainant les opérations de réactions (syn-
theése du principe actif), du passage du principe actif en phase solide par cristallisation
ou précipitation, de la filtration et du séchage des cristaux. L’idée est aussi de pro-
duire de nouvelles molécules avec des temps de développement et d’extrapolation plus
courts. Cette approche est également connue sous le terme de « procédés intensifiés ».
L’enjeu de I’étude et du développement industriel des « procédés intensifiés » est mul-
tiple : meilleure maitrise des procédés, meilleure qualité des produits par controle des
parametres opératoires, contréle de la qualité par analyse en ligne (par opposition a la
production par lots), réduction des volumes réactionnels et donc de la taille et du colit
des équipements de production, amélioration de la sécurité du procédé et de I’instal-
lation dans sa globalité, réduction des dépenses énergétiques globales et des volumes
d’effluents.

Cette these s’inscrit dans le cadre d’un projet intitulé INPAC « Intensification glo-
bale d’un procédé de Production d’ AntiCancéreux » labellisé par le pole de compé-
titivité « Cancer-Bio-Santé ». L’ objectif du projet vise a démontrer la faisabilité et la
pertinence d’une intensification de la production d’un anticancéreux, sur 1’ensemble
des étapes de la synthese : étape de réaction, étapes d’isolement et de post-traitement.
Il regroupe des partenaires industriels et académiques possédant des compétences com-
plémentaires afin de permettre I’émergence de nouvelles solutions innovantes tant tech-
niques que méthodologiques. Ainsi, parmi les axes de recherche retenus dans le projet
INPAC, deux travaux de theses ont été développés en parallele et les résultats ont été
échangés au cours de réunions régulieres :

— un axe concerne 1’étape de réaction (these de Laureéne Despenes)
— Tautre I’étape d’isolement : cristallisation-précipitation (qui fait I’objet de cette
these)

Le controle en continu d’une cristallisation ou d’une précipitation nécessite la
connaissance d’un ensemble de données physiques, chimiques et thermodynamiques
du produit considéré. La démarche suivie a donc consisté dans un premier temps a
réunir ces données puis dans un second temps a mettre en ceuvre le procédé, d’abord
en batch puis en continu afin d’établir des éléments de comparaison.

Ce mémoire est divisé en 6 chapitres.

Le premier chapitre réunit les informations disponibles dans la littérature, néces-
saires a I’étude des phénomenes de précipitation. Les notions thermodynamiques et
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cinétiques de précipitation sont d’abord développées, puis les dispositifs de mise en
ceuvre du mélange de réactifs a I’origine de la précipitation sont décrits.

Dans le deuxieme chapitre, le produit faisant 1’objet de 1’étude est choisi et les
méthodes de caractérisation des différents composés entrant dans sa fabrication sont
mises en place. Le produit choisi pour cette étude est 1’acétyl-L-leucine, qui présente
I’avantage d’étre disponible en quantité importante, manipulable au laboratoire sans
grand risque de sécurité et qui présente lors de la production des cristaux, un certain
nombre de problemes récurrents a toute production pharmaceutique. En particulier,
nous avons mis en évidence et quantifié des impuretés dans le produit sous forme
solide ou liquide ayant une implication directe sur la conception du procédé continu et
d’autre part la mise au point de méthodes de caractérisation et de capteurs adaptés.

Le chapitre 3 est consacré a la détermination de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine
dans I’eau en présence ou pas des impuretés du procédé ainsi qu’a I’influence de dif-
férents parametres opératoires pouvant 1’influencer.

Dans le chapitre 4, un diagramme de phase du composé racémique a également
pu étre établi, aboutissant a la caractérisation d’un conglomérat et a une meilleure
compréhension du phénomene de racémisation parallele a la fusion.

Dans le chapitre 5, un prototype de détermination de cinétiques de précipitation
(nucléation et croissance) a également été concu. Ces données ont été acquises apres le
développement d’un mélangeur de précipitation adapté. Une étude paramétrique de la
cristallisation en batch a ensuite été réalisée. Enfin, I’efficacité des lavages des cristaux
apres filtration a été mesurée. En effet, de nombreux sous-produits étant présents lors
de I’étape de précipitation, ils doivent étre éliminés lors d’étapes de lavages. Des tech-
niques analytiques (Torche a plasma, DSC, Raman) ont donc été mises en place pour
s’assurer de la qualité chimique des cristaux, tout en veillant a minimiser I’impact des
lavages sur le rendement du procédé. Le spectrometre Raman a notamment été€ utilisé
pour caractériser la pureté des premiers cristaux formés.

Enfin, dans le chapitre 6 un procédé de précipitation en continu est mis au point et
comparé aux résultats obtenus en discontinu. Puis, des essais de faisabilité enchainant
les étapes de réaction-précipitation-filtration-lavage et séchage ont été menés sur le site
industriel.






Eléments bibliographiques sur les
phénomenes de précipitation

Ce chapitre présente brievement quelques éléments bibliographiques nécessaires a
I’étude des phénomenes de précipitation. Les notions thermodynamiques et cinétiques
de précipitation seront d’abord développées, puis dans un deuxieme temps, les dispo-
sitifs de mise en ceuvre du mélange de réactifs a 1’origine de la précipitation seront
décrits. Enfin, les réacteurs de précipitation seront présentés et repositionnés dans la
chaine des procédés " Précipitation - Filtration - Séchage " nécessaire a I’obtention
d’une poudre cristalline a propriétés contrdlées.

I  Mécanismes fondamentaux de la précipitation

La précipitation, ou cristallisation réactive, est la production, par réaction chimique,
d’une espece chimique peu soluble dans le solvant ou se produit la réaction. Cette
réaction est donc suivie de la cristallisation du produit.

Cette partie rappelle les principes fondamentaux de la précipitation, que sont la
solubilité et la sursaturation, ainsi que les notions de cinétiques.

1.1  Solubilité et produit de solubilité

La solubilité d’une espece i dans un solvant, a une pression P, représente la quantité
maximale de solide qu’il est possible de dissoudre dans une quantité de solvant donné.
Cette quantité dépend des interactions entre le solvant et le soluté, mais aussi des pa-
rametres opératoires, tels que la température, le pH, la force ionique ou la présence
d’autres especes en solution. La solubilité se définit donc comme I’équilibre entre une
solution de concentration en soluté donnée et une phase solide de ce composé de struc-
ture donnée.



6 CHAPITRE 1. ELEMENTS BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES PHENOMENES
DE PRECIPITATION

1.1.1 Cas des especes dissociables et définition du produit de solubilité

Un soluté peut se solubiliser en demeurant la méme espece chimique, ce qui est
le cas d’une grande majorité des especes organiques. En revanche, pour les composés
inorganiques tels que les sels, une dissociation partielle ou totale est possible. Considé-
rons le cas de deux ions AT et B”~ conduisant A un précipité A,,B,, selon I’équation
chimique :

[ enidey)

mA*T + nBf~ = AmBn(S)

Les potentiels chimiques des ions en solution peuvent alors s’exprimer par les équa-
tions 1.1 et 1.2, ot 14¥ et a; sont respectivement le potentiel chimique standard et 1’ac-
tivité de I’ion i. Pour la phase solide, I’équation du potentiel chimique est donnée dans
I’équation 1.3.

faet = par + RT In (apa+) (1.1)
pps- = fps- + RTIn (aps-) (1.2)
WA, B, = /LUAmBn + RTIn (aa,,B,) (1.3)

D’apres I’équation chimique établie précédemment, on sait qu’a 1’équilibre I’équa-
tion 1.4 est valable. Ainsi, en combinant les équations 1.1, 1.2, 1.3 et 1.4, on peut
regrouper les potentiels chimiques standard selon I’expression 1.5

Mot + Nftps— = [A,, B, (1.4)

mM%a—‘— + nlLLOB57 - u(A)Anan,
= —mRT In (ase+) — nRT In (ags-) + RT In (aa,,s5,)

—  RT ((aAa+)m-(aBﬁ)"> (1.5)

QA,, B,

En exprimant la variation d’enthalpie libre AG® du systéme (équation 1.6 ), il est
possible d’exprimer le produit de solubilité, noté K, donné par la relation 1.7.

(aqa+ )™ (aps-)"

AG’ = —RTIn < > = —RT In(K,) (1.6)
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K, — (aqe+)™ (ags-)" (1.7)

a A’rrL B'n

Si le solide est sous forme de cristaux stables a la pression atmosphérique, on peut
considérer qu’il s’agit d’un état standard de référence et que son activité est égale a
I’unité. Ainsi, I’équation 1.7 se simplifie en 1I’équation 1.8.

Ky = (apo+)".(ags-)" (1.8)

Plusieurs travaux ont été développés [Jones et coll., 2005] pour déterminer le pro-
duit de solubilité de sels organiques et inorganiques.

1.1.2  Parametres influencant la solubilité

1.1.2.1 Influence du solvant

Le parametre influencant le plus la solubilité d’une espece est le solvant dans lequel
elle se trouve. Ainsi, pour une molécule donnée, la premiere étape pour maitriser un
procédé de cristallisation consiste a réunir des données de solubilité du soluté pour
différents solvants. Ce balayage de solvants purs d’abord, puis de leurs mélanges, vise
a classifier les solvants selon leur capacité de solubilisation du soluté. Ces capacités
dépendent grandement des interactions entre les fonctions chimiques du solvant et du
soluté. Etant donné que « les semblables dissolvent les semblables », il est évident que
si un soluté partage des affinités communes avec un solvant, ce dernier le solubilisera
mieux. Ainsi, un composé hydrophobe aura une plus grande solubilité dans un solvant
apolaire, aprotique, que dans I’eau.

Un cas particulier de I’effet du solvant sur la solubilité est le cas d’une cristal-
lisation par anti-solvant. Considérons un composé fortement soluble dans le solvant
A, mais peu dans le mélange de solvants A et B. A partir d’une solution saturée de
ce composé dans le solvant A, ’ajout du solvant B va diminuer la solubilité globale
du composé en solution. On déplace ainsi la courbe de solubilité vers le bas, générant
une sursaturation, et donc la nucléation du soluté. De nombreux exemples de ce type de
cristallisation existent dans la littérature, notamment pour des molécules organiques. A
partir d’une solution aqueuse sous-saturée, la cristallisation peut par exemple étre géné-
rée par I’ajout d’acétone ou de NMP dans le cas de la L-proline [Hyung et coll., 2006],
ou par I’ajout d’isopropanol dans le cas du paracétamol ( [Hojjati et Rohani, 2006],
[Knox et coll., 2009] ). La figure 1.1 donne I’exemple de I’évolution de la solubilité de
la L-proline dans différents mélanges d’eau et de NMP, qui joue le role d’anti-solvant.
On voit ainsi que plus la proportion d’anti-solvant est importante, plus la solubilité du
produit est faible. C’est cette différence de solubilité qui génere la sursaturation. Ce-
pendant cette évolution de solubilité entre le solvant et le non-solvant peut ne pas étre
continue ou observée un minimum, comme on le verra dans notre cas a la partie 4.1.2

Chapitre 1
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du chapitre 3. Sur la figure 1.1, on notera que différentes courbes sont tracées, pour
différentes températures. L'influence de ce parametre est observé dans le paragraphe
suivant.

25

10 1

Solubility (g/10g solvent mixture)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10
Weight fraction antisolvent, x_

FIG. 1.1: Evolution de la solubilité de la L-proline dans des mélanges de NMP et d’eau,
a 50°C, 25°C et 10°C, extraite de la publication [Hyung et coll., 2006] .

1.1.2.2 Influence de la température

Beaucoup de procédés de cristallisation génerent la nucléation par une modifica-
tion de la température. Dans la majorité des cas, la solubilit¢ d’un soluté augmente
avec la température. La solubilité est alors dite normale [Mullin, 1993], telle qu’elle
est représentée sur la figure 1.2. A partir d’une solution saturée d’un composé, si la
solubilité de celui-ci est sensible a la température, une modification de cette derniere
permettra le changement de zone, sur le diagramme concentration - température de
la figure 1.2, et conduira a un écart a la solubilité suffisant pour générer la nucléa-
tion spontanée de cristaux. Cependant certains produits, tels que le sulfate de calcium
[Helalizadeh et coll., 2000] ou la struvite [Borgerding, 1972], présentent une solubilité
pouvant s’inverser et diminuer lorsque la température augmente. La solubilité est alors
dite rétrograde, comme le montre les exemples de la figure 1.3.

1.1.2.3  Influence du pH
En milieu aqueux, les molécules possédant des fonctions chimiques a caractere acide
ou basique selon Bronsted peuvent libérer ou capter un proton, devenant alors des ions.
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' Concentration

Zone de sursaturation

Zone de sous-saturation

Température ou pH

F1G. 1.2: Diagramme de solubilité illustrant un exemple d’évolution de la solubilité en
fonction de la température ou du pH.

Ce comportement aura un impact sur le pH. Cet équilibre entre les concentrations
en especes sous forme organique et ionique est régi par une équation de constante
d’acidité K 4, comme dans I’exemple suivant :

AH= A" +H"
KA _ as-Ag+
aAH

Or une espece ionique est beaucoup plus soluble dans I’eau qu’une espece neutre.
Des lors, on comprend que le pH aura une influence sur la solubilité globale de 1a mo-
lécule. Les acides aminés posseédent par exemple une fonction acide et une fonction
basique sur la méme molécule. Tseng et al. [Tseng et coll., 2009] ont ainsi travaillé sur
I’influence du pH sur la solubilité de différents acides aminés. L.e minimum de solubi-
lité est obtenu pour le point isolélectrique, c’est-a-dire lorsque la forme majoritaire de
la molécule est sa forme non chargée. Il correspond a la moyenne des pK 4 des fonc-
tions acide et basique. Dans le cas de la leucine par exemple, son point isolélectrique
est obtenu pour pH = 6.

Dans le cas d’especes possédant plusieurs fonctions acido-basiques, I’'influence du
pH sur I’espece cristallisant est notable. On peut alors décrire des diagrammes de
phase de formes cristallines en fonction du pH. Par exemple, Garcia-Carmona et al.
[Garcia Carmona et coll., 1998] ont travaillé sur le cas de I’aluminophosphate AIPO,
et de ses hydrates. Ils ont ainsi montré 1’existence de zones de pH préférentielles pour
former sélectivement la forme cristalline souhaitée, comme le montre la figure 1.4.

Chapitre 1
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FI1G. 1.3: Diagramme de solubilité de sulfates de calcium, extrait de la publication
[Helalizadeh et coll., 2000], présentant une solubilité rétrograde.

Des modeles d’évolution de la solubilité en fonction du pH ont ainsi été dévelop-
pés ([Avdeef, 2007], [Chanona et coll., 2006]) afin de mieux maitriser les procédés de
précipitation par le pH.

1.1.2.4  Influence des impuretés

Lors d’un procédé de précipitation, le composé recherché est rarement seul avec
le solvant. Il existe dans le milieu d’autres produits ou sous-produits de réaction qui
interagissent avec le composé et modifient sa solubilité. Ces impuretés peuvent étre
par exemple des molécules qui modifient les propriétés du solvant [Ji et coll., 2009]
ou des sels [Carta et Tola, 1996] qui impactent la force ionique globale de la solution.
Mullin [Mullin, 1993] donne I’exemple d’une solution saturée de A (le soluté) dans B
(le solvant) a laquelle on ajoute un troisieme constituant C. Quatre situations peuvent
alors se présenter :

— Rien ne se passe et le systeme reste dans son état saturé, ce qui est relativement
rare

Le composé C peut réagir ou former un complexe avec A

La solubilité de A peut étre diminuée, ce qui conduira a sa précipitation (procédé
de "salting-out")

La solubilité de A peut étre augmentée, rendant la solution sous-saturée (procédé
de "salting-in")

Un procédé de précipitation peut donc €tre piloté par I’influence d’autres compo-
sés. Il convient donc de comprendre cette influence pour maitriser ce type de procédé.
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FIG. 1.4: Evolution des compositions massiques des hydrates d’alumniophosphates en

fonction du pH, extraite de la publication [Garcia Carmona et coll., 1998].

Lorsque le composé C est en concentration suffisante pour que le systéme soit consi-
déré a trois constituants, un diagramme ternaire de solubilité peut tre établi.

1.2 Sursaturation

1.2.1 Définition

Une solution saturée est a I’équilibre thermodynamique avec la phase solide a une

température donnée. On forme ainsi un systéme binaire " Soluté / Solvant " pour lequel

le diagramme de phase permet d’avoir une description des domaines de concentration,

température et pression, a I’équilibre liquide - solide. Ce diagramme binaire correspond
a une courbe de solubilité, comme le représente la figure 1.2.

Il est cependant possible de préparer des solutions qui contiennent davantage de
solide dissout que ce qui correspond a 1’équilibre. On dit alors que la solution est
sursaturée. Les solutions sursaturées sont métastables. L’état de sursaturation est une
condition nécessaire a toutes les opérations de cristallisation.

Différentes méthodes peuvent étre mises en ceuvre pour créer la sursaturation. 1l
s’agit principalement de méthodes thermiques (refroidissement ou évaporation de la
solution), de méthodes physico-chimiques (par addition d’un agent relargant ou d’un

de solubilité.

tiers solvant) ou des méthodes par réaction chimique entre deux corps solubles pour
sursaturation, et donc du type de cristallisoir, est fortement 1i€ a 1’allure de la courbe

créer un produit insoluble (précipitation). Le choix de la méthode de création de la

Différentes définitions de la sursaturation sont utilisées. Elles découlent de 1’ex-
pression des potentiels chimiques.

Chapitre 1
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1.2.2 Force motrice de la cristallisation

La sursaturation va donc correspondre a 1’écart a la solubilité et sera le moteur
de la génération de cristaux. Elle peut s’exprimer comme une différence de potentiels
chimiques entre 1’état de solution sursaturée et I’état de solution saturée qui correspond
a I’équilibre thermodynamique.

AN = Msursat — Hsat = (MO + kBT ln(asursat)> - (MO + kBT ln(asat))
— kpTIn (M> (1.9)

Qsat

avec :
— 1° : potentiel chimique 2 I’état standard de référence du corps, 2 la pression P et
a la température T
kg : constante de Boltzmann (1.38.10723J. K1)

— T : température absolue (en K)

— Qgyursqr - activité de I’espece en solution sursaturée

— agq - activité de ’espece en solution saturée

A partir de cette expression, il est possible d’écrire la sursaturation sous forme
adimensionnelle, ou S est le rapport de sursaturation et S’ la sursaturation relative.
Du fait de la normalisation par la solubilité, ces écritures présentent I’avantage de
permettre la comparaison entre les systemes :

S — Asursat (110)
Qsat
g = Goursat 7 Qsat g 4 (11D
Qsat

Une autre grandeur caractérisant la sursaturation est la sursaturation absolue s, qui
compare directement les activités, sans les normaliser :

s=Aa= Qsyrsat — Asat (112)

Ainsi, si on se réfere a la figure 1.2, on notera que si :

- S<1,S<0o0us<0,alors il y a redissolution des cristaux

- S=1,S"=00us=0,alors il y a équilibre thermodynamique

- S>1,S>00us>0, alors I’existence de formes solides est possible

Toutes ces expressions font intervenir I’activité de 1’espece en solution. Dans le
cas d’une solution a comportement idéal, les especes dissoutes n’ont pas d’interac-
tions entre elles, ni avec le solvant. Un tel comportement peut €tre vrai dans le cas
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de solutions tres diluées. L’activité a; de I'espece 1 est alors directement égale a sa
concentration C; en solution (Loi de Henry) :

Cependant, dans le cas de solutions réelles ou non diluées, il existe des interactions
entre les composants de type solvant-soluté et soluté-soluté. Dans le cas de solutions
multi-constituants, des interactions apparaissent aussi entre les especes solubilisées.
C’est notamment le cas de I’influence des impuretés sur la solubilité. Des lors, 1’activité
du composé n’est plus uniquement lié a sa concentration, et un terme de coefficient
d’activité ; est défini pour traduire 1’écart entre la réactivité réelle et la réactivité
idéale :

a;i = 7C; (1.14)

Cette expression correspond au coefficient d’activité molaire, défini dans I’échelle
des molarités. Cependant, selon le systeme d’unités choisi, les expressions de I’activité
et du coefficient d’activité peuvent étre modifiées. Ainsi, en fractions molaires, on peut
écrire a, , = f;x;, avec z;, la fraction molaire en composé i, et f;, le coefficient d’ac-
tivité rationnel. De méme, en échelle de molalité, I’expression deviendra a; ,,, = y;mi,
avec m;, la molalité du composé 1, et y;, le coefficient d’activité molale. Ces données
thermodynamiques sont difficiles a déterminer, surtout dans le cas de principes actifs
pharmaceutiques peu courants, et pour lesquels une multitude de composés tiers sont
présents en suspension. Il est donc souvent fait I’approximation d’une solution idéale
dans un premier temps.

Toutes ces définitions dépendent donc du systeme d’unités choisi. Or, comme la
sursaturation est le moteur de la cristallisation, son expression intervient dans toutes
les expressions de cinétiques de nucléation et de croissance de cristaux. Une attention
particuliere sera donc apportée a la formulation de la sursaturation. Dans le cadre de
ce manuscrit, I’expression de la sursaturation sera toujours celle du rapport de sursatu-
ration S, défini a I’équation 1.10.

1.3 Nucléation
1.3.1 Meécanismes de la nucléation

La nucléation est I’étape correspondant a la formation des plus petits cristaux ther-
modynamiquement stables, c’est-a-dire de cristaux qui ne se redissolvent pas, appelés
germes ou nucléi. Cependant, I’apparition de forme solide n’intervient pas forcément
des que la sursaturation est plus grande que 1’unité, c¢’est-a-dire des que le changement
d’état de liquide a solide est thermodynamiquement possible. Par exemple, dans le cas
de la congélation, de I’eau liquide dépourvue d’impuretés solides en suspension peut

Chapitre 1
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étre refroidie jusqu’a une température de -38°C a pression atmosphérique avant que
des premiers cristaux n’apparaissent [Kanno et coll., 1975]. Pour comprendre le pro-
cessus de nucléation, il faut donc s’intéresser aux mécanismes cinétiques responsables
de la formation de nucléi. Bien qu’il n’existe pas de nomenclature référencée, afin
d’éviter toute confusion, la nucléation sera définie en adoptant la terminologie donnée
par Mullin [Mullin, 1993], représentée sur la figure 1.5. L’ orientation des mécanismes
dépendra de conditions spécifiques pendant la nucléation et des propriétés physiques
du milieu.

Le terme de nucléation primaire est réservé a tous les cas ou la formation de la
nouvelle phase solide survient dans des systemes qui ne contiennent pas de matiere
cristalline. Ainsi deux types de nucléation primaire peuvent étre distinguée :

— Lanucléation primaire homogéne pour laquelle 1a nouvelle phase solide apparait

a partir d’une solution sursaturée exempte de toute impureté.

— La nucléation primaire hétérogéne pour laquelle la formation de la nouvelle

phase solide est catalysée par la présence d’impuretés non cristallines.

En nucléation secondaire, 1a nucléation de nouvelles particules résulte de la pré-
sence de cristaux initialement en solution.

Nucléation
Si la solution est claire S'il y a présence de cristaux
avant nucléation avant nucléation
Primaire Secondaire
Apparition spontanée Présence d'impuretés
Homogéne Hétérogene

FI1G. 1.5: Les mécanismes de nucléation selon Mullin [Mullin, 1993].

1.3.2 Nucléation primaire

1.3.2.1 Nucléation primaire homogene

Dans une solution sursaturée, les théories classiques de nucléation supposent que les
molécules se rencontrent au cours d’une série de réactions bimoléculaires et forment
des agrégats qui grossissent jusqu’a devenir des germes cristallins. Ces germes oc-
cupent alors un certain volume. Une surface entre les germes et la solution est donc
créée. L’enthalpie libre de germination AG est donc la résultante de deux enthalpies :
celle de volume et celle de surface. Pour un germe supposé sphérique, de rayon r,
de tension interfaciale v et composé de n molécules, 1’enthalpie libre de germination
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s’écrit alors comme I’équation 1.15 [Sohnel et Garside, 1992], ou V,,, est le volume
moléculaire, kg, la constante de Boltzmann, T, la température absolue et S, le rapport
de sursaturation. Le premier terme de cette équation correspond au terme de volume,
quantité négative et proportionnelle a 1. Il provient de I’équation de Gibbs - Thom-
son, valable pour un composé non €lectrolyte, indiqué a 1I’équation 1.16. Le deuxieme
terme de 1’expression 1.15 est un terme positif correspondant au terme de surface et
proportionnel a r?.

4 3
AG = —gﬂvikBTln(S) + drr2y (1.15)
27Vm N 2"}/ k’BT IH(S)
In(S) = 40t AGyy = - = P52 1) 1.1
n(S) oy dou G ool . v (1.16)

Il existe donc une compétition entre ces deux phénomenes, résultant en un maxi-
mum local d’enthalpie libre. Ce maximum est le seuil d’activation a franchir pour
avoir le plus petit cristal sphérique stable. Cet état €tant instable, si on enléve une mo-
lécule au germe, celui-ci va se redissoudre, alors que si on lui ajoute une molécule,
il va croitre. Ce maximum d’enthalpie est associé a une taille critique de germe 7.
L’expression de cette taille est obtenue lorsque la dérivée de 1’équation 1.15 est nulle
(maximum d’enthalpie libre).

2V
N kBT IH(S)

En combinant les équations 1.15 et 1.17, on obtient 1’enthalpie libre d’activation

(1.17)

Te

critique, pour la taille critique r. (équation 1.18). Notons que le terme = est obtenu

dans le cas de germes sphériques, mais qu’il peut étre plus généralement remplacé par
un facteur de forme ¢. Par exemple, ¢ = 32 pour des germes cubiques d’arétes 2r.

1 2.3 2.3
AG, = o7 Vay _ OV (1.18)

<I<:BTln(S))2 (kBTln(S)>2

Lorsque la barriere énergétique pour former les germes est franchie, le processus
de nucléation est alors caractérisé par la vitesse a laquelle le nombre de germes ap-
parait par unité de temps et de volume. On note J, la vitesse de nucléation primaire.
Son expression suit une loi d’Arrhénius, comme exprimée par 1’équation 1.19. Plus
généralement, on exprimera la cinétique de nucléation en fonction des parametres A et
B, qui dépendent du processus de nucléation, et du rapport de sursaturation S.

AG, B
J=A — =A _—_— 1.19
o ( ’fBT) o ( (1n<5>)2) o
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Dans le cas d’une nucléation primaire homogene, Nielsen [Nie, 1964] propose une
expression pour le terme pré-exponentiel A (équation 1.20), ou N* est le nombre de
molécules formant le nucléus critique et d une longueur de la maille cristalline. L’ ex-
pression de B est donnée quant a elle a 1’équation 1.21. Celle-ci permet entre autre,
apres avoir déterminé sa valeur expérimentale, de remonter a la valeur de la tension
interfaciale ~y entre le cristal et le solvant.

D 4AG
A= 1.20
d°N* 37TkiBT ( )
16m ~312
B=——""" 1.21
3 (hpT)? (1.21)

1.3.2.2  Nucléation primaire hétérogene

La nucléation primaire homogene intervient pour des fortes valeurs de sursaturation,
car nous avons vu qu’il faut franchir une barriere énergétique pour former spontané-
ment un cristal. Pour des sursaturations plus faibles, le mécanisme de nucléation peut
étre catalysé par la présence d’impuretés sous forme de particules en suspension. Les
systemes réels contiennent toujours des corps étrangers (poussieres, impuretés). Plus
le volume de la solution est grand, plus il est difficile de contrdler la présence d’impu-
retés extérieures au systeme solvant - soluté. Packter [Packter et Alleem, 1981] estime
qu’il y a entre 10'3 et 10?* particules de ce genre dans 1 m? de liquide purifié d’impu-
retés. En effet, ces particules réduisent la barriere énergétique a franchir en permettant
aux nucléi de se former a la surface de celles-ci. La nucléation primaire est alors dite
hétérogene. La figure 1.6 schématise ces deux régimes en fonction de la sursaturation.
La limite entre ces régimes est notée S*.

Le mécanisme étant différent de la nucléation primaire homogene, les parametres
cinétiques A et B le sont également. Ainsi, en prenant I’expression logarithmique de
I’équation 1.19, on obtient I’équation 1.22, permettant de définir deux portions de
droites (voir figure 1.6, caractéristiques des deux mécanismes de nucléation primaire).
Cette représentation permet également de définir expérimentalement la limite de sur-
saturation S* entre ces mécanismes [Andrieu, 1999].

B

(m(g)) 2

Le mécanisme de nucléation primaire hétérogene dépend donc grandement du type
d’impuretés et des affinités de celles-ci avec 1’espece solide a cristalliser. Nous avons
vu précédemment que la tension interfaciale v intervient dans 1’expression de la ciné-
tique homogene. Dans le cas de la cinétique hétérogene, il faudra également considérer

In(J) =In(A) — (1.22)
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In (Ry)

Nucléation primaire
hétérogéne prépondérante

Nucléation primaire
homogene prépondérante

S*

1/1n(S)?

FI1G. 1.6: Comparaison des cinétiques de nucléation primaire selon la sursaturation.

I’angle de contact, noté «, entre le dépot cristallin et la surface solide étrangere (pous-
siere, paroi, ...). Il correspond a 1’angle de mouillage dans le systeme liquide - solide.

D’un point de vue pratique, un modele a été proposé [Walton, 1969] pour te-
nir compte de cet angle dans I’expression de 1’enthalpie libre telle que AGy.; =
f(a)AGhom- La fonction f(«) est donnée dans 1’équation 1.23.

. 2 3cos(a)4+ (cos(a)) .

Si la phase solide n’est pas mouillée par le liquide, I’angle « vaut 180° et les enthal-
pies libres des régimes homogene et hétérogene sont égales : AGj.; = AGhom. Dans
ce cas, les particules en suspension ne catalysent pas la nucléation. En revanche, des
valeurs de « inférieures a 180° traduisent la catalyse due a la présence des particules,
car I’enthalpie libre nécessaire est inférieure a celle de la nucléation homogene.

En pratique, la vitesse de nucléation J peut également étre représentée par une loi
empirique (équation 1.24), pour laquelle k,, est la constante cinétique de nucléation, S
est le rapport de sursaturation et n est I’ordre de la cinétique.

J=k,.5" (1.24)
Pour la nucléation primaire hétérogene, n aura une valeur comprise entre 3 et 6,
alors qu’en nucléation primaire homogene, n sera compris entre 6 et 100.
1.3.3 Nucléation secondaire

Pour qu'un mécanisme de nucléation secondaire ait lieu, il est nécessaire que la
méme phase solide en train de cristalliser soit originellement présente. Ce mécanisme
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est courant en cristallisation, voire méme souhaité lors de cristallisation par ensemen-
cement.

Les mécanismes de nucléation secondaire sont divers et peuvent étre dus soit :

— A TI’apport de solide au systeme, dans le cas d’ensemencement de solution sur-
saturée par exemple. On parlera de nucléation secondaire apparente.

— Aux interactions entre les cristaux et la solution, qui modifient la phase liquide
adjacente au cristal. On parlera de nucléation secondaire vraie.

— Aux interactions de contact entre cristaux ou entre les cristaux et le cristallisoir.
C’est une nucléation secondaire de contact.

Cependant, lors de cette étude, nous nous intéresserons au cas d’une précipitation.
En précipitation, le mécanisme de nucléation secondaire intervient tres peu. En
effet, les sursaturations sont fortes, si bien que les particules formées sont trop
petites pour que les mécanismes de nucléation secondaire jouent un role important
[Sohnel et Garside, 1992] par rapport aux mécanismes de la nucléation primaire. La
nucléation secondaire interviendra seulement dans les cas de sursaturation faible, en
fin de réaction de précipitation par exemple.

1.4 Temps d’induction

Méme si I’apparition de forme solide est possible des que la solution est sursaturée,
un certain temps est nécessaire pour que les premiers cristaux apparaissent. Ce temps
est appelé temps d’induction. 1l faut noter toutefois que ce temps dépend de la propriété
physique qui permet de le mesurer. En effet, il peut étre déterminé visuellement en
notant I’apparition des premiers cristaux visibles, en observant une augmentation de
la turbidité, une diminution de la concentration en réactif ou une diminution de la
conductivité.

Le temps d’induction ¢;,, est composé de plusieurs termes, comme exprimé dans
I’équation 1.25. Ainsi, un temps de relaxation ¢, est nécessaire au systeme pour at-
teindre un régime quasi permanent de distribution de clusters moléculaires. Un temps
t,, sert a la formation d’un nucléus stable. En effet, il est nécessaire d’attendre un
certain temps pour que le germe atteigne une taille suffisante afin qu’il continue de
croitre et qu’il ne se dissolve pas. Enfin, un temps ¢, est nécessaire pour que les cris-
taux atteignent une taille détectable. Une notion de croissance cristalline doit donc étre
ajoutée a cette définition. Dans le cas de la détection visuelle par exemple, I’ceil hu-
main ne peut détecter des cristaux dont la taille est inférieure a 1 pm. Pour d’autres
déterminations du temps d’induction, comme dans le cas d’un suivi de concentrations,
le terme ¢, aurait été remplacé par un autre terme qui tient compte du temps de réponse
de la sonde.

lind =tr +1n +1c (125)
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Le temps d’induction est inversement proportionnel a la vitesse de nucléation,
comme ’indique 1’équation 1.26.

1
Jox — (1.26)

tind
Dans le cas de nucléation générée dans un mélangeur et ayant lieu dans un tube,
I’équation 1.26 devient I’équation 1.27, pour laquelle Ny, est le nombre total de
nucléi formé et V. est le volume du tube de nucléation.

J = Nnucléi (127)
Vtube-tind
La détermination des temps d’induction permet donc aussi de pouvoir remonter
aux cinétiques de formation des cristaux et aux mécanismes de nucléation. Ainsi, a
partir de I’équation 1.22 et en écrivant le logarithme népérien de 1’équation 1.26, on
peut écrire 1’équation 1.28, qui relie le temps d’induction aux parametres cinétiques A
et B.

B Nnucléi o B “In ]
In(ting) = W —In(A4) +1n ( T~ ) = (ln(S))2 In(Aing)  (1.28)

Pour déterminer expérimentalement les parametres A, (correspondant au rapport

?) et B nécessaires aux cinétiques de nucléation, il est donc possible de représen-

ter I’évolution du logarithme du temps d’induction en fonction de #, comme
n
schématisé a la figure 1.7 pour une température constante.

Il est ainsi possible de distinguer les deux mécanismes de nucléation. Les pentes
des droites formées donnent directement le parametre B, dont I’expression est don-
née a I’équation 1.21. Cependant, les ordonnées a 1’origine de ces droites donnent
— In(A;na), et non le parametre cinétique A directement.

1.5 Croissance cristalline

Un cristal évolue toujours vers un état de plus grande stabilité. Ainsi, si un germe
dépasse sa taille critique 7., il ne va pas se redissoudre mais va au contraire continuer
a croitre tant que la sursaturation persiste. En effet, I’augmentation de sa taille corres-
pond a une diminution de son enthalpie libre, donc a un état de plus grande stabilité.
Cependant, cette augmentation de volume ne se fait pas a la méme vitesse selon toutes
les faces du cristal. La vitesse de croissance cristalline sera alors définie comme la vi-
tesse de déplacement d’une face cristalline donnée dans la direction perpendiculaire a
cette face.
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In(ty)

Nucléation primaire
hétérogene prépondérante

Nucléation primaire
homogene prépondérante

S* 1/1In(S)
FIG. 1.7: Evolution du temps d’induction en fonction de la sursaturation & température
constante et transition entre nucléation homogene et hétérogene.

En pratique, il est difficile de mesurer la vitesse sur chacune des faces. De plus, dans
le cas d’une précipitation, les cristaux formés sont petits, si bien qu’une croissance par
rapport a une surface convient peu. Il est plus pratique de travailler avec une vitesse
moyenne, décrivant la croissance globale de I’ensemble des cristaux. On définit alors
une vitesse globale linéaire de croissance cristalline G, selon I’équation 1.29, ot L est
la taille caractéristique du cristal (en m).

dL

G = —
dt

(1.29)

La vitesse de croissance peut également s’exprimer en fonction de la variation de
la masse du cristal au cours du temps, comme explicité dans 1’équation 1.30, ou A¢x
est la surface du cristal

1 dm

= —— 1.30
Ao dit (1.30)

G

La connaissance de la cinétique de croissance des cristaux est nécessaire au dimen-
sionnement des cristallisoirs industriels. C’est pourquoi, par analogie au génie de la
réaction chimique, un modele de transfert de matiere en deux étapes est utilisé pour
décrire la croissance cristalline :

— Le transport de matiere du soluté depuis la solution jusqu’a la surface du cristal

par convection ou diffusion.

— L’incorporation de la matiere dans le réseau cristallin par un procédé d’intégra-

tion de surface ou réaction.
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Ces étapes sont consécutives et ont leurs propres cinétiques. Ainsi, si I’étape d’intégra-
tion au réseau cristallin est limitante, le régime sera chimique. Si I’étape de transfert
est limitante, le régime sera diffusionnel.

Dans cette partie, nous ne considererons que cette théorie de la couche de diffusion
pour calculer la vitesse de croissance lors d’un dimensionnement d’un procédé. Les
théories a 1’échelle de la face du cristal, telles que la nucléation bidimensionnelle ou
la croissance a partir d’une dislocation, ne seront pas exposées et on pourra se référer
aux ouvrages de références ( [Mullin, 1993] , [Sohnel et Garside, 1992] ).

Le modele couramment utilisé pour décrire le transfert de matiere d’un liquide
vers un solide est le "Modele du film". Lorsqu’un cristal grossit dans une solution
sursaturée, le soluté quitte la solution a I’interface cristal - solution pour s’incorporer
au cristal. Cela a pour effet de diminuer la concentration en soluté au voisinage de cette
interface. Comme plus on s’éloigne de la surface, plus la concentration est élevée, le
soluté a tendance a diffuser vers la surface du cristal, comme le montre la figure 1.8.

‘Concentration

Solution Couche limite Cristal

Force motrice
pour la diffusion

Force motrice
pour la réaction

~100 pm ~1onm Transfert de matiére

F1G. 1.8: Représentation de I’évolution des concentrations en transfert de matiere pen-
dant la cristallisation.

Le principe du modele de la couche de diffusion est fondé sur le fait que le soluté
diffuse a travers la couche limite entourant le cristal et s’incorpore au cristal.

La diffusion a travers la couche limite se traduit par I’équation 1.31, ou D est le
coefficient de diffusion du soluté. La concentration du soluté en fonction de la distance
dans la couche de diffusion d’épaisseur o s’écrit alors sous la forme de I’équation 1.32.

dm dC
— =DA.— 1.31
dt “dx (1.31)
dac  C-C;

= (1.32)
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D
La combinaison des équations 1.31 et 1.32 conduit a I’équation 1.33, o k; = 3

Z—T = figA(Cay — C) (1.33)

Si le transfert de matiere est plus lent que le processus d’intégration au réseau
cristallin, C; pourra étre assimilée a la concentration a 1’équilibre C,,. Les cristaux
formés pouvant étre de formes diverses, on peut définir un facteur de forme volumique
dv, tel que m, = p.dy- L3, et un facteur de forme surfacique ¢g, tel que A, = ¢gL>.
A partir de ’expression de la masse en fonction du facteur de forme, 1’équation 1.33
devient I’équation 1.34.

dm dL
E = SpcqbVLQE = 3PC¢VL2G - KgAc(Csol - Ceq) (134)

On peut alors isoler le terme de vitesse de croissance cristalline pour arriver a
I’expression 1.35.

_ 65 K M,

~ dv 3pe
Pour la phase d’intégration du soluté a la surface du cristal, il est possible de I’éva-
luer par ’expression 1.36, ou k, est la constante de vitesse de croissance et  est un

exposant dont la valeur est comprise entre 1 et 2. Selon les valeurs particulieres de 7,
la cinétique d’intégration peut s’écrire selon les expressions 1.37 et 1.38.

(Csot — Ceq) (1.35)

dm

A (C;— O 1.36
0 c(Ci=0) (1.36)
dm 1 1 1
ir=1, — =k, AcA —_=— 4 — 1.
Sir S kgAcAC , avec b Fa + i (1.37)
. dm ka ko \
SIT—Z,E—deC (1+2kTAC>_\/<1+2kTAC’> —1[AC (1.38)

Cette expression étant relativement complexe, on utilisera une forme simplifiée
approchée, reportée en équation 1.39 ou en équation 1.40.

d
d—TZ = k,AcACY (1.39)

G = kyst (1.40)
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1.6 Modele global de bilan de population pour la détermination des
parametres cinétiques

A partir des expressions des cinétiques de nucléation et de croissance que nous
avons définies, il est possible d’utiliser le formalisme du bilan de population pour dé-
crire I’évolution de la distribution de taille de particules au cours du temps dans un
procédé de cristallisation [Randolph et Larson, 1988].

Un cas simple d’un bilan de population en cuve agitée sera traité ici. Ainsi, un
certain nombre d’hypotheses seront considérées :

— La précipitation a lieu dans une cuve, parfaitement agitée

— Il n’y a pas d’agglomération

— Il n’y a pas de brisure de cristaux

— La cinétique de croissance est indépendante de la taille du cristal

Le bilan de population, pour un cristallisoir discontinu s’écrit alors selon 1’équation
1.41, ou (L, t) est la distribution en nombre de particules de taille L a I’instant ¢. Le
terme de nucléation est inclus dans la condition initiale donnée dans I’équation 1.42,
ou J est la cinétique de nucléation primaire et G(t) est la cinétique de croissance.

OV(L.1) , OU(L,1)

5L ot

=0 (1.41)

J

—~

t)
(t

W(0,¢) = (1.42)

Q

Ainsi, en résolvant le systeme composé des équations 1.19, 1.40, 1.41 et 1.42, il est
possible analytiquement de déterminer les 4 parametres cinétiques de la nucléation et
de la croissance : A, B, k, et g.

Cependant, la résolution de ce systeme est complexe en I’état, car pour cela il
serait de suivre 1’évolution de la taille des cristaux tout au long de la précipitation. Une
autre approche a donc été mise en place [Salvatori, 2003] pour déterminer les valeurs
des parametres cinétiques uniquement a partir des données granulométriques obtenues
pour différentes sursaturations. Pour résoudre le bilan de population, la « méthode des
moments », basée sur le calcul des moments des distributions de taille au cours de la
précipitation, sera employée.

On définit le moment my(t) d’ordre k selon I’équation 1.43, pour k variant de 0 a 6.

+o00
my(t) = / LMU(L, t)dL (1.43)
0
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En multipliant chaque terme de bilan de population par L*, aprés intégration on
aboutit au systeme ([Barbier et coll., 2009]) :

dmo (t)

d dt . - J(t)
nzi];( L = kG(E)mi (1) pourk #0 (1.44)

mi(0) =0, pour k variant de 0 & 6

D’autre part, le rapport de sursaturation peut s’exprimer en fonction du moment
d’ordre 3 ms(t) et de la solubilité du produit S*. On aboutit a I’équation 1.45, obtenue
en supposant que le facteur de forme volumique ¢y et la masse volumique du cristal
pc sont indépendants de la taille L des particules.

S(t) = Sy — 2P (1) (1.45)

Le facteur de forme volumique ¢y intervient dans 1’équation car les particules
ne sont pas forcément des spheres. Il est donc nécessaire d’établir une longueur L
caractéristique des particules qui vérifie I’équation 1.46.

Viarticule = ¢y L? (1.46)

En combinant le systeme 1.44 et I’équation 1.45, il est théoriquement possible de
déterminer les données de cinétiques de nucléation et de croissance manquantes, c’est-
a-dire A, B, k, et g [Salvatori et coll., 2005].

Afin de simplifier le probleme, il est possible de s’affranchir du terme mj3(t) en
exprimant les rapports yx(t) des moments tels que le définit I’équation 1.47, ou I'(L, t)
est la distribution massique de tailles de particules.

+o00
y(t) = mslf) _ / L*°D(L, t)dL (1.47)
0

Expérimentalement, on a acces par le granulometre a la distribution volumique de
tailles de particules I';, pour les n longueurs de taille de particules données par le gra-
nulometre. En supposant qu’une seule espece cristallise, on supposera que la masse
volumique des cristaux est constante, et donc que la distribution massique de tailles de
particules est égale a leur distribution volumique. Il est donc possible, uniquement a
partir des données granulométriques d’un échantillon, de pouvoir déterminer les rap-
ports des moments de distributions de taille de particules.

Pour cela, on définit d’abord la moyenne géométrique L; pour les n longueurs
données par le granulometre [Salvatori, 2003] (voir équation 1.48). Les rapports des
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moments expérimentaux sont ensuite calculés, en tenant compte des données I'; et L;,
par le biais de 1’équation 1.49.

Zi = +/L;.L;1 , pour les n longueurs (1.48)
ye(t) = > LT (1.49)
i=1

Enfin il sera possible, a ’aide d’un programme d’optimisation résolvant le pro-
bleme décrit plus haut, de déterminer les parametres cinétiques engendrant la distribu-
tion granulométrique obtenue expérimentalement.

2 Me¢élange et mélangeurs en précipitation

Lors de la mise en ceuvre d’une précipitation, deux solutions sont mélangées pour
générer une réaction chimique. Dans ce cas, les niveaux de sursaturation locaux créés
lors du mélange conditionnent la future qualité chimique et physique des cristaux. Dans
cette partie, les différentes échelles de mélange seront analysées et I’influence du type
de mélangeur et de la conception du cristallisoir sera examinée.

2.1 Temps de mélange

Méme si une réaction chimique fait intervenir une ou plusieurs molécules, 1’échelle
moléculaire ne suffit pas a elle-seule pour expliquer tous les phénomenes de mélange.
En effet, différents parametres du procédé, tels que la vitesse d’agitation au sein d’un
réacteur ou le débit d’alimentation des solutions, influencent la réaction ou la distri-
bution de taille de particules par exemple dans le cas d’une cristallisation ou d’une
précipitation.

L’état de mélange ne sera donc pas défini de la méme fagon selon la taille du dis-
positif choisi et I’échelle de sa longueur caractéristique. Ainsi, les phénomenes de
mélanges peuvent étre regroupés en trois mécanismes [Vicum et coll., 2004] :

— le macromélange

— le mésomélange

— le micromélange

Le temps de mélange global correspondra alors a la plus grande valeur des diffé-
rents temps de mélange. Ceci permet de déterminer le mécanisme limitant. Ces temps
de mélange peuvent tre obtenus de maniere expérimentale par des réactions chimiques
ou numériques a I’aide d’outils de modélisation de mécanique des fluides.
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2.1.1 Macromélange

Dans le cas de réactions réalisées dans des réacteurs agités de grande capacité, la
plus grande échelle de mélange est celle du réacteur entier. Le macromélange est li€ a
la distribution de temps de séjour au sein du réacteur du fait de la convection. Le ma-
cromélange peut étre caractérisé par le temps de circulation 7. [Vicum et coll., 2004],
dont I’expression est reportée dans 1’équation 1.50, ou V est le volume du réacteur.
(. correspond a la capacité de circulation, définie par I’équation 1.51. C),,,;, est une
constante dépendant du mobile d’agitation (prenant la valeur de 1.5 dans le cas d’une
turbine de Rushton par exemple), d,,,, est le diametre du mobile et N sa vitesse de
rotation.

y

Te = — (1.50)
Q.

Qe = CropN&2 ., (1.51)

2.1.2 Mésomélange

Dans un réacteur agité, le mésomélange est créé lors d’échanges par turbulence
au niveau de I’alimentation des réactifs.L.’échelle est alors intermédiaire entre celle du
réacteur et 1’échelle moléculaire. Le mécanisme est celui de la diffusion par turbu-
lence. La longueur caractéristique L, du mésomélange est de 1I’ordre du diametre de la
conduite d’alimentation en réactifs [Torbacke et Rasmuson, 2001]. Son expression est
donnée en équation 1.52, ot ()4, est le débit d’alimentation et u sa vitesse.

Ly =1 /Q‘Zim (1.52)

Pour ce mécanisme, le temps de mésomélange est alors défini par I’équation 1.53
en fonction de la diffusivité turbulente D dont des expressions peuvent étre trouvées
dans la bibliographie ([Torbacke et Rasmuson, 2001] [Baldyga et Bourne, 1992] ).

wd?

~ 4Dy

Cette échelle de mélange peut étre visualisée par des tests de décoloration ins-
tantanée. L’ exemple type est une réaction de neutralisation entre une solution d’acide
chlorhydrique HCI et de la soude NaOH en présence de bleu de bromothymol (BBT)
[Bertrand-Andrieu et coll., 2006]. Cet indicateur coloré est bleu en milieu basique et
jaune en milieu acide (sa zone de virage étant a pH =7). Par cette méthode, on peut
donc visuellement se rendre compte de la qualité de mélange au niveau microscopique
et macroscopique.

(1.53)

Td
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2.1.3 Micromélange

Le micromélange concerne les phénomenes qui visent a mettre en contact les ré-
actifs a I’échelle microscopique [Gradl et coll., 2006]. Il se caractérise par 1’état de
ségrégation du systeme. Lorsque la ségrégation est totale, les molécules restent grou-
pées en agrégats qui n’échangent pas de matiere entre eux. Lorsque la ségrégation est
nulle, le mélange est parfait et I’échange de matiere entre les agrégats est instantané.
Ce mécanisme de mélange a conduit a proposer le modele EDD (Engulfment - De-
formation - Diffusion) [Baldyga et R., 1984]. On suit ainsi I’histoire d’un agrégat de
fluide qui subit trois étapes successives [Andrieu, 1999] : 1a pénétration d’un tourbillon
de I’agrégat de fluide suivi par un autre, la déformation des structures obtenues et 1’ho-
mogénisation des concentrations a 1’échelle moléculaire par diffusion. Ce processus se
poursuit jusqu’a ’homogénisation complete du systeme. Des effets de déformations
visco-convectives d’éléments de fluide s’ajoutent donc a de la diffusion moléculaire. A
ces échelles, I’effet du mélange visco-convectif est prépondérant, si bien que I’on no-
tera 7. (e pour "engouffrement") le temps de micromélange. L’expression de ce temps
est donnée par I’équation 1.54, ou v est la viscosité cinématique et € est le taux de
dissipation d’énergie locale.

. =17.24 ( 3) (1.54)
€

Un temps caractéristique pour la diffusion moléculaire 7, peut également étre es-
timé [Vicum et coll., 2004] comme dans I’expression 1.55 ou Sc est le nombre de

Schmidt.

e (1.55)

Différentes méthodes sont mises en place pour déterminer le temps de micromé-
lange. Une méthode couramment utilisée est la méthode chimique "iodure / iodate",
car elle est simple et rapide a mettre en ceuvre. La méthode est basée sur un systeme de
deux réactions compétitives, I’une instantanée (une réaction acido-basique représentée
par I’équation - bilan 1.56) et 1’autre rapide (une réaction d’oxydo-réduction donnée
par I’équation 1.57). Le couplage de ces deux réactions permet de détecter une inho-
mogénéité de mélange a I’échelle moléculaire. En pratique, le test consiste a ajouter
un acide fort en défaut steechiométrique a un mélange d’ions iodure, iodate et borate.
Si le mélange est parfait, les ions H ™ injectés sont immédiatement consommés par la
réaction 1.56. En revanche, s’il y a ségrégation, le micromélange sera lent par rapport
aux réactions chimiques, si bien que la réaction 1.57 aura lieu également, produisant
des molécules de diiode [5. Il suffit alors de doser ces molécules pour déterminer la
sélectivité de chacune des réactions, et donc caractériser le micromélange.

17.050\ ~*
Ty = Te (0.030 + )
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51~ +10; +6H" — 31, +3H20 (1.57)

2.2 Types de mélangeurs

En précipitation, les propriétés des cristaux formés peuvent étre déterminées des
I’étape de mélange des réactifs [Bénet et coll., 2002]. Différents types de mélangeurs
existent et il convient de choisir le mélangeur le mieux adapté selon les applications et
la qualité de mélange voulues. Ils ont ici été classés par qualité de mélange croissant.

2.2.1 Mélangeurs annulaires

Ce type de mélangeur est rencontré pour des cristallisations de produits inorga-
niques notamment. En effet, le mélange des réactifs se fait ici uniquement par diffusion
entre les couches de fluides, sans convection. Il est donc nécessaire que la nucléation
soit rapide (cas de la précipitation) pour que la diffusion suffise a la formation de
particules des la mise en contact des réactifs. L’intérét de ce type de mélangeur tient
dans le fait que la phase réactive est introduite au centre de la conduite, comme le
montre la figure 1.9, alors qu’en périphérie un fluide inerte [Nagasawa et Mae, 2006]
sert a éviter les dépdts en parois. Malgré cela, du fait de la diffusion, le contact des
particules avec les parois sera atténué mais ne pourra pas étre évité. Le fluide en péri-
phérie peut étre un fluide immiscible. Dans le cas des expériences réalisées par Takagi
[Takagi et coll., 2004], le réactif est en phase organique et est injecté au centre de la
conduite, alors que le fluide en périphérie est composé d’une phase aqueuse. Le réactif
réagit avec I’eau a I’interface pour former des cristaux par précipitation. Cette méthode
prévient ainsi les dépdts en parois. Par contre, elle ne peut s’appliquer a tous les procé-
dés de cristallisation. De plus, pour qu’elle soit valable, il ne faut pas que les cristaux
formés aient une d’affinité avec la phase en périphérie, au risque qu’ils franchissent
I’interface.

Il est également possible d’interposer entre les phases réactives une solution tam-
pon [Nagasawa et Mae, 2006]. Celle-ci a pour effet de limiter la sursaturation au ni-
veau de la zone de mélange des phases réactives. En effet, on sait qu’une sursaturation
trop forte conduit a une grande vitesse de nucléation. De nombreux petits cristaux se-
ront formés, mais ils épuiseront vite la sursaturation, et ne pourront donc plus grossir.
L’ajout de ce tampon permet donc de réguler la sursaturation et la taille finale des
particules.

Le nombre d’enchainement de phase n’est pas limité. D autres configurations
de mélangeurs annulaires sont proposées [Lob et coll., 2004], permettant des ali-
mentations intercalées successives, telles que le propose les auteurs de 1’article
[Lob et coll., 2004]. Un rétrécissement peut également étre prévu a la suite de ces
alimentations multiples, afin de favoriser le mélange.
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F1G. 1.9: Représentation d’un type de mélangeur annulaire, extraite de 1’article
[Nagasawa et Mae, 2006] .

2.2.2 Mélangeursen Y eten T

2.2.2.1 Description

Les mélangeurs en forme de Y ou de T sont les plus répandus et les plus facilement
réalisables. De plus, ils permettent un meilleur mélange que les mélangeurs annulaires
car les fluides s’impactent en milieu confiné. Des représentations classiques de ces
mélangeurs, a trois alimentations possibles, sont données en figure 1.10.

a) Exemple de mélangeur en Y b) Exemple de mélangeur en T

FI1G. 1.10: Schémas de mélangeurs en Y et en T.

Ici le mélange ne se fait plus uniquement par diffusion, mais également par convec-
tion. Intéressons-nous a la valeur de I’angle séparant les alimentations. Soit ¢, 1’angle
correspondant a la moitié de 1’angle séparant les canaux des deux alimentations (voir
figure 1.11). Une valeur de 6 égale a 90° correspond donc a un mélangeur en T.

F1G. 1.11: Schémas d’un mélangeur en Y a 2 alimentations.

Des simulations numériques ont alors été menées pour qualifier I'impact de
la valeur de 6 sur la qualit¢é de mélange. Les résultats de ces études sont don-
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nées dans le tableau 1.1. Les valeurs indiquées sont extraites de la publication
[Soleymani et coll., 2008].

TAB. 1.1: Evolution de I’efficacité de mélange dans un mélange en Y, en fonction de
la valeur de I’angle 6 (données extraites de la publication [Soleymani et coll., 2008]) .
Angle 0 (en °) Efficacité de mélange (en %)

30 21.9
45 222
60 30.9
75 34.0
90 61.9
105 88.4
120 40.4
135 37.7

On remarquera que plus 1’angle est faible, moins le mélange est bon. Cependant,
le maximum d’efficacité de mélange n’est pas atteint pour un angle 6 de 90°, mais de
105°. La valeur de I’angle formé par les alimentations peut donc s’avérer déterminante
sur la qualité du mélange que 1’on souhaite obtenir.

2.2.2.2 Segmentation de fluide

Au-dela du mélange, une combinaison de ce type de mélangeurs peut servir a créer
un écoulement multiphasique en continu, en formant des gouttes, comme le montre
I’étude menée par les auteurs de I’article [Sotowa et coll., 2007]. L’avantage de ce type
d’écoulement est de segmenter la phase réactionnelle en une succession de micro-batch
dont la taille et le volume sont contrdlés. Ainsi, les mémes phénomenes sont observés
au sein de chacun des batch, ce qui assure une meilleure reproductibilité d’un point de
vue chimique et du procédé.

L utilisation de fluide immiscible en phase continue a la sortie du mélangeur permet
de segmenter la phase réactionnelle en gouttes. La segmentation est alors Liquide -
Liquide comme le montre la figure 1.12 extraite de la publication [Song et coll., 2006].
Ainsi, en choisissant bien le fluide en fonction de ses propriétés physico-chimiques,
notamment de tension de surface, on peut minimiser le contact des particules avec les
parois et ainsi éviter le bouchage. La génération de gouttes dépend donc des débits et
des propriétés d’interaction entre les fluides.

La formation de gouttes de phase réactionnelle présente également 1’avantage d’as-
surer un meilleur mélange. L’ordre de grandeur du mélange est de 10 ms. Chaque
goutte se comporte comme de tres petits réacteurs batch, au sein desquels une recir-
culation interne (advection chaotique) est obtenue grace a I’écoulement et aux virages
dans les canaux [Song et coll., 2006]. De plus, le fait de limiter le mélange a une forme
de goutte permet d’éviter une dispersion de particules en paroi [Song et coll., 2003] et
assure ainsi une meilleure homogénéité a la sortie du réacteur.
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F1G. 1.12: Schéma de segmentation liquide - liquide, extrait de la publication
[Song et coll., 2006].
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Cette technique est efficace puisqu’elle permet d’éviter le bouchage comme le
montrent les auteurs de 1’article [Shestopalov et coll., 2004].

Ce processus est donc basé sur le confinement de la phase réactionnelle et notam-
ment des cristaux dans une goutte. Or, selon les propriétés du soluté, il est possible
que les cristaux traversent I’interface s’ils ont plus d’affinité avec la phase continue, se
retrouvant alors dans celle-ci et au contact des parois. Dans de tels cas, ce processus
de confinement n’est pas possible.

Par cette méthode, il est cependant nécessaire d’ajouter en sortie de précipitation
une étape de séparation entre la phase organique et la phase aqueuse. Celle-ci peut étre
réalisée dans un décanteur par exemple, comme illustré en figure 1.13.

Mixer-segmenter Decanter
7 Tubular reactor (bubble tube)
Reactant {
—
—p — —>
Product
Reactant 2 e 4
Immiscible
Mixed luid
reactanty
Immiscible fluid Immiscible fTuid

F1G. 1.13: Schéma du procédé global de segmentation, extrait de la publication
[Guillemet-Fritsch et coll., 2004].

Pour éviter cette étape de séparation de fluide, la segmentation peut également
étre faite en utilisant du gaz comme fluide continu. La segmentation est alors Gaz-
Liquide, comme schématisée en figure 1.14. Cette méthode est peu coliteuse et présente
I’avantage d’éviter une étape de séparation des phases liquides par décantation en sortie
du précipitateur. Néanmoins, c’est cette fois la phase réactive qui est en contact avec
les parois. Des interactions entre le solide et les parois ne peuvent €tre négligées, ce

Chapitre 1



[ enidey)

32 CHAPITRE 1. ELEMENTS BIBLIOGRAPHIQUES SUR LES PHENOMENES
DE PRECIPITATION

qui peut conduire a un dépot en paroi, voire au bouchage. Il faut donc étre stir que les
cristaux interagissent peu avec la paroi, par des traitements de surface par exemple.

reagent
fluid
reagent + reagent
fluid ¥ fluid

gas

Fi1G. 1.14: Schéma de segmentation gaz - liquide, extrait de la publication
[Song et coll., 2006].

2.2.3 Meélangeurs Hartridge-Roughton

Le mélangeur Hartridge-Roughton (du nom de ses concepteurs [Hartridge et Roughton, 1923]
) est un mélangeur en T, dont les alimentations sont décalées afin que les solutions
arrivent de maniere tangentielle dans la chambre circulaire de réaction. Un schéma
représentatif est donné sur la figure 1.15. Ce décalage génere un tourbillon lors de
I’écoulement, qui améliore le mélange des réactifs par rapport aux mélangeurs en Y
ou en T [Bertrand-Andrieu et coll., 2006]. L’odre de grandeur du temps de mélange
est de 2 ms [Andrieu, 1999].

—_— -

Vue de face

G
=\

Vue d'au-dessus

FIG. 1.15: Schéma en coupe d’un mélangeur Hartridge-Roughton.

Des exemples de simulations d’écoulements dans ce type de mélangeur
[Linderberg et coll., 2008] sont proposés en figure 1.16. Ils permettent de visua-
liser les zones de mélanges et le niveau d’homogénisation du fluide en fonction de la
longueur du canal réactionnel du mélangeur.
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FI1G. 1.16: Modélisation de I’écoulement dans un mélangeur Hartridge-Roughton, réa-
lisé dans la publication [Linderberg et coll., 2008].

Ce type de mélangeur permet d’obtenir une bonne qualité de mélange. Le
temps de mélange est de quelques millisecondes. Des études ont été menées
[Lindenberg et Mazzotti, 2009] pour montrer 'influence du débit sur le temps de
mélange, et I’amélioration notable apportée par rapport aux autres mélangeurs. Il est
alors possible de s’affranchir du mélange pour ne considérer que la réaction ou la
nucléation, ce qui permet d’entreprendre des études de cinétiques de précipitation
[Salvatori et coll., 2002].

2.2.4 Mélangeurs a jets impactants

Les mélangeurs précédents sont des mélangeurs confinés, c’est-a-dire que le ca-
nal réactionnel confine la phase réactionnelle dans un volume restreint. Ceci présente
I’avantage d’améliorer le mélange par diffusion, mais pose le risque du bouchage si
I’on souhaite un fonctionnement en continu et qu’un temps de séjour est nécessaire
pour faire de la croissance cristalline. Il faut donc concevoir un mélange qui assure une
bonne rencontre des phases réactives, une polyvalence suffisante pour fonctionner dans
une gamme de débit étendue et une possibilité réduite de bouchage lors d’un fonction-
nement en continu. Ces contraintes peuvent étre résolues en utilisant un mélangeur a
jets impactants. Dans un tel dispositif, les fluides se rencontrent directement dans 1’air
[Hacherl et coll., 2003] ou dans un solvant [Schwertfirm et coll., 2007], au sein d’un
volume moins confiné. Ainsi le mélange a lieu lors de la rencontre des fluides, puis la
solution réactionnelle tombe par gravité par un tuyau plus élargi que les tuyaux d’ali-
mentation. Ce dernier pouvant éventuellement se rétrécir ensuite [Gavi et coll., 2007b].
I1 est également possible de faire tomber la solution réactive, apres impact, directement
dans une cuve agitée [Mahajan et Kirwan, 1996]. On se prémunit ainsi de tous risques
de bouchage.

Chapitre 1
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La figure 1.17, extraite de I’article [Bénet et coll., 2002], est un schéma représen-
tant la zone d’impact, et donc de mélange, d’un tel dispositif.

Reactant 1 Reactant 2

l Environmental fluid l

Radial jet

Free jet

»-

Stream lines

Impinging zone

FIG. 1.17: Schéma de jets impactants, extrait de la publication [Bénet et coll., 2002].

La qualité du mélange obtenu peut étre mise en évidence par une réaction chi-
mique [Schaer et coll., 1999] ou par la détermination de la dissipation de 1’énergie
locale au niveau de la zone d’impact [Gavi et coll., 2007a]. Dans le cas de mélangeur
dont les alimentations sont immergées dans un solvant, des simulations de mécanique
des fluides ont été proposées [Gavi et coll., 2010] pour mettre en évidence la zone par-
ticuliere d’impact des fluides et les zones mortes possibles (figure 1.18).

Ce type de mélangeur est cependant prévu pour faire du mélange et de la nucléa-
tion. Il faudra prévoir une cuve agitée a sa sortie si de la croissance cristalline est
souhaitée.
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2.42 mol/kg

2.20

1.94

1.73

1.48

1.22

FI1G. 1.18: Simulation d’évolution des concentrations dans un mélangeur immergé a
jets impactants, extrait de la publication [Gavi et coll., 2010].
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3 Positionnement de I’étude

A TPissue de ce chapitre, plusieurs points peuvent étre dégagés, a la fois sur les

produits et sur les procédés :

— Les molécules pharmaceutiques faisant 1’objet de ce travail sont des produits
complexes, possédant des groupements fonctionnels tres divers, depuis les
formes ioniques jusqu’aux groupements hydrophiles ou hydrophobes. Par
conséquent, les interactions entre elles ou les interactions avec les molécules
de solvant, d’anti-solvant, de co-solutés ou des impuretés sont de nature tres
diverses. Les phases solides formées par de telles molécules (y compris les
polymorphes ou les co-cristaux) sont peu connues. Il apparait donc que des
études préliminaires a la conception d’un procédé de cristallisation sont toujours
nécessaires pour comprendre les mécanismes mis en jeu.

— Les transformations ou apparitions de phases cristallines peuvent étre cinétique-
ment limitées. Ainsi, des solides de caractéristiques différentes, ou méme des
phases liquides immiscibles peuvent apparaitre lors de la mise en ceuvre du pro-
cédé de cristallisation.

— L’usage des produits pharmaceutiques impose un controle strict de la pureté, de
la forme cristalline, de la morphologie et de la distribution de tailles des cris-
taux produits. Toutes ces propriétés sont principalement pilotées par le procédé
de cristallisation. Les opérations de filtration et de séchage ultérieures doivent
permettre de conserver les propriétés €laborées lors de la cristallisation.

— Les mécanismes et techniques de cristallisation ou précipitation discutés dans ce
chapitre seront utilisés pour dégager les principaux mécanismes mis en jeu lors
de la précipitation du produit choisi pour cette étude.

— La plupart des procédés de cristallisation de formes pharmaceutiques sont
menés par des opérations en discontinu (ou batch) afin d’assurer une purification
efficace et de réduire les colts. Cependant, lors de ces dernieres années,
des méthodes semi-continues ou continues ont été mises en ceuvre car elles
assurent plus facilement 1’extrapolation depuis le laboratoire jusqu’a I’usine.
Les équipements requis sont toutefois d’un cofit supérieur a celui des dispositifs
discontinus.

L’objectif de ce travail est d’évaluer les étapes du passage d’un procédé batch au
procédé continu. Cette évaluation sera réalisée en travaillant sur un procédé batch phar-
maceutique type, représentatif de la majorité des productions. Deux volets seront étu-
diés :

— L’acquisition de connaissances fondamentales nécessaires au passage en

continu, par la mise en ceuvre de méthodologies génériques pour les obtenir.

— La conception d’un équipement adapté pour assurer le contrdle de la sursatura-
tion, des cinétiques de nucléation et de croissance, afin de maitriser la qualité
chimique et physique du produit.

C’est pourquoi la démarche de ce travail se situe sur deux niveaux.
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Le produit choisi pour cette étude est 1’acétyl-L-leucine, qui présente 1’avantage
d’étre manipulable au laboratoire sans grand risque de sécurité. En effet, lors de la
production des cristaux, un certain nombre de probleémes récurrents a toute production
pharmaceutique apparaissent. De nombreux essais sont donc nécessaires, ce qui n’au-
rait pu étre le cas sur une molécule toxique. Par ailleurs, la mise en ceuvre des étapes
de réaction, précipitation, filtration, lavage et séchage des cristaux d’acétyl-L-leucine
est représentative d’un grand nombre de productions. De plus, du fait des nombreux
essais qu’il a été nécessaire de mener, I’approvisionnement en matiere premiere n’a
pas été un facteur limitant, ce qui est souvent le cas pour des molécules a forte valeur
ajoutée produite en faible quantité. Enfin, la production en continu de cette molécule
devait représenter un intérét potentiel pour les laboratoires Pierre Fabre.

La premiere étape du travail concernera 1’acquisition de connaissances sur le pro-
cédé de fabrication de cristaux d’acétyl-L-leucine et la caractérisation de ce produit
(chapitre 2).

Les solubilités de I’acétyl-L-leucine dans différentes conditions seront étudiées au
chapitre 3.

Le principe actif présent dans le médicament étant un mélange racémique d’énan-
tiomeres, le chapitre 4 sera consacré a la compréhension de la cristallisation de ces
especes par le biais de déterminations de diagrammes de phase.

Une étude de détermination de cinétiques (chapitre 5) completera enfin cette ac-
quisition de données fondamentales. A partir de ces derniéres, la deuxieme étape du
travail sera alors possible, et des essais en réacteur discontinu a I’échelle du laboratoire
seront ensuite réalisés (chapitre 5) afin de comprendre quelles sont les étapes limitantes
au sein de la chaine de précipitation - filtration - séchage.

Un dispositif de précipitation en continu sera ensuite développé et testé a I’échelle
du laboratoire (chapitre 6). Enfin, le procédé complet de production de principe actif,
depuis le réactif initial jusqu’aux cristaux secs de produit fini, sera testé en continu a
I’échelle pilote dans les locaux des laboratoires Pierre Fabre.

Chapitre 1






Procédé de fabrication de cristaux
d’acétyl-L-leucine et techniques de
caractérisation des produits

Les anticancéreux sont directement concernés par cette étude. Cependant, compte-
tenu de leur toxicité, il a fallu sélectionner des principes actifs pouvant étre manipulés
au laboratoire et représentatifs des problématiques rencontrées lors de la mise en ceuvre
d’un anticancéreux. C’est I’objectif de la premiere partie de ce chapitre.

Dans une deuxieme partie, les techniques de caractérisation spécifiques a chaque
produit seront développées.

I L’acétyl-L-leucine

La molécule modele choisie, en concertation avec nos partenaires des laboratoires
Pierre Fabre, est 1’acétyl-L-leucine dont la représentation est donnée en figure 2.1 et
dont le numéro CAS est le 99-15-0. Cette molécule est présente comme principe ac-
tif dans le médicament nommé Tanganil qui traite les troubles li€s aux vertiges. Son
activité thérapeutique a été¢ détaillé par Neuzil [Neuzil et coll., 2002]. Sa production
actuelle est de I’ordre de 80 tonnes par an par les laboratoires Pierre Fabre. Sa produc-
tion en continu peut donc représenter un intérét trés important. D’un point de vue de
sa toxicité, le médicament peut &tre prescrit jusqu’a une posologie de quatre grammes
par jour pour un adulte. Des conditions de sécurité s’imposent, comme lors de la ma-
nipulation de tous produits chimiques, mais ce produit est tout a fait manipulable au
sein du LGC. L’acétyl-L-leucine est donc un client parfait pour I’étude du procédé de
production d’un principe actif pharmaceutique en continu.

Cette molécule possede un carbone asymétrique et existe donc sous la forme
d’énantiomeres. Au sein du médicament Tanganil, le principe actif est d’ailleurs
sous la forme d’acétyl-DL-leucine, ou plus simplement acétyl leucine, c’est-a-dire
sous la forme d’un mélange équimolaire, aussi appelé racémique, des deux formes
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40 D’ACETYL-L-LEUCINE ET TECHNIQUES DE CARACTERISATION DES
PRODUITS
o)
OH
HNY
0
Acétyl-L-leucine Acétyl-D-leucine

FIG. 2.1: Représentation des molécules d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine.

énantiomeres, 1’acétyl-L-leucine et 1’acétyl-D-leucine (voir la figure 2.1). L’étude de
la cristallisation de ce mélange particulier d’énantiomeres sera faite dans le chapitre 4.

La masse molaire de ’acétyl leucine est de 173.7 g/mol. A partir des données
cristallographiques détaillées dans la partie 3.1.4.1 de ce chapitre, on connait le volume
d’une maille cristalline et on sait que chaque maille est composée de 4 molécules. On
peut donc en déduire que la masse volumique théorique d’un cristal d’acétyl leucine
est de 1137 kg/m?. Expérimentalement, a partir du composé de référence, la mesure au
pycnometre 2 hélium indique une masse volumique de 1111.1 £ 0.8 kg.m?>. La masse
volumique expérimentale est donc proche de la théorique.

2 Procédé de fabrication

Les cristaux d’acétyl-L-leucine sont produits a partir d’acétyl-L-leucinate issu de
réactions mises en ceuvre avant I’étape de cristallisation. Cette étape préliminaire ayant
un impact sur le processus de cristallisation, nous décrirons successivement dans cette
partie la réaction de formation de 1’acétyl leucinate, puis I’étape de précipitation. Le
schéma bilan de la figure 2.2 résume I’intégralité du procédé depuis le réactif de départ
jusqu’aux étapes d’isolement du produit final par filtration et séchage. Ce processus de
fabrication est bien connu et étudié [DeWitt et Ingersoll, 1951].

2.1 Réactions principales
2.1.1 Solubilisation de la L-leucine

Le réactif organique de départ, introduit en tant que réactif limitant, est la L-leucine
(voir la représentation en figure 2.3), un simple acide aminé, présent dans toute forme
de vie. Il fait partie des dix acides aminés indispensables dont 1’organisme humain
est incapable d’effectuer la synthese. Ils doivent alors étre apportés quotidiennement
par I’alimentation. Les besoins en leucine, de I’ordre de deux grammes par jour, sont
particulierement élevés [Neuzil et coll., 2002]. Il est donc évident que ce réactif est
peu toxique et facilement manipulable, d’un point de vue de la sécurité, au sein du
Laboratoire de Génie Chimique.
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FIG. 2.2: Schéma bilan des réactifs et réactions mises en jeu lors du procédé.

O

OH
NH2

FIG. 2.3: Formule développée de la L-leucine.

En tant qu’acide aminé, la L-leucine possede un double caractere a la fois acide,
porté par le groupement acide carboxylique -COOH (dont le pK 4 du couple associé
vaut 3), et basique, porté par le groupement amine -NH; (dont le pK 4 du couple associé
vaut 9) Cette particularité est résumée la figure 2.4, définissant le point isoélectrique
de lIa molécule. Il correspond a la moyenne des contributions de chaque pK4, tel que

K K
w, et est donc égal a 6. Ce point isoélectrique est la valeur du pH pour

lequel la L-leucine sera majoritairement sous une forme électriquement neutre, celle
du zwittérion, portant a la fois une charge positive -NH; et une charge négative -
COO™. Ainsi, il est possible de solubiliser la leucine, présente initialement sous forme
solide, aussi bien en milieu acide qu’en milieu basique.

Pour des valeurs de pH supérieures ou inférieures au point isolélectrique, la leucine
sera majoritairement électriquement chargée, sous une forme anionique ou cationique.

Chapitre 2
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F1G. 2.4: Droite des pK 4 des deux couples acido-basiques de la leucine.

Comme les ions sont beaucoup plus solubles dans 1’eau que les especes organiques
non chargées, la valeur du pH impacte également la solubilité de la L-leucine. Des
déterminations de solubilités a 25°C dans I’eau, similaires a celles du chapitre 3, ont
été menées sur le cas de la L-leucine. Les résultats sont donnés sur la figure 2.5. La L-
leucine, comme tous les acides aminés ([Carta et Tola, 1996], [Tseng et coll., 2009]),
possede une solubilité en « U », dont le minimum de solubilité est atteint pour le point
1soélectrique.

0.6

0.5 A

Solubilité (mol/L)
o S
(] B

|

o
)
L
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F1G. 2.5: Solubilité de la L-leucine en fonction du pH.

La premiere étape réactionnelle, détaillée en figure 2.6, consiste donc a solubili-
ser la L-leucine. D’un point de vue pratique pour la suite du procédé, la voie basique
pour la solubilisation est préférée. On fait donc réagir de la L-leucine avec une solution
aqueuse d’hydroxyde de sodium NaOH, ou soude, introduit a raison de 2.7 équivalents
molaires de leucine. La L-leucine étant introduite en tant que réactif limitant, toutes les
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quantités de matiere des bilans de cette partie sont exprimées en équivalents molaires
de leucine. Comme c’est une réaction acido-basique simple et que la soude est intro-
duite en exces, on supposera que cette réaction est totale et que I’on obtient bien au
final un équivalent de L-leucinate et 1.7 équivalent résiduel d’hydroxyde de sodium.

o o
NOH + H—Oo Na® — 5 No Na® o, O,
o
NH2 NH2

L-leucine Hydroxyde de sodium L-leucinate de sodium Eau

FIG. 2.6: Réaction 1 : Solubilisation de la L-leucine avec de I’hydroxyde de sodium.

2.1.2 Réaction d’acétylation

A partir du L-leucinate, la réaction d’acétylation est possible en utilisant de 1’an-
hydride acétique. Cette réaction chimique est détaillée en figure 2.7. Cette réaction est
tres exothermique, mais n’est pas totale. On définira donc un avancement de réaction
X, compris entre 0 et 1, pour aider a I’écriture du rendement. A la fin de cette étape
réactionnelle, la quantité de L-leucinate sera donc de 1 - x et celle d’acétyl-L-leucinate
de x. On notera également que pour chaque mole d’acétyl-L-leucinate formée, une
mole d’acide acétique est formée également. Un premier sous-produit est donc pré-
sent en quantité steechiométrique par rapport au réactif limitant, donc en quantité non
négligeable.

L’ anhydride acétique (voir représentation en figure 2.8) servira d’agent acylant sur
le groupement amine de la leucine et est industriellement introduit a raison de 1,3
équivalents molaires par rapport a la L-leucine. Comme il réagit en présence d’eau,
des précautions d’emploi et de stockage doivent étre assurées. Une manipulation sous
hotte du produit est la aussi nécessaire.

o) o)
o) o) o
0o Na® )L k - > o Na® /M
) (¢] e) OH
NH2 NH

L-leucinate de sodium Anhydride acétique Acétyl-L-leucinate de sodium  Acide acétique

FIG. 2.7: Réaction 2 : Acétylation du L-leucinate de sodium.

Notons que I’anhydride acétique n’est soluble qu’a hauteur de 2.6 grammes dans
100 mL d’eau. Au-dela, il existe une phase aqueuse et une phase organique d’anhy-
dride acétique. En réaction diphasique liquide-liquide, les notions de mélange sont
tres importantes et ne doivent pas limiter la réaction, ce qui se ferait au détriment de
I’avancement de la réaction.

Chapitre 2
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T

F1G. 2.8: Formule développée de I’ Anhydride acétique.

2.1.3 Réaction de précipitation

La réaction de précipitation étudiée est une simple réaction acido-basique de do-
sage entre la base conjuguée d’un acide faible, 1’acétyl-L-leucinate, et un acide fort,
I’acide chlorhydrique HCI. Cette réaction chimique est résumée sur la figure 2.9. Les
réactifs sont des ions, donc solubles dans I’eau, qui vont réagir pour former une molé-
cule organique peu soluble, ce qui justifie bien I’emploi du terme de précipitation.

(0]

o
O Na® OH
g e + H—Cl 5 + Na® ®
Y HNY
o o

Acétyl -L-leucinate de sodium  Acide chlorhydrique Acétyl-L-leucine Chlorure de sodium

FIG. 2.9: Réaction 3 : Précipitation de 1’acétyl-L-leucine.

Toutes les étapes réactionnelles se font en phase aqueuse. Le solvant est donc de
I’eau. Néanmoins elles font intervenir des réactifs beaucoup plus corrosifs ou dange-
reux. En effet, de I’hydroxyde de sodium (soit sous forme de soude perlée, soit sous
forme de solution aqueuse a 30 % massique) et de I’acide chlorhydrique a 37 % mas-
sique sont utilisés. Du fait des hautes concentrations et de la forte corrosivité de ces
réactifs, un soin tout particulier dans le choix des matériaux doit étre pris au regard de
leur résistivité chimique.

2.2 Réactions secondaires
2.2.1 Hydrolyse

Dans le cas de la réaction d’acétylation, un avancement de réaction a été défini,
car lors de 1’ajout d’anhydride acétique, deux réactions sont en compétition. En effet,
I’anhydride n’est pas stable en présence d’eau et réagit avec elle, par une réaction d’hy-
drolyse, pour donner deux molécules d’acide acétique, comme 1’explique 1’équation
chimique a la figure 2.10. La présence de réactions concurrentes expliquent pourquoi
on introduit 1.3 équivalents molaires d’anhydride acétique, méme si, d’un point de
vue thermodynamique, la réaction d’acétylation est favorisée par rapport a la réaction
d’hydrolyse. On considérera donc que la quantité d’anhydride acétique qui n’aura pas
réagi avec le leucinate sera consommé par la réaction d’hydrolyse. A 1’équilibre, il se
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TAB. 2.1: Compositions steechiométriques des réactifs avant précipitation.

Composé Equivalents molaires
Acétyl-L-leucinate de sodium X
L-leucinate de sodium 1-x
Acétate de sodium 2.6-x
Hydroxyde de sodium x-0.9

sera formé au final (2.6 - ) équivalents molaires d’acide acétique et il n’y aura plus
d’anhydride acétique dans le milieu.

o o o
(e}
/lkok + H” H > 2 /lk
OH

Anhydride acétique Eau Acide acétique

FIG. 2.10: Réaction d’hydrolyse de I’anhydride acétique dans 1’eau.

2.2.2 Dosage de I’acide acétique

Le milieu demeurant basique du fait des 1.7 équivalents d’hydroxyde de sodium
résiduels, les molécules d’acide acétique réagissent tout de suite par le biais de I’équa-
tion chimique de dosage écrite a la figure 2.11. D’un point de vue de la stabilité de la
solution avant précipitation, il est nécessaire que toutes les molécules d’acide acétique
soit dosées, afin d’avoir un pH avant précipitation suffisamment élevé (de I’ordre de
pH = 12). On évite ainsi tous risques de précipitation non voulue. Il faut donc que
I’hydroxyde de sodium soit en exces par rapport a 1’acide acétique, ce qui justifie les
quantités de soude introduites initialement.

(6] (0]
/lk + Na®pH_0o — » /L Na® PN
OH 0 H™ H
S)
Acide acétique Hydroxyde de sodium Acétate de sodium Eau

F1G. 2.11: Réaction de formation d’acétate.

Avant précipitation, la solution comprend donc plusieurs composés, dont les com-
positions steechiométriques sont données dans le tableau 2.1.

2.2.3 Réactions de dosage lors de la précipitation

La présence de sous-produits issus des réactions précédant la précipitation néces-
site la mise au point de techniques de dosage adaptées a chacun d’eux. Pour cela, une
premiere analyse peut étre faite en considérant un classement sur une échelle de pK 4,
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c’est-a-dire en fonction de leur constante d’acidité. Plus 1’écart de pK 4 entre deux
couples acido-basiques est grand, plus cette réaction est favorisée thermodynamique-
ment et sera prioritaire. Dans le cas de la solution multi-constituants qui nous intéresse,
cette échelle est représentée sur la figure 2.12.

\ pKa

14 o

H—O0Be —— H” ™H Hydroxyde / Eau

(e}

(o]
Py e Acide st
o 1 Acétate / Acide acétique
OH
©
o
MO _137 NOH Acétyl leucinate / Acétyl leucine
©
HNY HN
(0]
i 3
N —= N Leucinate / Leucine
OH
(©]
S]
NH2 NH2
~H

H/o

o

= H® Eau / Hydronium

F1G. 2.12: Echelle des pK 4 des produits des réactions mises en ceuvre dans cette étude.

On peut remarquer que parmi les 4 bases présentes, 1’acétyl-L-leucinate n’inter-
vient qu’en troisieéme position, avec un pK4 de 3.7. Ce ne sera donc que la troisieme
des réactions. De 1’acide chlorhydrique est donc nécessairement ajouté pour doser les
ions hydroxyde et acétate. En pratique, il faudra ajouter I’acide chlorhydrique en quan-
tité égale a la soude de départ, soit 2.7 équivalents, si I’on souhaite doser la totalité des
ions acétyl-L-leucinates. Le pH de la suspension a I’issue de cet ajout est de 1’ordre de
3.

La leucine est présente a I’état naturel sous forme de L-leucine, c’est-a-dire énan-
tiomériquement pure. Pour obtenir de la D-leucine ou un mélange racémique des deux
énantiomeres, des réactions chimiques, qui ne font pas 1’objet de cette étude, sont né-
cessaires. Cependant, selon les lots, de I’isoleucine (voir figure 2.13) peut étre présente
en tant qu’impureté initiale. Dans ce cas, de I’acétyl isoleucine ( figure 2.14 ) peut éga-
lement se former au cours du procédé. En effet, si on ajoute trop d’acide chlorhydrique,
un saut de pH brusque est observé pour arriver a un pH final bas (de I’ordre de pH =
0.5). Cette situation est a éviter puisqu’elle conduirait a la précipitation simultanée
d’acétyl isoleucine. Une méthode HPLC a d’ailleurs été mise en place par les labora-
toires Pierre Fabre, comme détaillée en partie 3.2.3, pour caractériser la présence de
ce sous-produit, qui ne peut tre enlevé lors des lavages. Sa formation doit donc €tre
évitée.
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OH
NH2

FI1G. 2.13: Formule développée de 1’Isoleucine.

O

OH

HNY

O

FIG. 2.14: Formule développée de 1’ Acétyl isoleucine.

Lors de la précipitation, les réactions paralleles qu’impliquent I’échelle de pK 4
présentée sur la figure 2.12 montrent la formation d’impuretés en quantités non négli-
geables. Celles-ci sont répertoriées dans le tableau 2.2.

A la différence de I’acétyl isoleucine, ces dernieres impuretés ne peuvent tre évi-
tées. Il faudra donc les éliminer si I’on souhaite produire un principe actif pur en
continu. Il apparait donc probable qu’une étape de lavage des cristaux produit devra
étre mise au point et optimisée pour minimiser le taux d’impuretés. Cette étape sera
réalisée en partie 4 du chapitre 5.

3 Caractérisations physique et chimique du produit

Dans notre étude, le produit fini est une poudre constituée de cristaux qui doivent
posséder des propriétés d’usage définies par 1’élaboration du futur médicament. L’un
des criteres de qualité essentiels est la pureté. Le tableau 2.3 regroupe quelques don-
nées de pureté du produit a respecter. 1l faut donc développer des techniques analy-
tiques pour les déterminer. Les autres propriétés nécessaires a la formulation galénique
sont la taille et la distribution de tailles des cristaux, leur forme ou leur aptitude a

TAB. 2.2: Compositions steechiométriques des réactifs apres précipitation.

Composé Equivalents molaires
Acétyl-L-leucine X
L-leucine 1-x
Acide acétique 2.6-x

Chlorure de sodium 2.7
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TAB. 2.3: Tableau des normes de pureté du produit final a respecter.
Teneur en eau < 0.50 % massique
Cendres sulfuriques < 0.10 % massique
Teneur en leucine < 0.15 % massique

étre stockés sans prise en masse. Cette partie présente les méthodes de caractérisation
physiques, puis chimiques, mises au point pour mesurer ces propriétés.

3.1 Analyses physiques

Pour former un médicament, des étapes de formulation sont nécessaires a 1’issue
des étapes d’isolement de cristaux de principes actifs purs. Pour que ces étapes se réa-
lisent au mieux, il est donc nécessaire d’avoir une qualité constante des cristaux. L’in-
térét du passage en continu est justement de pouvoir former des cristaux identiques
et donc d’assurer une telle qualité. Il faut donc analyser physiquement les cristaux
sur différents points : forme, aspect, taille, distribution de taille, cristallinité, ... Diffé-
rentes techniques existent, chacune apportant une information complémentaire. Il est
par exemple dommageable de réaliser une analyse granulométrique sans avoir préala-
blement définie la forme des cristaux que 1’on étudie. Un ensemble de techniques a
donc été mis en place pour cette étude.

3.1.1 Analyses granulométriques

La taille et la distribution de tailles, c’est-a-dire la répartition des tailles, de parti-
cules sont des résultats essentiels pour des produits issus d’étapes de cristallisation ou
de précipitation, et particuliecrement dans le cas de principes actifs. En effet, pour ces
derniers, des étapes de formulation, servant a les conditionner et les stabiliser, inter-
viennent toujours a la suite d’étapes de réaction chimiques et d’isolement de celui-ci.
Or les conditions de formulation sont définies pour une taille donnée de cristaux de
principe actif. Il faut donc assurer une qualité physique constante de ces cristaux, pour
que le médicament final pris par le patient soit toujours de la méme qualité. Ces pro-
priétés physiques influent méme sur la solubilité finale du produit. Les propriétés de
bio-disponibilité du produit, et donc I’effet thérapeutique du médicament pris par le
patient, peuvent €tre modifiées par une modification de la granulométrie du principe
actif.

Les méthodes d’analyses granulométriques sont principalement basées sur la
détection d’une source lumineuse traversant un échantillon de cristaux (diffraction,
diffusion) transporté par un gaz ou un liquide, soit sur ’analyse d’image d’échan-
tillons. Les analyses granulométriques ont été réalisées a 1’aide du granulometre
laser Malvern 2000. Le principe de 1’analyse est que lorsque des particules passent
devant le faisceau du laser, une image est diffractée et recueillie selon des valeurs
d’angle précises [Allen, 1990]. La taille de cette image diffractée peut alors liée au
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volume de la particule, grace a I’intensité obtenue sur chacune des raies de diffraction
[Gabas et coll., 1994].

Ainsi, en étudiant toutes les images diffractées obtenues, il est possible de déter-
miner la répartition des volumes des particules qui sont passées devant le faisceau. Le
flux de particules est assuré a I’aide d’un fluide porteur. Pour remonter a la taille des
particules, il est fait ’hypothese de la présence de particules sphériques [Rawle, 1995].
La taille de la particule correspond alors au rayon de la sphere de volume équivalent
qui engendrerait une telle image diffractée. Cette hypothese est lourde, surtout lorsque
les cristaux ne sont pas des spheres, comme dans le cas de 1’acétyl leucine, ou les cris-
taux sont en forme des batonnets. D’un point de vue du principe-méme de la méthode,
ces analyses soulevent le probleme de la représentativité de la valeur de la taille calcu-
l1ée. Dans le cas des batonnets par exemple, la taille calculée ne correspondra ni a une
longueur, ni a une largeur du cristal. C’est pour cette raison qu’un facteur de forme doit
étre défini (voir la partie 3.1.3 de ce chapitre). De méme, toutes les particules ne pas-
seront pas dans le faisceau du laser de la méme maniere, ni selon le méme axe. Du fait
de la méthode, une distribution peut exister, sans étre représentative de la vraie distri-
bution de particules au sein de I’échantillon. Ces analyses seront donc principalement
qualitatives et comparées entre elles.

Deux méthodes ont été utilisées lors de cette étude, selon le type de fluide porteur
servant a 1’analyse :

— La Granulométrie en voie humide pour laquelle le fluide porteur est un liquide.

Il est nécessaire d’utiliser un fluide qui ne solubilise pas le produit, car une so-
lubilisation partielle des particules modifierait la granulométrie apparente. Cette
analyse peut étre faite a partir d’une suspension, donc directement a la suite
d’une cristallisation ou d’une précipitation.

— La Granulométrie en voie seche pour laquelle le fluide porteur est de 1’air. Des
cristaux secs sont ici utilisés pour cette analyse, c’est-a-dire que les cristaux
sont obtenus apres des étapes de cristallisation, isolement (filtration) et séchage.
Deux étapes supplémentaires, pouvant elles-aussi influencer la granulométrie,
sont donc a considérer.

3.1.1.1 Granulométrie en voie humide
Ces analyses ont été réalisées sur des échantillons de suspension obtenues apres
précipitation, le solvant de réaction étant de 1’eau. Pour ne pas ajouter de nouveau
solvant a éliminer ensuite du systeme, 1’eau saturée en acétyl-L-leucine a été choisie
comme fluide porteur. La solution saturée est obtenue a partir de la dissolution de
produit (environ 9 grammes de produit par litre d’eau distillée), mise sous agitation
pendant 24 heures, puis filtrée par gravité, pour éviter que le changement de pression
ne sous-sature le jus de filtration.
D’un point de vue du protocole utilisé, la durée de chaque mesure est de 10 se-
condes, a raison de 10000 balayages par mesure et de 3 mesures pour chaque échan-
tillon. La vitesse d’agitation dans la cuve du granulometre est fixée a 1750 tours par
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minute. La figure 2.15 est un graphique montrant 1’évolution de la fraction volumique
des particules en fonction de la taille caractéristique de celle-ci. On visualise ainsi la
distribution de taille de particules. On observe une distribution étalée, avec notamment
deux populations de particules : une population de fines (vers 2 xm) et une population
majoritaire, centrée vers 45 pm.

8,
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F1G. 2.15: Exemple de distribution de tailles de cristaux d’acétyl-L-leucine obtenue en
granulométrie voie humide.

3.1.1.2 Granulométrie en voie seche
En voie seche, le fluide porteur est un gaz. Dans notre cas et pour plus de simplicité,
ce sera de I’air. Pour transporter les particules, et si possible casser les éventuels agglo-
mérats afin de pouvoir mesurer les cristaux élémentaires, il est nécessaire de mettre une
pression de gaz suffisante. Cependant, si celle-ci est trop forte, il est possible qu’elle
casse les cristaux, ce qu’il faut bien entendu éviter. Plusieurs expériences a différentes
pressions doivent étre réalisées afin de déterminer la pression optimale. Ces résultats
sont reportés a la figure 2.16 pour laquelle I’évolution du diametre médian ds est tra-
cée en fonction de la pression a I’aspiration. Ainsi, une basse pression (0.1 bar) ne
permet pas de casser les agglomérats. En revanche, on notera qu’a partir d’une pres-
sion de 1.5 bar, les valeurs des d5o forment un palier. C’est donc la valeur la plus basse
des pressions avant palier que 1’on a choisi afin d’éviter de casser des cristaux.
En pratique, le support sur lequel I’échantillon est déposé est mis sous vibration
pour faire s’écouler la poudre. La puissance de vibration a été fixée a 90% d’intensité.
Un exemple de graphique obtenu pour ces analyses est réporté a la figure 2.17.
L’aspect global de la ditribution de tailles de particules est globalement similaire a ce-
lui obtenu en voie humide. On observe a nouveau les deux populations de particules
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F1G. 2.16: Evolution de la d5( en fonction de la pression soumise sur 1’échantillon.

pour des tailles moyennes similaires. Si les résultats sont globalement similaires, cela
signifie que les étapes de filtration et de séchage n’ont pas d’influence sur la granu-
lométrie de I’échantillon. L’étape de précipitation est donc 1’étape déterminante qui
controlera la distribution de tailles de particules du produit final.

3.1.2  Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

L’ appareil utilisé pour ces analyses au LGC est un LEO 435 VP. Les échantillons
solides sont saupoudrés sur une pastille en aluminium recouverte d’un scotch en car-
bone double face. Les échantillons sont ensuite métallisés a I’ or, puis mis sous vide.

Plusieurs photographies prises au MEB seront exploitées tout au long de ce ma-
nuscrit, mais a titre d’exemples, on trouvera a la figure 2.18 une analyse d’échan-
tillon d’acétyl-D-leucine (I’aspect étant identique pour 1’acétyl-L-leucine) et sur la fi-
gure 2.19 une analyse d’échantillon de L-leucine. Sur ces images, on peut clairement
voir que le réactif de départ, la leucine, cristallise sous forme de plaquettes, alors que
I’acétyl leucine, le produit, cristallise sous forme de batonnets. Les images obtenues
montrent aussi la présence d’agglomérats de particules.

Qualitativement, il est possible de faire la distinction entre les deux produits. La
notion de taille sur les objets anisotropes est difficile a définir. Il est alors possible de
se référer a des facteurs de formes fournis par une analyse d’image, telle que celle du
paragraphe suivant.

Chapitre 2
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F1G. 2.17: Exemple de distribution de tailles de cristaux d’acétyl-L-leucine obtenue en
granulométrie voie seche.

FIG. 2.18: Analyse MEB de cristaux d’acétyl leucine.

3.1.3 Analyse morphologique

L’analyse morphologique a été réalisée sur un appareil Morphologi G3 (Malvern
Instrument). Celui-ci est un microscope automatisé piloté par un logiciel de contrdle.
Les particules sont séparées par traitement d’image et enregistrées individuellement au
moyen d’une caméra a haute définition. A la fin de I’acquisition de la mesure, chacune
des images est traitée séparément et caractérisée par ses propres parametres morpholo-
giques (longueur, largeur, surface, ...). Cela signifie que les résultats sont construits par
addition de chaque mesure individuelle. Cette technique est particulierement adaptée
pour détecter la présence de fines particules ou particules étrangeres et les identifier
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FIG. 2.19: Analyse MEB de cristaux de leucine.

lors du traitement des données.

La puissance de I’appareil réside dans le nombre de particules analysées : par dé-
faut, un minimum de 10 000 particules est enregistré. En voie seche, I’échantillon est
placé dans une chambre de dispersion de 1’appareil, puis on injecte de I’ air pour homo-
généiser 1’échantillon. La gamme de taille pouvant étre mesuré va de 0.5 pm a 3000
(om.

La figure 2.20 est une sélection de quelques cristaux d’acétyl-L-leucine obtenus
présentant des particularités. Les cristaux ont globalement la forme de batonnets,
comme on peut le voir sur la premiere image.

Forme de batonnet Cristaux collés Présence d'inclusion

F1G. 2.20: Exemple de cristaux obtenus par analyse morphologique.

Or I’analyse morphologique permet la mesure directe de longueurs caractéristiques
des cristaux. En pratique, dans le cas des batonnets, pour une particule donnée prise
en photographie, la longueur, notée L', correspond a la plus grande distance possible
passant par le centre de gravité de la surface occupée par la particule. La largeur, no-
tée [, est alors la distance correspondante au segment passant elle aussi par le centre
de gravité de la particule et orthogonale a la }ongueur (voir figure 2.21). Des calculs

simples de géométrie montre que le rapport T est égal au rapport T avec [ et L cor-

Chapitre 2
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respondant respectivement aux vraies largeur et longueur du cristal. Un parametre /3,

caractéristique de la forme des batonnets, peut donc étre défini comme le rapport T

FI1G. 2.21: Représentation schématique de cristaux en batonnets sous forme de rec-
tangle.

Ce parametre [3 peut étre notamment une donnée intéressante en vue de déterminer
le facteur de forme des cristaux pour la modélisation de distribution de tailles de parti-
cules a partir d’analyses granulométriques. La figure 2.22 représente la répartition du
parametre 5 mesuré sur un échantillon du produit industriel. La valeur moyenne de ce
paramétre est centré autour d’une valeur de 0.7. A partir de cette donnée, il est alors
possible de calculer les facteurs de forme des cristaux. Le facteur de forme volumique
¢y compare la surface de la sphere de volume équivalent a celle de la particule a la
surface réelle de celle-ci. Le facteur de forme volumique ¢g compare le volume de la
sphere de surface équivalente a celui de la particule au volume réel de celle-ci.

En considérant les cristaux comme des parallélépipedes a base carrée, on peut éta-
blir la relation 2.1 pour le facteur de forme volumique ¢y et la relation 2.2 pour le
facteur de forme surfacique [Salvatori, 2003]. On obtient alors ¢y =0.17 et ¢pg = 1.91.

52
Py = ETEEE 2.1)
o, B+2
0s =207 —= oYy (2.2)

La figure 2.22 montre cependant que [ apparait fortement dispersé. Cette disper-
sion de résultats s’explique de la maniere suivante. Pour des batonnets isolés, 1’analyse
morphologique donne des résultats correspondants aux vraies longueurs et largeurs des
batonnets. Cependant, comme on peut le voir sur la deuxieme image de la figure 2.20,
de nombreux cristaux de ce produit sont collés les uns aux autres. Or, le logiciel d’ac-
quisition du microscope considere ces cristaux collés comme une seule particule. La
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FIG. 2.22: Répartition du facteur de forme.

longueur mesurée dans ce cas correspondra en fait a la diagonale formée par les cris-
taux. La valeur de la largeur sera faussée également. Les résultats de facteur de forme
que I’on calcule sont donc perturbés par la présence de cristaux agglomérés.

L’analyse morphologique revét cependant un autre intérét. Comme aucun traite-
ment n’est fait sur les échantillons, il est possible de les voir en 1’état. Ainsi, sur la
troisitme image de la figure 2.20 il est possible de voir une inclusion de liqueur mere
au sein du cristal. Ce type de défaut se retrouve sur de nombreuses photographies réa-
lisées, laissant supposer que la pureté des cristaux est altérée par un phénomene de
piégeage de solution mere lors de I’étape de précipitation en discontinu.

3.1.4 Diffractométrie par rayons X

3.1.4.1 Caractérisation cristallographique

D’un point de vue cristallographique, des études ont été menées sur I’énantiomere
acétyl-L-leucine [Waskowska et coll., 1975], prouvant que le solide formé est bien
cristallin. Les cristaux de ce produit sont orthorhombiques et le groupe d’espace est
P2,2,2;. La maille est définie par les dimensions : a = 10.184 A, b = 17.249 A et
¢ =5.779 A. Ces dimensions permettent I’occupation de 4 molécules par cellule, ce
qui est schématisé sur la figure 2.23, extraite du rapport technique [Chomarat, 2007].
Cette représentation permet également de visualiser la forme qu’occupe la molécule
dans I’espace.

3.1.4.2 Analyse par diffractométrie par rayons X

La diffractométrie par rayons X est destinée a controler la composition et la struc-
ture cristalline de matériaux. Cette technique permet soit de caractériser des cristaux
et de connaitre leur structure cristalline (on travaille alors en général avec des mono-
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FI1G. 2.23: Représentation des molécules d’ Acétyl leucine dans une maille cristalline,
extraite du rapport [Chomarat, 2007].

cristaux), soit de reconnaitre des cristaux déja caractérisés (on travaille en général avec
des poudres polycristallines).

Les diffractogrammes RX ont été obtenus en utilisant un diffractometre D8 Ad-
vance, développé par Bruker AXS. Les échantillons de poudres ont été déposés dans
un tube capillaire en quartz de 1 mm. Les données ont été enregistrées a 22°C avec des
intervalles de taille de 0.007°.

La figure 2.24 représente un diffractogramme RX d’acétyl-L-leucine produit par
le procédé discontinu. Cette mesure a été réalisée par Joél Jaud, au CEMES (Centre
d’Elaboration de Matériaux et d’Etudes Structurales de Toulouse). Le composé est cris-
tallin et de nombreuses bandes apparaissent comme caractéristiques du composé. Ces
analyses confirment par ailleurs la cristallisation selon le groupe d’espace est P2,2,2;.

3.2 Analyses chimiques

Nous avons vu dans la premiere partie de ce chapitre que de nombreux sous-
produits sont formés a la fois lors de la précipitation et des réactions paralleles. Il
faut donc développer des techniques analytiques, propres a chaque composé, qui per-
mettent de caractériser la présence d’impuretés et de savoir si la pureté voulue est
atteinte. Les analyses en DSC (Differential Scanning Calorimetry) et torche a plasma
ont été réalisées au LGC. En revanche, les analyses HPLC ("High Performance Liquid
Chromatography" ou Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance), par
Chromatographie sur Couche Mince (CCM), par calcination et par réaction de Karl-
Fisher sont faites au département analytique du site des laboratoires Pierre Fabre de
Gaillac.
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F1G. 2.24: Analyses aux rayons X d’un échantillon d’acétyl-L-leucine, produit par le
procédé discontinu.

3.2.1 Analyses thermiques

Les techniques d’analyse thermiques sont adaptées pour la caractérisation du com-
portement de liquides, de solides cristallins ou d’amorphes, soumis a une variation
de température dans une ambiance contrdlée. Le principe de ces techniques est basé
sur la détermination, en fonction de la température, de parametres physiques tels que
la capacité thermique, la température et 1’enthalpie de changement d’état d’un corps.
Nous verrons dans cette partie la calorimétrie différentielle a balayage, ou DSC pour
Differential Scanning Calorimetry, et I’analyse thermogravimétrique, ou ATG.

3.2.1.1 DSC

Deux types de DSC doivent étre distinguées : la DSC a flux de chaleur et la DSC a
compensation de puissance Leur caractéristique commune est que le signal mesuré est
proportionnel a un flux de chaleur. Au laboratoire, 1’appareil utilisé est une DSC a flux
de chaleur. Pour ce type d’appareil, le signal mesuré est une différence de température
qui décrit I'intensité de 1’échange et qui est proportionnel a un flux de chaleur Q,
comme défini par I’équation 2.3

Q = mC,AT 2.3)

avec :
— () : quantité de chaleur échangée (en J)
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— m : masse de I’échantillon (en g)
— (), : capacité thermique massique (en J/K.g)
— AT : différence de température (en K)

Cette différence AT reste approximativement constante tant qu’aucune réaction
n’a lieu dans I’échantillon. Lorsqu’une réaction a lieu dans le creuset échantillon, la
température de 1’échantillon décroche de la température de référence. Cette variation
AT est proportionnelle a la différence de flux de chaleur entre 1’échantillon et la réfé-
rence. La compensation est liée aux changements de température ou d’état de 1’échan-
tillon. Différents types de creusets peuvent étre utilisés, selon 1’état physique du pro-
duit. Dans le cadre de notre étude, des creusets hermétiques en aluminium seront utili-
sés.

Par cette technique, on pourra identifier les événements thermiques que peuvent su-
bir un composé. Ces évenements peuvent étre réversibles, telles qu’une fusion ou une
recristallisation, ou irréversibles, telles qu'une dégradation ou une réaction chimique
par chauffage. Dans le cas de composés présentant du polymorphisme ou pouvant cris-
talliser sous forme d’amorphe, il est possible d’identifier les phénomenes de transition
de phase par cette technique. Dans le cas de 1’acétyl leucine, aucun polymorphe n’a
été observé.

L’ appareil utilisé est une Q2000, de la société TA Instruments. L’exploitation de ré-
sultats en DSC nécessite une étape de calibration. Celle-ci est réalisée pour une rampe
de température donnée. L’échantillon de référence pour réaliser cette calibration doit
étre un corps de masse et de température de fusion connue. Le composé choisi sera
de I'indium, dont la température de fusion est de 156.6°C et dont I’enthalpie de fu-
sion est 28.5 J/g [Gronvold, 1993]. Toutes les analyses sont réalisées sous un courant
d’azote pur de 50 mL/min. Le protocole standard est de chauffer un échantillon de 0°C
a 200°C, a une rampe de température de 5°C/min. On pesera une masse d’environ 5
mg d’échantillon dans chaque creuset. Chacun d’eux est en aluminium, d’un volume
de 20 pL et est hermétique, pouvant résister a une pression interne de 3 bar. Il est né-
cessaire de peser une masse approximativement proche pour chaque échantillon si I’on
souhaite pouvoir comparer les résultats. D’autre part, il faut noter avec exactitude la
masse déposée (+ 0.01 mg pres), car c’est de celle-ci que dépendront les calculs de la
capacité thermique et de 1’enthalpie de changement d’état.

La figure 2.25 montre un résultat type d’une analyse DSC réalisée sur un échan-
tillon d’acétyl-L-leucine industriel, pour une rampe de chauffe de 5°C/min. Sur cette
figure, on notera un pic orienté vers le bas. Celui-ci correspond a un endotherme, tra-
duisant la fusion apparente du produit. Par convention, toutes les analyses DSC présen-
tées seront orientées dans le méme sens. Ainsi, un pic orienté vers le haut correspondra
alors a un exotherme, comme par exemple une cristallisation.

Dans le cadre de notre étude, les analyses DSC serviront a caractériser la pureté de
I’échantillon, notamment en permettant d’identifier la présence résiduelle de leucine.
En effet, un mélange de leucine et d’acétyl leucine décale la température de fusion du
composé.
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F1G. 2.25: Exemple d’une analyse DSC réalisée sur un échantillon d’acétyl-L-leucine
industriel, pour une rampe de chauffe de 5°C/min.

3.2.1.2 Analyse thermogravimétrique

L analyse thermogravimétrique, ou ATG, est une analyse complémentaire a la DSC
qui permet de suivre I’évolution de la masse d’un échantillon au cours d’une chauffe.
Le protocole de rampe de température est identique a celui de la DSC, mais le creu-
set est cette fois ouvert. L’échantillon est donc en contact direct avec le flux d’azote.
De plus, le creuset n’est plus en contact avec un calorimetre, mais est relié a une mi-
crobalance. Ainsi, une correspondance peut étre établie entre une perte de masse d’un
échantillon et sa température. Cette technique analytique permet notamment de mettre
en évidence des phénomenes de dégradation d’un composé.

Une analyse a ainsi été réalisée sur un échantillon industriel d’acétyl-L-leucine
(voir figure 2.26). Pour une rampe de température de 5°C/min, on observe une perte
de masse et un décrochage significatif au point de fusion obtenu en DSC (180°C). Ce
phénomene pourrait €tre attribué a I’existence d’une réaction et non uniquement a la
fusion. Il sera analysé dans la suite de I’étude dans le chapitre 4.

3.2.2 Analyses par torche a plasma

L’analyse par torche a plasma, ou ICP (pour "Inductively Coupled Plasma"), est
une analyse élémentaire permettant de déterminer la concentration en chaque élément.
En pratique, 1’échantillon liquide est transformé en aérosol par un nébuliseur. Cet aé-
rosol est ensuite envoyé dans une torche a plasma d’argon a une température comprise
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Method: Ramp Run Date: 2009 02 23 11:53
Instrument: SDT Q600 V8.0 Build 95
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F1G. 2.26: Analyse thermogravimétrique réalisée sur un échantillon d’acétyl-L-leucine
industriel, pour une rampe de chauffe de 5°C/min.

entre 6000°C et 8000°C. Cette derniere doit étre suffisante pour vaporiser, dissocier,
atomiser et ioniser completement la plupart des éléments. Les €lectrons des atomes
excités, lorsqu’ils retournent a I’état fondamental, émettent un photon dont 1’énergie,
donc la longueur d’onde, est caractéristique d’un élément donné. La lumiere émise
par I’élément recherché est alors détectée et mesurée, car I’intensité lumineuse est di-
rectement proportionnelle a la quantité de 1’élément présent dans 1’échantillon, ce qui
permet une analyse quantitative. Une calibration spécifique de chaque élément que 1’on
souhaite doser doit donc étre réalisée.

Tous les éléments ne peuvent cependant pas étre analysés par cette méthode. Dans
le cadre de notre étude, seul 1’élément sodium Na répond correctement. Au LGC, I’ap-
pareil utilisé est un Ultima2 de chez Jobin Yvon. Ainsi, il est possible de déterminer
la concentration globale en élément sodium d’une phase liquide, ce qui signifie la pré-
sence de sodium sous toutes ses formes : chlorure de sodium, acétate de sodium, leu-
cinate de sodium ou acétyl leucinate de sodium. La distinction ne peut étre effectuée.
Cette donnée sera particulicrement intéressante pour caractériser I’efficacité des la-
vages, en étudiant notamment 1’évolution de la concentration en élément sodium dans
les jus de filtration.

3.2.3 Meéthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques sont des techniques analytiques permettant de
séparer des composés selon leurs propriétés chimiques. On distinguera la HPLC (pour
High Performance Liquid Chromatography, ou chromatographie en phase liquide a
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haute performance), la CPG (Chromatographie en Phase Gaz) et la CCM (Chromato-
graphie sur Couche Mince).

Dans le cadre de notre étude, deux méthodes HPLC sont développées en fonc-
tion des composés que 1’on souhaite séparer. Celles-ci sont fondées sur les différences
d’interactions pouvant exister entre un mélange de composés solubilisé dans un sol-
vant, appelé phase mobile, et une colonne remplie d’une phase stationnaire. Dans le
premier cas, on cherche a caractériser la présence d’acétyl isoleucine parmi des cris-
taux d’acétyl leucine. Ces deux composés étant peu polaires, une colonne de phase
inverse, c’est-a-dire sur laquelle des chaines alkyles ont été greffées, est utilisée. Dans
le deuxieme cas, c’est un mélange des deux énantiomeres obtenus apres racémisation,
I’acétyl-L-leucine et I’acétyl-D-leucine, qu’il faut séparer. Pour cela, on utilise une co-
lonne chirale. L’obtention de la séparation des énantiomeres passe par la formation
réversible de complexes diastéréoisomeres dans la colonne de chromatographie (par
liaison de van Der Waals entre les solutés que I’on veut séparer et le sélecteur chiral de
la colonne). L’intérét est que les complexes diastéréoisomeres ainsi formés possedent
des propriétés physiques différentes; ainsi I’un des isomeres est plus accroché que
I’autre et migre donc plus lentement, permettant leur séparation physique. Enfin, une
méthode de CCM a également été développée pour déterminer la présence résiduelle
de leucine.

3.2.3.1 HPLC non chirale

Pour cette méthode, une colonne phase inverse Modulo-Cart QS Nucléosil 5 C;g est
utilisée. Celle-ci est constituée d’une colonne phase normale sur laquelle des chaines
alkyles de 18 carbones ont été greffées. La longueur de la colonne est de 150 mm,
pour un diametre intérieur de 4.6 mm. La phase mobile est constituée d’un mélange

4 1
de R d’une solution de dihydrogénophosphate de potassium a 0.05 mol/L et de —

d’acétonitrile, ajusté a un pH de 3.5 avec de I’acide orthophosphorique. Le débit de la
phase mobile est fixé a 1 mL/min. La colonne n’est pas chauffée et reste a température
ambiante. La solution a analyser est constituée de 200 mg de cristaux dissout dans
10 mL du mélange constituant la phase mobile. A partir de celle-ci, seulement 10 L
sont injectés lors de chaque analyse. A la sortie de la colonne, un détecteur UV permet
de détecter la présence des composés. Ainsi, il faut se placer a la longueur d’onde
de détection donnant le maximum d’absorption du composé étudié. Il faut cependant
remarquer que I’absorbance suit la loi de Beer-Lambert, qui est une loi sommative.
Ainsi, comme le montre 1’équation 2.4, 1’absorbance globale correspond en fait a la
somme des absorbances A; de chacun des composés i, a la longueur d’onde \. L’ intérét
d’une méthode HPLC est donc justement d’isoler les composés avant leur analyse en
spectrophotométrie, permettant ainsi de remonter a une concentration.

n

A= i A=) enilC (2.4)
=1

=1
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Un suivi de I’absorbance du composé acétyl-L-leucine en fonction de la longueur
d’onde a été réalisé pour déterminer la longueur d’onde idéale. La figure 2.27 montre
que le maximum d’absorbance de I’acétyl leucine est obtenu pour une longueur d’onde
de 200 nm. Celle-ci correspond a la longueur d’onde minimale d’émission du spec-
trophotometre UV, mais est également la longueur d’onde pour laquelle beaucoup
d’autres composés absorbent. Pour la méthode HPLC, on se placera donc a une lon-
gueur d’onde d’analyse de 220 nm. En pratique, I’acétyl isoleucine est moins retenue

: L o ol 3 D
que ’acétyl leucine par la colonne. Ainsi, son temps de rétention sera égal a — du
temps de rétention du produit principal.
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F1G. 2.27: Evolution de I’absorbance en fonction de la longueur d’onde, pour une
solution a 500 ppm d’acétyl-L-leucine.

3.2.3.2 HPLC chirale

Pour cette méthode, une colonne CHIRALPAK QD-AX, d’une longueur de 150 mm
et d’un diametre interne de 4.6 mm, a été choisie. La granulométrie des particules dans
la colonne est de I’ordre de 5 pum. La phase mobile est cette fois composé d’un mélange
de 100 mL de méthanol pour 0.25 mL d’acide acétique. La durée d’analyse est de 30
min. Les autres parametres opératoires (débit, température du four, longueur d’onde
du détecteur et volume injecté d’échantillon) sont identiques a la méthode HPLC non
chirale.

L’acétyl-L-leucine est I’énantiomere le moins retenu, et donc celui sortant le pre-
mier de la colonne. Son temps de rétention est compris entre 8.4 et 8.99 minutes.
L’acétyl-D-leucine sort quant a lui entre 12.34 et 13.30 minutes. Ces variations de
temps de rétention proviennent des variations de température du four (et donc de la co-
lonne) entre les différents appareillages de HPLC utilisés (celui du LGC et celui du site
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de Pierre Fabre a Gaillac). Néanmoins, 1’écart entre les temps de rétention de chacun
des énantiomeres est suffisant pour avoir une bonne résolution. L’aire des pics obtenue
sur le spectrogramme €tant proportionnelle a la concentration en chaque constituant,
il suffit de comparer les aires pour déterminer I’exces énantiomérique, c’est-a-dire le
rapport entre chaque énantiomere, qui indiquera si la racémisation a eu lieu.

3.2.3.3 Analyses en CCM

Les analyses en Chromatographie sur Couche Mince (ou CCM) sont des techniques
analytiques couramment utilisées a I’échelle de la paillasse, car elles donnent des ré-
sultats qualitatifs rapidement. Dans le cadre de notre étude, cette technique est utilisée
pour déterminer la présence résiduelle de leucine en fin d’acétylation. Le principe de
cette analyse est de faire migrer les produits par capillarités sur un support vertical,
dont la base est en contact avec une phase liquide volatil, ou phase éluante. En pra-
tique, on dépose en bas du support une goutte de I’échantillon a analyser, en veillant a
ce que le dépot ne soit pas en contact avec la phase éluante. Par ailleurs, des témoins de
chaque composé pur sont également déposés. Ces produits sont ensuite entrainés par la
phase éluante qui dispose d’affinités chimiques différentes avec les produits a séparer.
Ainsi, selon leur affinité, les produits ne migreront pas jusqu’a la méme hauteur sur le
support. Le gradient de hauteur et la comparaison avec les produits purs témoignent
de la présence d’un composé. Dans le cadre de notre étude, I’impureté recherchée par
cette technique est la leucine. Le support utilisé est une plaque en silice de type 60 Fjs54
sur laquelle on dépose environ 2 L de solution d’acétyl leucinate et 10 nL de solu-
tion de chaque témoin (obtenue en dissolvant 0.1 g de leucine ou d’acétyl leucine dans

2 1
1 mL de solution de soude). La phase éluante est constituée de 3 de butanol, de G

d’acide acétique et de g d’eau déminéralisée. On laisse ainsi se développer le front de

migration sur une quinzaine de centimetres, puis on seche la plaque a I’air. Pour révéler
la migration des produits, un pulvérisateur contenant une solution de ninhydrine dans
du propan-2-ol est utilisé. La plaque est ensuite chauffée a 80°C pendant 10 min et les
fronts de migration peuvent étre lus.

3.2.4 Polarimétrie

Les énantiomeres disposent d’une propriété physique spécifique : le pouvoir rota-
toire. Une solution composé d’un énantiomere pur peut alors dévier le plan de polari-
sation de la lumiere. Cette déviation d’angle « est proportionnelle au trajet [ effectué
par la lumiere, a la concentration C' de I’énantiomere et au pouvoir rotatoire spécifique
[a]o de ce dernier, comme défini par I’équation 2.5 qui est 1’équation de Biot. On notera
que le pouvoir rotatoire spécifique dépend de la température et de la longueur d’onde
utilisée. Cette déviation est cumulative, ce qui signifie que la déviation observée cor-
respond a la somme des déviations dues a chaque énantiomere dans le cas de mélange
de ces derniers. Or les énantiomeres opposés ont un pouvoir rotatoire spécifique op-
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posé. Ainsi, dans le cas de mélange de racémique, les concentrations en énantiomeres
opposés sont identiques et les déviations devraient s’ opposer strictement. La déviation
globale « devrait donc étre nulle.

a = [a]olC (2.5)

Basée sur ce principe, une technique peu cofiteuse, simple et rapide pour déterminer
I’exces énantiomérique est d’utiliser un polarimetre de Laurent. Celui-ci est constitué
d’une lumiere filtrée selon un plan particulier a I’aide d’un réseau, d’une cuve de lon-
gueur connue et d’un goniometre fixée a un autre réseau. L’angle de déviation nulle
est défini lorsque, pour une cuve vide, il y a obscuration totale en sortie de polari-
metre, ¢’est-a-dire lorsque les deux réseaux sont perpendiculaires entre eux. Dans le
cas de solution contenant un énantiomere, il suffit de modifier la valeur de 1’angle sur
le goniometre jusqu’a retrouver une obscuration totale. On détermine ainsi 1’angle de
déviation provoqué par la présence d’un énantiomere.

Dans le cadre de notre étude, I’avancement de la racémisation sera suivi par cette
technique. Cependant celle-ci est moins précise que la HPLC chirale et donne des ré-
sultats plus approximatifs. Elle peut néanmoins étre une technique de paillasse efficace
pour déterminer si la racémisation s’est réalisée, mais pas pour savoir si la réaction est
totale.

3.2.5 Analyses par calcination

Cette technique consiste a briler les cristaux solides formés, en présence d’acide
sulfurique H,SO,. Les résidus formés portent le nom de cendres sulfuriques. Les
atomes d’hydrogene, de carbone et d’azote sont alors transformés en gaz par combus-
tion. Il ne reste alors que des résidus minéraux (dans notre cas, des atomes de sodium
Na et de chlore Cl) présents sous forme d’oxydes. Par pesée finale, on peut donc en
déduire la composition initiale minérale dans I’échantillon analysé au départ. Cette
technique servira au dosage de I’impureté chlorure de sodium.

3.2.6 Analyse par balance de dessication

L’analyse par balance de dessication est une technique permettant d’éliminer I’eau,
ou tout autre solvant volatil, d’un solide humide par chauffage a I’aide d’une lampe
infrarouge. L’échantillon est déposé dans une coupelle a la surface d’une balance. Il
est ainsi possible de suivre 1I’évolution de la perte de masse de I’échantillon au cours du
temps et de la température. Cette technique, bien que peu précise, donne des résultats
rapides indiquant la présence résiduelle de solvant. Dans le cas du produit qui nous
intéresse, le solvant considéré est 1’eau.

Au LGC, I’ appareil utilisé est un Halogen Moisture Analyzer HB43, développé par
la société Mettler Toledo. A 1’aide de celui-ci, des programmes de température, rampes
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de températures ou isothermes, peuvent €tre congus, cet appareil pouvant chauffer jus-
qu’a 180°C. L’avantage de cette technique est de pouvoir I’appliquer & une quantité
plus importante, donc plus représentative, de produit que 1’analyse thermogravimé-
trique. Cette technique a permis de quantifier le séchage des cristaux.

Le graphique de la figure 2.28 représente 1’évolution de la perte de masse d’un
échantillon de gateau humide, apres lavage et filtration, suivie sur la balance de dessi-
cation a une température constante de 50°C (cette température correspond a celle utili-
sée dans I’étuve du LGC). On remarquera que pres de 50% de la masse de I’échantillon
humide est en fait constitué d’eau. Les molécules d’acétyl leucine ont donc tendance
a piéger de nombreuses molécules d’eau. D’autre part, une stabilisation de la masse
de I’échantillon est observée au bout de 1h30. Ceci signifie qu’une durée de séchage
plus importante ne permettra pas d’éliminer plus d’eau. Néanmoins cette technique ne
valide pas le fait qu’il n’y a plus d’eau dans les cristaux, certaines molécules pouvant
potentiellement €tre piégées dans des inclusions ou dans la maille cristalline.
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F1G. 2.28: Représentation de la perte de masse en balance de dessication, a une tem-
pérature constante de 50°C, en fonction du temps, pour un échantillon de cristaux
d’acétyl-L-leucine humides prélevés dans le gateau de filtration.

Au sein des laboratoires Pierre Fabre, cette technique a également été utilisée pour
valider I’efficacité du séchage lors des essais avec le filtre - sécheur en continu mis en
ceuvre a la fin de cette étude.
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3.2.7 Analyse Karl-Fisher

Pour mesurer plus précisément la quantité résiduelle d’eau dans les cristaux apres
séchage, une analyse chimique, dite de Karl-Fisher, est effectuée qui vise a doser chi-
miquement toutes les molécules d’eau du milieu obtenu apres dissolution des cristaux
secs dans un solvant anhydre. La réaction choisie est celle décrite ci-dessous entre du
diiode, du dioxyde de soufre et de 1’eau.

_[2 + SOQ + 2HQO — 2HI + HQSO4

Le solvant couramment utilisé pour cette analyse est le méthanol. Bien que des gardes
hydriques soient mises en place, des traces d’eau peuvent subsister. La premiere étape
consiste donc a éliminer toute trace d’eau du solvant en ajoutant les deux réactifs. Le
dioxyde de soufre est ajouté en exces, alors que le diiode est ajouté petit a petit. Ce
dernier constituant est de couleur violette. Ainsi, tant que le milieu demeure incolore,
toutes les molécules de I, ont été consommées en présence de molécules d’eau. Ce
n’est que lorsque la couleur violette persiste qu’il n’y a plus d’eau dans le systeme.

Une quantité connue de cristaux est ensuite dissoute dans le solvant rendu anhydre.
L’ ajout des réactifs se fait identiquement. Ainsi, en connaissant le nombre de moles de
I ajouté, il est possible de connaitre le nombre de moles, donc la proportion, d’eau
résiduelle dans I’échantillon.

Les analyses ont montré qu’il ne reste plus d’eau dans les cristaux apres séchage.
II n’y a donc pas d’eau liée, donc pas de formation d’hydrate.

4 Analyses en ligne des réactions : la spectrométrie
Raman

Toutes les analyses présentées précédemment sont des analyses hors-ligne. Or, lors
d’une production en continu, il est essentiel de contrdler la conformité du produit en
ligne. Parallelement au procédé, il faut donc développer des techniques analytiques
permettant de suivre en continu I’état d’avancement d’une réaction. Il fallait donc choi-
sir une méthode analytique non limitée a une seule molécule, mais pouvant au contraire
donner des informations quantitatives sur 1’évolution des concentrations de toutes les
especes simultanément. Il fallait également que celle-ci puisse permettre de détecter
I’apparition de formes solides. Enfin, il fallait que la méthode soit non destructive.

Les capteurs en ligne répondant simultanément a tous ces criteres sont peu nom-
breux et sont encore en développement. Etant donné que le solvant de la réaction est de
I’eau, le suivi en proche infrarouge était impossible car I’eau masquerait tout le signal.
La spectrométrie Raman semblait donc étre la seule alternative analytique permettant
de convenir a nos besoins. L’application aux molécules de notre étude et les modeles
qui en découlent seront développés dans cette partie.
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4.1 Principe de I’analyse

L’effet Raman a été découvert en 1928, la méme année, par Raman et Krishnan lors
d’étude de la diffusion de la lumiere par les liquides, et par Landsberg et Mandelstam
lors de travaux sur les solides [Barbillat et coll., 1999]. Raman fut récompensé de cette
découverte par le prix Nobel en 1930.

L’effet Raman consiste en un décalage en fréquence de la lumiere émise par un
échantillon éclairé par une source lumineuse monochromatique. En effet, le rayonne-
ment émis par des molécules bombardées contient des photons de méme fréquence
que ceux du rayonnement incident (diffusion Rayleigh), mais aussi des photons de
fréquences différentes, comme le montre la figure 2.29. La matiere peut alors absor-
ber de 1’énergie aux photons incidents, produisant les radiations Stockes, ou en céder,
produisant les radiations anti-Stockes. La variation d’énergie observée sur le photon
nous renseigne alors sur les niveaux énergétiques de rotation et de vibration de la mo-
lécule concernée. L’intensité de la lumiere diffusée est directement proportionnelle a
la concentration de 1’espece qui diffuse. L’analyse quantitative est donc possible. Cet
effet est tres faible. Approximativement 1 photon pour un million sera émis dans une
longueur d’onde différente de celle de I’onde incidente. En termes d’intensité, 1’effet
Raman fait intervenir des sauts entre niveaux énergétiques virtuels. Du fait de sa faible
intensité, selon les produits 1’effet Raman peut étre masqué par le phénomene de fluo-
rescence qui correspond a une forte émission lumineuse de la part de 1’échantillon. Ce
phénomene dépend de la longueur d’onde. Pour le limiter, il faut utiliser une source
lumineuse dont la longueur d’onde se rapproche de celle de I’infrarouge, le risque de
fluorescence des composés passant de 40 % a seulement quelques pourcents.

Niveaux virtuels

Diffusion | |  _______ o
Rayleigh DN S I
Stockes Anti-
Stockes
Excitation Excitation
dans le visible dans l'infrarouge

F1G. 2.29: Evolution de I’énergie de vibration d’un atome stimulé par un laser.

Pour que la diffusion Raman se produise, il faut que le champ électrique de la
lumiere excitatrice induise un changement de polarisabilité de la molécule. Toutes les
molécules possedent une polarisabilité qui représente la facilité avec laquelle le nuage
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électronique entourant la molécule peut se distordre sous I’effet d’un champ électrique
[Stevenson, 2000]. Cette propriété dépendra notamment des modes de vibration, c’est-
a-dire des mouvements possibles des liaisons interatomiques. Ces vibrations sont de 3
ordres : élongation symétrique, élongation antisymétrique et déformation. Des tables
de caractere des groupes de symétrie ont alors ét€ mises au point pour permettre de
prédire si une vibration sera active ou non en Raman pour une molécule donnée. On
notera que si une molécule possede un centre de symétrie, alors toutes les bandes
actives en Raman seront inactives en infrarouge, et inversement. Ainsi, le seul moyen
d’observer le comportement vibrationnel complet d’une molécule est de I’étudier en
infrarouge et en Raman.
La spectroscopie Raman dispose de nombreux avantages :
— L’échantillon n’a pas besoin de préparation particuliere avant I’analyse
— L’analyse est non destructive et peut étre faite in situ
— Cette technique peut étre appliquée au solide, permettant méme de distinguer
différentes structures cristallines telles que les polymorphes
— A la différence de la spectroscopie infrarouge, 1’eau diffuse trés peu en Raman,
sa présence n’est donc pas génante
Ces avantages sont toutefois contrebalancés par quelques inconvénients :
— Le risque de fluorescence de certains composés
— Une sensibilité moins bonne qu’en infrarouge, imposant une limite basse de
concentration assez importante pour que la détection en Raman puisse se faire
— La décomposition de certains échantillons par échauffement

Au laboratoire comme en industrie, la spectrométrie Raman permet un grand
nombre d’applications dans divers domaines [Barbillat et coll., 1999] :

— L’industrie pharmaceutique, pour assurer un controle-qualité des principes actifs
produits

— L’industrie pétroliere : un exemple d’application concerne le suivi de concentra-
tion de mélanges d’hydrocarbures qui permet d’optimiser le processus de sépa-
ration

— L’industrie agroalimentaire, ou des réactions de fermentation peuvent étre sui-
vies en temps réel

— La production de matériaux : céramiques, pigments, polymeres, ...

— La micro-électronique : la microspectrométrie Raman donne une trés bonne ré-
solution spatiale, permettant ainsi le contrdle de 1’épaisseur de la couche de dépot
de carbone ou de semi-conducteurs

4.2 Matériel et méthodes
4.2.1 Description de I’appareillage

Dans un spectrometre Raman, les radiations d’une source laser sont conduites dans
une fibre optique jusqu’a 1’échantillon a analyser, provoquant son excitation. La lu-
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miere produite est recueillie par un capteur, puis acheminée par une autre fibre optique
jusqu’au séparateur, qui identifiera les intensités émises pour chaque longueur d’onde.
Ce principe est schématisé sur la figure 2.30.

Spectrometre Raman

Source laser :Fibre optique - Excitation

! . Sonde ou ..
| Bloc optique ) T
i ) ‘ Microscope <« .
Détecteur Séparateur | Fibre optique - Collection Echantillon

Traitement
de données

F1G. 2.30: Schéma d’un spectrometre Raman.

F1G. 2.31: Photographie du banc de spectrométrie Raman.

L’appareil utilisé dans cette étude est un Raman RXN1, de la gamme des Raman
RXN Systems, commercialisé par Kaiser Optical Systems (figure 2.31). Pour isoler
I’effet Raman, il est nécessaire d’utiliser une source de lumiere monochromatique puis-
sante. Pour cela, la longueur d’onde de notre laser sera de 785 nm, pour une puissance
de 400 mW. Il existe d’autres longueurs d’onde utilisées en Raman, mais celle-ci est
celle pour laquelle le risque de fluorescence est le plus faible. La lumiere est transmise
par I’intermédiaire de fibres optiques (d’un diametre de 62 ;¢ m en émission et d’un
diametre de 100 x m pour le trajet retour du signal).

Différents types de sonde sont disponibles selon les besoins :

— La sonde intrusive : celle-ci est constituée d’un cylindre métallique de 13 mm de

diametre et de 30 cm de long, conduisant le laser. Elle permet d’effectuer un suivi
Raman d’une réaction chimique se déroulant dans un dispositif de laboratoire
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(réacteur, bécher, ...). Il faut bien veiller a ce que le laser suive un trajet rectiligne,
en observant notamment que le spot obtenu en sortie de sonde soit bien rond.
Autrement, cela signifie qu’une partie du signal est perdue contre les parois de
la sonde, ce qui fausserait les valeurs en terme d’intensité.

— La sonde non-intrusive est en fait constitué d’un support sur lequel on peut fixer
un objectif de microscope. Ainsi, il est possible de focaliser au-dela d’une paroi,
en s’assurant au préalable que celle-ci n’absorbe, ni ne diffuse en Raman. Il est
alors possible de suivre une réaction chimique sans perturber I’écoulement d’un
milieu. Une des applications de cette sonde est le suivi d’une réaction dans des
micro-canaux.

— Le microscope qui permet 1’analyse d’échantillons solides en Raman. Celui-ci
estrelié a une caméra qui permet de cibler un point sur la surface d’un solide. Les
déplacements horizontaux sont facilités a I’aide d’une platine motorisée contrd-
lable par un joystick. Le déplacement vertical se fait a I’aide d’une molette sur le
microscope et permet d’effectuer la focalisation sur 1’échantillon voulu. Il faut
tout de méme remarquer que selon la taille des cristaux il est impossible de foca-
liser sur tous les cristaux simultanément. La réponse obtenue avec le microscope
ne sera donc jamais quantitative, mais uniquement qualitative. Il est toutefois
possible de détecter la présence de composés ou de formes polymorphiques par
ce biais.

Dans tous les cas, il faut bien veiller a isoler I’échantillon analysé de toutes pertur-
bations lumineuses extérieures qui brouilleraient le signal. Ainsi tous les échantillons
analysés avec la sonde intrusive ont été recouverts de papier aluminium, aussi bien les
solutions étalons que les réacteurs de suivi de réaction. Dans le cas de la sonde non
intrusive, il faut recouvrir I’ensemble de I’installation d’un tissu noir, épais et opaque
afin d’éliminer les pollutions lumineuses. Enfin, le microscope est équipé de lui-méme
d’une porte qui bloque la lumiere.

4.2.2 Calibration

Pour calibrer le spectrometre Raman en termes de longueur d’onde, il est nécessaire
d’utiliser un produit de référence conduisant a un spectre dont I’intensité est bien défi-
nie. On choisira donc le cyclohexane, car sa bande 2 801.1 cm ™! est particulierement
intense, comme le montre la figure 2.32.

Il est possible d’effectuer la calibration avec la sonde intrusive immergée dans un
bécher de cyclohexane. Cependant, les perturbations lumineuses peuvent malgré tout
altérer le signal. Il est donc préférable de faire la calibration du systeme a 1’aide du mi-
croscope et d’une cuve de spectroscopie en quartz (pour éviter I’absorbance du verre)
remplie de cyclohexane. Il suffit alors de focaliser le laser au centre de la cuve, puis de
lancer le logiciel de calibration de I’appareil. Ce dernier reglera alors ses parametres
d’intensité et de longueur d’onde par rapport a ceux du cyclohexane qui sont connus.
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F1G. 2.32: Spectre Raman du cyclohexane.

4.2.3 Protocole opératoire

La premiere étape de ce type d’analyse est toujours de définir la durée pendant
laquelle s’effectuera 1’acquisition. En effet, plus la durée pendant laquelle 1’émis-
sion du laser est importante, plus la quantité de photons recus par le séparateur sera
grande, plus I’intensité lumineuse traitée sera significative. Ceci permettra d’avoir une
meilleure résolution des pics par rapport au bruit de fond. Pour autant, il n’est pas né-
cessaire d’éclairer continuellement un échantillon, au risque de le dégrader. Il faut donc
trouver un compromis. Le logiciel nous aide alors dans cette démarche par le biais de
la détermination du focus, celui-ci devant €étre compris entre des valeurs de 45 et de
90 %. 11 faut donc régler la durée d’acquisition pour arriver dans cette fourchette. La
durée peut €tre tres variable d’'un composé a un autre. Ainsi, pour le cyclohexane, qui
a une réponse intense, la durée n’est que de 3 secondes. Dans le cadre des composés
de notre étude, une durée de 30 secondes est nécessaire pour que tous les composés,
pris isolément, aient une réponse dans la gamme du focus. Afin de pouvoir réaliser
des expériences comparables dans le cadre d’analyses quantitatives, il est nécessaire
de choisir la méme durée d’acquisition. Toutefois, on pourra remarquer que cette durée
étant relativement grande, il ne pourra pas étre possible d’étudier par cette méthode des
phénomenes intervenant sur des temps courts, tels que des temps d’induction de nu-
cléation de cristaux ou des cinétiques de réaction chimique dont la durée est inférieure
au temps d’acquisition. Dans le cas du microscope, comme il est impossible de focali-
ser parfaitement sur un ensemble de cristaux simultanément, le focus est toujours plus
approximatif et beaucoup moins intense. Il faut donc des durées d’acquisition souvent
supérieures, de I’ordre de la minute.
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Plusieurs types de fonctions sont ensuite disponibles selon les besoins de 1’ utilisa-
teur. Il est ainsi possible de faire :

— de I'acquisition de spectres (« spectra library ») pour analyser des échantillons

stables isolés, comme des cristaux, des solutions étalons ou des jus de filtration.

— du suivi d’expériences en continu (« experiment »), permettant 1’obtention de
spectres a intervalles de temps régulier. Cet intervalle de temps est nécessaire-
ment supérieur au temps d’acquisition.

— des modeles de concentration. Ceux-ci sont basés sur 1’acquisition des spectres
des solutions étalons et peuvent €tre ajoutés au suivi d’expériences afin de tra-
cer au cours du temps 1’évolution des concentrations en plusieurs especes du
systeme. Il faut pour cela définir la zone caractéristique de chaque spectre, en
termes de longueur d’onde, et le type d’intégration de chaque pic (par hauteur
de pic ou par surface). C’est ce qui fera I’objet de la partie suivante.

Le suivi en continu d’une réaction chimique est donc possible. Ceci trouve une
application aussi bien en discontinu, pour suivre la disparition d’un réactif au profit
de I’apparition d’un produit, qu’en continu, en s’assurant de la qualité constante d’un
produit si le spectre Raman obtenu reste inchangé.

4.3 Application a chaque espece chimique du procédé
4.3.1 Comparatif de toutes especes intervenant dans le procédé

Une espece chimique peut étre caractérisée et quantifiée par un pic du spectre
Raman a condition que l’intensité de ce pic soit suffisamment élevée et que sa
résolution soit correcte par rapport aux autres composés. La figure 2.33 regroupe
les spectres Raman de tous les constituants intervenant dans notre procédé. On peut
voir que chaque composé répond correctement, sans phénomene de fluorescence. Les
spectres paraissent néanmoins confus, car chaque composé possede plusieurs bandes
caractéristiques.

Des compromis ont dii parfois étre pris pour privilégier une meilleure séparation
a une intensité plus importante. Le tableau 2.4 regroupe les longueurs d’onde qui ont
été choisies pour chacune des especes, ainsi que les chevauchements de pics pouvant
exister entre ces especes, comme on peut le voir en annexe A sur les figures A.1 a
A.5. Ces valeurs correspondent aux bornes minimales et maximales d’intégration pour
chacun des pics. Le tableau 2.5 regroupe quant a lui les concentrations minimales et
maximales des solutions étalons préparées pour chaque constituant.

Le cas de I’anhydride acétique n’est pas étudié. En effet, cette espece réagit soit
pour donner de I’acétyl leucine selon 1’équation chimique de la figure 2.7, soit de
I’acide acétique par hydrolyse dans 1’eau (figure 2.10). Dans tous les cas, cette espece
n’est pas stable dans le milieu. Elle n’a donc jamais été en concentration suffisante
pour déterminer sa présence en Raman.

On notera également que les especes chlorure de sodium NaCl, hydroxyde de so-
dium NaOH et chlorure d’hydrogene HCIl ne sont pas répertoriées. En effet, pour
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F1G. 2.33: Superposition des spectres de tous les constituants de 1’étude obtenus en
Raman.

TAB. 2.4: Tableau de longueur d’onde pour I’observation de chaque constituant isolé-
ment au Raman.

Constituant Longueur d’onde  Longueur d’onde Interactions avec
minimale (cm™!) maximale (cm™!) d’autres constituants
Acétyl leucinate 1120 1135 Leucinate
Leucinate 1140 1150 Acétyl leucinate
Acétate 921 935 Leucinate et acétyl leucinate
Acide acétique 875 903 Acétyl leucine solide
Acétyl leucine solide 335 360 -

qu’une molécule soit active en Raman, il est nécessaire que ses liaisons chimiques
puissent entrer en vibration ou bouger les unes par rapport aux autres. Dans le cas des
composés précédemment cités, de telles types de liaisons n’existent pas car ces especes
sont totalement dissociées dans 1’eau. Elles ne peuvent donc pas étre actives en Raman.

A partir de ces données, pour la partie réaction, il est tout de méme possible d’isoler
des bandes caractéristiques du réactif (le leucinate de sodium) et des produits (I’acétyl
leucinate de sodium et I’acétate de sodium). Pour la partie précipitation, il est éga-
lement possible de suivre comme produits 1’acide acétique et 1’apparition de I’acétyl
leucine sous forme solide.

Chapitre 2
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TAB. 2.5: Tableau des concentrations des solutions étalons utilisées.

Constituant Concentration minimale Concentration maximale
(mol/L) (mol/L)
Acétyl leucinate 0.05 2
Leucinate 0.1 2
Acétate 0.05 4
Acide acétique 0.05 3
Acétyl leucine solide 0.05 1

4.3.2 Développement de courbes d’étalonnage de concentrations pour le suivi en
ligne

Des courbes d’étalonnage de concentrations ont été préparées pour chacune des
especes présentes dans le procédé et détectables en Raman. Les essais ont été réalisés
a partir de différentes solutions étalons, prises dans la gamme de concentration du pro-
cédé. Dans le cas de la leucine et de I’acétyl leucine, celles-ci sont obtenues en pesant
le réactif sous forme solide, puis en ajoutant une quantité équimolaire de soude. Ainsi,
toutes les molécules sont dosées par la soude, et il n’y a pas de risque de sursaturation.
Les étalons sont ensuite analysés par acquisition de spectres, avec la sonde intrusive, en
veillant a ce que la lumiere extérieure ne perturbe pas 1’acquisition. Ces essais ont été
réalisés a température ambiante, qui est une température proche de celle du procédé.
Des études complémentaires ont montré que la température avait peu d’influence sur
les intensités des pics observés en Raman, vis-a-vis des especes considérées et dans la
gamme de température étudiée.

En annexe A, les figures A.6 a A.10 montrent la gamme des solutions étalons, et
les spectrogrammes obtenus, pour chacune des especes étudiées. On peut notamment
y voir la concentration minimale nécessaire pour obtenir une détection en Raman pour
chacune des especes. Par ailleurs, on constate que plus la concentration en étalon aug-
mente, plus I’intensité du pic est grande. A partir de ces résultats, différents types d’in-
tégration sont possibles, selon que 1’on choisit la hauteur du pic ou sa surface. Le cas le
plus simple a été choisi et les intégrations de pics ont donc été réalisées par rapport a la
hauteur de ces derniers (voir I’annexe A). La hauteur est définie comme la différence
entre la valeur maximale de I’intensité du pic et la ligne de base. La ligne de base est
différente de la valeur nulle, car il existe constamment un bruit de fond résiduel en Ra-
man. On définit donc une ligne de base sur un spectrogramme comme la ligne séparant
les bornes d’intégration. Le choix de ces bornes d’intégration peut étre déterminant
pour I’obtention d’une courbe d’étalonnage fiable. Des étalonnages multi-constituants
plus complexes ont été réalisés dans le cadre de ce projet [Despenes, 2010], en consi-
dérant cette fois les aires des pics et non plus les hauteurs relatives de ces derniers.

Les courbes d’étalonnage obtenues (voir les figures A.11 a A.15 de I’annexe A)
sont des droites, ce qui valide la méthode utilisée en spectrométrie Raman et permettra
I’application de modeles permettant le suivi de concentration en continu.
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5 Conclusion

Ce chapitre a permis d’étudier en détails le procédé de production de I’acétyl-L-
leucine, tant sur le plan chimique, en décrivant toutes les réactions principales et se-
condaires, que sur le plan analytique.

Méme si ce procédé peut paraitre simple d’un point de vue chimique au premier
abord (aucune chimie « lourde » n’est employée), plusieurs réactions paralleles sont
a considérer, entrainant la formation de nombreux sous-produits (leucine, acide acé-
tique, chlorure de sodium). De nombreuses techniques analytiques sont alors néces-
saires pour caractériser le produit final en termes d’aspect (forme, taille, distribution
de taille) et de pureté (mise en évidence de la présence possible de chaque sous-produit
dans le produit final). Le développement d’une méthode de suivi en Raman permet de
suivre I’évolution des concentrations en réactifs au cours des réactions.

En tant que procédé modele, le choix de ce procédé simple est donc particuliere-
ment intéressant pour €tre développé et maitrisé en continu, en gardant comme objec-
tif de maitriser des procédés de production de principes actifs plus complexes par la
suite. Pour pouvoir continuer 1’étude, il faut maintenant réunir des données thermo-
dynamiques, telles que la solubilité, et cinétiques, en vue de maitriser le procédé de
précipitation. C’est I’objectif des chapitres suivants.

Chapitre 2






Détermination des solubilités de
I’acétyl-L-leucine

Comme nous ’avons vu en partie 1.1 du chapitre 1, la connaissance de 1’écart a
la solubilité, ou sursaturation, est déterminante dans la maitrise des phénomenes de
nucléation et de croissance des cristaux. De plus, a la fin de 1’étape de précipitation,
des étapes de filtration, puis de lavages de cristaux sont nécessaires pour les purifier.
Or, a chaque lavage une partie du produit est perdue par dissolution partielle, due a la
solubilité, dans les jus de filtration. Afin d’estimer les pertes de rendement dues a ces
étapes, la connaissance de la solubilité de I’acétyl-L-leucine dans 1’eau et en présence
des impuretés du procédé est indispensable. Ce chapitre sera donc consacré a 1’étude
de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine et des différents parametres pouvant 1I’influencer.

Les résultats de ce chapitre ont déja été publiés ([Estime et coll., 2009],
[Estime et coll., 2010b]).

1 Détermination expérimentale des solubilités

1.1 Produits utilisés

L’ensemble des expériences de détermination de solubilités de ce chapitre ont été
réalisées avec 1’énantiomere acétyl-L-leucine, issu du lot LP 130 fourni par les labora-
toires Pierre Fabre, d’une pureté chimique de 99.9 %.

Des tests préliminaires ont été effectués dans des solvants purs (éthanol, acétone,
acétate d’éthyle et heptane). Toutes les autres expériences ont été réalisées avec de
I’eau bidistillée comme solvant. Deux types de solutions ont été utilisées pour controler
le pH : des solutions aqueuses (AnalR Normapur) d’acide chlorhydrique (a partir de
HCI a 37 % massique), pour diminuer le pH, et des solutions d’hydroxyde de sodium
(a partir de NaOH a 30 % massique), pour I’augmenter.

Enfin, différentes impuretés ont été ajoutées en quantité connue aux différentes
solutions afin d’étudier leur influence sur la solubilité. Il s’agit des impuretés présentes
dans le procédé ou choisies a des fins de compréhension des mécanismes mis en jeu :
de I’acide acétique (Sigma Aldrich, pureté de 100 %) et plusieurs sels inorganiques
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(Sigma Aldrich, pureté de 99 %), tels que le chlorure de sodium (NaCl), le fluorure de
sodium (NaF), le perchlorate de sodium (NaClO,), le chlorure de lithium (LiCl) et le
chlorure d’ammonium (NH,4CI).

1.2 Protocole expérimental

Les solubilités de 1’acétyl-L-leucine dans les solvants purs ou impurs ont été déter-
minées sur la base d’une procédure classique décrite par Mullin [Mullin, 1993], sur une
plage de température variant de 5°C a 60°C. Les solutions aqueuses sont placées sur un
plateau agité mécaniquement, immergé dans un bain a température constante et régu-
lée a £+ 0.1°C. La méthode d’obtention de solutions saturées a été 1égerement modifiée
par rapport a la méthode classique, car aucune technique analytique suffisamment pré-
cise n’a été développée pour déterminer les faibles concentrations en acétyl leucine. La
solubilité a donc été déterminée en ajoutant de petites quantités, de masses connues,
de cristaux a un volume connu de solvant, jusqu’a ce que les cristaux ne puissent plus
se solubiliser, c’est-a-dire jusqu’a ce que le trouble persiste. Des quantités de 1’ordre
de 20 mg ont été ajoutées a chaque fois, en s’assurant qu’aucun ajout ne soit réalisé
tant que la solution est trouble. Lorsque le trouble est persistant et que la solubilité est
atteinte, les solutions sont maintenues sous agitation pendant 24 heures. Le pH de la
solution saturée a 1’équilibre est alors mesuré, a I’aide d’un pHmetre pHM210 (Ra-
diometer Analytical) équipé d’une électrode pHC300. Le pHmetre est préalablement
étalonné avec des solutions étalons a pH = 4 et pH =7 a température ambiante. La pré-
cision du pH est de = 0.01, mais la validité des valeurs est meilleure en milieu acide. A
partir de la masse de solvant ajoutée et du volume du solvant, on en déduit la solubilité
du produit dans les conditions opératoires données.

Les expériences ont été répétées 3 fois dans le but de mesurer la reproductibilité
des résultats qui est de 5 %.

1.3 Solubilité de I’acétyl-L-leucine dans différents solvants

Le tableau 3.1 répertorie les solubilités expérimentales obtenues pour différents
solvants purs. On constate que 1’acétyl-L-leucine a une solubilité non négligeable dans
I’eau (0.048 mol/L). Cette valeur relativement importante est une donnée majeure, car
elle impactera notamment sur le rendement de la précipitation. On remarque égale-
ment que la solubilité est encore plus grande dans les solvants polaires a courte chaine
carbonée (éthanol, acide acétique et acétone). On peut donc en déduire que 1’acétyl-
L-leucine a plus d’interactions avec les solvants polaires qu’avec 1’eau. Ceci est dii a
la présence des fonctions acide carboxylique et amide au sein de la molécule d’acétyl-
L-leucine. En effet, comme ces fonctions chimiques sont proches des fonctions des
solvants organiques considérés, la solubilité de la molécule en est augmentée, ce qui
est en accord avec la loi empirique de chimie organique : « Les semblables dissolvent
les semblables ». Le composé est par contre beaucoup moins soluble dans les solvants
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hydrophobes tels que I’acétate d’éthyle ou 1’heptane. L’acétyl-L-leucine a donc peu
d’interactions avec les chaines carbonées longues.

2 Influence du pH sur la solubilité de I’acétyl-L-leucine

2.1 Résultats expérimentaux

L’acétyl-L-leucine est un acide faible, dont le pK 4 vaut 3.7. Ainsi, si I’on crée une
solution saturée composée uniquement d’eau et d’acétyl-L-leucine, le pH a I’équilibre
est égal a 2.6, soit le pH d’une solution acide, et non d’une solution neutre. En effet,
il existe un équilibre acido-basique dans I’eau entre la forme organique acétyl leucine
(notée ALH) et la forme ionique base conjuguée (notée AL™). La molécule d’acétyl-
L-leucine se dissocie donc partiellement en présence d’eau, ce qui relargue des protons
H* dans le milieu, diminuant alors le pH.

Le pH expérimental de la solution saturée peut étre retrouvé par le calcul a partir
des seules données du pK 4 du couple et de la solubilité dans I’eau. En effet, il existe a
I’équilibre 4 especes chimiques en solution (ALH, AL~, H" et HO™), autres que 1’eau.
I1 faut donc résoudre un systeme composé de 4 équations et 4 inconnues. Les équations
a résoudre sont :

— L’équation acido-basique du couple AL~ / ALH, donnée par I’équation 3.1

— L’équilibre de la solubilité, notée S*, entre 1’espece organique et 1’espece disso-

ciée. En effet, la solubilité que I’on mesure expérimentalement correspond a la
somme des concentrations des 2 especes en solution (voir équation 3.2).
— L’équilibre autoprotonique de 1’eau (équation 3.3) entre les especes HT et HO™
— L’équilibre d’électroneutralité qu’il existe entre les especes ioniques dans 1’eau

(équation 3.4)

Ky = AHT-QALT o317 3.1)
QALH

S*=[AH] +[A7] 3.2)

TAB. 3.1: Solubilités expérimentales de I’acétyl-L-leucine dans différents solvants, a
20°C.

Solvant Volume (mL) Solubilité (en mol/L) Solubilité (en g/L)
Eau 100 0.048 8.28
Ethanol 50 0.700 121.51
Acide acétique 50 0.396 23.73
Acétone 50 0.097 16.89
Acétate d’éthyle 50 0.019 3.35

Heptane 50 0.002 0.31

Chapitre 3
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TAB. 3.2: Solubilités expérimentales et calculées, en mol/L, de 1’acétyl-L-leucine dans
I’eau en fonction du pH, a 20°C.

Solubilité (mol/L)
pH aI’équilibre Expérimentale Calculée Différence

1.22 0.045 0.045 0.000

2.60 0.048 0.049 -0.001

3.25 0.074 0.061 0.013

3.72 0.099 0.092 0.007

4.01 0.133 0.137 -0.004

4.24 0.176 0.201 -0.025

4.55 0.348 0.364 -0.016

4.93 0.642 0.809 -0.167

5.26 1.058 1.679 -0.621

5.39 1.441 2.249 -0.808

5.64 2.530 3.964 -1.434

5.79 3.587 5.581 -1.994
K, = ag+ago- = 1071 (3.3)
ag+ = Ggo- + aap- (34)

Ces équations sont exprimées en activités, mais on pourra faire en premiere ap-
proximation I’hypothese du modele idéal et supposer que le coefficient d’activité v est
égal a I'unité. La résolution de ce systeme sous Matlab a conduit a une valeur de pH =
2.64, ce qui est en accord avec la valeur expérimentale.

Le tableau 3.2 et la figure 3.1 donnent les valeurs de solubilités mesurées selon
le protocole défini précédemment pour des pH variant de 1 a 6 et une température de
20°C.

La solubilité de I’acétyl-L-leucine est tres clairement dépendante de la valeur du
pH. Ainsi, la solubilité de 1’acétyl-L-leucine a pH = 5.3 est plus de 20 fois supérieure a
celle dans I’eau pure (1.05mol/L au lieu de 0.048 mol/L). C’est donc bien la diminution
du pH qui génere la sursaturation, et donc la nucléation. Ce parametre est donc primor-
dial dans la maitrise du procédé de précipitation. On notera également que pour des pH
faibles (inférieurs a 3) la solubilité semble étre constante et former un palier. Si 1’on se
réfere toujours a 1’équation 3.1, on sait que pour pH < pK4 la forme majoritaire est
la forme organique ALH, possédant une solubilité faible dans 1’eau et indépendante du
pH. En revanche, lorsque pH > pK 4, la forme majoritaire est la forme ionique base
conjuguée AL™. Comme I’eau solubilise beaucoup mieux les ions que les especes or-
ganiques, la solubilité de la forme ionique seule est tres élevée. C’est donc bien la



2 Influence du pH sur la solubilité de 1’acétyl-L-leucine
2.2 Modele d’évolution de la solubilité en fonction du pH

81

4.0 -

35 - t

=30 -

s

€25 ¢

5

5 20

=15 3

E .

S 1.0 -

05 - L

0.0 -+ ‘ PR T ‘ ‘
1 2 3 4 5 6

pH

F1G. 3.1: Solubilité expérimentale de I’acétyl-L-leucine dans I’eau en fonction du pH,
a20°C.

concentration de cette forme, proportionnelle au pH, qui explique 1’augmentation de la
solubilité avec le pH. Les mémes types d’évolution de solubilité pour d’autres acides
faibles ont été observés par Streng ([Streng et coll., 1984], [Streng, 1999]).

A partir de ces résultats, un modele d’évolution de la solubilité en fonction du pH
a été proposé.

2.2 Modele d’évolution de la solubilité en fonction du pH

D’apres I’équation 3.2, on sait que la solubilité correspond a la somme des concen-
trations de la forme organique et de la forme ionique. Or, il a ét€ précédemment défini
que la solubilité de la forme organique est indépendante du pH. Elle correspond donc
au minimum de solubilité possible de cette molécule. On la notera S§ et on la suppo-
sera constante pour toute valeur de pH. Expérimentalement, on détermine que S§ est
égale a 0.045 mol/L.

En combinant les équations 3.1 et 3.2, et en supposant le cas idéal (y =1 ), on
obtient I’équation 3.5, utilisé par Myerson [Myerson, 2002], pour laquelle I’expression
de la solubilit¢ S* dépend de S§, du pH et du pK,. La figure 3.2 permet alors de
comparer les points expérimentaux et la courbe de solubilité obtenue par ce modele.
Les résultats de ce modele et les écarts avec les valeurs expérimentales sont également

Chapitre 3
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donnés dans le tableau 3.2.

Ka

A+

S* =S, (1 + ) =S5 (14 K4.1001)) = Sy (1 + 10®H—PE2) - (3.5)

+ Points expérimentaux .
— Modele

Solubilité (en mol/L)
(8]

F1G. 3.2: Comparaison de la solubilité expérimentale de 1’acétyl-L-leucine dans I’eau
en fonction du pH, avec celle calculée a 1’aide de 1’équation 3.5.

On remarquera une bonne corrélation entre le modele et les résultats expérimentaux
pour des valeurs de pH inférieur a 5. Au dela, la solubilité calculée par le modele est
plus grande que les solubilités déterminées expérimentalement. Il est possible que 1’on
atteigne alors les limites du cas 1déal. Néanmoins, le modele simple que 1’on propose
donne de bons résultats par rapport a la précision nécessaire pour piloter le procédé.

A partir de 1’exploitation de 1’évolution de la solubilité en fonction du pH, il est
également possible de retrouver expérimentalement la valeur du pK 4. En effet, a partir
de I’équation 3.5, on peut €crire le logarithme de la solubilité en fonction du pH (équa-
tion 3.6). Ainsi, pour pH < pK 4, I’équation 3.6 se simplifie en donnant I’équation 3.7,
alors que pour pH > pK 4, I’équation 3.6 se simplifie en donnant 1’équation 3.8.

log(S*) = log(Sy) + log (1 4 10°"-PK4) (3.6)

Pour pH < pK, , log(S™) = log(S;) 3.7)
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3.1 A pH constant

Pour pH > pK, , log(S™) = pH - pK, + log(S;) (3.8)

Ces équations sont des fonctions du logarithme de la solubilité en fonction du pH.
Deux droites peuvent donc étre tracées, comme on le montre a la figure 3.3. Or lors-
qu’on résout le systeme formé par les équations 3.7 et 3.8, les droites se coupent ana-
lytiquement pour une valeur de pH égale au pK 4. Ainsi, le tracer des droites obtenues
expérimentalement sur la figure 3.3 est une méthode [Avdeef, 2007] permettant de dé-
terminer la valeur du pK4 a partir des seules données de la solubilité en fonction du
pH. Expérimentalement, la valeur du pK,4 trouvée est de 3.55, au lieu de 3.7, ce qui
reste une valeur proche.
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FIG. 3.3: Evolution du logarithme de la solubilité en acétyl leucine en fonction du pH.

3 Influence de la température sur la solubilité de
I’acétyl-L-leucine dans I’eau

3.1 A pH constant

La température est un parametre couramment utilisé pour contrdler les procédés de
cristallisation. Ceci est dii a I’influence, parfois forte, de la température sur la solubilité
d’un composé. Dans le cas de 1’acétyl-L-leucine, afin de déterminer 1’'impact de la
température sur sa solubilité, des expériences ont été réalisées a pH constant, donc
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sans ajout d’acide chlorhydrique ou d’hydroxyde de sodium. On observe alors que les
valeurs du pH a I’équilibre lors de ces expériences varient de 2.3 a 2.7. Or, comme il
a été expliqué dans la partie précédente, pour cette gamme de pH, la solubilité n’est
que peu dépendante du pH. On considerera donc ce parametre comme constant dans
cette partie de 1’étude. D’apres le modele établi précédemment, la solubilité que 1’on
mesure dans cette gamme de pH est proche de la solubilité intrinseque Sg.

Les résultats de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine en fonction des différentes tem-
pératures sont reportés sur la figure 3.4 et dans le tableau 3.3. Dans ce méme tableau,
on peut également trouver les valeurs des pH a I’équilibre pour chacune des solutions
saturées.

0.10 ~
0.09 A .
0.08 A
0.07 A
0.06 -
0.05 A

004 1

Solubilité (mol/L)

0.03 A
0.02

0.01

0.00

0 10 20 30 40 50 60
Température (°C)

FIG. 3.4: Evolution de la solubilité en acétyl leucine en fonction de la température, a
pH constant.

La solubilité de I’acétyl-L-leucine augmente donc avec la température. Ces résul-
tats sont en accord avec la plupart des données thermodynamiques disponibles pour
les acides faibles organiques [Mota et coll., 2009]. Cependant, les valeurs de solubili-
tés augmentent assez faiblement. La solubilité n’est que doublée entre une température
de 10°C et une température de 60°C, a la différence de beaucoup d’autres produits
organiques [Granberg, 2000]. 11 semble donc peu judicieux d’utiliser la différence de
température comme force motrice de la cristallisation, car la sursaturation générée est
faible, d’ou un rendement faible également.
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3.2 Modele d’évolution de la solubilité en fonction de la température

TAB. 3.3: Solubilité de I’acétyl-L-leucine en fonction de la température.
Température (en °C) Solubilité (mol/L) pH

5 0.0384 2.75
10 0.0444 277
20 0.0477 2.61
30 0.0517 2.46
40 0.0663 2.35
50 0.0749 2.32
60 0.0890 2.25

3.2 Modele d’évolution de la solubilité en fonction de la température

Supposons que le solide étudié ne présente pas de transition de phase solide
(comme une transition vitreuse ou du polymorphisme) et que la différence de capacité
calorifique AC), entre les phases solide et liquide est constante dans la gamme de
température considérée. En négligeant également I’effet de la pression, la solubilité
de I’acétyl-L-leucine, notée S™*, peut étre calculée par I’équation 3.9, issue de I’égalité
des potentiels chimiques entre la solution et le solide a I’équilibre et qui relie les
activités du soluté « s » selon leur état de référence.

ait\  AHp, (11 AC, [T T
In (&) = 22 fus [ 2 _ 2V | 2fus g (2fws ) g _
(i) =27 (o) - R [T () oo

Avec :

— AHy, : I'enthalpie de fusion

— T : la température absolue (en K)

— Ty, - la température de fusion du compos€ (en K)

— AC, : la différence de capacité calorifique entre les phases solide et liquide
— R :la constante des gaz parfaits (8.314 J/K.mol)

En introduisant un modele en coefficient d’activité, I’expression 3.9 devient I’équa-
tion 3.10, pour laquelle x; est la fraction molaire en soluté et v, est le coefficient d’ac-
tivité du soluté. Etant donné le manque de données thermodynamiques sur 1’ acétyl-
L-leucine et dans le but de simplifier I’expression précédente, on utilisera deux hy-
potheses. La premiere consiste a supposer le cas du modele idéal, c’est-a-dire que le
coefficient d’activité est égal a 1. D autre part, on supposera que la différence de ca-
pacités calorifiques AC), est négligeable. On aboutit ainsi a I’équation 3.11. On peut
alors linéariser I’expression en exprimant le logarithme népérien de la fraction molaire
en fonction de I'inverse de la température, comme illustré en figure 3.5. La pente de
cette droite donne alors une valeur de 1’enthalpie de fusion : AH ;.= 11.28 kJ/mol.
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Expérimentalement, la valeur de I’enthalpie de fusion déterminée en DSC est de
31.4 kJ/mol. Cette valeur est tres différente de celle obtenue par le calcul précédent.
Une explication de cet écart sera donnée au chapitre 4.

. ]_ AHfUS 1 1 ACp Tfus Tfus

AHyps (1 1
Ty = €TP {— Rf (T — T )] (3.11)

717 y=-1356.5x - 2.4132 .
72 R*=0.9626 -

-74 T T T T T T T 1

0.0029 0.0030 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036 0.0037
1/T (K-1)

FIG. 3.5: Evolution du logarithme de la fraction molaire en acétyl leucine en fonction
de la température.

Afin de s’assurer que la température n’avait qu’une faible influence sur la solubilité,
des expériences complémentaires ont été menées pour plusieurs températures et en
faisant varier le pH initial, ¢’est-a-dire en ajoutant initialement de 1’acide chlorhydrique
ou de I’hydroxyde de sodium. Les résultats sont reportés sur la figure 3.6.

On retrouve effectivement que plus la température est élevée, plus la solubilité aug-
mente. Cependant, la forme des courbes est tres similaire et on observe principalement
une translation de celles-ci pour des températures croissantes. Cette augmentation est
toutefois faible en comparaison de I’impact du pH. On démontre ici que le pH est un
facteur beaucoup plus influant que la température sur la solubilité. Ces données sont
particulierement intéressantes dans 1’optique du contrdle du procédé de cristallisation.
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4.1 Solubilité de I’acétyl-L-leucine en présence d’acide acétique

En effet, a la fin de I’étape de précipitation, les cristaux sont séparés de la suspension
par filtration, puis lavés pour éliminer les impuretés issues de co-précipitation. Si la
solubilité n’est que peu influencée par la température, les pertes par dissolution de pro-
duit dans les jus de filtration ne seront que peu influencée également par la température
du solvant de lavage.
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0.8
)
3
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2 0.6 ~«T=20°C
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0.4
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FIG. 3.6: Evolution de la solubilité de 1’acétyl leucine en fonction du pH pour diffé-
rentes températures.

4 Influence de la présence d’impuretés sur la solubilité de
I’acétyl-L-leucine
Comme cela a été souligné dans le chapitre 2, parallelement a la précipitation prin-
cipale, des co-précipitations interviennent, générant des sous-produits qu’il faut en-
suite éliminer. Les deux sous-produits principaux sont I’acide acétique et le chlorure

de sodium. L’influence de la présence d’acide acétique et de chlorure de sodium sur la
solubilité a donc été testée dans le cadre de cette étude.

4.1 Solubilité de I’acétyl-L-leucine en présence d’acide acétique
4.1.1 Pour des concentrations en acide acétique faibles

Pour une température de 20°C, différentes expériences ont été réalisées pour des
concentrations en acide acétique variant de 0 a 1.25 mol/L (soit une fraction molaire
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en acide acétique inférieure a 3.5 %), ce qui correspond a la gamme de concentration
en acide acétique intervenant dans le procédé. Le pH variant alors de 2.0 a 2.4, on
considere que la solubilité est indépendante de la valeur du pH.

La figure 3.7 représente I’évolution de la solubilité en fonction de la concentration
en acide acétique, pour cette gamme de concentration. On remarque une 1égere aug-
mentation de la solubilité avec la concentration en acide acétique. Cependant, 1’aug-
mentation de solubilité reste faible et les variations sont du méme ordre de grandeur
que I’incertitude sur la mesure (~ 5%). L’ impact de la présence d’acide acétique sur la
solubilité est donc moins significatif que I’impact du pH ou de la température, dans la
gamme de concentration du procédé.

0.060
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)

3

£

2 0.050

% y = 0.0068x + 0.0485

3 ? R*=0.9495

/5]
0.045 |
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Concentration d'acide acétique ( en mol/L)

FIG. 3.7: Evolution de la solubilité en acétyl-L-leucine dans 1’eau pour des concentra-
tions faibles en acide acétique.

4.1.2 Pour des concentrations en acide acétique fortes

Le tableau 3.1 indique que la solubilité de 1’acétyl-L-leucine dans ’acide acé-
tique pur est de 0.396 mol/L. Celle-ci est donc huit fois supérieure a celle dans 1’eau.
Ce comportement peut étre expliqué par I’existence d’une affinité chimique particu-
liere entre 1’acide acétique et 1’acétyl-L-leucine, car ces deux especes sont des acides
faibles et possedent une fonction acide carboxylique. Ceci explique que 1’acide acé-
tique, mé€me s’il n’est pas le solvant du procédé, solubilise mieux I’acétyl-L-leucine
que I’eau.

Une autre série d’expériences a €té réalisée a une température de 20°C pour des
concentrations élevées d’acide acétique dans 1’eau. Etant donné la forte présence
d’acide acétique, le pH des solutions saturées ne dépassaient pas une valeur de 2
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4.1 Solubilité de I’acétyl-L-leucine en présence d’acide acétique

pour ces expériences. Le pH n’influence donc pas les valeurs expérimentales des
solubilités obtenues. La figure 3.8 regroupe les résultats des solubilités pour chacune
des solutions saturées préparées. Ces derniers sont exprimés en fraction molaire
d’acétyl-L-leucine en fonction de la fraction molaire en acide acétique, et non plus en
concentrations.
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FIG. 3.8: Evolution de la solubilité de I’acétyl-L-leucine dans des mélanges d’eau et
d’acide acétique, en fonction de la fraction molaire en acide acétique.

On constate un comportement non idéal de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine dans
le binaire « Eau / Acide acétique ». En effet, sur la figure 3.8, une droite a été tracée
entre les solubilité obtenues dans I’eau pure et dans 1’acide acétique pur. Par analogie
avec la loi de Raoult, c’est cette droite que 1’on obtiendrait dans le cas d’un mélange
idéal des solvants. On remarque que les données passent sous cette droite pour des
fractions molaires en acide acétique inférieures a 10 %, puis passent au-dessus de cette
droite pour des fractions molaires plus grandes. Un maximum de solubilité est obtenu
pour une fraction molaire de 80 % en acide acétique, correspondant a une solubilité
environ 12 fois supérieure a celle dans 1’eau pure et plus grande que celle dans 1’acide
acétique pur. Cette tendance montre qu'une augmentation du taux d’acide acétique
dans le procédé engendre un risque de pertes plus grandes de produit par dissolution
dans le jus-mere de filtration.

Afin d’expliquer le maximum de solubilité observé sur la figure 3.8, nous 1’avons
comparé au comportement du binaire « Eau / Acide acétique », en termes d’enthalpie
du mélange. L’enthalpie de mélange du binaire, exprimée en fonction de la fraction
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molaire en acide acétique, est reportée sur la figure 3.9 pour une température de 20°C
(données issues de la Déchéma [Christensen et coll., 1984]). L’évolution de la solubi-
lité est superposée sur cette méme figure afin de pouvoir comparer les deux courbes.
L’enthalpie de mélange du binaire est négative pour une fraction molaire en acide acé-
tique inférieure a 10 %. Au-dela, I’enthalpie de mélange est positive et atteint un maxi-
mum a 357 J/mol pour une fraction molaire en acide acétique de 70 %. Les formes
générales des courbes de la figure 3.9 sont donc similaires. Un simple décalage existe,
celui-ci étant dii a la présence du soluté acétyl-L-leucine. Un maximum d’enthalpie de
mélange indique un état d’arrangement des molécules au sein du binaire plus désor-
ganisé que dans chacun des solvants purs. Les molécules de solvant ont donc moins
d’interactions entre elles, et sont donc plus disponibles et susceptibles de pouvoir inter-
agir avec un soluté. La solubilité de ce dernier dans le milieu est alors augmentée. Un
minimum d’enthalpie de mélange traduit le cas contraire, c’est-a-dire une meilleure
organisation des molécules d’eau et d’acide acétique, et donc une solubilité moins
grande.

Le comportement spécifique du mélange de solvants Eau / Acide acétique explique
donc T’allure de la courbe de solubilité de 1’acétyl-L-leucine dans ce mélange. Des
études similaires de solubilité ont ét€ menées sur d’autres molécules organiques, telles
que le kétoprofene avec des mélanges de solvants Eau / Acétone [Espitalier, 1994] ou
I’eflucimibe avec des mélanges d’heptane et d’éthanol [Teychené et coll., 2006], qui
conduisent a des comportements identiques. Des impuretés, telles que des especes io-
niques, peuvent également influencer la solubilité de I’acétyl-L-leucine et sont étudiées
dans le paragraphe suivant.

4.2 Solubilité de I’acétyl-L-leucine en présence de sels

Le chlorure de sodium (NaCl) est un sous-produit de la réaction de précipitation
entre I’acide chlorhydrique HCl et I’acétyl-L-leucinate de sodium. Le sodium provient
initialement de I'introduction de soude NaOH dans le procédé pour dissoudre la L-
leucine, a hauteur de 2.7 équivalents. L’espece NaCl est donc fortement présente en fin
de précipitation. Sa solubilité dans I’eau est tres grande (360 g/L pour une température
de 20°C). N atteignant pas de telles concentrations dans le procédé, il ne pourra pas
co-cristalliser en suspension avec le produit principal. Néanmoins, il sera présent sous
formes dissociée en tant qu’ions Na™ et ClI~ qui interagissent avec le solvant. Ce sont
ces interactions qui seront étudiées dans cette partie. Pour mieux comprendre les effets
des ions sur la solubilité, au-dela du chlorure de sodium, d’autres sels seront également
étudiés.

4.2.1 Solubilité en présence de chlorure de sodium

4.2.1.1 A pH constant
L’espece NaCl ne possédant pas de propriété acido-basique, sa présence n’influe
pas sur le pH. Ainsi, lors de ces expériences, le pH variaient de 2.4 a 2.6. L’impact du
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F1G. 3.9: Comparaison des courbes donnant I’évolution de I’enthalpie de mélange du
binaire Eau - Acide acétique et la solubilité de 1’acétyl-L-leucine dans ce mélange, a
20°C.

pH est donc négligé dans ce paragraphe. Une série d’expériences de détermination de
solubilité a donc été réalisée pour une gamme de concentration en NaCl allant de 0 a
3.5 mol/L. Cette gamme de concentrations correspond a celle que I’on retrouve dans le
procédé. Les résultats, indiquant la solubilité en fonction de la concentration en NaCl,
sont reportés dans le tableau 3.4 et sur la figure 3.10.

On remarquera que plus la concentration en NaCl est forte, plus la solubilité en
acétyl-L-leucine est faible. Celle-ci est divisée par trois pour une concentration de 2.74
mol/L. de NaCl. On obtient donc un résultat contraire a celui de la présence d’acide
acétique. L'impact de la présence de NaCl est donc non négligeable, méme pour une
faible concentration en sel. Sur la figure 3.10, on voit également que la diminution de
solubilité en présence de NaCl est obtenue méme pour I’ajout d’une faible quantité de
sel. En revanche, pour une concentration en NaCl supérieure a 2.5 mol/L, un palier de
solubilité semble étre observé. La solubilité diminue alors beaucoup moins lorsque la
proportion en sel augmente. L’interaction entre 1’eau, jouant ici le role de solvant, et
I’espece NaCl semble donc avoir atteint sa limite. Ce comportement peut s’interpréter
en terme de solvatation des ions par les molécules d’eau. En effet, les ions sont forte-
ment solubilisés par I’eau et ont tendance a générer un volume de solvatation autour
d’eux. L’effet est d’accaparer autour d’eux des molécules d’eau. Ces dernieres deve-
nant moins disponibles pour solubiliser le soluté. Sa solubilité diminue donc, ce qui
est observé expérimentalement. A partir d’une concentration de 2.5 mol/L en NaCl, le
milieu est tellement enrichi en ions que 1’intégralité des molécules d’eau de 1’échan-
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TAB. 3.4: Solubilité de 1’acétyl-L-leucine en fonction de la concentration en NaCl, a
20°C.

Concentration en NaCl (mol/L) Solubilité (mol/L) pH

0.00 0.0477 2.60
0.68 0.0359 2.57
0.86 0.0326 2.53
0.98 0.0321 2.50
1.37 0.0273 2.48
1.95 0.0212 244
2.74 0.0153 242
3.42 0.0133 2.40

tillon s’est réorganisée autour des ions ajoutés, si bien que la solubilité ne peut plus
diminuer. Elle a atteint un palier minimal.

4.2.1.2  En fonction du pH

Les expériences précédentes ont été réalisées a pH constant. Or celui-ci a un fort
impact sur la solubilité. Il est donc intéressant de mener des expériences sur I’influence
de la présence de NaCl dans I’eau en fonction du pH de la solution.

Pour cela, une quantité identique de NaCl est introduite dans différents erlen-
meyers, de telle sorte qu’une concentration constante en NaCl de 2 mol/L soit obtenue.
On ajoute différentes quantités d’hydroxyde de sodium dans chacun des échantillons,
pour faire varier le pH initial, puis on complete avec de ’eau. On détermine alors la
solubilité de cristaux d’acétyl-L-leucine dans chacun des échantillons.

Les résultats sont reportés sur la figure 3.11. On peut notamment voir que 1’ef-
fet du pH reste toujours notable et prédominant devant celui de la teneur en NaCl.
Néanmoins, I'intégralité de la courbe de solubilité obtenue en présence de NaCl est
translatée vers une solubilité plus faible. C’est en fait la valeur de la solubilité intrin-
seque S, telle qu’on I’a défini par I’équation 3.5, qui est diminuée. Ainsi, au lieu de
fixer une valeur de S§j de 0.045 mol/L, pour une concentration en NaCl de 2 mol/L, S
sera égale a 0.027 mol/L. Le graphique 3.11 montre que cette valeur du modele est en
accord avec les résultats expérimentaux. Seule la correction du terme S suffit a valider
le modele établi.

11 est intéressant de comprendre ce comportement et d’expliquer la diminution de
la valeur de Sjj. C’est I’objet des expériences qui suivent.

4.2.2 Effets d’hydratation des sels sur la solubilité

Nous savons qu’en solution aqueuse les ions sont entourés d’une sphere d’hydrata-
tion, composée de molécules d’eau. Or ces dernieres s’organisent différemment selon
I’ion avec lequel elles sont liées. 1l fallait donc savoir qui de Na™ ou de CI~ est res-
ponsable de la diminution de solubilité d’acétyl-L-leucine observée dans une solution
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FIG. 3.10: Evolution de la solubilité en acétyl leucine en fonction de la concentration
en chlorure de sodium, A T = 20°C et pH compris entre 2.4 et 2.6.
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FIG. 3.11: Evolution de la solubilité en acétyl leucine en fonction du pH, en absence
ou en présence de NaCl.
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TAB. 3.5: Echelle d’Hofmeister d’hydratation des ions.
Fortement hydraté Faiblement hydraté
Anions: SO} > HPO; > F > Cl > I > NO;> ClO;
Cations : Mg?t>  Ca?’*> Lit> Na'> K'> Cs™> NHf
Effet cosmotrope Effet chaotrope

aqueuse de chlorure de sodium. Pour cela, des expériences complémentaires ont été
réalisées.

Les sels utilisés pour cette étude sont monovalents et disposent d’un ion en com-
mun avec NaCl, donc soit Na™, soit Cl1~. Le contre-ion restant est choisi en se fondant
sur I’échelle d’hydratation d’Hofmeister, selon laquelle les ions sont classés selon leur
pouvoir d’hydratation. Cette échelle est donnée dans le tableau 3.5. Un ion fortement
hydraté attire autour de lui beaucoup de molécules d’eau qui s’organise spatialement,
afin de solvater le mieux possible cet ion. Ces molécules d’eau sont donc moins dis-
ponibles pour solubiliser le soluté. Ces especes ioniques sont souvent utilisées pour
réaliser des cristallisations par salting-out [Leontidis, 2002], car ce sont des ions qui
génerent une sphere d’hydratation au sein de laquelle les molécules d’eau sont beau-
coup plus ordonnées. Cet effet est connu sous le nom d’effet cosmotrope, car il est gé-
nérateur d’ordre. Au contraire, en présence d’autres types d’ions, les molécules d’eau
peuvent avoir tendance a €tre plus désorganisées qu’elles ne le seraient dans de I’eau
pure, sans ions. Les ions sont peu hydratés. Ceci correspond a I’effet chaotrope, car
générateur de désordre. Les molécules d’eau sont alors plus disponibles pour solubili-
ser le soluté. L’échelle d’Hofmeister présente généralement une inversion de ces effets
autour de I’anion C1~ et du cation Na*t [Lopez-Leon et coll., 2003].

Afin de tester I'influence de 1’anion Cl—, on fixe le cation Na™ et on choisit les
anions fluorure F~ et perchlorate C10; . De méme, afin de tester I’influence du anion
Na™, on fixe ’anion C1~ et on choisit les anions lithium Li* et ammonium NHZ.

Des expériences de solubilité ont donc été réalisées avec du fluorure de sodium
NaF, du perchlorate de sodium NaClOy4, du chlorure de lithium LiCl et du chlo-
rure d’ammonium NH4Cl. Dans le but de comparer les résultats a force ionique
I constante, une concentration identique en sels est utilisée pour chacune de ces
expériences. L’équation 3.12 montre que la force ionique peut directement €tre liée a
la concentration en sel ajouté.

1
I= 5 Z Cion
1
=3 ( ([H+] + [NaTou cation]) + ([HO_] + [AL7] 4 [Cl ou anion]) )
= ([H"] + [Na®ou cation]) , par application de I’électroneutralité

~ [Na'ou cation] , car [sels] > [H'] (3.12)
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Pour fixer la concentration d’étude, il est nécessaire qu’elle soit inférieure a la
solubilité de chacun des sels dans 1’eau. Le fluorure de sodium ayant la solubilité la
plus faible (1 mol/L), la concentration choisie pour cette étude est de 0.86 mol/L pour
chacun des sels. le pH de chacune des solutions saturées est également mesuré afin
de déterminer son possible effet sur la solubilité. Les résultats sont reportés dans le
tableau 3.6 pour I’effet du cation et dans le tableau 3.7 pour I’effet de 1’anion.

Le changement de cation semble n’avoir que peu d’influence sur la solubilité, car
les valeurs de cette derniere sont peu modifiées (entre 0.033 et 0.037 mol/L).

TAB. 3.6: Effet du cation sur la solubilité de I’acétyl-L-leucine.

Sel Pasdesel LiCl NaCl NH,Cl
Solubilité (mol/L)  0.0477  0.034 0.033 0.037
pH 2.61 248  2.39 2.55

En revanche, le changement de cation est beaucoup plus significatif. La solubilité
en présence de NaClO est beaucoup plus forte qu’en présence de NaCl. En présence
de NakF, la solubilité semble étre plus grande également, mais le pH a parallelement
beaucoup augmenté, passant de 2.4 a 6.17. Cette augmentation de pH est due a la
dissolution partielle de NaF dans 1’eau. Pour une telle valeur de pH, la solubilité de
I’acétyl-L-leucine dans I’eau, en absence de sels, devrait étre de 4.5 mol/L. Or, en
présence de NaF, la solubilité n’est que de 0.051 mol/L. En tant qu’ion cosmotrope, le
cation fluorure F~ a énormément diminué la solubilité du soluté. C’est donc le role de
’anion qui a été ici mis en évidence pour expliquer la diminution de solubilité observée
dans le cas de NaCl.

TAB. 3.7: Effet de I’anion sur la solubilité de I’acétyl-L-leucine.

Sel Pasdesel NaF NaCl NaClO4
Solubilité (mol/L)  0.0477  0.051 0.033 0.041
pH 2.61 6.17 2.39 2.63

5 Conclusion

Ce chapitre s’est focalisé sur I’étude des parametres pouvant influencer la solubilité
de I’acétyl-L-leucine. En tant qu’acide faible, il a été€ prouvé que le pH est le parametre
le plus influant. Un modele a ainsi pu étre construit pour représenter cette évolution. La
température est apparue comme un parametre beaucoup moins influant, mais a permis
de déterminer 1’enthalpie de fusion de 1’acétyl-L-leucine. Enfin, I’impact des impuretés
du procédé sur la solubilité a été caractérisé, aussi bien pour I’acide acétique que pour
le chlorure de sodium. Dans le cas du sel, la diminution de solubilité a été expliquée
par I’effet d’hydratation dii a la présence d’un anion cosmotrope.

Chapitre 3
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Toutes ces données permettent maintenant de pouvoir mieux maitriser les étapes
du procédés, telles que la précipitation, et de mieux estimer les pertes de rendement
par solubilité dans les jus de filtration.



Détermination des diagrammes de
phases des mélanges de racémique
de I’acétyl leucine

Le chapitre précédent a traité des solubilités de 1’acétyl-L-leucine dans différents
solvants et de I’influence d’impuretés présentes dans le procédé. Toutefois, comme
cela a été précisé au chapitre 2, il existe deux €nantiomeres de 1’acétyl leucine, notés
L et D. Il est donc essentiel de connaitre le comportement de ce mélange en fonction
de la température d’une part, ainsi que les solubilités des mélanges d’énantiomeres
dans I’eau d’autre part. C’est I’objet de ce chapitre dont les résultats ont été publiés (
[Estime et coll., 2010d] , [Estime et coll., 2010c] ).

1 Introduction

L’acétyl-L-leucine est un énantiomere pur. Pourtant, dans le médicament final, cette
molécule est présente sous la forme d’un mélange racémique des deux énantiomeres,
c’est-a-dire un mélange équimolaire d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine, comme
le montre la figure 4.1.

OH

HNY
0
Acétyl-L-leucine Acétyl-D-leucine

FIG. 4.1: Représentation des molécules d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine.

Dans le chapitre 2, nous avons détaillé le procédé de production de 1’acétyl-L-
leucine en partant de L-leucine. En effet, cet acide aminé existe naturellement sous la
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forme d’énantiomere pur. Ainsi, la D-leucine pure est un réactif beaucoup plus cher
que la L-leucine, si bien qu’il est préférable de travailler a partir de la L-leucine. Or,
les étapes d’acétylation et de précipitation ne modifient pas le caractere énantiomé-
rique des molécules. Il faut donc, a un moment du procédé, mettre en ceuvre une
étape au cours de laquelle un énantiomere pur se transforme en un mélange, si pos-
sible racémique c’est-a-dire équimolaire, des deux énantiomeres correspondants. Cette
étape est appelée racémisation. Bien souvent dans I’industrie pharmaceutique ou agro-
alimentaire, c’est 1’opération inverse qui est voulue, c’est-a-dire celle permettant de
passer d’un mélange racémique a un énantiomere pur, car dans de nombreux cas seul
un énantiomere possede les propriétés thérapeutiques ou organoleptiques voulues.

La racémisation peut intervenir a deux moments du procédé, générant deux voies

possibles, comme le montre la figure 4.2 :

— Voie 1 : Laracémisation se fait au tout début du procédé, a partir de la L-leucine,
pour obtenir un mélange de L-leucine et de D-leucine, que 1’on nommera DL-
leucine. Ce processus nécessite de nombreuses étapes opératoires et de nom-
breux réactifs chimiques.

— Voie 2 : Laracémisation s’effectue apres 1’étape d’acétylation. Des travaux réali-
sés par Vigneaud [Vigneaud et Meyer, 1932] ont montré qu’un ajout supplémen-
taire d’anhydride acétique, aprés que 1’acétylation ait eu lieu, permet en milieu
acide d’assurer la racémisation du composé. La réaction chimique concernée est
donnée en figure 4.3.

. L-leucine .
Voie 1 | Voie 2

I * Racémisation i | Solubilisation * I

! | ! I

| | DL-leucine | I L-leucinate !

| |

| | | !
| |

I iSolubilisaLion I I Acétylation i I

| |

| ' | !

| . ' I Acétyl- '

| \DL- leucinate } l CEt.y I

| | | L-leucinate | |

| | Acétylation I I Racémisation| I

e —— ] ¥ ————— i

Acétyl-

DL-leucinate
l Précipitation

Acétyl-
DL-leucine

F1G. 4.2: Bilan des deux voies de synthese d’acétyl-DL-leucine.
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0 o)
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o Na® /lk )KJr H/O\H O Na® 4 Z/lk
e © o e OH

o o

Acétyl-L-leucinate de sodium Anhydride acétique Eau Acétyl-DL-leucinate de sodium Acide acétique

FIG. 4.3: Equation chimique de la racémisation de 1’ Acétyl-L-leucine par ’action d’un
exces d’anhydride acétique.

Quelle que soit la voie du procédé choisie, 1’étape de précipitation demeure
inchangée. Le réactif de départ de cette étape est un mélange d’acétyl-L-leucinate de
sodium et d’acétyl-D-leucinate de sodium, que I’on nommera acétyl-DL-leucinate
de sodium. Ce sont ces molécules qui précipiteront pour donner un mélange
d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine. D’un point de vue du procédé, si a partir
de ce mélange d’énantiomeres on souhaite isoler un énantiomere pur, une voie
classique et économique est la séparation par cristallisation énantiosélective, telle que
I’avait réalisée Hongo [Hongo et coll., 1981] sur 1’acétyl-L-leucine. D’autres travaux
[Huffman et Ingersoll, 1951] ont également ét€¢ menés sur la cristallisation de ces
composés par évaporation de solvant.

Dans I’optique de la maitrise de ce procédé, il faut donc savoir comment ces mo-
lécules vont cristalliser. Ces molécules peuvent par exemple cristalliser séparément ou
dans un méme cristal, auquel cas leur séparation serait impossible. Ce chapitre vise a
caractériser le comportement de cristallisation de I’acétyl-DL-leucine par le biais de la
détermination des diagrammes de phase du mélange racémique.

2 Mode de cristallisation de racémique

Trois comportements, ou modes, de cristallisation de racémique peuvent tre ren-
contrés [Collet et coll., 2006], car trois différentes familles de cristaux peuvent étre
formés, tels que le résume la figure 4.4 :

— Le conglomérat est un mélange physique composé des cristaux purs des deux
énantiomeres. Au sein du cristal, les molécules ont plus d’affinités avec le méme
énantiomere qu’avec I’énantiomere opposé, si bien que les énantiomeres cristal-
lisent séparément. Seulement 5 a 10 % des mélanges racémiques appartiennent
au groupe des conglomérats [Lorenz, 2006].

— Le racémique vrai est formé d’une unique phase cristalline dans laquelle les
énantiomeres sont disposés de maniére ordonnée et dans un rapport équimolaire
au sein de la maille cristalline. Pour ce type de cristallisation, un énantiomere
a plus d’affinités avec 1’énantiomere opposé qu’avec une molécule similaire. Le
racémique vrai se comporte comme un corps pur et possede ses propres proprié-
tés physiques. C’est le cas le plus courant.

Chapitre 4
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— La solution solide est un cristal composé des deux énantiomeres, en proportions
égales, mais coexistants de maniere désordonnée au sein de la maille cristalline,
car la différence d’affinités entre les énantiomeres opposés et les énantiomeres
identiques est peu élevée. Ce mode de cristallisation est relativement rare et ne
sera que peu abordé dans ce chapitre.

Solution de mélange d'énantiomeres

dld]dldl
1dld dld1
ldldldld

1
d

Cristallisation homochirale Cristallisation hétérochirale
d‘i‘d‘d i Hﬁa H‘la
dddq Pl gl ddiy

Conglomérat Racémique vrai Solution solide

FIG. 4.4: Présentation schématique des différents modes de cristallisation d’énantio-
meres.

Notons toutefois que cette distinction peut paraitre réductrice, car il existe des cas
pour lesquels une évolution de mode de cristallisation est observée en fonction de la
température (cas du chlorhydrate d’histidine [Jacques et Gabard, 1972]) ou en fonction
de la composition énantiomérique [Coquerel, 2000]. Ces cas ne seront néanmoins pas
étudiés au cours de cette these.

Afin de déterminer quel mode de cristallisation intervient dans le cas de
I’acétyl leucine, des techniques analytiques spécifiques doivent étre développées
[Wang et coll., 2002]. Ces techniques sont fondées sur les différences de pro-
priétés physiques et thermodynamiques existantes entre les énantiomeres purs et
les mélanges énantiomériques. En effet, chaque mode possede des spécificités
[Collet et coll., 2006], impactant certaines propriétés.

Des cristaux d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine purs, ainsi que le mélange
racémique acétyl-DL-leucine, ont été fournis par les laboratoires Pierre Fabre afin de
réaliser les tests préliminaires permettant de mettre en évidence des différences de
propriétés. Ainsi, aucune différence n’a été observée en spectroscopie Raman entre
les deux énantiomeres. Cette technique ne pourra donc pas €tre utile dans cette étude.
D’autre part, la littérature signale que certains énantiomeres, cristallisant en conglo-
mérats, possedent des facies différents selon les énantiomeres. Ainsi, Pasteur avait mis
en évidence, et séparé a la main, les cristaux d’énantiomeres purs d’acide tartrique
[Pasteur, 1848]. Dans notre cas, des analyses réalisées au MEB ont montré que les
facies des énantiomeres purs d’acétyl leucine n’étaient pas distinguables les uns des
autres. Le critere de la forme ne peut donc pas étre retenu.
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En revanche, des propriétés telles que la température de fusion, la solubilité dans
un solvant donné ou la structure cristalline sont caractéristiques de chacun des énan-
tiomeres. Ce seront les propriétés étudiées lors de ce chapitre. Pour cela, des mélanges
physiques ont été réalisés en mélangeant a la spatule des cristaux secs d’énantiomeres
purs en différentes proportions (de 10 % a 90 %). Ces mélanges ont ensuite été ana-
lysés en DSC et utilisés pour les expériences de mesure de solubilité. De méme, des
mélanges physiques ont également été obtenus a partir d’acétyl-DL-leucine et d’acétyl-
L-leucine, afin de comparer les points de fusion de mélange, d’identique composition
molaire globale, mais produits de maniere différente.

On a déterminé dans un premier temps le diagramme binaire de 1’acétyl-DL-
leucine, fondé sur les différences de température de fusion, puis le diagramme ternaire
de solubilité de ce composé dans 1’eau.

3 Détermination du diagramme binaire de fusion de
I’acétyl leucine

On parle ici de diagramme binaire car 1’étude est réalisée sur des mélanges des 2
énantiomeres uniquement.

3.1 Diagrammes binaires de fusion théoriques

Deux énantiomeres oppos€s purs ont certaines propriétés communes, notamment
la température de fusion. Mais pour un mélange de ces especes dont les proportions
varient, ces propriétés sont modifiées ([Collet et coll., 2006] , [Kellogg, 2007]). Le dia-
gramme de phase donnant la composition du mélange en fonction de la température
est caractéristique du mode de cristallisation d’un racémique. La figure 4.5 schéma-
tise I’évolution de la température de fusion de mélanges racémiques pour les différents
modes de cristallisation existant :

— Si les cristaux forment un conglomérat (cas a) de la figure 4.5), il y a un unique
point eutectique obtenu pour la composition équimolaire. La température de fu-
sion de I’eutectique est toujours plus faible que celle des énantiomeres purs et
est la plus faible du diagramme.

— Si les cristaux forment un racémique vrai (cas b) de la figure 4.5), il y a deux
points eutectiques, symétriques I’un de 1’autre par rapport a la composition ra-
cémique. La température de fusion des eutectiques est cette fois la plus faible du
diagramme, et notamment plus faible que la température de fusion de la compo-
sition racémique.

— Dans le cas des solutions solides, 1’évolution de la température de fusion est
difficile a prévoir. Il n’y a pas en tous cas de point eutectique. Le cas c¢) de
la figure 4.5 donne ’exemple d’une forme de diagramme de solution solide,

Chapitre 4
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celui de la DL-carvone [Gallis et coll., 1999], mais beaucoup d’autres formes de
diagramme de phases peuvent étre trouvés dans la littérature [Coquerel, 2000].

T TA A T
Tenant Ténant
Tenant
Trac \/
Te tec Teutec
d 1 d 1 d 1
0 0,5 1 0 0,5 1 0 0,5 1
Conglomérat Racémique vrai Solution solide

FIG. 4.5: Diagrammes de fusion, en températures de fusion pour différents mélanges
d’énantiomeres.

Ces différents comportements sont donc caractéristiques de chacun des modes de
cristallisation. Des échantillons purs, des mélanges physiques et recristallisés ont donc
été analysés en DSC afin de recomposer le diagramme binaire de fusion dans le cas de
I’acétyl leucine.

3.2 Résultats des analyses réalisées en DSC

Les thermogrammes des mélanges physiques pour plusieurs compositions molaires
sont reportés sur la figure 4.6.

On remarquera tout d’abord que les énantiomeres purs ne possedent qu’un unique
pic, alors que les mélanges en posseédent deux (ou un seul, mais possédant une trai-
née a sa base). Pour les mélanges, le premier pic correspond toujours a une valeur
de température d’onset de 158°C. Si les cristaux avaient formé une solution solide,
le premier pic de fusion aurait eu une valeur évoluant en fonction de la composition
énantiomérique. La premiere conclusion est donc que le mélange ne forme pas de so-
lution solide totale et qu’il existe donc un eutectique. La valeur de température d’onset
trouvée correspond donc au point de fusion de I’eutectique.

Le second pic montre une évolution en fonction de la composition, depuis la tem-
pérature de fusion de I’énantiomere pur jusqu’a celle de I’eutectique. Ce deuxieme pic
permet de composer la courbe de liquidus du diagramme. On peut noter que lorsque la
composition du mélange se rapproche de la composition racémique, le deuxieme pic
semble se confondre avec le premier, élargissant alors la ligne de base et éliminant la
possibilité de distinction entre les deux pics (comme dans les cas des mélanges « 30%
L-70% D » et «60% L - 40% D »).

Sur la figure 4.6, on remarque également que la valeur du point de fusion de I’eu-
tectique est la méme que celle obtenue pour le mélange physique équimolaire. Si on
le compare au mélange racémique acétyl-DL-leucine produit industriellement par les
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FIG. 4.6: Analyses DSC de mélanges physiques composés de différentes proportions
en Acétyl-L-Leucine.

laboratoires Pierre Fabre (voir figure 4.7), on peut voir que ce dernier a une tempéra-
ture de fusion 1égerement inférieure (environ 1 degré). La différence de comportement
entre les deux échantillons est donc faible. Dans le cas du racémique vrai, la com-
position racémique a un point de fusion toujours supérieure a celui de 1’eutectique.
Comme ce n’est pas le cas ici, nous pouvons en conclure que nous n’avons pas affaire
a un racémique vrai, mais plutot a un conglomérat.

Les mélanges physiques de poudres seches représentent bien les conglomérats,
pour lesquels les énantiomeres cristallisent séparément et ont leur propre structure cris-
talline. En revanche, ce type de mélange ne peut représenter les racémiques vrais ou
les solutions solides, pour lesquels les énantiomeres sont mélangés au sein méme de
la structure cristalline. Afin de vérifier I’hypothese de la formation de conglomérat,
des mélanges réalisés a partir d’acétyl-DL-leucine et d’acétyl-L-leucine ont été réali-
sés et analysés par DSC. Les résultats montrent le méme comportement que pour les
premiers mélanges (voir figure 4.8).

En gardant toujours dans I’'idée de vérifier I’hypothese de la formation d’un conglo-
mérat et de s’assurer que 1’acétyl leucine ne cristallise pas sous la forme d’un racé-
mique vrai, des recristallisations de mélanges d’énantiomeres dans 1’eau ont également
été réalisées [Pena, 1998]. Pour ce faire, des mélanges physiques d’énantiomeres ont
tout d’abord été dissous dans de 1’eau. Les solutions sous-saturées obtenues sont alors
mises dans une étuve a 50°C pour que 1’eau s’évapore lentement.

Chapitre 4



t enidey)

CHAPITRE 4. DETERMINATION DES DIAGRAMMES DE PHASES DES

104 MELANGES DE RACEMIQUE DE L’ ACETYL LEUCINE

157.20°C
181.3/ /g

159.18°C

Acétyl DL Leucine 158.38°C
L50 D30 183.0)/g

Flux de chaleur (W/g)

161.02°C

. . . . . . .
100 150 200
Température (°C)

F1G. 4.7: Comparaison d’analyses DSC réalisées sur un échantillon de mélange phy-
sique 50-50 et sur un échantillon d’acétyl-DL-leucine.

L’analyse DSC réalisée sur un échantillon équimolaire d’énantiomeres recristal-
lis€ est reporté en annexe B (figure B.1). La comparaison est également faite avec
un échantillon d’acétyl-DL-leucine produit par le procédé et un échantillon d’acétyl-
DL-leucine recristallisé. Les températures d’onset de fusion sont semblables, bien que
I’on remarque une base de pics plus large dans le cas des échantillons recristallisés.
La recristallisation tend donc a former la méme espece que celle obtenue par le pro-
cédé, donc un mélange physique d’énantiomeres. L’hypothese de la formation d’un
racémique vrai est donc a exclure.

A partir de chacun des mélanges recristallisés, des analyses DSC ont également été
faites. Ces résultats sont donnés sur la figure B.2 de ’annexe B. La forme globale du
diagramme de phase est bien identique a celle de la figure 4.6. Tous ces résultats sont
donc concordants avec la conclusion que I’acétyl leucine cristallise sous la forme d’un
conglomérat d’énantiomeres.

3.3 Caractérisation par analyses aux rayons X

Dans le domaine cristallographique, la diffraction aux rayons X est utilisée dans
deux domaines principaux : pour déterminer une structure cristalline et pour caracté-
riser un composé€. En effet, chaque cristal possede un diffractogramme RX qui lui est
propre, ce dernier étant tel une empreinte digitale servant a son identification. Dans le
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FIG. 4.8: Analyses DSC de mélanges physiques composés d’acétyl-L-Leucine et
d’acétyl-DL-Leucine.

cas d’un racémique vrai, la structure cristalline est forcément différente de celle des
énantiomeres purs, car les mailles cristallines sont constitués d’'un mélange ordonné
de molécules différentes. Dans un tel mode de cristallisation, on devrait donc obser-
ver des différences entre les cristaux d’énantiomeres purs et les cristaux du mélange
racémique. En revanche, dans le cas d’un conglomérat, qui est un mélange physique
des cristaux des deux énantiomeres, le diffractogramme RX du mélange racémique ne
doit pas présenter de bande spectrale caractéristique supplémentaire par rapport aux
énantiomeres purs.

Des analyses ont donc été réalisées sur des échantillons industriels d’acétyl-D-
leucine et d’acétyl-DL-leucine. Les résultats sont reportés sur la figure 4.9. Les échan-
tillons présentent le méme diffractogramme RX, ce qui signifie qu’ils ont la méme
structure cristalline. L’analyse réalisée montre que le mélange d’énantiomeres est un
conglomérat. Ce résultat est en accord avec les données précédentes.

3.4 Détermination de diagramme binaire de fusion

Les points expérimentaux de la figure 4.6 sont reportés sur la figure 4.10 qui retrace
I’évolution des températures de fusion des mélanges d’énantiomeres en fonction de la
composition en acétyl-L-leucine. On trace ainsi le diagramme binaire de fusion de ce
composé. La forme générale de ce diagramme rappelle celle du conglomérat donnée
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FIG. 4.9: Analyses RX d’acétyl-D-leucine et d’acétyl-DL-Leucine.

au cas c) de la figure 4.5. Le diagramme 4.6 montre ainsi clairement la ligne hori-
zontale qui correspond a celle formée par le point de fusion de 1’eutectique. On peut
également voir 1’évolution de la courbe de liquidus en fonction de la composition des
énantiomeres.

185 , .
= Mélanges physiques de L et D

180 '\ — Courbe théorique
175+

1704

165 -

160 -

Température de fusion (°C)

1554

150+

145 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1
Fraction molaire en acétyl-L-leucine (%)

FIG. 4.10: Diagrammes binaires de fusion expérimental et prédit, de 1’acétyl leucine.
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En supposant, d’apres les études précédentes, que 1’acétyl-DL-leucine forme un
conglomérat, la courbe de liquidus de son diagramme binaire de fusion peut €tre cal-
culée par I’équation de Schroder Van Laar, donnée par I’équation 4.1.

_ AHp (11 AC, [Trus Trus) B
In(zg) = — 7 (T Tfus>+ 7 [T ln( T 1 In(ys) (4.1)

Ou

— xg est la fraction molaire en acétyl-L-leucine

— AHy,, est I’enthalpie de fusion du composé (en J/mol)

— AC, est la différence de chaleur spécifique entre les phases solide et liquide (en

J/K.mol)

— R est la constante des gaz parfaits (8.314 J/K.mol)

— T est la température de fusion pour la composition x5 (en K)

— T'ys est la température de fusion de 1’énantiomere pur (en K)

— 7g est le coefficient d’activité de 1’acétyl leucine

Plusieurs hypotheses peuvent étre adoptées dans le but de simplifier cette équation.
La premiere consiste a considérer que la différence entre les chaleurs spécifiques AC),
est peu significative. La seconde hypothese est plus délicate et consiste a supposer le
modele idéal, c’est-a-dire a considérer que le coefficient d’activité g est égal a I’unité.
Cela conduit a I’équation simplifiée 4.2.

AHp, (11
in(z,) = - 211 (? -5 ) (42)

Sur la base de ce modele simplifié et a partir des données de fusion obtenues en
DSC (AHy,s =31.5kJ/mol et T,s = 180.5°C), un diagramme théorique peut étre tracé
et comparé aux résultats expérimentaux. C’est ce qui est fait sur la figure 4.10. Méme
si la forme globale du diagramme est identique, il y a de grandes différences entre
les points expérimentaux et la prévision du modele. Par application de I’équation 4.2,
la température de fusion théorique de I’eutectique devrait étre de 145.8°C au lieu de
158.3°C. Pour que les courbes modélisées correspondent aux points expérimentaux,
il faudrait que I’enthalpie de fusion soit égale a 71 kJ/mol et que la température de
fusion des énantiomeres purs soit de 174°C. On obtiendrait alors le diagramme binaire
représenté sur la figure 4.11.

Cette remarque montre qu’il faut utiliser ces calculs théoriques avec précaution
dans la prévision de diagramme binaire. En effet, des évenements, tels que de la dé-
gradation [Lorenz et Seidel-Morgenstern, 2004] ou des réactions chimiques, peuvent
intervenir en parallele de la fusion et modifier les valeurs d’enthalpie. L’analyse ther-
mogravimétrique effectuée dans le chapitre 2 montre une perte de masse simultanée
au phénomene endothermique observé. Cette perte de masse ne peut pas étre interpré-
tée uniquement comme une dégradation du produit, car lorsqu’on pousse la mesure
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F1G. 4.11: Diagramme binaire de fusion modélisé de 1’acétyl leucine.

DSC a une température supérieure (350°C pour I’analyse reportée sur la figure B.3 de
I’annexe B), la dégradation intervient réellement. Il est donc possible que ce premier
phénomene ne soit pas uniquement di a une dégradation, mais également a une réac-
tion chimique. Le phénomene endothermique observé est donc une fusion apparente
du composé. De mé€me, les enthalpies de fusion observées en DSC sont des enthalpies
apparentes, correspondant a la somme de la vraie enthalpie de fusion et de celle du
phénomene parallele. Une autre possibilité est que ces phénomenes de fusion appa-
rentes soient influencés par la vitesse de montée en température de 1’échantillon (effet
cinétique). C’est pourquoi des essais DSC ont été faits pour différentes rampes de tem-
pérature, sur un méme échantillon d’acétyl-L-leucine, comme 1’indique la figure 4.12.

On a ainsi observé par exemple qu’un méme échantillon étudié a une rampe de
chauffe de 1°C/min ou a une rampe de 5°C/min montrait un décalage de température
de fusion de 12°C. Une telle différence de température montre une dépendance de la
rampe de chauffe sur la détermination des températures de fusion en DSC. D’autres
rampes de température ont été testées et rapportées en annexe B. Le méme phénomene
est observé.

Ce décalage existe pour I’énantiomere pur, mais nous avons voulu savoir s’il en
était de méme pour les mélange d’énantiomeres. Ainsi, les mélanges précédents ont été
analysé a d’autres rampes de température. La figure 4.13 reporte ces résultats. Seule
une moitié du diagramme a été faite, I’autre moitié étant symétrique.

Toutefois, la forme générale du diagramme binaire demeure inchangée et est tou-
jours caractéristique d’une cristallisation sous forme d’un conglomérat. La présence
d’un eutectique demeure et sa température de fusion est inchangée, quelle que soit la
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FIG. 4.12: Comparaison d’analyses DSC d’acétyl-L-leucine prises a différentes
rampes de chauffe.

rampe de température utilisée. L’effet cinétique ne concerne donc pas I’eutectique. Par
contre, le décalage de température de fusion s’observe pour la courbe de liquidus, mais
est moins grand que pour I’énantiomere pur. Ce décalage augmente avec I’exces d’un
énantiomere par rapport a 1’autre, devenant faible lorsque la composition se rapproche
de la composition eutectique. D’ailleurs, si ’on étudie un échantillon d’acétyl-DL-
leucine a différentes rampes de température (figure B.5 de I’annexe B), on s’apercoit
que le décalage de température en fonction de la rampe n’existe pas. Le conglomérat
ne semble donc pas étre touché par I’effet cinétique de cette réaction parallele, a la
différence de 1’énantiomere pur.

Afin de mieux identifier le phénomene concomitant a la fusion du produit, un cycle
de chauffe / refroidissement / chauffe a été effectué en DSC. La figure 4.14 reporte le
résultat obtenu, la courbe rouge étant le suivi de la premiere chauffe et la noire le suivi
de la deuxieéme chauffe. On observe que lors de la deuxieme chauffe, le phénomene
endothermique n’apparait plus a 181°C, mais a 152°C et est beaucoup moins intense.
Cette température de fusion se rapproche de 1’eutectique, et donc du composé racé-
mique. L’énantiomere pur se serait donc transformé en un mélange racémique des deux
énantiomeres. On sait que la racémisation par chauffage est un phénoméene connu et
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FIG. 4.13: Diagramme de fusion expérimental partiel de I’acétyl leucine, obtenu pour
plusieurs rampes de température : 1, 3 et 5°C/min.

étudié dans de nombreux cas d’acides aminés [Liardon et Hurrell, 1983], de polymeres
[Tsukegi et coll., 2007] ou de molécules organiques diverses [Ebbers et coll., 1997]. 11
semblerait donc que ce soit cette réaction qui soit la cause du décalage de température
observé. Cette explication serait cohérente avec le fait que le décalage soit observé
avec I’énantiomere, mais pas avec le mélange racémique. Néanmoins, la faible inten-
sité obtenue lors de la deuxieme chauffe montre qu’une partie de I’échantillon ne réagit
plus, ce qui montre que la racémisation n’est pas la seule réaction en cause.

Afin de discriminer les deux phénomenes concomitants, des études complémen-
taires ont également été menées en DSC modulée et sont reportées a la page 236 de
I’annexe B. Les résultats n’ont pas permis d’interpréter davantage ces phénomenes.

4 Détermination du diagramme ternaire de solubilité de
I’acétyl leucine dans I’eau

Dans un solvant donné, les énantiomeres purs opposés d’un méme couple ont la
méme solubilité, parce que le changement de la configuration d’un carbone asymé-
trique ne modifie pas les interactions avec les autres molécules de la solution. Cepen-
dant, les mélanges énantiomériques ont leur propre solubilité. La connaissance de la
solubilité d’un mélange racémique dans un solvant donné est d’un intérét important si
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4.1 Diagramme ternaire expérimental
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FIG. 4.14: Cycle DSC de chauffe -refroidissement - chauffe d’un échantillon d’acétyl-
L-leucine.

I’on souhaite controler le procédé de cristallisation. De plus, dans le cas d’un principe
actif pharmaceutique, la solubilité d’un produit impacte sa biodisponibilité, et donc
son activité thérapeutique.

La détermination de 1’évolution de la solubilité d’un produit en fonction de la com-
position énantiomérique est également caractéristique du mode de cristallisation du
racémique. L’évolution de la solubilité du mélange ternaire (en plus des deux énan-
tiomeres 1l faut considérer la présence des molécules de solvant, qui seront ici des
molécules d’eau) peut €tre représentée sur un diagramme triangulaire, a partir duquel
les compositions sont déterminées par projection sur les axes.

La détermination de ce diagramme et son exploitation sont les objectifs de cette
partie.

4.1 Diagramme ternaire expérimental

Les diagrammes ternaires de solubilité sont caractéristiques du mode de cristalli-
sation [Jacques et Gabard, 1972]. En effet, comme le montre la figure 4.15, dans le cas
d’un conglomérat, le maximum de solubilité est atteint pour la composition racémique
et I’évolution de la solubilité entre 1’énantiomere pur et la composition racémique est
linéaire. Au contraire, dans le cas d’un racémique vrai, la solubilité maximale est at-
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teinte pour les compositions correspondantes aux points eutectiques et la solubilité
diminue aux environs de la composition racémique.

> L —> L

Conglomérat Racémique vrai

FIG. 4.15: Schéma des diagrammes ternaires de solubilité obtenus dans les cas de
conglomérat et de racémique vrai.

Des mesures de solubilité ont été faites a partir des mélanges d’énantiomeres pré-
cédents, pour une température constante de 20°C. Le pH des solutions saturées a été
mesuré (voir tableau 4.1), mais les variations de pH sont peu significatives. Le pH
moyen est de 2.6. Dans cette gamme de pH, nous avons vu dans le chapitre 3 que le pH
a peu d’impact sur la solubilité. Son influence est donc négligé dans cette partie. Dans
le tableau tableau 4.1, on définit le rapport de concentration C* comme le rapport entre
la solubilité du mélange considéré et la solubilité de 1I’énantiomere pur. On donne éga-
lement les fractions molaires de chaque composé (acétyl-L-leucine, acétyl-D-leucine
et eau, noté « S » comme « solvant ») dans les solutions saturées a I’équilibre.

A partir de ces données, il est possible de déterminer le diagramme ternaire de so-
lubilité de I’acétyl leucine. Celui-ci est donné sur la figure 4.16. La solubilité globale
du composé est faible, si bien que la fraction molaire en eau est tres grande. Un agran-
dissement d’une partie du diagramme a da étre faite autour de la zone du solvant pur
dans un but de lisibilité du diagramme.

Ce diagramme ternaire expérimental montre une augmentation linéaire de la so-
lubilité jusqu’a la composition racémique. Le maximum de solubilité est atteint pour
cette composition. Ce diagramme est donc clairement spécifique de la formation d’un
conglomérat, ce qui confirme les précédents résultats.

4.2 Laregle empirique de solubilité double de Meyerhoffer

Les conglomérats sont des mélanges physiques des deux formes d’énantiomeres.
Or, comme cela a été souligné précédemment, pour ce mode de cristallisation les énan-
tiomeres ont plus d’affinités avec les énantiomeres identiques qu’avec leur opposé.
Dans le cas idéal, on considere qu’il n’y a pas d’interaction entre les énantiomeres op-
posés. La solubilité du mélange racémique est alors égale a la somme des solubilités de
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4.2 Laregle empirique de solubilité double de Meyerhoffer

TAB. 4.1: Solubilité expérimentale des mélanges d’énantiomeres d’acétyl leucine.

Composition en  Solubilité Fraction Fraction Fraction
acétyl-L-leucine C* pH molaire molaire molaire
(%) (mol/L) enD (%) enL (%) enS (%)

0 0.0499 1.05 252  0.090 0.000 99.910

10 0.0546 1.15 2.68  0.088 0.010 99.902

20 0.0617 1.30 2.63  0.089 0.022 99.889

30 0.0700 147 259  0.088 0.038 99.874

40 0.0785 1.65 2.60  0.085 0.056 99.859

50 0.0920 193 252 0.083 0.083 99.835

60 0.0803 1.68 2.54  0.058 0.087 99.856

70 0.0686 144 2.61 0.037 0.086 99.877

80 0.0633 1.33 262 0.023 0.091 99.886

90 0.0564 1.18 2.63  0.010 0.091 99.899

100 0.0477 1.00 2.60  0.000 0.086 99.914

0

F1G. 4.16: Diagramme ternaire de solubilité de I’acétyl leucine.

chaque énantiomere [Chickos et Hesse, 1989], puisqu’ils se solubilisent indépendam-
ment I’un de I’autre. Or comme chaque énantiomere a la mé€me solubilité, la solubilité
du mélange racémique est donc le double de celle de I’énantiomere pur. C’est la regle
de solubilité double établie par Meyerhoffer [Meyerhoffer, 1904]. Celle-ci ne s’ap-
plique qu’au cas des conglomérats, car pour un racémique vrai, les interactions entre
énantiomeres opposés sont significatives.

Le rapport de concentration C* a une valeur de 1.93 pour la composition racé-
mique (voir le tableau 4.1). Cette valeur est proche de celle prédite empiriquement par
Meyerhoffer (C* = 2). Cette différence peut s’expliquer par une dissociation partielle
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de I’acétyl leucine dans I’eau, ce qui explique également que les droites formées par
les points expérimentaux ne soient pas exactement paralleles aux axes du diagramme
ternaire. Cette observation méritait donc une étude particuliere et une modélisation.

4.3 Modele de solubilité pour 1’acétyl-DL-leucine en fonction du pH

La solubilité de 1’acétyl-DL-leucine en solution saturée, sans ajout de base ou
d’acide, est de 0.0964 mol/L pour un pH de 2.46. Cette solubilité est comparable a
celle du mélange équimolaire des deux énantiomeres (0.0920 mol/L) et n’est pas infé-
rieure a cette derniere, ce qui confirme la formation d’un conglomérat. Afin de savoir
quel est I’'impact du pH sur la solubilité de 1’acétyl-DL-leucine, des expériences simi-
laires a celles du chapitre 3 ont été menées. Les résultats sont donnés sur la figure 4.17.
La forme globale de la solubilité en fonction du pH est similaire a celle de 1’acétyl-L-
leucine, avec néanmoins des valeurs plus grandes.
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— Modele
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FI1G. 4.17: Comparaison de la solubilit¢ expérimentale de 1’acétyl-DL-leucine dans
I’eau en fonction du pH, avec celle calculée a 1’aide de 1’équation 3.5.

En s’appuyant sur I’équation 3.5 [Estime et coll., 2010b] du chapitre 3, il est pos-
sible d’exprimer la constante d’acidité K 4 en fonction de la solubilité de 1’énantiomere
pur S*, comme ’indique 1’équation 4.3.

[ALT)[HY] _ (5" = 53)°
Ba="Tm = 5 @3
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4.4 Modele de solubilité pour les conglomérats

Dans le cas d’un conglomérat, si I’on nomme Sy la solubilité du racémique, la

1o, , . < R . . . qel
solubilité de 1’énantiomere pur sera —. Ainsi, 1’expression de la constante d’acidité
2

pour la composition racémique est donnée par I’équation 4.4, du fait de la dissociation
partielle de I’acétyl leucine dans I’eau.

2 (—SR - S*)2
o ALY 2
AT TALH] S 4

En combinant les équations 4.3 et 4.4, la solubilité du racémique Sy peut s’ex-
primer selon I’équation 4.5, qui tient compte de la dissociation partielle du produit
[Collet et coll., 1980].

S = ;. (2 1077K1/2)

Sracemic - 2+ 10pH—pKA\/§
Senantiomer B 1+ 10pH—pK 4

, SO 4.5)

Comme le pH des solutions saturées est de 2.6, le rapport de concentration C*
calculé théoriquement par 1’équation 4.5 devrait étre de 1.96. Cette valeur est donc
plus proche de la valeur expérimentale de 1.93. Le modele qui considere la dissociation
partielle du produit donne donc de meilleurs résultats que la regle empirique simple de
Meyerhoffer.

4.4 Modele de solubilité pour les conglomérats

Enfin, pour confirmer I’hypothese de la formation d’un conglomérat et pour
connaitre 1’évolution de la solubilité d’'un mélange d’énantiomeres dans le but du
controle de procédé de cristallisation, un modele a été proposé.

Rappelons que selon Meyerhoffer la solubilité globale d’'un mélange d’énantio-
meres est égal a la somme des solubilités partielles de chacun d’eux :

Itlélange = Sz + S*D (46)

A partir des résultats précédents, un modele pour les conglomérats peut alors étre
développé. On nomme x, la composition molaire en acétyl-L-leucine. Si x < 50 %,
I’acétyl-D-leucine est le composé majoritaire, si bien que sa solubilité partielle S7, est
égale a la solubilité intrinseque S§. En écrivant un bilan matiere, on en déduit que la

ez . . . . . X o
solubilité partielle en acétyl-L-leucine S} est égale a 1 Sg- Le cas est symétrique-

— X
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ment opposé pour x > 50 %. Ce modele simple est résumé par les équations 4.7 et
4.8.

Pour x < 50% , Sy, =S5 et Szzlx Sy, d’ou 5*258(1%-%) 4.7)
. —

1— 1-—
Pour > 50% , Si = 5% et S% = — 250 d'od §* = S (1 + —‘”) (4.8)
e

xz

Afin de vérifier la validité de ce modele, les valeurs de solubilité calculées ont été
comparées aux valeurs expérimentales, dans le cas de I’acétyl-L-leucine (la compa-
raison est similaire pour I’acétyl-D-leucine). La figure 4.18 représente 1’évolution de
la solubilité partielle expérimentale en fonction de celle prédite par le modele. L’ évo-
lution forme une droite, mais la pente n’est pas exactement égale a 1, ce qui aurait
da étre le cas par application de la loi de Meyerhoffer. Cette déviation peut étre attri-
buée aux quelques interactions existantes entre énantiomeres opposés, qui diminuent
la solubilit¢ du mélange. Cependant, en premiere approximation le modele établi est
valide.
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F1G. 4.18: Comparaison des solubilités expérimentales et prédites par Meyerhoffer.
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5 Conclusion

Ce chapitre a permis de montrer que 1’acétyl-DL-leucine cristallise sous la forme
d’un conglomérat par le biais de trois méthodes différentes : analyses thermiques en
DSC, analyses RX et déterminations de solubilités.

La détermination du diagramme binaire a permis de mettre en évidence qu’un autre
phénomene intervient en paralléle de la fusion. A cause de cette réaction chimique, le
point de fusion apparent en DSC est cinétiquement dépendant de la vitesse de chauffe.
Cette dépendance doit étre prise en compte lors de la construction de diagramme bi-
naire de fusion théorique, afin qu’il corresponde aux résultats expérimentaux.

Le diagramme ternaire de solubilité de I’acétyl leucine dans I’eau a permis de dé-
velopper un modele qui prédit I’évolution de la solubilité en fonction de la composition
énantiomérique. La limite de la loi empirique de solubilité double de Meyerhoffer a été
discutée du fait d’interactions entre énantiomeres opposés, méme lorsqu’un conglomé-
rat est formé.

Chapitre 4






Etude de la précipitation de
I’acétyl-L-leucine en réacteur
discontinu

Dans cette partie de 1’étude, la précipitation de 1’acétyl-L-leucine a été réalisée au
laboratoire en réacteur discontinu afin de connaitre les étapes limitantes dans la chaine
de précipitation - filtration - lavage - séchage, et d’étudier les parametres du procédé.
Cela permet dans un premier temps de comprendre chaque étape du procédé, puis de
caractériser I’impact de chacune d’elle sur la qualité du produit final. Ce chapitre est
donc divisé en plusieurs parties.

Des études de cinétique de précipitation de I’acétyl leucine font 1’objet de la pre-
miere partie de ce chapitre, au cours de laquelle on s’intéressera particulierement au
role du mélange et a la détermination de temps d’induction caractérisant la cinétique
de nucléation.

La deuxieme partie de ce chapitre décrit la mise au point d’un prototype permettant
de réaliser les étapes de précipitation - filtration - lavage - séchage, en discontinu, a
I’échelle du laboratoire, et I’expérience de référence qu’il est ainsi possible de définir.

La troisieme partie consiste en 1’étude paramétrique de la précipitation en discon-
tinu a I’aide d’un réacteur automatisé. Cette étude permet notamment de mettre en
évidence les parametres prédominants dans le contrdle du procédé.

Enfin, la derni¢re partie vise a mettre en évidence 1’impact des lavages et a ca-
ractériser leur efficacité, en suivant notamment, par des méthodes analytiques complé-
mentaires, I’élimination des trois impuretés majeures du procédé. Les résultats de cette
derniere partie ont été publiés [Estime et coll., 2010a].

I Acquisition de données cinétiques de précipitation
Afin de pouvoir envisager de mettre en place un dispositif de précipitation de

I’acétyl-L-leucine en continu, il est nécessaire d’avoir des données cinétiques sur ce
produit, notamment sur sa vitesse de nucléation. En précipitation, et plus générale-
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ment pour une réaction chimique, il y a compétition entre le mélange (qui assure que
les deux réactifs se rencontrent dans la solution) et la réaction chimique (qui trans-
forme les réactifs en produits). Si le mélange est 1’étape limitante, la précipitation est
dite en « régime de mélange ». En revanche, si c’est la cinétique de la réaction chimique
qui est la plus lente, la précipitation est dite en « régime chimique ». Une précipitation
étant une réaction chimique, si on souhaite observer uniquement la cinétique de préci-
pitation, il faudra s’affranchir du mélange et se placer en régime chimique. Pour cela,
il faut que le temps de mélange soit inférieur au temps d’apparition des cristaux. Il faut
donc tout d’abord choisir le meilleur mélangeur possible.

1.1  Choix du mélangeur

Différents types de mélangeurs, classés par ordre croissant d’efficacité de mélange,
sont présentés dans la partie 2.2 du chapitre 1. Afin de sélectionner un mélangeur
adapté a la gamme de débits de notre procédé, des simulations numériques de méca-
nique des fluides ont été réalisées a 1’aide du code de CFD Fluent. Elles ont également
permis de choisir les diametres des canaux des mélangeurs a usiner.

Trois types de géométrie ont été modélisées :

— Le mélangeuren Y

— Le mélangeur en T

— Le mélangeur Hartridge - Roughton

Pour chacune de ces géométries, on a fixé des diametres de conduites d’alimenta-
tion identiques et un diametre double pour la sortie. Pour la précipitation de 1’acétyl-L-
leucine, le débit d’alimentation des réactifs se situe en moyenne autour de 150 mL/min.
Pour conserver un mélange turbulent (Re > 2000), cela conduit a des diametres de
conduite d’alimentation de I’ordre de 1 mm (soit 2 mm en sortie).

Des simulations ont donc été menées avec des conduites de 1 mm en alimentation
et des débits variables de 40 a 200 mL/min. Le tableau 5.1 montre a titre d’exemple
I’évolution des vitesses et du Reynolds (calculé a partir de la viscosité et de la masse
volumique de I’eau), en fonction des différents débits.

TAB. 5.1: Evolution des Reynolds en fonction des débits pour un diametre d’alimenta-
tion de mélangeur de 1 mm.
Débit (mL/min) 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Vitesse (m/s) 0.85 1.27 170 2.12 255 297 34 382 424
Reynolds 848 1273 1697 2122 2546 2970 3395 3819 4244

Pour un débit moyen de 150 mL/min, le Reynolds est de 1’ordre de 3000 et la
vitesse de I’ordre de 3 m/s. Ce cas est représenté sur la figure 5.1.

On s’apercoit ainsi que le mélangeur en Y mélange mal, puisque peu de lignes
de courants s’entrecroisent. Le mélangeur en T permet aux fluides de s’impacter di-
rectement, mais le fluide en périphérie est peu mélangé. Pour le mélangeur de type
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FIG. 5.1: Modélisation de I’hydrodynamique dans différents mélangeurs, pour des vi-
tesses d’alimentation identiques de 3 m/s.

Chapitre 5
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Hartridge - Roughton, les lignes de courant forment un tourbillon clairement visible.
Le mélange est donc amélioré et I’écoulement devient plus rapidement homogene. Ce
sera donc le dispositif de mélange choisi, car c’est le seul qui permette un mélange
suffisamment rapide dans la gamme de débits étudiée.

Pour ces simulations, les débits d’alimentation sont choisis identiques des deux
cotés, afin que le mélange soit plus efficace et plus homogene. Ces conditions de débits
sont utilisées dans le cadre de I’étude cinétique. Des cas avec des débits d’alimentation
en réactif dissymétriques ont été calculés (voir I’annexe C).

Pour que des cristaux apparaissent, trois mécanismes fondamentaux se succedent,
chacun possédant son temps caractéristique :

— Le mélange (pour que la solution s’homogénéise et que les réactifs se ren-

contrent), caractérisé par le temps de mélange

— La réaction, caractérisée par le temps de réaction

— La précipitation, c’est-a-dire I’apparition de formes solides, caractérisé par le

temps d’induction

La réaction étant une réaction acido-basique, elle est tres rapide et ne saurait étre
I’étape limitante. D’apres le calcul des temps de mélange détaillés dans le chapitre 1, le
mécanisme de mélange le plus lent serait le micromélange, avec un temps de mélange
inférieur a 2 ms, ce qui correspond a une longueur de 1’ordre de 3 mm pour atteindre
le mélange. Avec ce dispositif, si I’on souhaite se placer en régime de précipitation,
afin de rendre possible 1’étude de cinétiques, il faut donc que le temps de nucléation,
ou temps d’induction, soit supérieur au temps de mélange.

On choisit d’utiliser un mélangeur de type Hartridge - Roughton, dont les diametres
d’alimentation sont de 1 mm et le diametre de sortie de 2 mm. Un mélangeur en téflon
de ce type a été congu par I’équipe technique de I’atelier du LGC. Les alimentations
et la sortie sont tarodées de facon a pouvoir adapter des raccords assurant I’étanchéité
avec les tuyaux. Il est ainsi possible d’adapter des tuyaux de différentes longueurs en
sortie de mélangeur.

1.2 Montage expérimental

Une fois le mélangeur choisi, I'installation permettant de mesurer des cinétiques
de nucléation de 1’acétyl-L-leucine a été concue. Cette méme installation sera utilisée
pour la précipitation en continu développée au chapitre 6. Un schéma de principe est
donné sur la figure 5.2 et une photographie de 1’installation réelle sur la figure 5.3.

Le dispositif expérimental est symétrique en terme de fonctionnement, mais pas
dans les matériaux choisis. En effet, I’acide chlorhydrique a 37 % est beaucoup plus
corrosif que la solution d’acétyl leucinate de sodium a pH = 12. Les raccords sont en
inox pour la partie du pilote en contact avec la solution basique, et en téflon pour la
partie en contact avec la solution acide. Un soin particulier doit également étre pris
pour le type de matériau utilis€ dans les électrovannes (du viton pour I’intérieur de
I’électrovanne en contact avec 1’acide, et de ’EPDM pour celle en contact avec une
base). Pour une meilleure résistivité chimique, tous les tuyaux utilisés sont en téflon.
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F1G. 5.2: Schéma du montage expérimental pour la détermination de cinétiques de
précipitation.

Le pHmetre utilisé est le méme que celui décrit dans le chapitre 3. La température est
régulée a 10°C par le groupe froid externe au réacteur, a I’aide d’une sonde immergée
dans le milieu réactionnel.

Enfin, les pompes utilisées sont des pompes a engrenages (Ismatec MCP-Z). Ce
type de pompe assure un débit régulier, en limitant les effets d’a-coups, ce qui permet
d’obtenir une alimentation réguliere et un mélange optimisé. Apres étalonnage, il est
possible de controler des débits qui varient de 20 a 200 g/min, a £ 0.2 g/min. En
revanche, ces pompes volumétriques ne supportent pas le passage de formes solides.
On ne peut donc pas véhiculer de suspension a 1’aide de ces pompes. Le corps de la
pompe en contact avec la solution basique est en inox, alors que celui de la pompe en
contact avec la solution acide est en Hastelloy.

1.3 Détermination de temps d’induction
1.3.1 Protocole expérimental

Le protocole complet de I'utilisation de 1’appareillage, et notamment des électro-
vannes, est indiqué dans I’annexe C.

A partir de ce montage expérimental, le temps d’induction est déterminé visuelle-
ment, car ces temps sont plus rapides que le temps de réponse de sondes d’analyses,
telles que la conductivité, la turbidité ou la spectroscopie Raman. Le mélange est réa-
lis€¢ a I’aide de I'installation et d’'un mélangeur Hartridge - Roughton. La suspension
coule ensuite dans un bécher vide sous agitation magnétique. Le temps nécessaire a
I’ apparition des cristaux, correspondant au temps d’induction, est noté, ainsi que le pH

Chapitre 5
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F1G. 5.3: Photographie du montage expérimental permettant la précipitation de
I’acétyl-L-leucine a I’aide d’un mélangeur Hartridge - Roughton.

de la suspension a I’équilibre. La valeur du pH, couplée au modele de solubilité en
fonction du pH établi au chapitre 3, permet de déterminer la sursaturation.

Ce protocole a été réalisé pour deux types de solutions d’acétyl leucinate de so-
dium, pour lesquelles différentes concentrations, donc différentes sursaturations, ont
été testées :

— Des solutions obtenues a partir du protocole de référence (que I’on détaillera
dans la partie 2.1.2 de ce chapitre) et diluées pour obtenir différentes concen-
trations initiales d’acétyl-L-leucinate de sodium. Ces solutions contiennent donc
les impuretés liées au procédé. Les dilutions réalisées sont indiquées dans le
tableau 5.2.

— Des solutions synthétiques d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-DL-leucine, obtenues
en dissolvant les cristaux de ces especes dans une solution d’hydroxyde de so-
dium (voir la partie 3.1.2). La seule impureté résiduelle est donc du chlorure de
sodium. Le tableau 5.3 regroupe les concentrations des solutions synthétiques
étudiées.

On réalise ainsi des précipitations jusqu’a une sursaturation de 6.5, car pour des
valeurs de sursaturation plus grande I’imprécision sur la détermination du temps d’in-
duction est trop importante. Les sursaturations sont calculées en tenant compte de I’in-
fluence des impuretés sur la solubilité de I’acétyl-L-leucine (acide acétique et chlorure
de sodium) et du pH dans les suspensions finales (étude réalisée dans le chapitre 3).

Les solutions d’acide chlorhydrique sont également diluées afin que les débits mas-
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TAB. 5.2: Tableau des solutions de référence diluées utilisées pour les essais de déter-
mination de cinétique.
C acétyl-Lleucinate de sodium (MOI/L) 0.50 040 030 0.20 0.15
Facteur de dilution 1.2 1.5 20 30 40
C acide chlorhydrique (mol/L) 213 1.71 1.28 0.85 0.64
Sursaturation pour pH gyepension =3 6.42 4.89 3.50 224 1.64

TAB. 5.3: Tableau des solutions synthétiques diluées d’acétyl-L-leucine utilisées pour

les essais de détermination de cinétique.
C acétyl-L-leucinate de soidum (mOI/L) 0.50 0.40 0.30 0.20 0.15

Cacidechlorhydrique (mol/L) 075 060 045 030 0.23
Sursaturation pour pH gyepension =3 6.01  4.73 349 229 1.71

siques des deux alimentations soient identiques, en vue d’obtenir un bon mélange. Les
concentrations des solutions d’acide chlorhydrique ont été fixées pour permettre le
dosage de toutes les bases conjuguées, c’est-a-dire des ions acétyl leucinate, mais éga-
lement acétate et hydroxyde. On introduit 1.5 équivalents molaires d’acide par rapport
aux especes basiques, afin d’obtenir une suspension finale a pH faible et ainsi minimi-
ser I’impact du pH sur la solubilité, et donc sur la sursaturation.

1.3.2 Résultats

La figure 5.4 représente 1’évolution du temps d’induction en fonction de la sursa-
turation. Les débits utilisés sont de 100 et 150 g/min, afin de se prémunir des risques
de bouchage. La variabilité des résultats en terme de sursaturation s’explique par une
variabilité du débit de la pompe d’acide, ce qui impacte le pH, donc la solubilité, mo-
difiant alors la sursaturation finale.

On peut voir logiquement que lorsque la sursaturation augmente, le temps d’induc-
tion diminue. On note également la disparité des résultats, car pour des temps d’induc-
tion faibles, I’imprécision des mesures augmente.

On peut remarquer que si I’on compare les solutions d’acétyl-L-leucinates de so-
dium synthétiques et d’acétyl-L-leucinates de sodium de référence, le temps d’induc-
tion semble plus court dans le cas de la solution réelle. Cette différence pourrait pro-
venir de I’existence d’impuretés, telles que la L-leucine, qui favorisent la nucléation.

Nous serons amenés par la suite a tester des sursaturations plus élevées sur le pilote
fonctionnant en continu. Ces sursaturations pourront atteindre un ordre de grandeur de
20. L’extrapolation de la figure 5.4 laisse supposer que le temps d’induction est alors
inférieur a la seconde pour de telles sursaturations, mais il ne peut pas tre déterminé
expérimentalement avec précision.

Chapitre 5
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FIG. 5.4: Evolution du temps d’induction en fonction de la sursaturation.

1.3.3 Interprétations

1.3.3.1 Détermination des mécanismes de nucléation

En exploitant ces résultats au regard de 1’équation 1.28 du chapitre 1 (réécrite a
nouveau dans I’équation 5.1), il est possible de relier le temps d’induction a la sur-
saturation, par le biais des parametres cinétiques d’induction A;,; et B. Le parametre
B correspond a celui intervenant dans la loi de nucléation primaire. Ces résultats sont
donnés sur la figure 5.5, dans le cas de solutions synthétiques d’acétyl-L-leucine.

In(tina) = ——— — In(Agg) 5.1)
(In(9))

Sur cette figure, on peut voir deux zones, définissant deux droites de lissage diffé-
rentes, avec une rupture de pente nette. Celles-ci correspondent aux deux mécanismes
de nucléation primaire : homogene et hétérogene (définis au chapitre 1). Le bascule-
ment du mécanisme homogene vers le mécanisme hétérogene a lieu pour une valeur

1
de
(In S)?
que pour une sursaturation S inférieure a 1.8, le mécanisme de nucléation primaire sera
celui de nucléation hétérogene.

égale a 2.8, soit une sursaturation S de 1.8. La figure 5.5 nous indique donc
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FIG. 5.5: Evolution du logarithme du temps d’induction en fonction de la sursaturation,
a température constante, pour des solutions synthétiques d’acétyl-L-leucine.

Lors du fonctionnement en continu, dans les conditions opératoires qui seront dé-
finies dans la partie 1.2.2 du chapitre 6, la sursaturation générée S est de 21 des la
rencontre des réactifs. Le mécanisme de nucléation est donc celui de nucléation pri-
maire homogene. En revanche, en discontinu, la sursaturation est toujours beaucoup
plus faible. En effet, si on se réfere a la partie 2.2.2 de ce chapitre, le pH auquel les
premiers cristaux apparaissent est de 4.8. D’apres le modele d’évolution de la solubilité
en fonction du pH développé dans le chapitre 3, il est alors possible de déterminer que
la sursaturation est égale a 1.05 lors de I’apparition des premiers cristaux pour 1’ex-
périence prise comme référence (voir la partie 2.2.4 de ce chapitre). Celle-ci évolue
ensuite, mais demeure faible en comparaison du procédé continu. On en déduit donc
qu’en discontinu, le mécanisme de nucléation est celui de nucléation primaire hétéro-
gene. Le niveau de sursaturation générée lors du mélange des réactifs est une donnée
fondamentale dans la maitrise du procédé en continu, puiqu’elle impacte directement
la qualité des cristaux, comme on le verra dans la partie 1.4 du chapitre 6.

1.3.3.2 Détermination des parametres A;, et B et de la tension interfaciale ~y
L’exploitation de la figure 5.5 et de 1’équation 5.1 conduit a I’obtention des para-
metres A;,4 et B, indiqués dans le tableau 5.4, pour les deux mécanismes de nucléation
primaire, dans le cas des solutions synthétiques d’acétyl-L-leucine.
Le méme protocole opératoire a été réalisé pour la précipitation d’autres molécules
organiques. Par exemple, dans le cas du kétoprofene [Espitalier, 1994], dans la zone
correspondant a la nucléation primaire homogene, A;,4 prend pour valeur 6.353 et

Chapitre 5
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TAB. 5.4: Tableau des parametres cinétiques obtenus en fonction des mécanismes de
nucléation.

Mécanisme de nucléation primaire  A;,4 B
Homogene 270 0.5728
Hétérogene 11.17 0.0604

B est égal a 0.1064. L’ordre de grandeur est donc le méme pour B, mais non pour
Aing. Ceci s’explique par des temps d’induction beaucoup plus longs dans le cas du
kétoprofene (de 1’ordre de 8000 secondes pour une sursaturation égale a 10).

A partir de la valeur expérimentale de B, il est possible d’exprimer la tension in-
terfaciale . En effet, en isolant v dans I’équation 1.21 du chapitre 1, on aboutit a
I’équation 5.2.

3T3k3, \'?
= B 5.2
7 (167%% ) 62

Pour une valeur de B de 0.57 et une température de 20°C, la tension interfaciale
entre le cristal et la solution est de 3.27.10~3 N/m, soit 3.27 mJ.m~2. Cette valeur
est cohérente par rapport a d’autres valeurs de tension interfaciale pour des molécules
organiques ou inorganiques (comme le montre Mullin [Mullin, 1993], les valeurs de
~ pouvant varier de 0.12 mJ.m~2, dans le cas de BaSO,, a2 170 mJ.m~2, dans le cas
de PbCrO,). Par exemple, pour des molécules organiques, dans le cas du kétoprofene
[Espitalier, 1994], cette méme méthode a permis de déterminer une tension interfaciale
de 1.47.1073 N/m.

Si on observe maintenant le cas de solutions synthétiques d’acétyl-DL-leucine (voir
la figure 5.6), on observe des similitudes avec la figure 5.5, notamment en terme de la
pente de la droite, donc vis-a-vis du parametre B (qui vaut 0.55 au lieu de 0.57). La
tension interfaciale est donc identique entre 1’acétyl-L-leucine et 1’acétyl-DL-leucine,
ce qui est en accord avec les résultats du chapitre 4 qui ont prouvé que I’acétyl-DL-
leucine est un conglomérat, donc un mélange physique des deux énantiomeres.

En revanche, si on observe le cas de solutions réelles diluées (figure 5.7), la pente,
donc le parametre B, est beaucoup plus faible (valant 0.23 au lieu de 0.57). A la diffé-
rence des solutions précédentes, les solutions réelles contiennent des impuretés, telles
que la L-leucine, I’acide acétique ou le chlorure de sodium. Celles-ci modifient les in-
teractions entre le solvant et le produit, comme nous avons pu le voir dans le chapitre
3 au cours duquel I’impact des impuretés sur la solubilité de I’acétyl-L-leucine a pu
étre démontré. Ces expériences de détermination de temps d’induction nous montrent
donc que la tension interfaciale est également modifiée en présence d’impuretés. Elle
prend dans ce cas une valeur de 2.42.1073 N/m, au lieu de 3.27.10~% N/m dans le cas
de solutions synthétiques d’acétyl-L-leucine. Au-dela de la seule tension interfaciale
v, I’'impact des impuretés se fera également ressentir sur la nucléation des cristaux.
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FIG. 5.6: Evolution du logarithme du temps d’induction en fonction de la sursaturation,
a température constante, pour des solutions synthétiques d’acétyl-DL-leucine.
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FIG. 5.7: Evolution du logarithme du temps d’induction en fonction de la sursaturation,
a température constante, pour des solutions réelles diluées.
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2 Expérience de référence représentative du procédé
discontinu

Pour mener a bien une étude de précipitation a 1’échelle du laboratoire, il est néces-
saire de fixer des conditions opératoires qui serviront de référence en vue d’analyses
comparatives. On définit donc dans un premier temps le matériel et les conditions opé-
ratoires servant a réaliser cette expérience. A partir du suivi de cette précipitation de
référence, il est alors possible de savoir quels parametres serviront a contrdler le pro-
cédé de précipitation. C’est 1’objet de cette partie.

2.1 Description du dispositif expérimental

Afin de s’affranchir au maximum de I’erreur expérimentale due a I’expérimenta-
teur lors de I’étape de précipitation, un réacteur automatisé a été utilisé. Cet automate
permet de réaliser des expériences en minimisant les erreurs de manipulation ; la répé-
tabilité des expériences en est grandement facilitée. Le réacteur automatisé utilisé au
LGC est une unité RC1, que I’on détaillera dans cette partie.

Les protocoles opératoire employés lors des étapes de filtration - lavage - séchage
seront ensuite décrits.

2.1.1 Description du RC1

Le réacteur calorimetre RC1 (Reactor calorimeter first generation) a été développé
par Ciba Geigy et commercialisé par Mettler Toledo. A la fois réacteur automatique de
laboratoire (réacteur semi-batch) et calorimetre de réaction, il permet de contrdler et
de suivre I’évolution d’une réaction chimique et des propriétés physico-chimiques du
milieu.

Le RC1 se présente sous la forme d’une unité compacte constituée de trois mo-
dules :

— Une unité de régulation thermique

— Une unité de contrdle des instruments

— Un échangeur de chaleur (ou thermostat)

La figure 5.8 correspond a I'unité utilisée au LGC.

L’unité de controle et de régulation thermique permet d’enregistrer et de contrdler
en temps réel les signaux fournis par les différents capteurs de 1’installation (tempéra-
ture, pression, pH, vitesse d’agitation, pompes reliées a des balances). La régulation de
la température a I’intérieur du réacteur est assurée par la circulation d’une huile de sili-
cone (fluide caloporteur) en double enveloppe. Cette température peut étre maintenue
dans une plage comprise entre -50°C et 230°C.

Cet équipement permet de régler et de mesurer en ligne tous les parametres impor-
tants d’un procédé, par le biais de différents capteurs :

— Capteur de température au sein du réacteur et en double-enveloppe.
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F1G. 5.8: Photographie de I’unité RC1 du LGC.

— Sonde a effet Joule (25 W), pour étalonner le calorimetre en flux de chaleur.

— Pompes a piston reliées a des balances, afin de controler le débit de coulée des
réactifs. C’est ainsi que 1’acide chlorhydrique est ajouté, par le haut du réacteur.

— Moteur contrdlant la vitesse d’agitation.

— Sonde de pH.

— Capteur de pression (non utilisé pour cette étude).

Une sonde Raman a également été insérée dans le réacteur, celle-ci n’étant cepen-
dant pas reliée au RC1, mais a une autre unité d’acquisition.

La cuve du réacteur est d’un volume initial de 1 litre, mais d’autres cuves peuvent
étre montées pour convenir a d’autres volumes réactionnels. Cette cuve ne dispose
pas de contre-pales. De plus, le mobile d’agitation est une ancre raclant le fond du
réacteur (du fait de la disposition et de la taille des nombreuses sondes allant dans la
cuve du réacteur, une hélice n’aurait pas pu étre employée). L’ agitation n’est donc pas
optimale dans ce dispositif expérimental pour réaliser une précipitation. Cependant,
la géométrie de ce réacteur de laboratoire est représentative des dispositifs que 1’on
trouve dans I’industrie pharmaceutique.

Dans le cadre de cette étude, le RC1 a principalement été utilisé en tant que réacteur
automatisé, et non comme calorimetre.
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2.1.2  Conditions opératoires

Afin de définir une expérience de référence de précipitation, il faut tout d’abord
fixer les quantités de réactifs a utiliser. Ces quantités ont ét€ adaptées pour convenir au
réacteur de 1 litre du RC1 et correspondent aux concentrations initiales en L-leucine
utilisées industriellement. Ainsi, on utilise par équivalent molaire de L-leucine :

— 2.7 équivalents molaires de soude.

— 1.3 équivalents molaires d’anhydride acétique.

— 10 « volumes » d’eau (La définition de ces « volumes » dépend du composé de

référence. Par exemple, pour 1 g de leucine, 1 « volume » d’eau est égal a 1 mL).

Le protocole opératoire, détaillé en annexe C est adapté pour 1’échelle du labora-
toire, mais s’inspire de celui développé industriellement.

A partir des tableaux 2.1 et 2.2 du chapitre 2, on déduit les valeurs reportées dans
le tableau 5.5 qui regroupe les équivalents molaires de chaque espece pour chacune
des étapes réactionnelles. En tenant compte du facteur de dilution engendré par I’ajout
des réactifs et en supposant un avancement de réaction x de 95 %, on en déduit les
valeurs du tableau 5.6 qui détaille cette fois les concentrations de chacune des especes
en solution. Notons que dans le cas de 1’acétyl-L-leucine, la concentration donnée
a l'issue de I’étape de précipitation est une concentration globale qui comprend la
solubilité et la concentration de cristaux en suspension.

TAB. 5.5: Equivalents molaires des espéces en fonction des étapes réactionnelles.

Composé Avant Avant Apres
acétylation précipitation précipitation
L-leucinate de sodium 1 1-x 0
Hydroxyde de sodium 1.7 x-0.9 0
Acétyl-L-leucinate de sodium 0 X 0
Acétate de sodium 0 2.6 -x 0
Acétyl-L-leucine 0 0 X
L-leucine 0 0 -y
Acide acétique 0 0 2.6 -x
Chlorure de sodium 0 0 2.7

Ainsi, la composition de la solution de référence avant précipitation est celle dé-
taillée dans le tableau 5.7.

D’un point de vue des conditions opératoires, comme 1’indique 1’annexe C, la tem-
pérature a laquelle s’effectue la précipitation est de 10°C (voir tableau 5.8) et les la-
vages s’effectuent par réempatages, comme le détaille le paragraphe suivant.

2.1.3 Description du dispositif de filtration et de lavage

Lorsque I’opération de précipitation est terminée, la suspension est vidangée du
RC1 a I’aide de la vanne de fond, en vue d’étre filtrée. Toutes les filtrations ont été
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TAB. 5.6: Concentrations des especes en fonction des étapes réactionnelles (en mol/L).

Composé Avant Avant Apres
acétylation précipitation précipitation
L-leucinate de sodium 0.60 0.03 0
Hydroxyde de sodium 1.17 0.03 0
Acétyl-L-leucinate de sodium 0 0.60 0
Acétate de sodium 0 1.05 0
Acétyl-L-leucine 0 0 0.53
L-leucine 0 0 0.03
Acide acétique 0 0 0.92
Chlorure de sodium 0 0 1.50

TAB. 5.7: Concentrations des especes présentes dans la solution avant précipitation (en
mol/L).

Composé Acétyl-L-leucinate ~ Acétate  L-leucinate Hydroxyde
de sodium de sodium de sodium de sodium
Concentration (mol/L) 0.60 1.05 0.03 0.03

TAB. 5.8: Conditions opératoires de 1’expérience de référence.

Référence de Vitesse d’agitation  Débit de coulée =~ Température de Type de
I’expérience (tours/min) de HCI (g/min)  précipitation (°C) lavages
NES 01 101 et 105 200 2 10 Réempatage

réalisées sur un filtre en matériau fritté en borosilicate, d’un volume de 500 mL, d’un
diametre de 9.5 cm et d’une porosité de 3 (ce qui correspond a des pores d’un diametre
de 10 pm environ).

Le chapitre 2 a montré que nombreux sous-produits de réaction apparaissent lors
de la précipitation. Il est donc nécessaire de laver le produit avant séchage pour élimi-
ner ces impuretés. Il est courant industriellement de procéder a un « réempatage » du
gateau apres filtration. Le gateau humide est alors enlevé du filtre et mis en suspension
dans un volume d’eau déminéralisée fraiche (mis en contact avec de la glace ou entre-
posé au réfrigérateur, soit proche de 5°C). La nouvelle suspension est alors remise sous
agitation. Cette opération est répétée a plusieurs reprises. Ceci présente 1’avantage de
mieux dissoudre la totalité des sous-produits, en évitant notamment la formation de
chemins préférentiels lors du lavage. En contrepartie, le soluté peut également se solu-
biliser partiellement, ce qui peut entrainer des pertes de rendement. D’ autres protocoles
opératoires proposent d’effectuer les lavages en versant la méme quantité de solvant
directement sur le filtre, et en agitant ou non le gateau. Le lavage s’effectue alors par
entrainement des impuretés lors de la filtration. Cependant, la premiere méthode est
celle qui se rapproche le plus de ce qui est fait industriellement, ¢’est donc celle qui
sera retenue dans le protocole de référence.

Chapitre 5



¢ anidey)

134 CHAPITRE 5. ETUDE DE LA PRECIPITATION DE L’ ACETYL-L-LEUCINE
EN REACTEUR DISCONTINU

2.2 Résultats et suivis de I’expérience de référence
2.2.1 Reproductibilité du rendement

Bien que I’on utilise un réacteur automatisé, il faut s’assurer d’une bonne repro-
ductibilité des expériences. L’expérience de référence a donc été répétée (NES 01 101
et NES 01 105), et des rendements de 69.8 % et 69.2 % ont été obtenus. La varia-
tion, en terme de rendement est faible (de I’ordre de 0.5 %), ce qui laisse penser que
I’expérience de référence est bien reproductible.

Ces rendements sont des rendements globaux. Ainsi, si on note 7; le rendement de
I’étape 1, le rendement global s’exprime comme le produit des rendements de chaque
étape (voir I’équation 5.3) :

— Nréaction S€ réfere a la transformation du L-leucinate en acétyl-L-leucinate

— 1) précipitation  correspond au rapport entre la quantit€ de produit recueillie et la

quantité maximale de produit qu’il est possible de recueillir (c’est-a-dire apres
avoir soustrait la partie solubilisée dans les jus-meres).

— MNdissolution comprend toutes les pertes de produit par dissolution dans les jus de

filtration, provenant du milieu réactionnel et des lavages.

1) global = 7] réaction -7] précipitation -7] dissolution (53)

2.2.2  Suivi du pH

Comme nous I’avons vu au chapitre 3, le pH influence fortement la solubilité. C’est
donc un parametre essentiel pour contrdler la précipitation. La figure 5.9 montre 1’évo-
lution du pH lors de la coulée d’acide chlorhydrique pour I’expérience de référence
NES 01 101.

Plus en détails, on remarque que la solution initiale d’acétyl-L-leucinate issue de la
réaction d’acétylation est a un pH approximatif de 11. Tres rapidement des I’ajout de
HCI, le pH de la solution diminue. Cela signifie qu’il y avait tres peu d’ions hydroxydes
HO™ résiduels dans le milieu, car ils sont tres rapidement dosés. Un saut de pH est
ensuite observé. Pour 8 g de solution de HCl ajoutés, le pH est descendu a 6. Les ions
acétates et acétyl-L-leucinates sont alors dosés par I’acide. Comme ce sont des acides
faibles, ils tamponnent le milieu, ce qui explique que le pH évolue peu. Lorsque le pH
atteint 4.8 (correspondant a une masse de HCI coulée de 34 g), les premiers cristaux
apparaissent, ce qui se traduit par un léger palier sur la courbe d’évolution du pH en
fonction de la coulée. Le pH continue ensuite a diminuer treés lentement jusqu’a une
valeur de 3.5, puis diminue brusquement.

Ce nouveau saut de pH observé pose un probleme de controle du procédé, dans
I’optique du passage en continu. En effet, en continu, les deux réactifs sont ajoutés
simultanément. Une légere variation du débit de HCI entraine une variation du pH
final, ce qui impacte le rendement global du procédé. Un soin important devra donc
étre apporté au controle du pH dans cette zone du saut.
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FIG. 5.9: Evolution du pH lors d’une expérience de référence de précipitation de
I’acétyl-L-leucine en discontinu.

2.2.3  Suivi de la température

La figure 5.10 reporte 1’évolution de la température au sein du réacteur T,, en
double-enveloppe T, et également le pH, en fonction de la masse de HCI coulée
(comme le débit est constant, I’abscisse est identique au temps) pour une expérience de
référence. Avant de démarrer la coulée d’acide, on s’assure que le réacteur est stabilisé,
c’est-a-dire que la température dans le réacteur est égale a la température du fluide
circulant dans la double-enveloppe (fixée ici a 10°C). Des le début de la coulée, la
réaction acido-basique étant exothermique, T doit diminuer pour refroidir le réacteur.
Elle se stabilise ensuite vers 8.2°C. S’ensuit un deuxieme phénomene exothermique.
Celui-ci apparait a un pH de 4.8, ce qui correspond a I’apparition de formes cristallines.
Par le suivi de la température et de sa régulation, il est donc possible d’identifier la
cristallisation d’entités. T, se stabilise ensuite vers 8°C, afin d’assurer une température
constante de 10°C au sein du réacteur.

2.2.4 Evolution de la sursaturation

En connaissant I’évolution du pH en fonction de la masse coulée d’acide chlorhy-
drique et a partir de I’étude réalisée dans la partie 2 du chapitre 3, il est alors possible de
calculer de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine en discontinu pour chacune valeur de pH.
Cette évolution est reportée sur la figure 5.11 en fonction de la durée de coulée d’acide
chlorhydrique. Connaissant la concentration initiale totale en acétyl-L-leucinate avant
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FIG. 5.10: Evolution de la température au sein du réacteur et en double-enveloppe
lors de la précipitation de 1’acétyl-L-leucine en discontinu, pour une expérience de
référence.

précipitation, il est alors possible de définir la sursaturation comme le rapport entre
cette concentration et la solubilité du produit. Notons que la sursaturation ainsi définie
n’est correcte que s’il n’y a pas de cristaux en suspension, car au-dela la concentra-
tion d’acétyl-L-leucine en solution n’est pas connue. Sur la figure 5.11, en indiquant la
masse coulée pour laquelle les premiers cristaux apparaissent (34 g, soit 17 minutes),
on peut s’apercevoir que ceux-ci apparaissent pour une sursaturation égale a 1.05. La
largeur de la bande métastable est donc faible. Au-dela de cette limite d’apparition des
premiers cristaux, la sursaturation n’a pas été tracée. En effet, celle-ci dépend de deux
phénomenes compétitifs :
— La concentration du produit qui continue a augmenter car de 1’acide chlorhy-
drique continue d’étre ajouté, ce qui a pour effet d’augmenter la sursaturation.
— La nucléation et la croissance du produit, qui consomment 1’écart a la solubilité
et tendent a diminuer la sursaturation.
Des études complémentaires pourraient étre menées pour déterminer 1’évolution
complete de la sursaturation.

2.2.5 Caractérisation des cristaux obtenus

2.2.5.1 Analyse DSC

La figure 5.12 est une analyse DSC réalisée sur un échantillon obtenu par le proto-
cole d’expérience de référence que 1’on vient de définir. On peut voir que le produit
formé correspond, en terme de température de fusion, a 1I’acétyl-L-leucine pure.



2 Expérience de référence représentative du procédé discontinu

2.2 Résultats et suivis de 1’expérience de référence

137

Apparition des

T 1.30
- 1.20
- 1.10
- 1.00
- 0.90
- 0.80
+ 0.70

10n

+ 0.60

Sursaturat

+0.50
— Solubilité + 0.40
— ' Sursaturation +0.30
- 0.20

Solubilité (mol/L)

r 0.10

'
'
'
'
'
.
'
'
'
'
'
'
' . .
/ . premiers cristaux
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
.
.

0.00

40

Durée de coulée (min)

FIG. 5.11: Evolution de la solubilité et de la sursaturation en fonction du temps (coulée
d’acide a 2 g/min), lors de la précipitation de 1’acétyl-L-leucine en discontinu, pour une
expérience de référence.
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FIG. 5.12: Analyse DSC d’un échantillon obtenu lors d’une expérience de référence
en discontinu (NES 01 101).

2.2.5.2 Analyse granulométrique

La figure 5.13 correspond a une analyse granulométrique d’un échantillon issu d’une
expérience de référence. La distribution de particules est étalée, avec notamment une
présence de fines particules. Le diametre médian ds, est obtenu a 52 pm. Cette taille
est voisine de celle obtenue sur un lot industriel, comme le montre la figure 2.17 du
chapitre 2. Le protocole d’un essai mené en discontinu au laboratoire conduit bien a
un produit de qualité comparable a celle obtenue a I’échelle industrielle.
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FI1G. 5.13: Analyse granulométrique en voie seche, réalisée sur un échantillon issu
d’une expérience de référence.

3 Etude paramétrique de la précipitation en discontinu

Dans cette partie de 1’étude, des parametres opératoires, tels que le débit de cou-
l1ée d’acide chlorhydrique, la concentration, la température, le type de lavage, ont été
modifiés par rapport a I’expérience de référence définie précédemment afin de voir
I’impact de ces derniers sur la précipitation.

Les criteres de qualité retenus pour évaluer les performances du procédé de préci-
pitation - filtration - lavage - séchage seront le rendement global du procédé, la pureté
et la cristallinité des cristaux obtenus, ainsi que leur distribution de tailles.

3.1 Bilan des expériences réalisées

Deux catégories d’expériences ont été mises en ceuvre pour cette étude paramé-
trique. La premiere est réalisée a partir du réactif initial (la L-leucine) et consiste a
réaliser la succession des réactions décrites dans le chapitre 2 jusqu’a I’obtention des
cristaux. La deuxieme catégorie d’expérience est réalisée avec des cristaux d’acétyl-
L-leucine pur a 99.9 %, que I’on a dissous dans une solution aqueuse de soude, puis
recristallisés. On parlera alors de précipitation « synthétique ».

3.1.1 Expériences « vraies » , a partir de L-leucine

Les conditions opératoires de ces expériences sont indiquées dans le tableau 5.9.
Les parametres que 1’on a fait varier sont :
— Le débit de coulée d’acide chlorhydrique
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— La concentration initiale en L-leucinate

— La température a laquelle s’effectue la précipitation
— Le type de lavage

Les autres conditions opératoires sont identiques a celles détaillées en annexe C.

TAB. 5.9: Etude paramétrique de la précipitation de 1’acétyl-L-leucine.

Référence de Débit de Concentration Température de Type de Remarques
I’expérience HCla 37 % en acétyl-L- précipitation lavage particulieres
(g/min) leucinate (mol/L) °O) a I’expérience
NES 01 025 2 0.60 10 Réempatages -
NES 01 029 2 0.60 10 Réempatages -
NES 01 033 1 0.60 10 Réempatages -
NES 01 037 2 0.60 20 Réempatages -
NES 01 041 2 0.60 10 Réempatages Coulée d’acide
jusquapH=2
NES 01 045 2 0.60 10 Réempatages -
NES 01 101 2 0.60 10 Réempatages -
NES 01 105 2 0.60 10 Réempatages -
NES 01 109 4 0.60 10 Réempatages -
NES 01 113 1 0.60 10 Réempatages -
NES 01 117 2 0.33 10 Réempatages -
NES 01 121 2 1.05 10 Réempatages -
NES 01 133 2 0.60 20 Réempatages -
NES 01 137 2 0.60 10 Sans lavage -
NES 02 137 2 1.05 10 Réempatages Suivi en
spectroscopie Raman
NES 02 139  Goutte a goutte 1.05 10 Réempatages 1™ cristaux :
pH=10.2
NES 02 141 2 1.05 10 Réempatages 1" cristaux :
pH=5.4
NES 02 145 Pas d’ajout 1.05 10 Réempatages 1" cristaux :
pH=12.1

3.1.2 Expérience de précipitation a partir d’une solution synthétique

Une expérience synthétique partant de cristaux d’acétyl-L-leucine pur redissous
a été réalisé afin d’étudier I’influence des impuretés. Les quantités de réactifs sont
calculées pour un volume de 400 mL et un rendement global de la chaine de procédés
de 70 %. On aboutit aux quantités de réactifs suivantes :

Chapitre 5

— Acétyl-L-leucine : 33.6 g (réactif limitant), soit 0.19 mol

— Soude aqueuse a 30 % massique : 0.19 mol, soit 20 mL

— FEau déminéralisée : 380 mL pour la solution initiale et 3 fois 150 mL pour les
lavages

— Acide chlorhydrique a 37 % massique : 0.19 mol, soit 16 mL
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La solution d’acétyl-L-leucinate de départ a ainsi une concentration initiale de 0.44
mol/L.

Le protocole opératoire est semblable a celui de référence donné en annexe C, en ne
considérant pas I’étape d’acétylation. L’acétyl-L-leucine, la soude et I’eau sont donc
mélangés dans le réacteur du RC1 a 10°C, sous une agitation de 200 tours/minute.
L ’acide chlorhydrique est ensuite coulé a un débit de 2 g/min. A la fin de la préci-
pitation, trois lavages par réempatages sont effectués. Ces conditions opératoires sont
reportées dans le tableau 5.10.

TAB. 5.10: Conditions opératoires de 1’expérience synthétique.

Concentration initiale en ~ Vitesse d’agitation Débit de coulée  Température de Type de
acétyl-L-leucinate (mol/L) (tours/min) de HCI (g/min)  précipitation (°C) lavages
0.44 200 2 10 Réempatage

Pour I’expérience ainsi obtenue (NES 01 063), le rendement est de 79.8 %. 1l cor-
respond au rendement global de la précipitation et tient compte des pertes par disso-
lution dans le jus-mere et lors des lavages des cristaux apres filtration. Le rendement
de réaction 7) gion N’intervient pas dans ce cas, ce qui explique 1’augmentation de
rendement par rapport a I’expérience de référence (voir équation 5.4).

7] global = 7] précipitation -7] dissolution (54)

En s’affranchissant du rendement de la réaction, il est alors possible de détermi-
ner le rendement de la précipitation uniquement. Sachant que I’acétyl-L-leucine a une
solubilité de 8 g/LL d’eau a 20°C, étant donné le volume d’eau engagé, les pertes de
produit par dissolution dans les jus de filtration sont donc égales a 6.6 g d’acétyl-L-
leucine par rapport a la masse initialement engagée. Le rendement de la précipitation
seule 7 pracipitation €St donc €gal a 99 %. Les principales pertes de rendement de ce pro-
cédé sont donc des pertes par dissolution, liées en partie aux lavages.

Leffet du lavage est également étudié a ’aide de ce type d’expériences dans la
partie 4.2.2.2 de ce chapitre.

3.2 Influence des parametres opératoires
3.2.1 Influence des parametres débit d’acide et température

Le tableau 5.11 fournit les résultats des mesures DSC, des rendements et le dia-
metre médian des cristaux obtenus lors des expériences paramétriques. Le rendement
indiqué est le rendement global du procédé, comprenant la réaction, la précipitation et
les lavages.

La variation de débit de HCI] ne semble pas avoir eu d’influence sur le rendement.
En revanche, dans le cas d’un débit trop grand (4 g/min au lieu de 2), la durée de
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TAB. 5.11: Etude paramétrique de la précipitation de 1’acétyl-L-leucine.
Référence de Rendement Température Diametre médian

I’expérience  global (%) de fusion (°C) dso (pum)
NES 01 101 69.8 181.68 45.36
NES 01 105 69.2 181.29 46.72
NES 01 109 69.0 181.16 40.68
NES 01 113 68.6 181.19 52.66
NES 01 117 61.8 181.15 -
NES 01 121 74.1 181.15 -
NES 01 133 62.2 181.83 -
NES 01 137 87.4 186.21 -

précipitation est plus courte, si bien que la chaleur dégagée est plus intense. Le réacteur
a alors du mal a réguler la température.

Le rendement élevé apparent de I’expérience NES 01 137 (87.4 %) s’explique par
le fait qu’il n’y a pas eu de lavage. On pese donc des impuretés, ce qui faussent le
rendement. La présence de L-leucine est caractérisée par I’augmentation de la tempé-
rature de fusion que I’on obtient en DSC (voir le tableau 5.11), comme nous le verrons
dans la partie 4.2.2.2 de ce chapitre.

Des analyses granulométriques ont également été réalisées sur ces échantillons (ta-
bleau 5.11). Les résultats montrent que plus le débit est grand, plus les cristaux sont
petits, plus les cristaux sont petits. L’ augmentation du débit joue sur le pH

La température du mélange au sein du réacteur lors de la précipitation se révele
étre un parametre influencant le rendement global, puisqu’une augmentation de 10°C
fait passer le rendement de 69.8 % a 62.2 %. Ceci ne peut étre uniquement expliqué
par I'impact de la température sur la solubilité, car selon le tableau 3.3 du chapitre
3, la solubilité de I’acétyl-L-leucine est de 0.0444 mol/L a 10°C, et de 0.0477 mol/L
a 20°C. Cette différence est donc faible. L’explication de cette diminution de rende-
ment proviendrait d’une modification de I’avancement de la réaction en fonction de la
température.

3.2.2 Influence de la concentration

3.2.2.1 Suivi par spectroscopie Raman

A T’aide de la spectroscopie Raman et en s’appuyant sur les droites d’étalonnage éta-
blies a la partie 4.3.2 du chapitre 2, le suivi de 1’évolution des concentrations de chaque
espece est possible. Ces résultats sont reportés sur la figure 5.14. L’expérience suivie
est ’expérience NES 02 137, donc a des concentrations plus fortes que les concentra-
tions de I’expérience de référence.

En I’état, ces courbes sont difficiles a exploiter. Quelques remarques peuvent tou-

tefois étre faites :
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FIG. 5.14: Evolution des concentrations de chaque espéce, déterminées par suivi Ra-
man, lors de la précipitation de 1’acétyl-L-leucine en discontinu, pour une.

— La concentration en L-leucinate de sodium est faible et reste stable tout au long
de la précipitation. Elle est dans un domaine de concentration non significatif et
ne pourra donc pas étre exploitée correctement.

— L’apparition d’acétyl-L-leucine sous forme solide est visible correspond bien
aux observations réalisées précédemment (en terme d’apparition de formes cris-
tallines et d’exothermie). Cependant, une étude quantitative de cette espece ne
peut étre faite a partir du suivi en spectroscopie Raman. L’étude est uniquement
qualitative.

— La concentration en acétyl-L-leucinate de sodium semble rester constante. En
fait, il existe un équilibre acido-basique entre la forme acétyl-L-leucinate et
acétyl-L-leucine. Or, il n’existe pas de pic caractéristique en Raman pour les
différencier. L’évolution d’une forme vers une autre ne peut donc étre suivie
par cette méthode, ce qui explique la concentration apparemment constante en
Raman.

— La concentration en acétate de sodium diminue tout au long de la précipitation,
au profit de la concentration en acide acétique. Ainsi, les courbes de concentra-
tions de ces deux especes se croisent pour une valeur de pH égale a 3.7 (voir
figure 5.15), soit le pK 4 du couple.

— La concentration en acide acétique augmente, puis diminue 1égerement pour une
masse de 38 g de HCl ajoutée. Cette diminution correspond a I’apparition de la
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forme cristalline, qui chevauche une partie du pic de I’acide acétique, et qui di-
minue donc la valeur de la concentration lors de I’intégration des valeurs réalisée
par le logiciel.

2.5 - 12
— Acétate de sodium 1
20 - Acide acétique 10
3 —pH
°
E 1.5
e
.2 T
§ o
5 1.0 -
=
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FIG. 5.15: Evolution du pH et des concentrations en acétate de sodium et acide acétique
en fonction de la masse de HCI coulée.

Les essais réalisés en suivi Raman conviennent donc pour le couple acétate / acide
acétique, mais pas pour le couple acétyl-L-leucinate / acétyl-L-leucine, alors que c’est
le couple qui nous intéresserait le plus pour le suivi de la précipitation.

3.2.2.2 Caractérisation des premiers cristaux de précipitation

Lors de la coulée d’acide chlorhydrique, des cristaux apparaissent. Il faut cependant
savoir si ces premieres formes cristallines sont bien des cristaux d’acétyl-L-leucine. En
effet, si ce sont des impuretés qui cristallisent d’abord, elles serviront de germes pour
amorcer la nucléation primaire hétérogene de I’acétyl-L-leucine. Dans un tel cas, les
impuretés sont emprisonnées au coeur des particules et ne peuvent étre éliminées lors
de lavages. 1l faut donc étudier les premiers cristaux de précipitation qui se forment et
I’influence de la concentration sur leur formation.

Avant I’étape de précipitation, nous avons donc une solution aqueuse composée
d’ions acétyl-L-leucinate, d’acétate, d’hydroxyde et L-leucinate. Dans les conditions
de concentration de référence, décrites a la partie 2.1.2, cette solution est stable et
aucun cristal n’apparait avant I’ajout d’acide.
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Cependant, d’autres expériences ont été menées a des concentrations initiales en
acétyl-L-leucinate, avant précipitation, plus importantes que celles de référence, soit
1.05 mol/L au lieu de 0.60 mol/L (voir tableau 5.9). Les solutions obtenues apres
I’étape d’acétylation sont alors instables, puisque parfois le simple fait de les vidan-
ger du RC1 pour les remettre sous agitation dans un autre dispositif suffit a I’apparition
d’un trouble, instantanément ou apres plusieurs jours d’agitation (dans le cas de I’expé-
rience notée NES 02 145). Des cristaux tres fins apparaissent donc, sans méme ajouter
d’acide. Sachant que le pH de ces solutions est toujours de I’ordre de 12, étant donné
I’évolution de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine en fonction du pH, les cristaux qui
apparaissent ne peuvent pas €tre de 1’acétyl-L-leucine.

Etant donné la non reproductibilité de cette forme cristalline, on peut en déduire
que lorsque les concentrations d’acétyl-L-leucinate et des sous-produits associés sont
trop importantes, la solution obtenue apres 1’étape d’acétylation est dans un état méta-
stable puisque des cristaux peuvent apparaitre spontanément. Il faut donc maintenant
isoler et identifier ces impuretés.

Des essais en réacteur discontinu (expérience NES 02 141) ont été réalisés, a partir
d’une solution initiale dont la concentration en L-leucinate de départ est de 1.05 mol/L.
Les premiers cristaux sont apparus a un pH de 5.4 et ont été isolés pour analyse. Rap-
pelons que pour les concentrations obtenues a partir du protocole de référence, le pH
d’apparition des premiers cristaux était de 4.8 (voir partie 2.2.2). L’augmentation de la
valeur du pH d’apparition des premiers cristaux peut dans un premier temps étre ex-
pliquée par I’augmentation de la concentration en acétyl-L-leucinate, passant de 0.60
mol/L. a 1.05 mol/L. Pour confirmer la nature des premiers cristaux formés lors de
I’expérience NES 02 141, ces derniers ont été isolés. La figure 5.16 reporte les ana-
lyses Raman effectuées sur les cristaux isolés en début et en fin de précipitation, et les
compare aux spectres de référence des corps purs sous forme solide de L-leucine et
d’acétyl-L-leucine.

Les spectres Raman obtenus montrent d’une part 1’existence de pics caractéris-
tiques de la présence de L-leucine (847, 836 et 534 cm™1!), et d’autre part une absence
totale de pics caractéristiques de 1’acétyl-L-leucine (voir le tableau 5.12). Cette analyse
nous montre donc que les premiers cristaux formés lors de 1’expérience NES 02 141
semblent donc étre constitués de L-leucine.

En revanche, les cristaux isolés en fin de précipitation ont un spectre plus proche de
celui de I’acétyl-L-leucine que de celui de la L-leucine. La L-leucine intervient comme
sous-produit, mais est présent en faible quantité comparativement au produit principal.
Il est difficile de savoir si I’acétyl-L-leucine masque le signal de la leucine, ou si cette
derniere espece est présente en tant que cristaux isolés ou piégée au sein des cristaux.

L’apparition de formes solides est toujours soumise a un temps d’induction. Afin
de s’en affranchir, une autre expérience (NES 02 139) a été menée, pour une concentra-
tion initiale en L-leucinate de 1.05 mol/L avant acétylation, en ajoutant 1’acide chlor-
hydrique au goutte a goutte (au lieu de se placer a un débit fixe de 2 g/min) jusqu’a ce
que les premiers cristaux apparaissent. Les premiers cristaux sont alors apparus a un
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FIG. 5.16: Comparaison d’analyses Raman entre les premiers cristaux de précipitation
et les cristaux finaux, dans le cadre de I’expérience NES 02 141.

TAB. 5.12: Bandes caractéristiques des cristaux purs de L-leucine et d’acétyl-L-
leucine.

Composé Longueur d’onde de pics caractéristiques
du composé sous sa forme solide (en cm™1)
L-leucine 847, 836 et 534
Acétyl-L-leucine 861, 730, 644 et 553

pH égal a 10.2. Il y a donc bien un effet de cinétique (temps d’induction) et de mé-
lange sur I’apparition de cette forme. L’analyse Raman effectuée sur cette espece (voir
figure 5.17) montre encore que nous avons affaire a une forme solide plus proche de la
L-leucine que de I’acétyl-L-leucine.

Si I’on se réfere a la figure 2.5 du chapitre 2, on peut voir qu’a un pH de 10.2
la L-leucine est beaucoup moins soluble (sa solubilité vaut 0.5 mol/L) que I’acétyl-L-
leucine. Méme si la réaction d’acétylation n’était complete qu’a 90 %, la concentration
en L-leucinate dans la solution avant précipitation serait de 0.15 mol/L, soit inférieure
a la solubilité de la L-leucine dans de I’eau distillée. On peut donc supposer que les
autres especes présentes dans la solution (acétyl-L-leucinate, acétate, sodium) agissent
comme des impuretés vis-a-vis de la L-leucine et ont pour effet de diminuer sa solubi-
lité et de favoriser sa précipitation.
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FI1G. 5.17: Analyses Raman des premiers cristaux de précipitation apparus a pH = 10.2.

Il est donc possible que ce soit bien de la leucine qui précipite. Une étude spécifique
sur I’impact des impuretés et 1’identification des premiers cristaux de précipitation a
été réalisée.

3.2.2.3 Influence des impuretés : cas des solutions synthétiques

Afin de vérifier I’hypothese de la précipitation de la L-leucine, des solutions syn-
thétiques ont été créées. Des expériences de précipitation a partir de ces solutions ont
été réalisées afin de maitriser et de connaitre les especes présentes dans le milieu. Les
concentrations choisies sont celles que I’on obtiendrait lors d’une expérience réalisée
avec initialement 3.3 « volumes »de solvant (au lieu de 10 pour I’expérience de réfé-
rence détaillée dans la partie 2.1.2), soit une concentration en acétyl-L-leucinate de
1.34 mol/L. On recrée donc artificiellement le milieu que 1’on devrait obtenir apres
I’étape d’acétylation, en ajoutant ou pas les especes parmi les ions acétyl-L-leucinate,
acétate et L-leucinate. A ces solutions, on ajoute au goutte 2 goutte de I’acide chlorhy-
drique jusqu’a I’apparition de formes cristallines et on note le pH obtenu. Le tableau
5.13 indique les expériences réalisées et leurs résultats.

Pour les essais contenant de la L-leucine (expériences NES 02 131 A, B et E), le
pH d’apparition des cristaux est compris entre 9.50 et 10.08. Etant donné la gamme
de concentration, la L-leucine ne devrait pas étre présente sous forme solide. En effet,
le minimum de solubilité de cette espece est atteint pour un pH égal a 6, soit le point
isoélectrique de la molécule, et vaut 0.17 mol/L dans I’eau distillée a 20°C. On note
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TAB. 5.13: Tableau des essais d’isolement des premiers cristaux en solutions synthé-
tiques.

Concentration en especes (mol/L)

Référence Acétyl Acétate L-leucinate pH d’apparition
de I’expérience -L-leucinate des premiers cristaux
NES 02 131 A 1.34 2.33 0.07 10.08
NES 02 131 E 0 2.33 0.07 9.57
NES 02 131 B 1.34 0 0.07 9.50
NES 02 131 C 1.34 2.33 0 5.90
NES 02 131 D 1.34 0 0 5.45

aussi que lorsque la solution synthétisée est composée de toutes les especes (expérience
NES 02 131 A), le pH d’apparition des premiers cristaux est le plus haut. Les ions
acétyl-L-leucinates et acétates semblent avoir des effets similaires sur la solubilité,
bien que les premiers soient présents en concentration moins €élevés, et doivent donc
avoir un impact plus fort sur la solubilité de la L-leucine.

On montre ainsi que la L-leucine est I’espece qui précipite en premier et que les
autres especes (acétate et acétyl-L-leucinate) agissent comme des impuretés pour la
L-leucine et diminuent la solubilité de cette espece. Cela explique sa précipitation qui
ne devrait pas avoir lieu pour cette gamme de concentration.

En revanche, pour les essais qui ne contiennent pas de L-leucine (expériences NES
02 131 Cet D), le pH d’apparition des premiers cristaux est de 5.45 et 5.90. Ces valeurs
sont beaucoup plus basses et plus cohérentes avec la précipitation d’acétyl-L-leucine.

Pour se prémunir de I’apparition de formes solides indésirables et ainsi mieux
contrdler la précipitation, il est préférable de travailler a la concentration de référence
obtenue a partir du protocole détaillé dans la partie 2.1.2, et ainsi éviter la formation
des premiers cristaux de L-leucine, plutot qu’a des concentrations plus élevées, comme
lors des expériences listées dans le tableau 5.9. Il est aussi envisageable d’améliorer
I’avancement de la réaction d’acétylation, afin que la L-leucine ne soit présente que
sous forme de trace, ce qui limiterait sa possible précipitation.

4  Caractérisation de I’efficacité des lavages

Les étapes du procédé en aval de la précipitation peuvent aussi avoir un impact sur
la qualité des cristaux de produit fini, mais aussi sur le rendement global du procédé.
Une étude particuliere doit donc étre menée sur ces étapes, et notamment sur celle des
lavages.

Lors d’une étape de lavage, les impuretés piégées dans les jus-meres autour
des cristaux sont éliminées a 1’aide du solvant de lavage. Deux mécanismes
servent a ces éliminations : le lavage par dilution et le lavage par entrainement
[Ruslim et Hoffner, 2007]. Le mécanisme de lavage par dilution s’opere lorsque
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la suspension est mélangée au solvant de lavage pur, afin de permettre un temps
de contact suffisant et un bon échange de matiere par convection, dii a 1’agitation.
C’est le cas des lavages par réempatages. Le lavage est efficace, mais 1I’inconvénient
est la consommation importante de solvant. Au contraire, le mécanisme de lavage
par entrailnement s’opere lorsque le solvant est versé directement sur le gateau de
filtration. Le temps de contact entre le gateau et le solvant de lavage est alors plus
limité. La purification s’effectue par le remplacement des jus-meres contenant les
impuretés par du solvant pur. Pour que cette méthode soit efficace, il est nécessaire que
le gateau de filtration soit bien homogene. En effet, selon la qualité du gateau formé,
des craquelures peuvent exister, conduisant a la formation de chemins préférentiels
pour le lavage, et donc a une mauvaise purification.

Dans tous les cas, apres la filtration du premier lavage, des impuretés dissoutes
peuvent toujours €tre présentes dans le solvant résiduel du gateau humide ou a la sur-
face des particules ([Hoffner et coll., 2004], [Wakeman, 1998]). C’est pourquoi des la-
vages en plusieurs étapes doivent étre faits jusqu’a obtenir la pureté voulue. La carac-
térisation de ces lavages, par le développement de méthodes analytiques, fait I’objet de
cette partie.

4.1 Caractérisation des jus de filtration

Comme nous I’avons vu au chapitre 2, parallelement a la précipitation se forment :
de I’acide acétique, de la leucine et du chlorure de sodium. Chacune de ces especes
doit étre enlevées des cristaux finaux. Or, comme elles sont toutes solubles dans I’eau,
et que I’eau est déja le solvant de réaction, de I’eau déminéralisée sera utilisée comme
solvant de lavage. Il faut maintenant développer des techniques analytiques, propres
a chaque composé, pour juger de I’efficacité des lavages. Etant donné que toutes ces
molécules sont chimiquement différentes, une méme méthode ne pourra servir pour
caractériser toutes les impuretés.

Ainsi, 1’élimination de I’acide acétique sera suivi par analyse des jus de filtration
en spectroscopie Raman, car I’acide acétique répond de maniere distincte par cette
méthode.

L’élimination de la leucine résiduelle sera caractérisée par des analyses en DSC
des cristaux.

Enfin, le chlorure de sodium, en tant que sel, sera suivi par analyses en torche a
plasma de I’élément sodium dans les jus de filtration.

4.1.1 Elimination de I’acide acétique

Comme I’ont montrées les figures A.8 et A.14 de I’annexe A, 1’acide acétique ré-
pond tres bien en spectroscopie Raman et une courbe d’étalonnage peut étre obtenue.
La hauteur du pic est donc proportionnelle a la concentration de 1’espece. Comme
celle-ci est tres soluble dans I’eau, elle est principalement emprisonnée dans les jus-
meres. C’est donc en analysant les jus de filtration, et non les cristaux que I’on peut
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savoir si de I’acide acétique est pi€égé. Les jus, isolés entre chaque lavage, ont donc été
analysés a I’aide de la sonde a immersion du Raman.

La figure 5.18 correspond a la superposition des spectres Raman obtenus pour les
jus de filtration. Un zoom a été réalisé sur la longueur d’onde caractéristique de 1’acide
acétique ( de 870 2910 cm™!). Le jus de la premiere filtration correspond au jus issu
de la suspension apres précipitation, sans étape de lavage. On peut voir que I’acide
acétique y est fortement présent. Le jus de la deuxieme filtration correspond donc a
celui obtenu apres le premier lavage, et ainsi jusqu’au jus de la quatrieme filtration. Par
cette méthode, il est possible de voir que la concentration en acide acétique diminue
graduellement, jusqu’a €tre a peine détectable dans le dernier jus. On notera cependant
que dans le troisieme jus, la concentration en acide acétique est non négligeable, ce qui
prouve la nécessité de faire des lavages en plusieurs étapes.
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FI1G. 5.18: Superposition des spectres Raman des jus de filtration isolés entre chaque
lavage, montrant la zone spécifique du pic caractéristique de 1’acide acétique.

4.1.2 Elimination du chlorure de sodium

Le chlorure de sodium est I’impureté majoritaire formée. Sa détection a été réali-
sée par analyse élémentaire en torche 2 plasma (ICP) a partir des jus de filtration. Etant
donné que le chlore ne peut pas €tre détecté par cette méthode, c’est I’élément sodium
qui sera suivi. On peut noter que le sodium est un contre-ion inerte, mais qu’il peut in-
tervenir dans la composition d’autres sels, tels que 1’acétate de sodium, le L-leucinate
de sodium ou I’acétyl-L-leucinate de sodium. Le suivi de cet élément est donc caracté-
ristique de la présence de la globalité des sels, et non seulement du chlorure de sodium,
méme s’il demeure I’espece majoritaire étant donné le pH en fin de précipitation et lors
des lavages.
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TAB. 5.14: Conditions opératoires des expériences d’isolement des jus de filtration.

Référence Type Type Température lors
d’expérience d’expérience de lavage de précipitation
NES 01 101  Référence Réempatage 20°C
NES 01 097  Référence  Lavage sur filtre 20°C
NES 01 145  Synthétique Réempatage 10°C
NES 01 089  Synthétique Réempatage 20°C

TAB. 5.15: Bilan des concentrations en sodium, exprimées en mol/L, dans les jus de

filtration. i _ _ _
Expérience  1°° filtration 2°™ filtration 3°™° filtration 4°™ filtration

NES 01 101 0.776 0.544 0.068 0.034
NES 01 097 0.833 0.407 0.070 0.019
NES 01 145 0.859 0.494 0.084 0.020
NES 01 089 0.783 0.430 0.064 0.009

Plusieurs expériences ont ainsi été réalisées dans le but de caractériser I’élimination
du chlorure de sodium. Pour celles-ci, diverses conditions opératoires (type d’expé-
rience, type de lavage, température de précipitation) ont été modifiées. Ces conditions
opératoires sont données dans la tableau 5.14.

Pour chaque expérience, les jus issus de chaque filtration, soient quatre par expé-
rience, ont été isolés en vue d’étre analysés en torche a plasma. Les résultats de ces
analyses sont regroupés dans le tableau 5.15, indiquant la concentration en sodium, en
mol/L. On constate que pour tous les essais, le sodium est fortement présent dans le
jus-mere (1°* filtration), puis diminue jusqu’a n’étre qu’une trace dans le dernier jus.
On prouve ainsi que le sodium, et donc les sels, est bien éliminé lors des lavages et que
trois lavages semblent €tre nécessaires.

Dans le cadre de cette étude, le sodium jouera également le rdle particulier de
traceur, ou d’indicateur, de ’efficacité des lavages. Ceci conduira aux travaux de la
partie 4.3.

Cette méme technique analytique peut également servir a détecter la présence de
sodium résiduel dans les cristaux a la fin du procédé global. Ainsi, des cristaux obtenus
apres lavages et séchage ont été dissouts dans de I’eau distillée, puis analysés en torche
a plasma. Une proportion de sodium inférieure a 0.05 % en élément sodium a été
trouvé dans ces cristaux. Cette teneur est extrémement faible, ce qui confirme la bonne
élimination du sodium lors des lavages.

4.2 Impact des lavages sur les cristaux

Les lavages sont certes efficaces pour éliminer les impuretés, mais ils peuvent éga-
lement avoir un impact sur la qualité-méme des cristaux. Apres avoir observé I'impact
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des lavages sur I’aspect des cristaux, on étudiera particuliecrement le cas de I’élimina-
tion de la L-leucine, observable a partir de 1’étude des cristaux.

4.2.1 Etude de la qualité des cristaux

La forme des cristaux peut donner des informations importantes sur I’état de cristal-
linité du produit apres la précipitation. Des cristaux, issus de I’expérience de référence
(NES 01 101), obtenus avant lavage (figure 5.19) et apres lavage (figure 5.20), ont été
observés au MEB.

La figure 5.19 montre des cristaux a surfaces lisses et dont les arétes sont bien défi-
nies. On remarque également la présence de cristaux en forme de batonnets allongés et
d’autres en forme de prisme ou de formes plus aplaties. Ces dernieres formes peuvent
étre liées a la co-précipitation de différents cristaux, en particulier de L-leucine. Une
photographie prise au MEB de cristaux de L-leucine est donnée a la figure 2.19 du cha-
pitre 2. Ces cristaux ont une forme de plaquettes, a la différence de ceux de 1’acétyl-L-
leucine.

Grand. = 250K X Détecteur = SE1

EHT = 7.50 kV Date :9 Fév 2009

F1G. 5.19: Photographie prise au MEB de cristaux d’acétyl-L-leucine avant lavage.

En comparaison, la figure 5.20 montre des cristaux obtenus apres lavages et semble
composée de cristaux en batonnets plus longs, qui est la forme caractéristique des
cristaux d’acétyl-L-leucine. Les arétes sont également plus érodées et les faces sont
moins régulieres que I’échantillon avant lavage. Les lavages éliminent les impuretés,
mais dissolvent également partiellement les cristaux les plus fins et érodent la surface
des cristaux d’acétyl-L-leucine. On prouve ainsi que les lavages ont un impact sur
I’aspect final des cristaux.

Des analyses granulométriques ont également €té réalisées sur des échantillons
avant et apres lavages d’une méme expérience (NES 02 027), comme le montre la
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Grand.= 250 KX Détecteur = SE1

EHT = 7.50 kV Date @ Fév 2009

F1G. 5.20: Photographie prise au MEB de cristaux d’acétyl-L-leucine apres lavage.

figure 5.21. Pour cette expérience, les conditions opératoires sont celles de référence,
définies dans la partie 2.1.2. On observe que la distribution de tailles de particules
parait tres large (de 1 a 1000 pm) et que les cristaux on tendance a se coller. Méme
si les tailles données par le granulometre ne sont pas les tailles réelles des particules,
cette analyse nous permet de comparer la distribution de taille, et de constater que les
lavages ne semblent pas avoir beaucoup d’effet sur celle-ci, puisque les courbes sont
similaires.

1 —Avant lavage
8 — Aprés lavage

ique

% volumi
N
)
S~
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FI1G. 5.21: Analyses granulométriques de cristaux avant et apres lavages.
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4.2.2 Elimination de la L-leucine

La leucine résiduelle peut €tre retrouvée si I’étape d’acétylation précédant la pré-
cipitation n’est pas totale. Sa détection peut étre faite a I’aide de méthode en CCM,
comme détaillé en partie 3.2.3.3 du chapitre 2. Dans le cadre de cette étude, sa détec-
tion sera néanmoins réalisée par une méthode indirecte.

4.2.2.1 Analyse DSC

Etant donné que le produit est un principe actif pharmaceutique, une pureté cris-
talline du produit doit étre assurée, celle-ci pouvant étre modifiée lors des étapes de
lavage par exemple. Dans cette optique, des analyses en DSC ont été réalisées sur les
échantillons solides, pour des températures variant de 0°C a 200°C, a une rampe de
5°C/min. La figure 5.22 montre 1’évolution des spectres DSC obtenus sur les échan-
tillons isolés entre chaque lavage. A titre comparatif, 1’acétyl-L-leucine pur a un point
de fusion de 179.8°C pour la méthode DSC employée.

2
1 187.41°C
0 159.2) /g
1 184.55°C
2j 178.3) /g
©0 187.92°C
g o 181.94°C
E ] 190.9) /g
3]
= ]
o 6 181.03°C
S 193.5) /g
5]
= Avant lavage 185.14°C
‘ Apres 1 lavage
o] Apres 2 lavages
‘ Apres 3 lavages 162577
] 181.68°C
12140 lEL)O 1%0 1%0 léO léO 200

Température (°C)

FIG. 5.22: Superposition des spectres DSC des cristaux isolés entre chaque lavage.
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TAB. 5.16: Conditions opératoires des expériences de précipitation en milieu synthé-
tique pour la caractérisation de 1’élimination de la L-leucine.
Concentration d’impureté
ajoutée (mol/L)

Référence de Concentration en NaCl Acide Leucine
I’expérience  acétyl-L-leucinate (mol/L) acétique

NES 01 145 0.46 0 0.00 0
NES 02 053 0.46 0.05 0.80 0
NES 02 073 0.46 0.05 0.80 0.04

Avant lavage, le pic est tres large et un épaulement est clairement visible. Apres
un lavage, 1’épaulement persiste, mais le point de fusion s’est décalé de 187.4°C a
184.5°C. Ce décalage persiste pour les autres spectres de la figure. Ainsi, apres le
troisieme lavage, le composé a une température de fusion proche du produit pur. De
plus, le pic s’est affiné, montrant ainsi qu’il est beaucoup plus pur.

Dans le but de savoir si cette évolution pouvait s’expliquer par la formation d’une
nouvelle phase cristalline, des essais de maturation consistant a maintenir les cristaux
en suspension ont été entrepris dans le réacteur de précipitation, avant lavage, pendant
une durée de 72 heures. Aucune évolution n’a été constatée en DSC entre les cristaux
isolés avant maturation et apres maturation. Cette évolution de la température de fusion
est donc bien liée a I’effet des lavages, qui enleve une impureté du milieu et favorise la
formation d’une phase cristalline plus pure. Il faut donc identifier I’espece responsable
de I’évolution des températures de fusion des composés entre les lavages.

4.2.2.2 Mise en évidence de la co-précipitation de la leucine

Dans le but de déterminer le sous-produit dont on suit I’élimination en DSC, des ex-
périences en milieu synthétique ont été menées, identiquement aux essais réalisés dans
la partie 3.2.2.3, en ajoutant volontairement les impuretés que sont le chlorure de so-
dium, I’acide acétique et la L-leucine. Les concentrations de ces essais sont indiquées
dans le tableau 5.16.

Les cristaux issus de ces essais ont été isolés avant et apres lavage, puis analysés
en DSC. Les résultats, donnés dans le tableau 5.17, montrent que lorsque chacune
des especes, autre que la leucine, est introduite, un seul pic de fusion est obtenu avant
lavage, celui-ci correspondant a la température de fusion du composé pur. En revanche,
des que de la leucine (expérience NES 02 073) est introduite, on observe deux pics
avant les lavages et la base de ceux-ci est plus large. Ces spectres réalisés en présence
de leucine lors de la précipitation sont similaires a ceux obtenus dans les conditions
réelles du procédé. On met donc ainsi en évidence que 1’évolution des pics de fusion
entre les lavages s’explique par 1’élimination de la L-leucine.

L’élimination de cette impureté par de simples lavages permet de penser que la L-
leucine ne cristallise pas dans la méme maille cristalline que 1’acétyl-L-leucine, puis-
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TAB. 5.17: Analyses DSC réalisées sur les échantillons des expériences de précipita-
tion en milieu synthétique.

Avant lavage Apres lavage
Référence de Nombre Température Nombre Température
I’expérience de pics en DSC de fusion (°C) de pics en DSC de fusion (°C)
NES 01 145 1 182.07 1 180.94
NES 02 053 1 178.88 1 179.88
NES 02 073 2 186.62 1 180.49
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F1G. 5.23: Analyses RX réalisées sur des cristaux secs isolés entre chaque lavage.

qu’il serait alors beaucoup plus difficile d’éliminer la L-leucine. L hypothese est donc
faite que la L-leucine et I’acétyl-L-leucine co-précipitent séparément. Des analyses
RX ont également été menées en parallele par Jo€l Jaud (CEMES de Toulouse) sur des
cristaux isolés entre chaque lavage. Elles ont permis de retrouver les raies caractéris-
tiques, principalement de 1’acétyl-L-leucine, mais également d’une autre espece dans
les cristaux avant lavage (voir figure 5.23).

Afin de tester I’hypothese d’une co-précipitation distincte des deux especes, des
mélanges physiques, obtenus en mélangeant a la spatule des cristaux purs de L-leucine
et d’acétyl-L-leucine, ont été réalisés. Ces mélanges, de fraction molaire variant de 0.5
9% a 20 %, ont ensuite été analysés en DSC. La méthode est la méme que précédem-
ment. Les résultats obtenus en DSC sont présentés sur la figure 5.24.

La présence de L-leucine, méme pour une composition faible de 0.5 %, génere le
méme type de thermogrammes que ceux obtenus pour les échantillons avant lavage. La
base du pic est plus large et le point de fusion est obtenu pour une température plus éle-
vée. Pour des compositions molaires plus importantes de leucine, les pics demeurent
larges et le décalage persiste. Néanmoins, aucune analyse quantitative, telle qu’une
droite d’étalonnage, ne peut étre obtenue a partir de ces résultats. En effet, le déca-
lage de température de fusion n’est pas proportionnel a la composition en leucine. Les
analyses DSC sont donc uniquement un moyen qualitatif de mettre en évidence la pré-
sence de leucine dans les cristaux. Nous noterons également que de simples mélanges
de poudres ont bien reproduits le comportement des échantillons expérimentaux. On
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FIG. 5.24: Superposition des spectres DSC obtenus pour des mélanges de L-leucine et
d’acétyl-L-leucine.

peut donc en conclure que la leucine n’est pas piégée dans la maille cristalline de
I’acétyl-L-leucine, ce qui est cohérent avec son élimination lors des lavages.

Le méme type de phénomene a été observé par Srividya [Srividya, 2007], avec de
la leucine. La leucine agit comme un composé dopant. Notons que le point de fusion de
la leucine pure est de 293°C. Etant donné que 1’acétyl-L-leucine a un point de fusion
inférieur et que sa dégradation s’opere vers 230°C, la fusion de la leucine ne pourra
étre observé directement en DSC.

Le solide précipité avant lavage est donc formé d’un mélange de L-leucine et
d’acétyl-L-leucine.

4.3 Détermination du nombre de lavages

Déterminer le nombre de lavages nécessaires pour obtenir la pureté requise est
une donnée importante du procédé. Plusieurs parametres sont utilisés pour caractériser
I’efficacité de lavage et les mécanismes de lavage rencontrés [Ruslim et coll., 2007].

Le premier parametre est le rapport de concentration C*, défini (voir équation 5.5)
comme le rapport entre la concentration en impureté dans 1’échantillon analysé et celle
dans I’échantillon avant lavage. Ce critere indique le degré de pureté de la suspension.
On rappelle que le chlorure de sodium est utilisé comme traceur, donc que la concen-
tration suivie est celle du sodium.

o — — (5.5
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Le deuxieme parametre est le volume de lavage W qui caractérise la quantité de
solvant frais nécessaire pour laver le gateau. Il correspond au rapport de volume de
solvant total utilisé pour les lavages V., lavage SUI' 1€ volume du gateau humide Visrean
(voir équation 5.6). Viaeay a €t€ déterminé expérimentalement comme égal en moyenne
a 160 mL dans les expériences de référence, en mesurant la hauteur et le diametre
qu’occupe le giteau dans le filtre. Etant donné que les variations du volume de giteau
sont faibles, on considerera sa valeur comme constante. Or, a chaque lavage la méme
quantité d’eau Veay javage €5t ajoutée (150 mL pour les expériences de référence). On
connait donc la quantité totale d’eau ajoutée V.,

eau lavage*
/
W = ‘/eau lavage Z ‘/;au lavage (5 6)
V:gﬁteau V:gﬁteau

En tracant I’évolution du rapport de concentration C* en fonction du volume de
lavage W, il est possible de composer le diagramme de lavage, donné sur la figure
5.25. L’ordonnée est indiquée en échelle logarithmique, car la teneur en sodium est
faible a la fin des lavages. Il a été tracé dans le cas des expériences dont les conditions
opératoires de précipitation et de lavage sont données dans le tableau 5.14.

1.0 9
&)
- 1 II 1
S
g
& :
£ 0.1 1 NES 01 101
o
o
S -+ NES 01 097
15
o
& ——-NES 01 145
&
-=NES 01 089 .
0.0 : ‘ ‘
0 1 2 3

Volume de lavage W

FIG. 5.25: Evolution de la concentration relative en sodium, en fonction du facteur de
lavage.

Les résultats indiquent que les diagrammes de lavage sont semblables pour toutes
les expériences. Cela signifie que I’efficacité de lavage est comparable dans tous les
cas, méme dans celui ou des techniques de lavage différentes sont employées. Le la-
vage par entrailnement, en lavant directement sur le filtre, offre un faible temps de
contact du solvant avec le gateau, mais semble néanmoins étre suffisant pour enlever
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les impuretés. La cinétique de dissolution de I’impureté chlorure de sodium est rapide
et le mécanisme principal de lavage est le lavage par entrainement.

Dans le cas du lavage direct sur le filtre, différents régimes de lavage peuvent étre
observés. Ces derniers sont indiqués sur la figure 5.25. Afin de comprendre les méca-
nismes de lavage, trois régimes successifs sont a considérer [Ruslim et coll., 2007] : le
régime d’entrainement idéal (noté I, sur la figure 5.25), le régime de dispersion (noté
II) et le régime de diffusion (noté III). Pour le premier régime (figure 5.25, I), les jus-
meres sont directement remplacés par le solvant de lavage dans un écoulement piston.
Des impuretés, notamment liées a la surface des cristaux, restent toujours présentes.
Lors du régime de dispersion (figure 5.25, II), le flux de solvant de lavage n’est plus
homogene, du fait de la dispersion et permet I’élimination de ces impuretés. Enfin, le
dernier régime, celui de la diffusion (figure 5.25, III), commence lorsque la concentra-
tion en impuretés est faible et constante, ce qui peut étre le cas d’impuretés adsorbées
a la surface des cristaux. L’effet du lavage est beaucoup moins fort dans ce régime et
le gain en pureté est faible. En restant dans ce régime, la consommation de solvant de-
vient importante pour un gain en pureté faible et un rendement diminué par dissolution
partielle des cristaux.

Un compromis entre pureté et perte de rendement par dissolution lors des lavages
doit donc étre trouvés. Un volume de lavage W égal a 3 permet, dans le cas de ce
procédé, d’éliminer une grande partie du sodium contenue dans les cristaux.

Les techniques analytiques mises en place pour chacune des impuretés ont données
des résultats similaires. Par conséquent, un volume de lavage égal a 3 est également
efficace pour éliminer les teneurs résiduelles en acide acétique et en leucine.

5 Conclusion

Ce chapitre a permis tout d’abord de s’intéresser a la précipitation de 1’acétyl-L-
leucine, en étudiant la cinétique de nucléation de ce produit, ce qui a permis d’identifier
les mécanismes de nucléation de cette molécule.

Ensuite, une expérience de référence de précipitation d’acétyl-L-leucine en dis-
continu a €té mise en place. Un dispositif expérimental de précipitation et de lavage
a été développé pour caractériser les parametres les plus importants de ces procédés
lors d’analyses paramétriques. Le débit d’acide chlorhydrique ajouté et la température
a laquelle se fait la précipitation sont apparus comme ayant un effet respectivement
sur la taille des cristaux et sur le rendement. Ce sont donc des parametres qu’il faudra
maitriser lors du passage en continu. L’autre parametre de la précipitation essentiel est
le pH. On a pu voir qu’il sera difficile a piloter en continu, bien qu’il soit déterminant
sur la pureté des cristaux et sur le rendement final.

Enfin, I’étude particuliere réalisée sur les lavages a permis de développer des tech-
niques analytiques propres a chaque impureté, permettant ainsi de caractériser 1’effi-
cacité des lavages dans le cadre de ce procédé. Il a ainsi été prouvé qu’un volume de
lavage égal a 3 est nécessaire pour éliminer correctement toutes les impuretés des cris-
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taux. Sachant que c’est lors des étapes de lavages que les pertes de produit sont les plus
grandes, cette donnée est importante si 1’on souhaite ne pas perdre de rendement.
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Mise au point d’un procédé de
précipitation de 1’acétyl-L-leucine en
continu

Dans I’industrie pharmaceutique, la plupart des procédés de cristallisation sont des
procédés batch car les équipements nécessaires sont simples et flexibles et de nom-
breuses conditions opératoires peuvent étre examinées dans un temps court sur des
systemes complexes. Cela nécessite toutefois la connaissance de données fondamen-
tales, dont les cinétiques de nucléation des cristaux ou 1’étude de la solubilité du pro-
duit. I1 en est de mé€me lorsqu’on cherche a concevoir une production en mode continu.

Dans ce chapitre, un montage expérimental de précipitation en continu est proposé
et étudié. La qualité des cristaux obtenus est évaluée en fonction des différentes condi-
tions opératoires et comparée aux résultats que peut donner le procédé discontinu.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, les connaissances acquises au laboratoire
sur les produits et les procédés sont utilisées pour réaliser des essais de réaction -
précipitation - filtration- lavage - séchage, a 1’échelle pilote sur le site industriel des
laboratoires Pierre Fabre de Gaillac. Ces essais ont servi a valider la faisabilité du
procédé de production de I’acétyl-L-leucine en continu.

1 Essais de précipitation en continu a 1’échelle du
laboratoire

A partir des résultats acquis lors de chapitres précédents et de I’installation déve-
loppée dans la partie 1.2 du chapitre 5, il est possible de proposer un dispositif expé-
rimental permettant de réaliser la précipitation en continu. Des modifications, notam-
ment de mélangeurs, ont cependant di étre faites pour convenir a un fonctionnement
en continu.

En effet, le mélangeur Hartridge - Roughton convient pour des essais de déter-
mination de cinétique de nucléation, mais présente un risque de bouchage lors d’une
utilisation en continu. De plus, si on envisage de travailler a une concentration élevée,
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la suspension formée est dense, ce qui favorise le colmatage. Il faut donc éviter que les
réactifs ne soient confinés dans un volume restreint. Le choix du mélangeur s’est donc
porté sur des mélangeurs a jets impactants.

1.1 Choix du mélangeur adapté : le mélangeur a jets impactants

Dans le cas de mélangeurs a jets impactants, les réactifs ne sont jamais en contact
dans un espace confiné. Le mélange se fait par I'impact des fluides dans I’air, la so-
lution tombant ensuite par gravité dans une cuve par exemple. On contrdle ainsi la
nucléation (la cuve ne servant qu’a la croissance des cristaux) tout en évitant le risque
de bouchage.

Afin de disposer de mélangeurs qui soient transparents et résistants a 1’acide, nous
avons fait usiner différents types de mélangeurs a jets impactants dans du verre. La
figure 6.1 schématise les trois prototypes de mélangeurs usinés et la figure 6.2 montre
les photographies de I’un d’entre eux.
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““ Rodage ‘\‘ |

Rodage

\I--C/
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FIG. 6.1: Schéma des différents types de mélangeurs a jets impactants usinés.

Pour chacun d’eux, le diametre interne des canalisations est de 1 mm. Les mélan-
geurs a) et b) sont composés de tuyaux en verre, terminés par des coudes a 90° dans
le cas du mélangeur a) (les réactifs se percutent de face) ou a 45° dans le cas du mé-
langeur b) (le mélange ressemble alors a celui obtenu avec un mélangeur en Y). La
rencontre des réactifs s’effectue apres le rodage, si bien qu’une fois le mélange effec-
tué, la solution s’écoule directement par gravité. Dans le cas du mélangeur c), les jets
se percutent de face, mais le rodage est situé apres le mélange, si bien que la solution
s’écoule le long des parois du mélangeur. L’utilisation de ce mélangeur a provoqué
des dépots sur les parois qui pourraient occasionner des bouchages. Il n’a donc pas été
utilisé lors des expériences de précipitation en continu.
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Photographie d’'un mélangeur ~ Photographie centrée sur
a jets impactants en verre la zone d’impact des fluides

FIG. 6.2: Photographies du mélangeur a jets impactants utilisé.

1.2 Dispositif de précipitation en continu
1.2.1 Description du montage expérimental

Le montage expérimental est semblable a celui de la partie 1.2 du chapitre 5, mais
est simplifié. En effet, avec des jets impactants, le risque de bouchage est minime
et la solution réactive n’est jamais confinée dans un volume restreint. La solution de
ringage et le jeu d’électrovannes « A » associé peuvent donc étre éliminés du montage
pour conduire au schéma donné sur la figure 6.3.

Au départ, il faut faire circuler les solutions réactives en boucle, puis, par le jeu des
électrovannes « B », on fait se rencontrer les réactifs dans le mélangeur. La nucléation
s’effectue, donnant lieu a la formation d’une suspension. Il est nécessaire de fixer le
bon rapport de débits de réactifs pour obtenir une suspension aux propriétés voulues, la
cible étant d’étre a pH = 3 a la fin de la précipitation. Remarquons que le mélange par
jets impactants est le plus efficace lorsque les débits des fluides sont identiques. Pour
cela, il faudrait ajouter de 1’eau dans la solution d’acide chlorhydrique utilisée afin de
pouvoir augmenter le débit massique sans modifier le débit molaire. La suspension
finale obtenue est alors plus fluide. Cette solution n’a toutefois pas été retenue car elle
signifierait diluer la suspension finale, ce qui engendrerait des pertes supplémentaires
de rendement par dissolution. On fixera donc des rapports de débits, pour cette étude,
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FIG. 6.3: Schéma du montage expérimental pour la précipitation en continu.

entre une solution d’acétyl leucinate et une solution d’acide chlorhydrique a 37 %
massique, afin d’obtenir une suspension finale dont le pH est le plus proche possible
de 3.

La suspension tombe dans un réacteur de 1 L mis sous agitation mécanique et
refroidi en double-enveloppe pour assurer une température de 10°C au sein du réacteur.

Enfin, une fois la suspension formée, il faut ensuite la soutirer du réacteur. Pour
cela, une pompe péristaltique a été utilisée, car elle permet de véhiculer des suspen-
sions sans boucher, ce qui n’est pas le cas de toutes les pompes. Il faut surtout s’assurer
de régler le débit de la pompe péristaltique pour qu’il corresponde au débit sortant du
mélangeur afin qu’il n’y ait pas d’accumulation de matiere au sein du réacteur. Cette
opération est délicate puisque la suspension dense a tendance a coller aux parois ce qui
nuit a la précision.

Afin de qualifier I’'impact de la pompe péristaltique, des analyses granulométriques
ont été réalisées sur des échantillons isol€s a différents moments-clés, ¢’ est-a-dire avant
de passer par la pompe, apres un passage par la pompe et apres 5 minutes de fonction-
nement en boucle de la pompe. Les résultats de ces analyses sont donnés sur la figure
D.1 de I’annexe D. Ils montrent que la distribution de tailles de particules n’est pas
modifiée par le passage dans une pompe péristaltique. Des analyses complémentaires
réalisées au MEB ont montré que les cristaux ne paraissent pas modifier apres €tre pas-
sés par la pompe. L’usage de ce dispositif ne modifie donc pas I’aspect des cristaux.

1.2.2 Conditions opératoires des essais

L’un des objectifs du passage en continu est de pouvoir augmenter les concentra-
tions des réactifs en controlant I’exothermie des réactions. L’étude de la conception de
réacteurs intensifiés, permettant de mettre en ceuvre les réactions précédant la précipi-
tation, a ainsi fait I’objet d’une autre these effectuée en parallele. Sil’on veut enchainer
les deux opérations (réaction conduisant a 1’acétyl-L-leucinate de sodium, puis préci-
pitation d’acétyl-L-leucine), le précipitateur retenu doit donc pouvoir travailler dans la
gamme de concentrations utilisée en réacteur intensifié.

Ainsi, les conditions retenues pour les essais en continu sont :
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— 5 «volumes » de solvant au lieu de 10.

— 1.4 équivalents molaires d’anhydride acétique au lieu de 1.3, ce qui améliore le
rendement de la réaction d’acétylation d’apres les études menées dans la these
de Laurene Despenes [Despenes, 2010]

— 2.7 équivalents molaires de soude

Pour ces conditions opératoires, ’hydroxyde de sodium intervient comme réactif
en défaut avant 1’étape de précipitation, si bien qu’on aboutit au tableau 6.1 donnant
les équivalents molaires. En supposant un avancement y de réaction d’acétylation de
98 %, on peut calculer les concentrations pour chaque espece, données dans le tableau
6.2. Au niveau du mélangeur, la sursaturation S est alors proche de 21.

TAB. 6.1: Tableau des équivalents molaires des especes en fonction des étapes réac-
tionnelles.

Composé Avant Avant Apres
acétylation précipitation précipitation
L-leucinate de sodium 1 1-x 0
Hydroxyde de sodium 1.7 0 0
Acétyl-L-leucinate de sodium 0 X 0
Acétate de sodium 0 1.7 0
Acétyl-L-leucine 0 0 X
L-leucine 0 0 I-x
Acide acétique 0 1.1-x 2.8-x
Chlorure de sodium 0 0 2.7

TAB. 6.2: Tableau des concentrations des especes en fonction des étapes réactionnelles
(en mol/L).

Composé Avant Avant Apres
acétylation précipitation précipitation

L-leucinate de sodium 1.24 0.02 0
Hydroxyde de sodium 2.12 0 0
Acétyl-L-leucinate de sodium 0 1.05 0
Acétate de sodium 0 1.82 0

Acétyl-L-leucine 0 0 0.85

L-leucine 0 0 0.02

Acide acétique 0 0.13 1.57

Chlorure de sodium 0 0 2.33
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1.3 Mise au point du précipitateur en continu

Diftférentes expériences ont ainsi pu €tre réalisées pour mettre au point le dispositif
et mettre en évidence I’'impact de chacune des conditions opératoires, telles que le
temps de séjour ou la concentration. Celles-ci sont regroupées dans le tableau 6.3.

TAB. 6.3: Tableau des expériences de précipitation en continu.
Expérience  Sursaturation Temps de séjour

NES 02 147 D 21 Filtration directe
NES 02 169 A 21 30s

NES 02 169 B 21 1 min
NES 02 169 C 21 3 min

NES 02 169 D 21 5 min

NES 02 171 A 6 30s

NES 02171 C 10 30s

NES 02 171 D 15 30s

1.3.1 Rapport des débits de réactifs

Etant donné la steechiométrie de la réaction de précipitation, si on souhaitait ali-
menter le mélangeur avec des débits d’alimentation identiques en chaque réactif, il
faudrait diluer la solution d’acide chlorhydrique. Celle-ci passerait alors d’une concen-
tration de 37% massique (soit 12 mol/L) a une concentration de 8 % massique (soit 2.6
mol/L), soit un facteur de dilution de 4.6. Si les débits étaient identiques, il faudrait
donc ajouter une grande quantité d’eau, ce qui entrainerait des pertes de rendement
supplémentaire de produit par dissolution partielle dans 1’eau ajoutée. On ne travaillera
donc pas a des débits identiques. 1l faut donc fixer la bonne gamme de rapports de dé-
bits d’alimentation de réactifs correspondant a la steechiométrie de notre procédé.

Le tableau 6.4 regroupe les résultats obtenus pour différentes expériences réalisées.
La moyenne du rapport des débits massiques est de 3.9. Cependant, on peut voir une
certaine disparité des résultats, pouvant s’expliquer par des déviations dans le fonc-
tionnement des pompes. On remarque également qu’il est treés facile de chuter vers
un pH bas (0.42 ou 1.50 pour I’expérience STGXA 01 041). Comme nous I’avons vu
dans le chapitre 5, il existe un saut de pH pour des valeurs de pH inférieures a 3, si bien
que le contrdle en continu de ce parametre dans cette zone est difficile. En pratique,
lors des essais réalisés sur toute la chaine de procédés en continu (voir partie 2.4 de
ce chapitre), afin d’avoir un meilleur contrdle du pH et une suspension plus fluide, la
solution d’acide est diluée avec de I’eau, jusqu’a une concentration de 18.5 % mas-
sique. Le rapport des débits massiques a utiliser est donc modifié par rapport a une
concentration d’acide plus forte.
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TAB. 6.4: Tableau comparatif des rapports de débits a assurer en continu.
Débits (g/min)

Expérience Acétyl HCl Rapport pH
leucinate 37 % massique de débits final

NES 02 155 141 39.7 3.6 3.10
DES 03 098 122 31.0 3.9 3.05
DES 03 099 141 35.6 4.0 3.07
STGXA 01 041 122 31.3 39 1.50
STGXA 01 041 133 343 3.9 0.42

1.3.2 Temps de séjour

A partir du dispositif décrit précédemment, il faut maintenant s’intéresser au pro-
cessus de croissance et de maturation des cristaux. Pour ce faire, il faut déterminer
I’impact du temps de séjour de la suspension sur la qualité finale des cristaux. Pour
un débit Q de suspension donné (expérimentalement proche de 150 mL/min), le vo-
lume V gyepension €St tel que V gugpension = Q.tsgjour- Pour fixer le temps de séjour voulu
pour 1’étude, il suffit donc d’imposer le volume de la suspension, comme le montre le
tableau 6.5.

TAB. 6.5: Tableau des volumes de réacteur a fixer selon les temps de séjour voulus,
pour une débit de 150 mL/min.
Temps de séjour 30s Imin 2min 3min 4min S5Smin 6 min
Volume du réacteur (mL) 75 150 300 450 600 750 900

A T’aide du réacteur de 1 L, une gamme de temps de séjour de 30 secondes a 5
minutes a ainsi pu étre balayée (expériences NES 02 169 A a D). Les suspensions
prélevées en sortie de pompe péristaltique sont tout de suite filtrées, afin de stopper la
croissance, séchées, puis analysées en granulométrie laser. La figure 6.4 regroupe ces
résultats pour plusieurs temps de séjour.

A titre comparatif, un échantillon isolé tout de suite apres le mélangeur a été ana-
lysé. Sa granulométrie est plus fine. Cela signifie que les cristaux grossissent rapide-
ment, mais ont besoin d’un temps de séjour plus important pour atteindre leurs tailles
définitives. On remarque également dans tous les cas une large distribution de tailles
de particules, témoignant d’une polydispersité des tailles de particules, méme des la
sortie du mélangeur. Le passage par une cuve et le fonctionnement du réacteur en RAC
n’augmentent donc pas plus cette polydispersité.

Pour un temps de séjour de 30 secondes, la distribution de taille granulométrique
se décale vers des tailles plus grosses, puis se stabilise a partir d’un temps de séjour de
1 minute. A partir de cette durée, les courbes granulométriques semblent superposées
(sauf pour les plus grosses particules qui sont en fait des agglomérats). Les échantillons
ont également été observés au MEB.

Chapitre 6



9 anidey)

168 CHAPITRE 6. MISE AU POINT D’UN PROCEDE DE PRECIPITATION DE
L’ ACETYL-L-LEUCINE EN CONTINU

— Sortie de mélangeur
—t=30s
6 -
—t=1min
—t=3mi
5 min
t=5min
()
T4+
IS
=}
E
37
2 -
1 -
0+ “ \ _ T T 1
0.1 100 100(

10
Taille des particules (um)

FIG. 6.4: Analyses granulométriques en voie seche montrant I’effet du temps de séjour
sur la distribution de tailles des cristaux.

N

La figure 6.5 montre deux photographies MEB d’échantillons produits a partir
d’une sursaturation issue de concentrations intensifiées (S = 21), mais de temps de
sé€jour différents. Pour 1’échantillon produit au bout de t jour = 30 s, les cristaux ont
une forme allongée, mais pas une forme de batonnets. Ils apparaissent partiellement
rongés, avec des trous, comme s’ils étaient en train de se redissoudre. Ce n’est donc
pas la forme définitive de 1’acétyl leucine. En revanche, pour un temps de séjour de
5 minutes, les cristaux ont des formes de batonnets beaucoup plus nettes, avec des
surfaces lisses. L’aspect est totalement différent. Un temps de sé€jour de I’ordre de 5
minutes est donc préconisé pour obtenir des cristaux d’acétyl leucine de la forme vou-
lue.

Afin de savoir si un temps de maturation est nécessaire, des essais ont été réalisés
en laissant sous agitation la suspension, apres avoir arrété I’alimentation, pendant 5,
10 et 20 minutes. Des échantillons ont été prélevés et analysés en granulométrie laser.
La figure 6.6 indique les résultats obtenus. Aucune évolution notable n’est observé
pour une durée de maturation supérieure a 5 minutes. On valide ainsi un temps de
séjour requis pour la précipitation de 5 minutes, dans les conditions de débit et de
concentration du procédé, c’est-a-dire une sursaturation égale a 21.

1.3.3 Effet de la sursaturation

Travailler a des concentrations plus élevées modifie la sursaturation, ce qui change
la qualité de la suspension obtenue. Ainsi, on s’est rendu compte que lorsque les
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Temps de séjour de 30 secondes Temps de sé€jour de 5 minutes

FIG. 6.5: Comparaison d’analyses MEB d’échantillons produits en continu, a une sur-
saturation de 21, pour deux temps de séjour différents.
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FIG. 6.6: Analyses granulométriques en voie seche montrant I’effet de la maturation
sur la distribution de tailles des cristaux.

concentrations déterminées par I’expérience de référence (voir partie 2.1.2 du cha-
pitre 5) sont utilisées, la suspension formée par le mélangeur a jets impactants est
fluide. En revanche, lorsque les conditions intensifiées définies dans la partie 1.2.2 de
ce chapitre sont appliquées, la suspension formée, si elle n’est pas agitée tout de suite,
est beaucoup moins homogene et devient un gel dense au bout de quelques secondes
seulement. Celle-ci forme des blocs qui ont emprisonné le solvant du fait d’une trop
grande vitesse de nucléation. On a donc affaire a des suspensions de cristaux fins.

D’autre part, plus la sursaturation est élevée, plus la nucléation est rapide. La nu-
cléation consomme alors rapidement 1’écart a la solubilité, si bien que les particules
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générées auront tendance a moins croitre et a rester de petites tailles. Des expériences
de précipitation en continu ont donc été réalisées (expériences NES 02 171 A a D) pour
différentes sursaturations, afin de voir I’impact de celles-ci sur la qualité des cristaux.
La figure 6.7 montre des analyses granulométriques d’échantillons obtenus pour des
sursaturations variant de 5 a 21, et pour un méme temps de séjour de 30 secondes.
L’impact de la sursaturation sur la distribution de taille de particules n’est pas évident
par cette méthode. Par contre, des analyses complémentaires ont été réalisées au MEB
(voir figure 6.8) sur les échantillons de I’expérience NES 02 171. Alors qu’a une sursa-
turation faible (sur la photographie de gauche, S = 6) les cristaux forment des batonnets
a surfaces lisses, pour une sursaturation plus forte (sur la photographie de droite, S =
21) les cristaux ont une forme allongée mais n’ont pas de surface lisse.
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FI1G. 6.7: Analyses granulométriques en voie seche montrant I’effet de la sursaturation
sur la distribution de tailles des cristaux.

Pour conclure sur cette partie, si I’on souhaite mettre en place la précipitation en
continu de I’acétyl-L-leucine, une sursaturation faible serait préférable. Néanmoins, si
des conditions intensifiées doivent tre employées, un temps de séjour dans la cuve de
5 minutes est nécessaire pour que la croissance des cristaux ait lieu.

1.4 Comparaison des résultats avec le procédé discontinu

Pour qualifier I’intérét du passage en continu, il est nécessaire de le comparer avec
ce qui est fait actuellement en réacteur discontinu.
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Sursaturation = 6 Sursaturation = 21

FIG. 6.8: Phographies MEB d’échantillons montrant I’effet de la sursaturation sur la
forme des cristaux.

1.4.1 Comparaison du rendement

Des expériences comparatives ont donc été réalisées pour lesquelles les étapes de
réaction ou de précipitation sont réalisées en continu ou en discontinu. Les conditions
de chimie demeurent identiques a celles détaillées dans le tableau 6.1. La concentration
en acétyl-L-leucinate de sodium est donc de 1.05 mol/L. Les étapes de filtration et de
lavages sont reproduites a I’identique, avec au total 6.5 « volumes » d’eau de lavage
introduits au total en trois fois.

Les rendements de ces expériences sont reportés dans le tableau 6.6.

TAB. 6.6: Tableau comparatif des rendements entre le discontinu et le continu.
Expérience = Réaction  Précipitation Rendement (%)

NES 02 167 Discontinu  Discontinu 914
NES 02 155 Discontinu Continu 92.1
DES 03 099 Continu Continu 90.2

Quel que soit le mode de réalisation des étapes de réaction ou de précipitation, le
rendement varie peu. Le passage en continu n’augmente pas le rendement global du
procédé, puisqu’en réalisant ces mémes étapes en discontinu, le rendement est méme
légerement supérieur (91.4 % pour I’expérience NES 02 167 au lieu de 90.2 % pour
I’expérience DES 03 099). L’intérét du continu est donc de réduire le volume des instal-
lations et de limiter le risque d’exposition des opérateurs. Le rendement global atteint
grace a ces conditions intensifiées est plus élevé que celui que celui que I’on obte-
nait pour I’expérience de référence, soit 69.8 % (voir la partie 2.2.1 du chapitre 5). 1l
correspond au produit des rendements de chacune des étapes : réaction, précipitation,
lavages. Alors que le rendement de la réaction est maintenant quasi-total, tout comme
celui de la précipitation (99 %), les pertes de rendements majoritaires sont dues aux
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lavages, par dissolution partielle du produit dans les jus de filtration. Le rendement
déterminé est donc le rendement maximal possible de ce procédé.

1.4.2 Comparaison de la pureté des cristaux

Au-dela du rendement, il faut s’intéresser a la pureté des cristaux formés. D’apres
des analyses DSC (voir la figure 6.9 correspondant a 1’analyse de 1’échantillon NES 02
169 A) et Raman réalisées sur des échantillons obtenus apres un temps de 30 secondes,
et isolés entre chacun des lavages, les résultats semblent identiques a ceux obtenus en
discontinu. Des lavages sont toujours nécessaires. Le passage au continu n’apporte pas
de solutions a la problématique de la pureté.

Method: Ramp Run Date: 11 May 2010 11:56
Instrument: DSC Q2000 V24.2 Build 107

2

183.40°C
o 161.8) /g

Flux de chaleur (W/g)

183.71°C

0 %0 100 150 200
Température (°C)

FIG. 6.9: Analyse DSC de I’échantillon obtenu lors de I’expérience NES 02 169 A.

Par contre, en discontinu, pour les gammes de concentrations intensifiées le pro-
bleme de I’identification des premiers cristaux de précipitation se posait. Dans la partie
3.2.2.2 du chapitre 5, nous avons ainsi mis en évidence que ce sont des cristaux de leu-
cine qui se forment d’abord.

Afin de savoir ce qu’il en est lors du passage a la précipitation en continu, des
cristaux ont été isolés par filtration tout de suite apres le mélangeur, sans passage par
une cuve (expérience NES 02 147 D). La figure 6.10 permet de comparer des analyses
Raman de ces cristaux avec les corps purs. A la différence de la figure 5.17 du chapitre
5, le spectre des premiers cristaux formés ont beaucoup plus de pics en commun avec
I’acétyl-L-leucine qu’avec la L-leucine. En continu, les premiers cristaux formés sont
donc de I’acétyl leucine, ce qui représente un avantage en terme de pureté par rapport
au procédé discontinu dans les mémes conditions de concentration.

Pour confirmer la pureté des cristaux obtenus, ces mémes échantillons ont été ana-
lysé en DSC (voir la figure 6.11). La base du pic est large et la fusion apparait a
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FIG. 6.10: Analyses Raman des premiers cristaux isolés en sortie de mélangeur et
comparés avec les corps purs.

185.2°C, pour une rampe de température de 5°C/min. Un décalage de température
existe donc avec le composé pur, ce qui traduit la présence de traces de L-leucine avant
lavage qui n’a pas été vue au Raman. La L-leucine précipite donc en méme temps que
I’acétyl-L-leucine, mais n’est plus le composé majoritaire initialement formé.

1.4.3 Comparaison de facies des cristaux

Enfin, il faut s’intéresser a la qualité des cristaux formés, et notamment a leurs
tailles. La figure 6.12 compare des analyses granulométriques réalisées sur des échan-
tillons obtenus par des procédés discontinus et continus. Les conditions opératoires
sont tres différentes entre ces deux types de mode de fonctionnement de procédés, no-
tamment vis-a-vis de la sursaturation générée, mais la comparaison sert a caractériser
I’effet du changement de procédé.

Dans la partie 1.3 du chapitre 5, nous avons vu que la sursaturation du fonctionne-
ment continu implique une nucléation de type primaire homogene, alors que le fonc-
tionnement discontinu implique une nucléation primaire hétérogeéne, car la sursatura-
tion est plus faible (1.05 au lieu de 21) avec ce mode de procédé. Cela explique une
plus grande vitesse de nucléation dans le cas du fonctionnement en continu. Il y a donc
plus de nucléi formés. Cependant, cette nucléation forte épuise la sursaturation, ce qui
limite la croissance des cristaux.

Ainsi, en terme de granulométrie, les cristaux issus du procédé de précipitation en
continu ont une granulométrie plus fine (dsp ~ 25 pm) que celle des cristaux issus
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FIG. 6.11: Analyses DSC des premiers cristaux isolés en continu, en sortie de mélan-
geur.

du procédé discontinu, mais elle reste dans la gamme de taille convenant a la fabrica-
tion du médicament. La forme de la distribution de tailles parait aussi plus homogene
que celle de I’échantillon produit en discontinu. Dans les deux cas, la distribution est
étalée, avec notamment la présence de fines particules (vers 1 um) et d’agglomérats
(vers 300 pm). Rappelons que ce travail a pour objectif de valider un passage du pro-
cédé en continu et qu’'une extrapolation a 1’échelle industrielle demanderait une étude
complémentaire pour optimiser les conditions opératoires.

En terme de morphologie, d’apres les photographies des cristaux faites au MEB
(figure 6.13), on peut voir que les cristaux issus d’une production en discontinu ont
une forme allongée beaucoup plus proche de batonnets que ne le sont les cristaux
issus d’une production continue. L’impact de la sursaturation violente qu’engendre le
fonctionnement en continu est donc visible sur la morphologie des cristaux, car ceux-
ci sont plus petits et rognés, du fait d’'une croissance incomplete, pouvant étre corrigée
par un temps de séjour adapté.
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FIG. 6.12: Comparaison d’analyses granulométriques en voie seche réalisées sur des
échantillons issus de production discontinue et continue.
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FIG. 6.13: Comparaison d’analyses MEB d’échantillons produits par I’expérience de
référence et en continu.
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2 Transposition du procédé sur site industriel

Rappelons que I’étude faisant 1’objet de cette these s’inscrit dans un projet plus
large, impliquant plusieurs travaux de recherche menés en parallele par plusieurs doc-
torants sur les différentes étapes du procédé. Celles-sont reprises sur le schéma 6.14.
Cette derniere phase du travail consiste donc a coupler les installations mises au point
pour la mise en ceuvre des réactions (réacteur intensifi€) et celles concernant la préci-
pitation - filtration - lavage - séchage.

La derniere partie de ce chapitre est donc commune avec le manuscrit de Laurene
Despenes, doctorante travaillant sur la partie réactionnelle du procédé de production de
I’acétyl-L-leucine. Il faut souligner que la mise en ceuvre de 1’ensemble des procédés
en continu a été réalisée a 1’échelle pilote sur le site industriel des laboratoires Pierre
Fabre a Gaillac. Cette partie est donc essentiellement technologique et concerne des
essais de faisabilité de la chaine de procédés en continu.

Apres un descriptif des dispositifs de réaction et de filtration - lavage - séchage, la
mise a la chaine de tous ces dispositifs et les résultats associés seront exposés au cours
de cette partie.

L-Leucine

q .
ydroxyde de S—>Odmm Solubilisation

L-Leucinate

Anhydride acétique Ataikiten

Acétyl-L-Leucinate

Acide chlorhydrique .
——>  Précipitation

Suspension
d'Acétyl-L-Leucine

Eau Filtration
Lavage

Séchage

Acétyl-L-Leucine

FI1G. 6.14: Schéma bilan des réactifs et réactions mises en jeu lors du procédé.

2.1 Description du réacteur - échangeur

Ces travaux sont issus de la these de Laurene Despenes [Despenes, 2010]. Le réac-
teur - échangeur permet de réaliser dans un premier temps 1’acétylation du L-leucinate
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en acétyl-L-leucinate, par ajout d’anhydride acétique. Avec ce méme dispositif, si un
large exces d’anhydride est ajouté, comme nous I’avons vu dans le chapitre 4, la racé-
misation du produit peut se produire, conduisant a la formation d’acétyl-DL-leucinate.
L’intérét de ce réacteur est donc de pouvoir grouper, en un méme dispositif, deux étapes
réactionnelles. De par sa conception, il permet également un tres bon échange de cha-
leur ce qui permet de bien réguler la température et de fonctionner en isotherme, méme
lors d’une réaction exothermique telle que 1’acétylation.

La géométrie du réacteur - échangeur (voir figure 6.15) est basée sur celle des
échangeurs a plaques. L’écoulement se rapproche donc d’un écoulement de type pis-
ton. Le réacteur est composé€ d’un empilement de plaques destinées soit au fluide pro-
cédé ou la réaction est réalisée, soit au fluide utilité servant a réguler la température.
Chaque plaque réactionnelle, en carbure de silicium (SiC), est placée en sandwich entre
deux plaques utilité, en acier inoxydable. L’ ensemble est complété par deux plaques
de fermeture en acier inoxydable. L’intérét de ces plaques est également de pouvoir
confiner la phase réactionnelle, ce qui limite le risque d’exposition des opérateurs dans
I’optique d’un travail a venir sur les anticancéreux.

Echangeur a plaques

Cuve d'alimentation en solution de L-leucinate de sodium

F1G. 6.15: Photographie du banc du réacteur - échangeur.

Autour de ce réacteur - échangeur, un banc d’essai a été construit pour permettre
le contrdle des différents parametres : débits, pression et températures des entrées et
sorties des fluides procédé.

Il est ainsi possible de produire en continu, en maintenant une température iso-
therme, une solution d’acétyl-L-leucinate ou d’acétyl-DL-leucinate.
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2.2 Le filtre - laveur - sécheur a bande

Le dispositif de précipitation intervient a la suite du pilote permettant d’assurer
la réaction d’acétylation. On obtient ainsi une suspension d’acétyl leucine en continu.
Pour compléter le procédé et traiter cette suspension en continu, il faut assurer en
continu les étapes de filtration et de lavage. Plusieurs technologies existantes répondent
a cette demande [Mériguet, 1997] :

Filtre a tambour sous pression
— Filtre a tambour rotatifs

— Filtre a bande

Filtre a godets

Filtre a disques rotatifs

Afin de choisir le filtre le mieux adapté a notre besoin, il faut définir le cahier des
charges du type de filtration en continu voulue, c’est-a-dire :

— dans quels objectifs il sera utilisé : clarification de suspension, extraction de
produit, dégrossissage avant une filtration plus poussée

— les conditions opératoires : pression (sous pression, sous vide), débits, corrosivité
du milieu

— le type de produit : granulométrie, colit (produit a forte valeur ajoutée ou indési-
rable)

— les regles de sécurité a respecter (si le produit a récupérer est toxique par
exemple)

Dans le cas de notre procédé, il faut extraire le produit d’une suspension a pH =
3 en continu. Ce produit étant un principe actif pharmaceutique, il est a forte valeur
ajoutée et les cristaux ne doivent pas étre modifiés lors des étapes de filtration et de la-
vage. Dans le cadre du projet INPAC, I’objectif est a terme de travailler sur un procédé
d’anticancéreux, donc sur des molécules toxiques. 11 faut, si possible, choisir un dispo-
sitif de filtration qui limite au mieux 1’exposition des opérateurs. Enfin, on souhaitait
également coupler les étapes de filtration et lavage avec celle du séchage. Notre choix
s’est donc porté sur le filtre a bande / sécheur qui répond a tous ces criteres, notamment
celui du séchage.

Le filtre loué est schématisé a la figure 6.16 et photographié sur la figure D.2 de
I’annexe D. Les photographies des différentes parties du filtre sont données dans 1’an-
nexe D.

La bande du filtre est réglée pour avancer a une vitesse d’environ 1 mm par se-
conde (sachant qu’il peut fonctionner jusqu’a un débit maximal de 100 m3/h). Ainsi,
puisque la bande fait 3 m de longueur, il s’écoule une durée d’environ 50 minutes entre
I’alimentation de la suspension et la récupération du produit sec engendré par celle-ci.
Tenant compte de la concentration en particules de la suspension, ce débit a été fixé
dans le but d’avoir une hauteur de gateau homogene de 5 mm sur toute la largeur de la
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F1G. 6.16: Schéma d’un filtre -laveur - sécheur a bande.

bande. Celle-ci est de 10 cm. La surface filtrante est donc de 0.3 m?. La bande dispose
de pores d’un diametre moyen de 20 um.

L’alimentation du filtre en suspension (voir la photographie de la figure D.3 de
I’annexe D) est assurée grice a la pompe péristaltique qui préleve dans le réacteur de
précipitation. La largeur de la bande filtrante étant de 10 cm, il faut répartir uniformé-
ment la suspension qui s’écoule sur celle-ci afin d’obtenir une meilleure homogénéité
du gateau. Pour cela, une raclette a été ajoutée au dispositif original. Une plaque en
plastique a également été rajoutée sous la bande au niveau de I’alimentation. Celle-
ci permet qu’il n’y ait pas de vide des le dépdt de la suspension, ce qui facilite sa
répartition sur la bande.

Une fois que la suspension est sur la bande, le vide (une pression absolue variant de
0.5 2 0.6 bar) est assuré tout au long de la bande filtrante. Les jus de filtration sont alors
collectés suite a cette aspiration. Vient ensuite 1’étape du lavage (figure D.4), qui s’ef-
fectue avec de I’eau (refroidie vers 10°C) projetée sous forme de brouillard couvrant
toute la largeur de la bande, a 1’aide de deux buses décalées de quelques centimetres.
La quantité d’eau utilisée est proportionnellement équivalente a celle utilisée en dis-
continu, mais des études ont été menées afin de déterminer la quantité de solvant de
lavage nécessaire. D’un point de vue I’efficacité des lavages, il serait préférable de ré-
partir cette méme quantité de solvant en plusieurs fois. Pour améliorer 1’efficacité des
lavages et augmenter le temps de contact entre le giteau et I’eau de lavage, une plaque
en plastique a également été disposée sous la bande filtrante, a la verticale des buses de
lavages. Cette plaque évite que I’eau de lavage ne soit tout de suite filtrée et permet au
contraire d’augmenter les temps de contact avec le gateau, ce qui favorise les échanges
et améliore ainsi le lavage.

La derniere étape du procédé est I’étape de séchage, qui se révele étre 1’étape limi-
tante du processus. Il s’effectue dans un bloc (figure D.5) dans lequel de I’air a 120°C
est soufflé au dessus du gateau, alors que le vide est maintenu en-dessous. Le temps de
séjour dans le bloc de séchage est de 12 minutes.

Enfin, a la sortie du sécheur, un gateau sec est formé sur la fin de la bande. Selon
I’aspect du gateau obtenu, le racleur (figure D.6) a plus ou moins d’utilité pour aider a
la récupération du produit. Apres le racleur, la bande tourne en boucle afin de servir a
nouveau. Afin de la nettoyer et de la régénérer, la bande passe lors de son trajet retour
dans un bac contenant de 1’eau. Le but de ce bac est de nettoyer les pores de la bande en
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solubilisant les traces de produits incorporés. On évite ainsi que la bande ne s’encrasse
et on lui assure une meilleure efficacité.

Deux problemes apparaissent tout de méme avec cette installation. Tout d’abord, la
filtration s’effectue en continu, d’un bout a I’autre de la bande, mais les jus de filtration
sont tous regroupés en une méme sortie. Il est alors impossible de faire des analyses
d’évolution d’efficacité de lavage le long du filtre, en analysant par exemple les jus
de filtration a différents endroits du filtre. Le deuxieme probleme concerne la sécurité.
En effet, la suspension et I’intégralité de la bande est exposée a I’air. L’acétyl leucine,
comme nous 1’avons vu dans le chapitre 2 n’est pas une molécule toxique, bien que des
conditions de sécurité lors de sa manipulation s’imposent. Cependant, si I’on souhaite
adapter ce dispositif a une production d’anticancéreux, il sera absolument nécessaire
de couvrir et d’isoler le banc.

2.3 Mise en continu de toute la chaine de procédés

La photographie de la figure 6.17 montre la disposition de chaque pilote dans I’ ate-
lier.

Dispositif de réaction Dispositif de précipitation

R

Dispositif de filtration - lavage - séchage (Pierre Fabre)
FIG. 6.17: Photographie de I’ensemble de la chaine de procédés.

Concernant la partie précipitation, le probleme principal était d’ajuster les bons dé-
bits tout en ayant le bon pH de la suspension. En effet, la solution sortante du dispositif
de réaction doit correspondre exactement en terme de débit a celle de la solution ré-
active de précipitation. Or, pour un meilleur contr6le des installations, il est préférable
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de pouvoir arréter les installations indépendamment 1’une de 1’autre. Une pompe inter-
médiaire est donc nécessaire pour alimenter le mélangeur de précipitation. En terme
de protocole opératoire, une fois que la solution sortant du dispositif de réaction est
stabilisée, le bac de stockage du dispositif de précipitation peut étre alimenté. On fait
fonctionner la pompe en boucle dans un premier temps, puis lorsque le bac, d’une
contenance maximale de 1 litre, est a moitié€ plein, on alimente le mélangeur, unique-
ment en solution d’acétyl leucinate dans un premier temps. On veille alors a ce que le
niveau dans le bac de stockage demeure toujours a la méme hauteur, ce qui signifie que
le débit d’alimentation du bac est égal a celui débité par la pompe. Cette étape est par-
ticulierement délicate, car le moindre €cart entraine des dérives lors d’une utilisation
en continu.

Il faut ensuite régler le débit d’acide chlorhydrique pour obtenir une suspension au
pH voulu. Ces essais se font dans des béchers, a I’extérieur du réacteur servant a la
précipitation. La régulation du pH est assez difficile, du fait du saut de pH que I’on a
mis en évidence dans le chapitre 5. En pratique, la solution d’acide diluée (de 37 %
massique jusqu’a 25 % (AMU 05 175), puis jusqu’a 18.5 % massique (AMU 05 183),
comme le montre le tableau 6.7), afin de pouvoir affiner le réglage du débit d’acide
qui contrdlera le pH final de la suspension. Cette dilution permet également d’obtenir
une suspension plus fluide et homogene qui se répartit mieux sur la bande du filtre.
Par contre, cette dilution diminue le rendement, car de 1’eau est rajoutée en tant que
solvant, ce qui augmente les pertes de produit par dissolution.

Enfin, le dernier probleme provient de 1’homogénéité de la suspension. Malgré
une agitation mécanique a I’aide d’une hélice, la suspension formée est dense, et une
dérive au cours du temps semble apparaitre, provoquant I’accumulation de solide. Cette
phase dense limite les échanges thermiques, ce qui génere un mauvais contréle de la
température. De plus, si la suspension n’est pas homogene, le prélevement réalisée
a ’aide de la pompe péristaltique peut ne pas étre représentatif de I’ensemble de la
suspension.

2.4 Résultats

2.4.1 Campagnes d’essais réalisées

Apres avoir réglé les problemes liés a la formation de la suspension en continu,
des essais de prise en main du filtre ont été menés, notamment en termes de quantités
de solvant de lavage nécessaires pour obtenir la pureté voulue. Plusieurs campagnes
d’expériences ont ainsi été menées. Le temps de s€¢jour moyen de la suspension dans
la cuve de précipitation était de 1’ordre de 5 minutes, ce qui est suffisant. Certaines
campagnes d’expérience sont reportées dans le tableau 6.7.
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TAB. 6.7: Campagnes d’expériences réalisées par les laboratoires Pierre Fabre avec ou
sans le filtre continu.

Campagne Cual Débit leucinate Remarque
d’expérience (% massique ) (kg/h)
AMU 05 155 - 8.69 Réaction en continu /
Précipitation - Filtration - Séchage en batch
AMU 05 175 25 4.80 Suspension épaisse, inhomogene
AMU 05 183 18.5 4.80 Influence de la quantité de lavage
AMU 05 203 18.5 6.46 Essai d’augmentation de productivité

2.4.2 Effets de la quantité de solvant de lavage

Le produit final étant un principe actif pharmaceutique, il est nécessaire de générer
un produit respectant des normes de pureté, dont certaines sont reportées dans le ta-
bleau 2.3 du chapitre 2. Ainsi, a partir d’'une méme qualité de suspension produite en
continu, le débit de solvant de lavage a été modifié afin de quantifier I’impact sur le ren-
dement et la pureté, et déterminer ainsi I’optimum de lavage (campagne d’expériences
AMU 05 183). Les résultats de ces essais sont donnés dans le tableau 6.8.

TAB. 6.8: Résultats d’analyses des échantillons obtenus pour différentes quantités de
solvant de lavage.

Référence de AMUO5 AMUO5 AMUO5 AMUO5 AMU 05
I’échantillon 183 P1 183 P2 183 P3 183 P4 183 P6
Débit lavage (mL/min) 150 120 90 60 40
« Volumes d’eau de lavage » 12.8 10.2 7.7 5.1 3.5
Rendement (%) 77 81 86 87 95
Teneur massique en eau (%) 0.03 0.03 0.04 0.11 1.05
Teneur massique en cendres (%) 0.04 0.03 0.09 1.20 2.43
Conformité de pureté Oui Oui Non Non Non

2.4.2.1 Impact sur le rendement
Observons ces résultats tout d’abord d’un point de vue du rendement. Les rende-
ments donnés ici sont des rendements globaux, comme I’indique 1’équation 6.1.

7] global = 7] réaction -7] précipitation -7] dissolution (6 1)

Plus la quantité d’eau utilisée pour le lavage est importante, plus le rendement est
faible, car on perd plus de produit par dissolution, ce qui diminue le terme 7 gissolution -

Si on considere uniquement ce dernier terme et qu’on suppose que les rendements
de réaction et de précipitation sont de 100 % chacun, il est possible de calculer le
rendement maximal que 1’on pourrait obtenir, en ne considérant que les pertes par
dissolution dans les jus de lavage et dans le milieu réactionnel, en utilisant de 1’acide
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chlorhydrique a 18.5 % massique. Les résultats de ces calculs, ainsi que les différences
de rendement avec les résultats expérimentaux, sont donnés dans le tableau 6.9.

TAB. 6.9: Rendements maximaux pouvant étre obtenus en fonction de la quantité de
solvant de lavage.
Débit lavage (mL/min) 150 120 90 763 60 40
Volumes d’eau de lavage 128 102 7.7 6.5 51 34
Rendement maximal (%) 87,4 88,9 90,5 91,2 92,0 93,1
Rendement expérimental (%) 77 81 86 - 87 95
Différence de rendements avec 104 7.9 4.5 - 5 -19
la campagne AMU 05 183 (%)

Les différences de rendement avec la campagne AMU 05 183 sont importantes.
Cela signifie que des pertes, autres que la dissolution, existent. Celles-ci peuvent Etre
dues a la réaction, a la précipitation, a des défauts d’homogénisation de la suspension
au sein de la cuve de précipitation ou a une mauvaise récupération du produit sur
le filtre. Cependant, on notera que les différences de rendement semblent augmenter
lorsque le débit d’eau de lavage augmente. Notons que la différence est négative pour
I’expérience avec 40 mL/min d’eau, car le produit est impur, si bien que 1’on pese des
impuretés, ce qui fausse le rendement.

Le passage en continu, notamment de la filtration et des lavages, engendre donc
un moins bon rendement que le procédé discontinu dans les mémes conditions (voir
I’expérience NES 02 167, indiquée dans le tableau 6.6, a la page 171).

2.4.2.2 Impact sur la pureté

La pureté du produit est également un résultat important. A ce titre, le tableau 6.8
nous indique que la pureté voulue n’est atteinte que pour une quantité de solvant su-
périeure a 7.7 « volumes » d’eau. Pour des valeurs inférieures, le taux de cendres,
synonyme de la présence de chlorure de sodium, est supérieur a la limite autorisée.
On remarque que c’est également le cas pour la teneur en eau dans les cristaux finaux.
D’ailleurs, moins les cristaux sont lavés, plus la quantité d’eau résiduelle est impor-
tante. Cela signifie que les impuretés (chlorure de sodium, acide acétique, leucine) ont
tendance a emprisonner les molécules d’eau, sous forme d’eau liée ou d’inclusion,
ce qui empéche leur élimination lors du séchage. Cependant 1’identité de 1’impureté
causant cette rétention n’a pas été¢ déterminée.

En comparaison, lors de I’expérience NES 02 167 indiquée dans le tableau 6.6, une

quantité de solvant de 6.5 « volumes » d’eau permettait d’obtenir des cristaux finaux
purs.

2.4.2.3 Détermination du paramétre de lavage W
Connaissant la largeur de la bande du filtre (10 cm) et les ordres de grandeur de la
hauteur du gateau humide (5 cm) et de la vitesse de la bande (1 mm/s), on peut calculer
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que le giteau humide circulant sur la bande a un débit moyen de 30 cm?/min. Cette
détermination est cependant approximative, du fait de I’imprécision des mesures. Lors
de I’étude réalisée dans la partie 4.3 du chapitre 5, nous avons défini le parametre de
lavage W, tel que le rapport du volume total de solvant engagé pour les lavages par
rapport au volume du gateau humide (voir I’équation 5.6 du chapitre 5). Les valeurs
du parametre W ont ainsi été calculées et reportées dans le tableau 6.10, pour chacune
des quantités de solvant engagées lors de la campagne AMU 05 183.

TAB. 6.10: Calculs du parametre de lavage pour différentes quantités de solvant de
lavage.

Référence de AMUO5 AMUO5 AMUO5 AMUO5 AMU 05
I’échantillon 183 P1 183 P2 183 P3 183 P4 183 P6
Débit lavage (mL/min) 150 120 90 60 40
« Volumes d’eau de lavage » 12.8 10.2 7.7 5.1 3.5
Parametre de lavage 5 4 3 2 1.3
Conformité de pureté Oui Oui Non Non Non

Nous avons établi au chapitre 5 qu’en discontinu le parametre de lavage W doit étre
€gal a 3 pour éliminer correctement les impuretés. Lors du passage de la filtration en
continu, le tableau 6.10 nous indique que pour un parametre de lavage de 3 les cristaux
formés sont a la limite de la conformité. Cependant, ce résultat est a nuancer du fait de
la détermination approximative et difficile du débit moyen du gateau humide. Le calcul
de W peut donc en étre impacté. La quantité de solvant nécessaire a la purification du
produit semble donc étre du méme ordre de grandeur lors de lavages en discontinu et
en continu. Le passage en continu ne permet donc pas une diminution de la quantité de
solvant engagé.

2.4.3 Analyses morphologiques

2.4.3.1 Analyses granulométriques
Des analyses granulométriques ont été réalisées sur les échantillons de la campagne
AMU 05 183 (voir figure 6.18). Les distributions granulométriques ne semblent pas
influencer par les modifications de conditions opératoires, notamment celles de lavage.
La taille moyenne des échantillons ds, est cependant faible car de 1’ordre de 12.5 pum.
En comparaison, I’échantillon issu de I’expérience AMU 05 155 (voir figure 6.19)
possede des particules plus grosses ( dso =26 pum ), car la précipitation ne s’est pas faite
en continu, mais en discontinu. Par ce mode de précipitation, la sursaturation générée
est toujours faible, ce qui limite la nucléation et permet au contraire la croissance et la
maturation des cristaux. On peut donc voir ici I’'impact du passage en continu sur la
taille des cristaux.



2 Transposition du procédé sur site industriel 185
2.4 Résultats

8 —
AMU 05 183 P1
7 — AMU 05 183 P2 bords
— AMU 05 183 P2 centre
6 — AMU 05 183 P3
05
=
g
4|
o
>
o\3 i
2 -
1 -
0
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Taille des particules

F1G. 6.18: Analyses granulométriques des échantillons de la campagne AMU 05 183.

—AMU 05 155
— AMU 05 183 P2

% volumique
S
L

0 T T T 1
0.1 1 10 100 1000
Taille des particules (pum)

FIG. 6.19: Comparaison des analyses granulométriques des échantillons AMU 05 183

et AMU 05 155.
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L’ACETYL-L-LEUCINE EN CONTINU

2.4.3.2 Analyses MEB

A partir des analyses précédentes, des études de facies ont également été réalisées
au MEB sur ces mémes échantillons (voir figure 6.20). Alors que I’échantillon AMU
05 155 présente des cristaux ressemblant a des batonnets, les cristaux de 1’échantillon
AMU 05 183 P2 sont collés et présentent des formes allongées, a surfaces arrondies,
différentes de batonnets. Bien qu’un temps de séjour supérieur a 5 min avait €t€ opére,
celui-ci a semblé ne pas étre suffisant, ce qui ne correspond pas aux essais réalisés au
laboratoire.

Grand.= 500 X Détecteur = SE1

EHT =10.00 kV Date :2 Sep 2010

Grand. = 500 X um; Détecteur = SE1

EHT =10.00 kV Date :2 Sep 2010

Photographie MEB de cristaux de 1’expérience AMU 05 183 P2

FI1G. 6.20: Comparaison de photographies MEB de cristaux obtenus lors des essais
réalisés par les laboratoires Pierre Fabre.
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3 Conclusion

A partir des données fondamentales obtenues lors des études menées dans les cha-
pitres précédents, un dispositif permettant d’effectuer la précipitation de 1’acétyl-L-
leucine en continu a été développé et comparé aux essais réalisés en discontinu, bien
que ces fonctionnements soient difficilement comparables, surtout en terme de sur-
saturation générée. Compte tenu des conditions opératoires imposées, notamment de
concentrations, la précipitation en continu a pu €tre opérée. L.’étape de mélange des ré-
actifs a été réalisée a I’aide d’'un mélangeur a jets impactants, dans le but de maitriser
la nucléation. Une cuve d’un réacteur a servi quant a elle a la croissance des cristaux.
Cependant, certains problemes techniques sont apparus avec ce dispositif, ce qui a li-
mité le controle de la précipitation. Dans le but de mieux contrdler le temps de séjour
et I’homogénéité de la suspension, une évolution de ce systeme pourrait étre que la
croissance soit réalisée dans un autre dispositif, comme un cristalliseur a vis sans fin
ou une colonne pulsée (comme le propose la société NiTech) par exemple.

A partir de ces expériences, I’ensemble de la chaine de production du produit,
depuis la L-leucine jusqu’a 1’acétyl-L-leucine pur sous sa forme solide seche, a pu
étre mise en place et testée a I’échelle pilote au sein des laboratoires Pierre Fabre. Ces
essais ont validé la faisabilité technique d’un passage en continu, puisque toutes les
installations, congues indépendamment les unes des autres, ont fonctionné lorsqu’elles
ont été mises bout a bout. Il reste cependant a affiner ces premiers essais, a la fois sur
le plan des conditions opératoires et sur le plan technologique en adaptant certaines
parties du matériel au procédé.

Chapitre 6






Conclusion et perspectives

L’ opération de cristallisation est définie comme la formation ou le développement
d’une phase solide cristalline a partir d’une solution, sous 1’action d’une force motrice
thermique ou physico-chimique. Lorsqu’un agent est additionné a la solution et qu’une
réaction est mise en ceuvre pour générer la phase solide, on parlera de précipitation.
C’est une opération qui occupe une place importante dans I’industrie pharmaceutique
car environ 80 % des formes pharmaceutiques sont fabriquées a partir de cristaux de
principes actifs. En tant qu’étape de génération du solide, la cristallisation (ou précipi-
tation) controle les propriétés chimiques et physiques des cristaux et agit directement
sur leur future qualité d’usage. Il faut alors gérer a travers 1’interaction procédé-produit
une structure, une pureté, une taille et une distribution de taille de cristaux, une forme,
... Les conditions opératoires mise en ceuvre pour contrdler ces propriét€s ne corres-
pondent pas toujours a celles nécessaires pour atteindre un rendement maximum.

Les sociétés pharmaceutiques subissent une pression croissante pour développer
des procédés de cristallisation évolutifs de meilleure qualité, plus rapidement et a
moindres cofits. Pour des raisons de polyvalence, la cristallisation est généralement
préférée en fonctionnement discontinu dans 1’industrie pharmaceutique. Les conditions
de cristallisation doivent donc étre contrdlées afin de réduire les temps de cycle et op-
timiser la qualité des produits. Par ailleurs, I’étape de cristallisation doit étre replacée
dans toute une chaine de production et la qualité des cristaux produits doit étre conser-
vée au cours des opérations ultérieures de filtration et de séchage. Ces contraintes sont
difficiles a gérer car les molécules de principe actif sont complexes, et les interactions
avec les solvants, co-solvants ou impuretés sont difficiles a prévoir.

Cependant, compte-tenu des progres réalisés dans le domaine des microprocédés
et des procédés intensifiés, la transposition du procédé discontinu a un procédé continu
est aujourd’hui développée et mise en ceuvre dans I’industrie pharmaceutique. Ainsi,
des installations fonctionnant en continu sont rencontrées pour les réactions de syn-
theése de principes actifs. Toutefois, peu de cas envisage un fonctionnement en continu
sur toute la chaine réaction-précipitation-filtration-séchage. Le pilotage d’un tel pro-
cédé nécessite en effet la connaissance de données fondamentales telles que les formes
cristallines (polymorphes, solvates, co-cristaux) apparaissant en fonction des condi-
tions opératoires, les solubilités du produit dans différents solvants, les cinétiques de
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nucléation et de croissance.

L’objectif de cette these était de développer des outils génériques permettant
I’étude du développement d’un procédé de production de principe actif en continu,
notamment en maitrisant 1’étape de génération de cristaux et en caractérisant I’impact
des étapes en amont telles que la filtration, le lavage et le séchage.

La premiere étape consistait a choisir un procédé modele pour la mise en place de
ces outils et représentatif des interactions entre les différentes étapes du procédé. Or,
du fait des nombreux essais de mise au point a réaliser, une consommation importante
de produit était a prévoir. L’ approvisionnement et le colit du produit ne devaient donc
pas poser de problemes, a la différence de certains principes actifs pharmaceutiques a
haute valeur ajoutée. La manipulation de cette molécule ne devait pas constituer non
plus de risques d’un point de vue de sa toxicité. Le procédé de production de I’acétyl-
L-leucine a ainsi été retenu, car il répondait a tous ces criteres tout en demeurant une
molécule revétant un intérét pour les laboratoires Pierre Fabre. Ce procédé met en
ceuvre des réactions de synthese d’acétyl L leucinate, puis une précipitation d’acétyl
L leucine par addition d’HCI, une filtration et un lavage des cristaux obtenus puis un
séchage. Les problemes rencontrés lors de sa fabrication sont donc représentatifs de
ceux que 1I’on peut trouver dans la chaine de production d’un anticancéreux.

La démarche retenue pour mener cette étude correspond a la structuration de ce
mémoire : une partie d’acquisition de données fondamentales sur le produit et les tech-
niques de caractérisation associées (chapitre 1 a 4) et une partie de conception du
procédé a I’échelle du laboratoire puis sur site industriel (chapitre 5 et 6).

Apres avoir réuni un certain nombre de données de la littérature sur les concepts de
précipitation et de mélange, les réactions et la précipitation a I’origine de 1’apparition
des cristaux d’acétyl L leucine ont été décrites et analysées tant sur le plan chimique,
en détaillant toutes les réactions principales et secondaires que sur le plan analytique.
Ainsi, il apparait que plusieurs réactions paralleles sont a considérer, entratnant la for-
mation de nombreux sous-produits (leucine, acide acétique, chlorure de sodium) qui
sont présents lors de I’étape de précipitation. Un travail complémentaire important de
développement analytique a donc été réalisé pour caractériser le produit, d’un point de
vue chimique et morphologique, ainsi que chaque sous-produit de réaction. Plusieurs
techniques ont été développées pour suivre les concentrations de ces sous-produits en
vue de maitriser la pureté finale des cristaux d’acétyl L leucine. De méme, des tech-
niques de rayons X, granulométriques, de microscopie et d’analyse d’images ont été
mises en place pour caractériser les cristaux produits en termes d’aspect (forme, taille,
distribution de taille) et de pureté (mise en évidence de la présence possible de chaque
sous-produit dans le produit final). Parallelement a ces méthodes hors ligne, mises en
ceuvre sur des échantillons prélevés au cours du procédé, une méthode de mesure in situ
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a été développée. 1l s’agit de la spectroscopie Raman qui permet d’enregistrer 1’évo-
lution des concentrations de certains réactifs en ligne. Ainsi, pour la partie réaction, il
a été possible d’isoler des bandes caractéristiques du réactif (le leucinate de sodium)
et des produits (I’acétyl leucinate de sodium et I’acétate de sodium). Pour la partie
précipitation, il a été également possible de suivre comme produits 1’acide acétique et
I’apparition de I’acétyl L leucine sous forme solide.

La maitrise de tous types de procédé de cristallisation ou de précipitation, en dis-
continu ou en continu, passe par la connaissance de la solubilité du produit. Une étude
expérimentale a donc été réalisée sur I’évolution de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine
en fonction du pH, de la température et de la concentration en impuretés. En tant
qu’acide faible, il a été prouvé que le pH est le parametre le plus influant sur la so-
lubilité (davantage que la température). Un modele a ainsi pu €tre construit pour repré-
senter 1’évolution de la solubilité en fonction du pH. L’enthalpie de fusion de 1’acétyl-
L-leucine a également été déterminée dans cette phase du travail. Enfin, I’impact des
impuretés du procédé sur la solubilité a été caractérisé, aussi bien pour I’acide acétique
que pour le chlorure de sodium. Dans le cas du sel, la diminution de solubilité a été
expliquée par I’effet d’hydratation dii a la présence d’un anion cosmotrope. Toutes ces
données ont permis de pouvoir mieux maitriser les étapes du procédé : la précipita-
tion mais aussi la filtration et le lavage. En effet, a la fin de I’étape de précipitation,
des étapes de filtration, puis de lavages de cristaux sont nécessaires pour les purifier.
Or, a chaque lavage une partie du produit est perdue par dissolution partielle, due a la
solubilité, dans les jus de filtration. Afin d’estimer les pertes de rendement dues a ces
étapes, la connaissance de la solubilité de 1’acétyl-L-leucine dans I’eau et en présence
des impuretés du procédé était donc indispensable.

Rappelons qu’il existe deux énantiomeres de 1’acétyl leucine, noté L et D. L’acétyl-
L-leucine est un énantiomere pur. Pourtant, dans le médicament final, cette molécule
est présente sous la forme d’un mélange racémique des deux énantiomeres, ¢’est-a-dire
un mélange équimolaire d’acétyl-L-leucine et d’acétyl-D-leucine, Parmi les données
nécessaires pour comprendre le procédé de production de 1’acétyl-L-leucine, il était
important de connaitre le comportement du mélange de L et de D, en fonction de
la température d’une part, ainsi que les solubilités des mélanges d’énantiomeres dans
I’eau d’autre part. Par 1a complémentarité des analyses DSC et RX, on a pu montrer que
I’acétyl-DL-leucine est formé d’un conglomérat des deux énantiomeres. Ces résultats
ont également été corroborés par des études de solubilités, qui permettent maintenant
de mieux appréhender et maitriser le procédé de précipitation de I’acétyl-DL-leucine.

Cette premiere partie du travail a permis de réunir toutes les données fondamentales
et de mettre en place les outils métrologiques ou de caractérisation, nécessaires a la
conception d’un dispositif de précipitation de I’acétyl L leucine.

Dans la deuxieme partie du travail, un dispositif expérimental de précipitation de
I’acétyl L leucine a été spécialement développé en discontinu pour déterminer d’une
part les cinétiques de nucléation de 1’acétyl-L-leucine et d’autre part pour caractériser
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les parametres opératoires les plus influents sur le contrdle des propriétés des cristaux.

Une expérience de référence a été mise en place, reproduisant a 1’échelle du labo-
ratoire un lot de production d’acétyl-L-leucine en discontinu. La précipitation a ainsi
pu étre suivie par le pH, la température et en spectroscopie Raman. Le contréle du pH
s’est avéré délicat dans la zone de pH de I’ordre de 3. Par ailleurs, ces expériences ont
permis de démontrer comment la concentration initiale en réactifs impacte la qualité
des premiers cristaux. Des cristaux de I’impureté leucine ont notamment été identifiés
comme apparaissant les premiers (avant I’acetyl L leucine) lorsque la concentration
initiale est élevée (sursaturation S=20). Enfin, en amont de la précipitation, les lavages
et leurs impacts sur le rendement et la qualité des cristaux ont pu €tre étudiés, grace
au développement de techniques analytiques propres a chacune des impuretés, carac-
térisant ainsi I’efficacité des lavages et conduisant a définir un protocole permettant
d’élimer les impuretés présentes dans les cristaux en minimisant la quantité d’eau de
lavage.

A partir de I’ensemble de ces données, un dispositif de précipitation en continu de
I’acétyl-L-leucine a pu étre développé et testé, tout d’abord au sein du laboratoire, afin
de déterminer I'impact de différents parametres opératoires (concentrations, débits,
temps de séjour, ...) sur la maitrise du procédé et la qualité des cristaux. Cette méme
installation a ensuite été testée, a 1’échelle pilote au sein des laboratoires Pierre Fabre,
avec les pilotes de réaction et de filtration - lavage - séchage en continu. Ces essais
ont permis de valider la faisabilité technique d’un passage en continu de la totalité du
procédé de production, depuis le réactif de départ jusqu’au produit fini sous sa forme
solide seche.

Le travail réalisé au cours de cette theése a donc répondu aux attentes du projet
INPAC, car il a permis de développer des outils méthodologiques, tant sur le plan fon-
damental que technique, pour la mise en continu de procédé de production de principe
actif sous forme solide.

Ainsi, sur la base de ces travaux et en adaptant les équipements, il sera possible
d’étudier le passage en continu d’autres procédés, plus complexes d’un point de vue
chimique ou plus dangereux tels des anticancéreux, en consommant moins de maticre
et dans de meilleures conditions d’expérimentation.

Des études complémentaires a ces travaux pourraient ainsi €tre menées sur deux
niveaux. Tout d’abord sur le plan fondamental, une meilleure connaissance de 1I’évo-
lution des concentrations, surtout lors de 1’étape de précipitation, pourrait étre obte-
nue par la réalisation de travaux complémentaires en spectroscopie Raman. Ceux-ci
consisteraient notamment a développer des modeles multi-constituants qui permettent,
en temps réel et en continu, de tenir compte de I’influence de chacun des constituants
sur I’intensité du spectre obtenu. Ces modeles seraient une avancée en terme de mai-
trise de procédé et ouvriraient la voie a la maitrise d’autres procédés, faisant intervenir
un nombre de constituants beaucoup plus important.

La poursuite de ces travaux, notamment d’un point de vue des cinétiques de précipi-
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tation, permettrait également de développer des modeles numériques basé sur un bilan
de population, susceptibles de prédire la distribution de tailles de particules. Ainsi, en
connaissant les objectifs de granulométrie souhaités, il serait possible de déterminer
les conditions opératoires de sursaturation ou de temps de séjour qui répondraient le
mieux aux attentes.

Ensuite sur le plan technique, la poursuite de ces travaux pourrait conduire a dé-
velopper d’autres types de dispositifs de précipitation, plus adaptés a une application
industrielle. On peut ainsi par exemple réaliser le mélange des réactifs, donc la nucléa-
tion, a I’aide du mélangeur a jets impactants, puis faire la croissance des cristaux dans
un cristalliseur a vis sans fin ou dans une colonne pulsée, dont il existe un exemple,
congu par la société NiTech, au sein de la MEPI (Maison Européenne des Procédés
Innovants). Le temps de sé€jour serait ainsi mieux maitrisée et I’homogénéisation de la
suspension serait assurée par la vis ou les pulsations des pales. Ce type d’installation
existe dans la gamme de débits d’utilisation de notre procédé et conviendrait tout a fait.

Autrement, si ’on souhaite réaliser la précipitation dans des réacteurs tubulaires,
comme nous I’avons vu dans le chapitre 1 la phase réactionnelle doit étre segmentée
dans des gouttes, au milieu de phase immiscible. La mise au point d’un tel type de
procédé nécessite une grande maitrise des cinétiques de nucléation et de croissance
des cristaux, tout en alliant une bonne connaissance des propriétés de la molécule. Des
essais dans des microcanaux en PDMS de 500 pm ont été réalisés, montrant que ce
type de cristallisation segmentée est possible pour cette molécule, bien qu’il reste a
maitriser en termes de débits et de temps de séjour. La figure ci-dessous montre la
faisabilité d’une telle démarche.

Goutte avant nucléation Goutte apres nucléation ( 6 heures )

Photographies de phases réactionnelles d’acétyl-DL-leucine
segmentées dans une goutte, avant et apres nucléation






Nomenclature

Lettres latines

Grandeur Définition Unité
a; activité de ’espece i mol.m 3
Asat activité de I’espeéce en solution saturée mol.m 3
Gsursar  activité de I’espece en solution sursa- mol.m—3
turée
A, surface du cristal m?
Ceq concentration a 1’équilibre mol.m ™3
C; concentration en soluté a I’interface mol.m ™3
C, capacité thermique massique JK1g!
Cool concentration en soluté dans le solu- mol.m™3
tion
cr rapport de concentration adimensionnel
Amob diametre du mobile d’agitation m
D coefficient de diffusion du soluté g.m?mol!.s7!
Dy diffusivité turbulente m2.s~!
fi coefficient d’activité rationnel adimensionnel
G vitesse de croissance m.s~!
I force ionique mol/m~3
J vitesse de nucléation s7tm™3
kg constante de Boltzmann 1,38.107%
JK!
ky, constante cinétique de nucléation s~tm?
k, constante de vitesse de croissance g.m.s~1.mol ™!
K, coefficient de transfert global de ma- g.m.s™'.mol™*
tiere
Ly longueur caractéristique du mésomé- m
lange
m masse de solide déposée g



Nomenclature

Grandeur Définition Unité
n ordre cinétique adimensionnel
N vitesse d’agitation st
N* nombre de molécules formant le nucléus adimensionnel
critique
Nt nombre de nucléi formé adimensionnel
Q quantité de chaleur échangée en DSC J
r rayon du germe supposé sphérique m
Te taille critique de germe m
R constante des gaz parfaits (= 8.314 ) JKtmol™!
5 sursaturation absolue adimensionnel
S rapport de sursaturation adimensionnel
S’ sursaturation relative adimensionnel
S* solubilité du produit mol.m 3
te temps nécessaire atteindre la taille critique s
tind temps d’induction S
tn temps nécessaire a la formation d’un nu- s
cléus stable
t, temps de relaxation S
T température absolue K
T'tus température de fusion du composé K
V volume du réacteur m?
Viube volume du tube de nucléation m?
Vo, volume moléculaire m?
%4 parametre de lavage adimensionnel
T fraction molaire en composé i adimensionnel
xs fraction molaire en acétyl-L-leucine adimensionnel
Yi coefficient d’activité molale adimensionnel



Nomenclature

Lettres grecques

Grandeur Définition Unité

Q@ angle de contact ©

v tension de surface J.m™2

i coefficient d’activité adimensionnel

['(L,t) distribution massique de tailles des parti- adimensionnel
cules

AC, différence de C, molaire entre solide et li- J.K~'.mol~*
quide

AG énergie libre de germination J.mol !

AHyp,s enthalpie de fusion J.mol~!

Am incertitude sur la masse pesée g

AT différence de température K

AV incertitude sur le volume mesuré m?

€ taux de dissipation d’énergie locale adimensionnel

;i rendement de 1’étape 1 adimensionnel

A longueur d’onde m~!

O potentiel chimique a I’état standard J.mol ™!

v viscosité cinématique m?s~!

p masse volumique gm3

Te temps de macromélange S

Td temps de mésomélange S

Te temps de micromélange S

[0) facteur de forme adimensionnel

oV facteur de forme volumique adimensionnel

s facteur de forme surfacique adimensionnel

W(L,t) distribution de particules en nombre m~2
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Annexe du chapitre 2

Bandes caractéristiques de chaque espece en Raman
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FI1G. A.1: Zoom sur le pic caractéristique de 1’acétyl leucinate de sodium.
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FIG. A.2: Zoom sur le pic caractéristique du leucinate de sodium.
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FIG. A.3: Zoom sur le pic caractéristique de 1’acide acétique.
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FI1G. A.4: Zoom sur le pic caractéristique de I’acétate de sodium.
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FIG. A.5: Zoom sur le pic caractéristique des solutions sursaturées d’acétyl leucine.
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Gamme étalon de chaque espece en Raman
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FIG. A.6: Superposition des spectres des solutions étalons d’acétyl leucinate de so-
dium.

- 8000
—C =2mol/L
—C=1,5mol/L - 7000
—C =1mol/L
C =0,5mol/L - 6000
—C =0,1mol/L k3)
- 5000 =
©
- 4000 2
c
/\ - 3000 £
- 2000
- 1000
I T T T T T O

1160 1155 1150 1145 1140 1135 1130
Longueur d'onde (cm-1)

FI1G. A.7: Superposition des spectres des solutions étalons de leucinate de sodium.
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FIG. A.8: Superposition des spectres des solutions étalons d’acide acétique.
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FI1G. A.9: Superposition des spectres des solutions étalons d’acétate de sodium.
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F1G. A.10: Superposition des spectres des solutions étalons de solutions sursaturées
d’acétyl leucine.
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Bandes caractéristiques de chaque espece en Raman

Les paragraphes suivants commentent les courbes d’étalonnage obtenues pour cha-
cune des especes.

Leucinate de sodium

Ce composé est le réactif de départ de la réaction. En Raman, c’est le composé
pour lequel la bande idéale a été la plus difficile a trouver. Celle choisie est au final
peut intense, si bien que le minimum de détection de ce composé en Raman est de
0.1 mol/L. II est donc difficile de savoir s’il reste de la leucine en fin de précipitation.
Néanmoins, cette bande donne des résultats corrects, comme le montre la figure A.11,
puisque le coefficient de régression linéaire est proche de 1. On remarquera toutefois
que I’ordonnée a I’origine de la régression linéaire a une valeur de -50 alors qu’il aurait
du étre nul.

2000 -
1500 +
1600
1400

Intensité du pic
_
S
S S
ISERS)
L L

600 1 v = 966.16x - 50.454
400 R?=0.9999
200 -
0 : : : ‘
0 0.5 I 15 2

Concentration en leucinate (en mol/L)

FIG. A.11: Courbe d’étalonnage développée en Raman dans le cas du leucinate de
sodium.
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Acétyl leucinate de sodium

Ce composé est le produit principal de la réaction. L’obtention de sa concentra-
tion est une donnée essentielle pour estimer 1’avancement de la réaction, et donc la
composition du milieu avant précipitation. La figure A.12 permet de visualiser et de
valider le modele. Le pic choisi est plus intense que celui du leucinate de sodium, d’ou
de meilleures résultats d’intégration en terme d’ordonnée a I’origine de la droite de
régression linéaire.

Lors de la précipitation, on peut voir que son pic se superpose a celui de 1’acétyl
leucine sous forme solide, qui est beaucoup plus intense (voir figure A.1). Le signal
peut donc étre masqué par I’apparition de cette nouvelle entité.

12000 -
10000
» 8000 -
A
=
o
2 6000
g
E
4000 -| y=5169.9x - 2.6391
R?=0.9999
2000 -
0 w ‘ ! ‘
0 0.5 1 1.5 2

Concentration en Acétyl leucinate (mol/L)

FI1G. A.12: Courbe d’étalonnage développée en Raman dans le cas de 1’acétyl leucinate
de sodium.
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Meélange d’acétyl leucinate et de leucinate de sodium

Comme nous I’avons vu au tableau 2.4, les pics de 1’acétyl leucinate et du leuci-
nate se chevauchent. Or le premier est le produit de la réaction dont le deuxieme est
le réactif. Pour affiner les modeles, il faut considérer la coexistence des deux especes
simultanément et développer des modeles multivariables. Lors d’un travail effectué
en parallele a cette étude, Laurene Despenes [Despenes, 2010] a développé des mo-
deles de concentrations en Raman, a base de solutions étalons de mélange d’acétyl-L-
leucinate et de L-leucinate. Les concentrations choisies correspondent a I’évolution de
celles théoriquement déterminées le long du réacteur pilote. Ainsi, les solutions éta-
lons ne sont pas a concentrations fixes en un réactif, mais a concentrations variables,
tenant compte de I’avancement de la réaction et de la dilution par ajout d’un réactif
(I’anhydride acétique), comme indiqué dans le tableau A.1.

TAB. A.1: Tableau des concentrations en solutions étalons des mélanges Acétyl leuci-
nate - Leucinate.

Solution Concentration en Concentration en
étalon  Acétyl leucinate (mol/L) Leucinate (mol/L)

1 1.25 0.00

2 1.00 0.20

3 0.75 0.38

4 0.39 0.75

5 0.19 0.92

6 0.00 1.13

Cette fois, les aires pics, et non plus leur hauteurs, seront utilisées pour obtenir les
droites d’étalonnage. Ces modeles permettent de mieux tenir compte de I’interaction
réciproque entre les deux composés. Ils ne seront cependant pas utilisés dans ce travail
qui privilégie 1’étude de 1’étape de précipitation.
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Acétate de sodium

L’acétate de sodium est le sous-produit des réactions. Sa présence augmente en
méme temps que 1’acétyl leucinate. Les gammes étalons ont été€ obtenues en dissolvant
directement de 1’acétate de sodium dans ’eau. La bande choisie est tres intense et
permet d’obtenir un excellent étalonnage (figure A.13).

Intensité du pic

y =5271.6x +4.x1x9
R?=0.9999

0 T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3

Concentration en acétate de sodium (mol/L)

FI1G. A.13: Courbe d’étalonnage développée en Raman dans le cas de 1’acétate de
sodium.
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Acide acétique

L’acide acétique se forme, en présence d’acétate de sodium, quand le pH diminue.
Il existe un équilibre, comme défini a I’équation A.1. Ainsi lorsque la concentration en
acétate de sodium diminue, celle en acide acétique augmente, les courbes de concen-
trations se croisant lorsque le pH = pK 4.

[Acétate|[H]
[Acide acétique]

pK 4 = (A1)

La bande de I’acide acétique est tres intense et a le grand intérét d’€tre largement
dissociée de celle de 1’acétate de sodium. La figure A.14 montre la courbe d’étalonnage
ainsi obtenue.
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FI1G. A.14: Courbe d’étalonnage développée en Raman dans le cas de I’acide acétique.
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Acétyl leucine sous forme solide

La derniere espece étudiée est le cas de 1’acétyl leucine, mais sous sa forme solide.
Le pic choisi a I'intérét d’étre totalement isolé de ceux des autres composés. Néan-
moins, la courbe que I’on obtient (figure A.15) est correcte, mais sans €tre aussi bonne
que les autres courbes. Notons que de la soude n’a pas été employée pour ces étalons.
Une masse d’acétyl leucine, suffisante pour dépasser la solubilité de 0.045 mol/L, a
simplement €té mise en suspension dans de I’eau. Bien que les essais aient été fait sous
agitation magnétique, il est possible que I’homogénéité des suspensions n’ait pas été
suffisante pour donner de meilleurs résultats. De maniere qualitative, le suivi de cette
longueur d’onde permettra toutefois d’identifier I’apparition d’une forme solide lors
d’une précipitation en discontinu.
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FI1G. A.15: Courbe d’étalonnage développée en Raman dans le cas de I’acétyl leucine
sous forme solide.
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Analyses d’échantillons recristallisés de mélange d’acétyl-L-leucine et
d’acétyl-D-leucine
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F1G. B.1: Comparaison d’analyses DSC d’échantillons recristallisés d’acétyl-DL-
leucine et de mélange racémique des deux énantiomeres.
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FIG. B.2: Diagramme de phase des mélanges recristallisés d’acétyl-L-leucine et
d’acétyl-D-leucine, obtenu par analyses DSC pour une rampe de chauffe de 5°C/min.
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Analyse DSC d’acétyl-L-leucine montrant la dégradation du produit

Method: Ramp Run Date: 13 Feb 2008 10:42
Comment: Cell constant calibration Instrument: DSC Q2000 V23.10 Build 79
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FIG. B.3: Analyse DSC d’un échantillon d’acétyl-L-leucine, jusqu’a 350°C, a
5°C/min.
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Réalisation de paliers de chauffe lors d’analyse DSC d’acétyl-L-leucine

La figure B.4 montre une analyse DSC d’un échantillon d’acétyl-L-leucine, dont
les rampes de chauffe sont de 0.25°C/min, et ou des paliers de température intermé-
diaires de 5 minutes sont réalisés tous les degrés. Par cette méthode, I’évenement ther-
mique apparait des 162°C. Cela signifie que, pour ce composé, pour qu’une tempéra-
ture de fusion déterminée en DSC soit valide, il est nécessaire d’indiquer la rampe de
température qui lui est associée.

Method: Ramp Run Date: 21 Apr 2010 11:36
Instrument: DSC Q2000 V23.12 Build 103
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F1G. B.4: Analyse DSC par paliers de chauffe, de I’acétyl-L-leucine.
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Comparaison d’analyses DSC d’acétyl-DL-leucine a différentes rampes
de chauffe
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FI1G. B.5: Comparaison d’analyses DSC d’échantillon d’acétyl-DL-leucine pour des
rampes de chauffe de 1°C/min et de 5°C/min.
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Réalisation d’analyse en DSC modulée d’acétyl-L-leucine

Une rampe globale de température de 1°C/min et une fréquence d’oscillations de 30
secondes pour des amplitudes de 0.16° ont été appliquées. Le résultat de cette analyse
est donnée sur la figure B.6. Le phénomene réversible (courbe bleue), telle que la
fusion, et le phénomene irréversible (courbe rouge), telle que la racémisation ou tout
autre réaction chimique, s’observent a la méme température, si bien qu’on ne peut pas
les dissocier. De plus, le phénomene réversible parait avoir une enthalpie extrémement
faible (seulement 3.1 J/g alors que I’enthalpie globale est de 191.5 J/g), ce qui ne
correspond pas a la modélisation du diagramme de fusion.

Method: Conventional MDSC Run Date: 19 Feb 2010 11:59
Instrument: DSC Q2000 V23.10 Build 79

0.0 0.06

168.34°C
05+ 191.5) /g

5.5
5.0
1.0 169.71°C 45

154 4.0

3.5
2.09

3.0+

2.59
2.5

171.17°C

3.0 2.0
169.64°C

3.148) /g

170.91°C 154

0.2978) /g

3.59

. 1.0
o] 170.42°C
0.5

Flux de chaleur global (W/g)
Flux de chaleur irréversible (W/g)
Flux de chaleur réversible (W/g)

T
o
o
&

4.5+ 0.0+

168.35°C
501 191.7) /g

0.5+
1.0+

557 169.71°C 154

6.0

100 120 140 160 180 200
Température (°C)

FI1G. B.6: Analyse en DSC modulée, réalisée a 1°C/min, d’un échantillon d’acétyl-L-
leucine.
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Simulation numérique de 1’hydrodynamique dans un mélangeur
Hartridge-Roughton, alimenté de maniere dissymétrique
La figure C.1 montre une simulation d’écoulement avec des alimentations dissy-

métriques en terme de débits. Malgré le mélangeur Hartridge - Roughton, le mélange
n’est pas homogene.

F1G. C.1: Simulation d’écoulement dans un mélangeur Hartridge - Roughton, alimenté
de maniere dissymétrique a 0.5 et 2 m/s.
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Description technique du protocole opératoire pour la détermination de
cinétique de temps d’induction

Afin d’éviter tout bouchage du mélangeur par des cristaux lors des phases d’arrét,
un systeme permettant le nettoyage du mélangeur est mis en place. Nous avons vu
dans le chapitre 3 que 1’acétyl-L-leucine est peu soluble dans I’eau en milieu acide,
mais beaucoup plus en milieu basique. Nous avons également vu que I'influence de
la température était faible sur sa solubilité. Afin de nettoyer le mélangeur, il est donc
préférable de faire circuler une solution basique plutot que de chauffer. Pour cela, des
€lectrovannes spéciales, notées « A » sur le schéma C.2 ont été utilisées pour basculer
de I’alimentation en réactifs a une solution basique (composée de soude diluée). Le
changement de position des deux électrovannes « A » est fait simultanément par le
biais d’un panneau de contrdle.

Solution
de ringage
NaOH
Solution Solution
d'acétyl d'acide
leucinate chlorhydrique

Mélangeur

ALK ol

A Pompe inox B

B Pompe Hastelloy A

l Filtrations .
— — | Séchage |—
Lavages

F1G. C.2: Schéma du montage expérimental pour la détermination de cinétiques de
précipitation.

Le protocole d’une précipitation est le suivant :

— Les réactifs (une solution d’acide chlorhydrique 37 % massique et une solu-
tion d’acétyl leucinate de sodium) sont stockés initialement dans leurs cuves
respectives. La solution d’acétyl leucinate de sodium est produite soit en discon-
tinu (dans le réacteur RC1), soit en continu dans une installation congue dans le
cadre de la these de Laurene Despenes [Despenes, 2010] ou encore de maniere
synthétique a partir d’acétyl-L-leucine solide. Différentes concentrations, donc
sursaturations, ont été testées.

— Fonctionnement en boucle des pompes
Un des buts de cette installation est de faire en sorte que les réactifs se ren-
contrent en méme temps. Pour cela un jeu d’électrovannes activables simultané-
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ment (noté « B » sur le schéma C.2) permet de faire circuler les réactifs en boucle
(les réactifs retournent donc dans leurs cuves initiales) afin que les pompes se sta-
bilisent. On s’ affranchit ainsi également des différences de longueurs de tuyaux
pouvant exister entre les deux cotés de 1’installation.

— Précipitation
En jouant sur les électrovannes « B », on change la sortie de celles-ci pour
qu’elles alimentent le mélangeur. Il est possible de réaliser ce changement ma-
nuellement ou de programmer dans le temps leurs déclenchements et leurs arréts
al’aide d’un boitier électrique de controle. Les tuyaux séparant ces électrovannes
du mélangeur ont été€ adaptés pour €tre de longueur identique et la plus courte
possible, afin d’assurer une arrivée simultanée des fluides dans le mélangeur.
Au sein du mélangeur, les réactifs se rencontrent et une suspension se forme.
Celle-ci peut tomber soit dans un réacteur a double-enveloppe de 1 litre agité
mécaniquement a une vitesse de 200 tours/minute par une hélice (si le but est de
réaliser une précipitation en continu), soit plus simplement dans un erlenmeyer
sous agitation magnétique (si le but est d’acquérir des cinétiques de temps d’in-
duction)

— Lavage du mélangeur
Une fois que I’on souhaite arréter la précipitation, il suffit de rebasculer les élec-
trovannes « B » en mode « Boucle ». Le mélangeur peut ensuite étre nettoyé en
basculant les électrovannes « A » en mode « Alimentation par la solution ba-
sique ». On débouche ainsi le mélangeur.

— Filtration - Lavage - Séchage
Ces étapes sont réalisées de la méme maniere que celles décrites a la partie 2.1.2
du chapitre 5.

Le tableau C.1 résume la position des €lectrovannes pour chacune des étapes opé-
ratoires.

TAB. C.1: Fonctionnement des électrovannes lors de 1’étude de cinétiques de précipi-

tation.
Etape opératoire Position de 1’électrovanne A  Position de I’électrovanne B
Boucle Réactifs Boucle
Précipitation Réactifs Mélangeur

Lavage Solution de ringage Mélangeur
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Description technique du protocole opératoire d’une expérience de
référence de précipitation

La liste des réactifs engagés est la suivante :

— L-leucine : 40 g (introduit en tant que réactif limitant), soit 0,304 mol. Cette

quantité correspond a une concentration de 0.76 mol/L dans le réacteur avant
I’étape d’acétylation.

Soude aqueuse a 30 % : 2.7 équivalents molaires de leucine, soit 0.810 mol, soit
32.8 g de soude solide pure ou 82.3 mL de solution aqueuse de soude a 30 %
massique).

Eau déminéralisée : 320 mL pour la dissolution initiale de la L-leucine, afin
d’introduire un volume de solution (eau et solution aqueuse de soude) de 400
mL, soit 10 « volumes » de solvant. Ensuite, 150 mL d’eau sont ajoutés a 3
reprises pour chacun des lavages par réempatages.

— Anhydride acétique : 1.3 équivalents molaires de leucine, soit 0.395 mol, soit

403 ¢

— Acide chlorhydrique a 37 % massique : 80 g, soit 0.810 mol, soit 2.67 équivalents

molaires de leucine.

Le protocole de I’expérience de référence, depuis le réactif initial jusqu’au produit
final apres séchage, a été divisé en plusieurs étapes, comme indiqué ci-dessous :
— Dissolution de la leucine

— Fixer I’agitation a 200 tours/minute pour toute la durée de 1’expérience

— Régler la température a 10°C

— Ajouter la solution aqueuse de soude

— Ajouter la leucine par le haut du réacteur, petit a petit, a I’aide d’un entonnoir
— Rincer les parois du réacteur et la verrerie avec I’eau déminéralisée a ajouter

— Acétylation

— Ajouter I’anhydride acétique a 1’aide des pompes du RC1 (régler les pompes
a 30 % de puissance pour éviter les a-coups) a un débit de 2g/min
— Alafin de la coulée, régler le cryostat & 20°C et laisser agiter pendant 1h

— Précipitation

— Descendre ensuite la température 10°C, puis laisser stabiliser pendant 15 mi-
nutes

— Ajouter une masse de 80 g de solution d’acide chlorhydrique a 1’aide des
pompes du RC1 (régler les pompes a 30 % de puissance pour éviter les a-
coups) a un débit de 2g/min

— Laisser sous agitation pendant 15 minutes

Filtration et lavage

Vidanger le réacteur dans un erlenmeyer de 1 litre

Filtrer la suspension sur le fritté

Refroidir des pissettes d’eau déminéralisée dans un bain de glace

Prélever 150 mL d’eau
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En mettre 100 mL environ dans I’erlen, puis ajouter les cristaux humides grat-
tés du fritté. Agiter pour homogénéiser la suspension

Ajouter la suspension dans le réacteur, a 1’aide d’un entonnoir

Ajouter I’eau restante dans le réacteur pour laver la verrerie

Agiter pendant 10 min a 15°C

Vidanger le réacteur

Filtrer sur le méme fritté

— Répéter 2 fois ce groupe d’opérations

Séchage

Sécher les cristaux sous étuve ventilée a S0°C pendant 24h. Au laboratoire, les
échantillons sont entreposés pendant la nuit. Néanmoins, comme nous 1’avons vu
dans la partie 3.2.1.2 du chapitre 2 lors de I’analyse thermogravimétrique, une
telle durée n’est pas nécessaire, puisqu’une durée de 1h30 a cette température
semble €tre suffisante. On s’assure toutefois que toute trace d’eau ait disparu.






Annexe du chapitre 6

Effet de la pompe péristaltique sur la distribution de tailles de particules

6 -
— Pas de passage par la pompe
— 1 passage par la pompe
5 -
Fonctionnement en boucle pendant 5 mi
4 -
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F1G. D.1: Analyses granulométriques en voie seche montrant 1’effet de la pompe pé-
ristaltique sur la distribution de tailles des cristaux.
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Photographies du filtre continu utilisé

FI1G. D.2: Photographie de I’ensemble du filtre.
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F1G. D.3: Photographie du dépot de la suspension sur la bande du filtre.

F1G. D.4: Photographie des buses de lavage du filtre.
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F1G. D.5: Photographie de la partie séchage du filtre.

Gateau sec formant des plaques Gateau sec réparti uniformément sur la bande

F1G. D.6: Photographie de la fin de la bande et du racleur.
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Contrdle des propriétés des cristaux d’un principe actif pharmaceutique
dans la chaine précipitation - filtration - séchage :
Vers un procédé continu

Les travaux de cette theése portent sur le développement d’une méthodologie permettant le passage
au continu d’une production de cristaux d’un principe actif pharmaceutique : I’acétyl-L- leucine. Le
travail est centré sur 1’étape de précipitation et ses interactions avec les procédés en aval de filtration /
lavage et séchage.

La démarche adoptée fut donc d’abord d’acquérir un ensemble de données analytiques et thermody-
namiques sur les produits, sous-produits et cristaux. L’ impact de plusieurs parametres opératoires sur la
solubilité du produit fut ainsi mis en évidence. D’autre part, on a montré que I’acétyl-DL-leucine cristal-
lise sous la forme d’un conglomérat. Des études ont ensuite été réalisées sur les procédés en discontinu,
notamment sur les étapes de précipitation et de lavages, afin d’identifier les parametres permettant de
contrdler au mieux la qualité finale des cristaux. Enfin, a partir de ces résultats, des essais de précipita-
tion en continu ont pu étre réalisés a I’échelle du laboratoire, puis a 1’échelle industrielle sur I’ensemble
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Control of the properties of crystals of an active pharmaceutical ingredient
in the process chain of precipitation - filtration - drying :
Toward a continuous process

This study deals with the development of a methodology allowing to transform a batch precipitation
process in a continuous one. The active substance considered is acetyl-L-leucine. The work is focused
on the precipitation step but also considers the interactions with the downstream processes of filtration,
washing and drying.

In a first part, characterization methods of pure and impure solutions of active substance were
developed as well as methods for determining the crystals properties (purity, size, size distribution,
shape, ...). Then the solubility of the product was investigated and the influence of parameters such as
temperature, pH, impurity concentration, was studied. The crystallization mode of the racemic mixtures
was also determined . Finally, batch crystallization was carried out at the laboratory scale in order to
determine nucleation kinetics and to understand the main operating parameters influencing the quality
of the crystals. For the applied range of concentrations, the induction time was found very small and
indicates that the control of the nucleation step is difficult and depends on the mixing of the reactants.
The whole continuous process was finally designed and tested, from the initial reactive to the final dry
API powder, in industrial site to validate the feasibility of the continuous process.

Keywords : Precipitation - Continuous - API - Acetyl-L-leucine - Solubility - Raman
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