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Résumé

Mise en forme de biomolécules par compression : maitrise des paramétres de formulation et
de procédé afin de garantir efficacité biologique et stabilité

Depuis la découverte de l'insuline en 1921, les protéines et peptides thérapeutiques sont de plus en plus étudiés
en vue du développement de nouveaux médicaments. Dans la plupart des cas, ces molécules biologiques sont
administrées par voie parentérale. Cependant, elles sont souvent sujettes a des instabilités sous forme liquide,
nécessitant un stockage a basse température, impliquant une logistique complexe. Pour remédier a ces
contraintes, les industries pharmaceutiques travaillent activement sur le développement de comprimés
contenant des biomolécules, visant a réduire les instabilités lors du stockage. La premiére étape pour fabriquer
des comprimés a partir de formulations liquides consiste a sécher les formulations afin d’obtenir une poudre,
qui sera ensuite comprimée. Plusieurs techniques de séchage telles que la lyophilisation ou I'atomisation
permettent d'obtenir une poudre a partir d'une formulation liquide. Toutefois, pour stabiliser les biomolécules
durant ces procédés, les formulations doivent intégrer des excipients tels que des lyo ou cryoprotecteurs comme
le tréhalose et le saccharose (sucres non réducteurs), le lactose (sucre réducteur), des agents de masse
comme le mannitol, des surfactants, des agents tampons, etc. Dans le cadre de cette thése, nous avons étudié
la faisabilité du développement de comprimés contenant une protéine modele, plus précisément la lactate
déshydrogénase (LDH). Différents excipients et conditions de lyophilisation et de compression ont été évalués.
Initialement, des formulations placebo contenant du tréhalose, du saccharose, du lactose ou du mannitol ont
été lyophilisées, puis leurs propriétés physico-chimiques ont été étudiées. Ces poudres ont ensuite été
comprimées, et leur comportement lors de la compression a été caractérisé. Il a été démontré que le tréhalose
et le lactose, une fois lyophilisés puis comprimés, étaient amorphes et présentaient des propriétés mécaniques
spécifiques telles qu’une résistance mécanique élevée des comprimés obtenus dés les faibles pressions de
compression, un comportement fragile tres marqué de ces comprimés et des profils de recouvrement élastique
spécifiques, différents des profils des poudres cristallines commerciales. En revanche, le mannitol, cristallin
apres lyophilisation, a montré un comportement en compression différent, avec un profil de compressibilité
différent des excipients amorphes et des propriétés mécaniques des comprimés réalisés également
différenciées. Finalement, la caractérisation du comportement en compression du saccharose lyophilisé a été
difficile & évaluer en raison de son hygroscopicité élevée. La seconde partie de I'étude a impliqué la modification
des formulations en augmentant la concentration du tréhalose ou du lactose dans les solutions lyophilisées
dans I'objectif d’améliorer les propriétés d'écoulement des poudres obtenues aprés séchage, afin d’anticiper
sur les difficultés de remplissage de la matrice de compression, en vue d’'une transposition industrielle. Cette
modification s’est avérée insuffisante pour améliorer les propriétés d'écoulement et oriente donc vers d’autres
solutions technologiques. Finalement, I'addition de la LDH aux formulations contenant du tréhalose et du lactose
a été réalisée dans différentes conditions de concentration et en faisant varier les paramétres procédeés. Il a été
montré qu’il est possible de préserver I'activité enzymatique de la LDH a 100% aprés lyophilisation. A l'inverse,
cette partie de I'étude a montré une perte quasi-totale en présence de mannitol. De plus, les poudres de
tréhalose et de lactose contenant la LDH, obtenues aprés lyophilisation puis comprimées a des pressions allant
de 12,5 MPa & 250 MPa, ont permis de maintenir intégralement I'activité enzymatique de la LDH, malgré les
stress mécaniques générés par I'opération de compression. Enfin, une étude de stabilité sur la LDH lyophilisée
dans des matrices de tréhalose ou de lactose, comprimée a 50 MPa et stockée entre 4 °C et 40 °C, a confirmé
la conservation totale de son activité enzymatique pendant 4 mois, quelles que soient les conditions de
température.

Mots clés : lyophilisation, compression, atomisation, procédés, propriétés physico-chimiques, propriétés mécaniques




Abstract

Tableting Biomolecules by Compression: Mastering Formulation and Process Parameters to
Ensure Biological Efficacy and Stability

Since the discovery of insulin in 1921, therapeutic proteins and peptides have been increasingly studied for the
development of new medications. In most cases, these biological molecules are administered parenterally.
However, they are often subject to instability in liquid form, requiring low-temperature storage and involving
complex logistics. To address these constraints, pharmaceutical industries are actively working on the
development of tablets containing biomolecules, aiming to reduce instabilities during storage. The first step in
manufacturing tablets from liquid formulations is to dry the formulations to obtain a powder, which is then
compressed. Several drying techniques, such as freeze-drying or spray-drying, can produce a powder from a
liquid formulation. However, to stabilize the biomolecules during these processes, the formulations must include
excipients such as lyoprotectants or cryoprotectants like trehalose and sucrose (hon-reducing sugars), lactose
(reducing sugar), bulking agents like mannitol, surfactants, buffer agents, etc.

In this thesis, we studied the feasibility of developing tablets containing a model protein, specifically lactate
dehydrogenase (LDH). Various excipients and freeze-drying and compression conditions were evaluated.
Initially, placebo formulations containing trehalose, sucrose, lactose, or mannitol were freeze-dried, and their
physicochemical properties were studied. These powders were then compressed, and their behavior during
compression was characterized. It was demonstrated that trehalose and lactose, once lyophilized and then
compressed, were amorphous and exhibited specific mechanical properties such as high mechanical resistance
of the tablets obtained at low compression pressures, a pronounced fragile behavior of these tablets, and
specific elastic recovery profiles different from those of commercial crystalline powders. In contrast, mannitol,
crystalline after freeze-drying, showed different compression behavior, with a compressibility profile different
from the amorphous excipients and differentiated mechanical properties of the tablets produced. Finally, the
characterization of the compression behavior of freeze-dried sucrose was difficult to assess due to its high
hygroscopicity.

The second part of the study involved modifying the formulations by increasing the concentration of trehalose
or lactose in the lyophilized solutions with the aim of improving the flow properties of the powders obtained after
drying, to anticipate difficulties in filling the compression die for industrial transposition. This modification proved
insufficient to improve flow properties, indicating the need for other technological solutions. Finally, the addition
of LDH to formulations containing trehalose and lactose was carried out under different concentration conditions
and by varying the process parameters. It was shown that it is possible to preserve 100% of the enzymatic
activity of LDH after freeze-drying. Conversely, this part of the study showed an almost total loss in the presence
of mannitol. Moreover, trehalose and lactose powders containing LDH, obtained after freeze-drying and then
compressed at pressures ranging from 12.5 MPa to 250 MPa, maintained the enzymatic activity of LDH entirely,
despite the mechanical stresses generated by the compression operation. Finally, a stability study on freeze-
dried LDH in trehalose or lactose matrices, compressed at 50 MPa and stored between 4 °C and 40 °C,
confirmed the total preservation of its enzymatic activity for 4 months, regardless of the temperature conditions.

Key words: freeze-drying, compression, spray-drying, process, physico-chemical properties, mechanical properties
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Introduction générale

La part des biomolécules (anticorps monoclonaux, protéines recombinantes, matériel génique de type
petits ARN interférents ou ARNm ...) sur le marché pharmaceutique est en constante croissance et
cela conduit a I'émergence de nouvelles approches thérapeutiques. En premiére intention, ces
biomolécules sont formulées sous forme de solutions ou de dispersions aqueuses destinées a étre
administrées par voie parentérale. Cependant, les aspects en lien avec la stabilité de ces formes
galéniques sont contraignants et l'arrivée rapide sur le marché des vaccins contre la Covid-19 a
particulierement mis en lumiére les enjeux de stabilité et de logistique associés a ces formes
pharmaceutiques (hotamment en ce qui concerne le maintien de la chaine du froid a trés basse

température).

Les biomolécules thérapeutiques constituent un axe majeur de recherche et de développement dans
l'industrie pharmaceutique. En effet, compte tenu du succés de nombreuses biomolécules en tant
gue médicaments hautement efficaces (Haddadzadegan et al., 2022; Kinch, 2015) un vif intérét a été
accordé cette derniére décennie au développement de voies alternatives d'administration autres que
la voie conventionnelle (la voie parentérale). Parmi celles-ci, la voie orale suscite un intérét particulier
en raison de ses nombreux avantages tels qu'une meilleure acceptation du traitement par les patients,
une facilité d’administration ainsi qu’'une haute sélectivité et des interactions hautement spécifiques
avec leur cible, basées sur un mécanisme d’action bien défini (Craik et al., 2013). D’autres voies
d’administration peuvent également étre envisagées comme par exemple, la voie buccale, nasale ou
encore vaginale... Quand il s’agit d'une administration par voie orale, les comprimés représentent la

forme galénique solide la plus fréquemment utilisée.

Les biomolécules sont souvent obtenues au cours des procédés primaires et apres purification sous
forme de formulations liquides, qui sont sujettes a des instabilités physico-chimiques pouvant

entrainer la perte de leur activité.

Par conséquent, différentes techniques de séchage ont été et sont encore étudiées afin d'améliorer
la stabilité des biomolécules et potentiellement, d'obtenir des systemes solides nécessaires a la
production de comprimés. La lyophilisation est la méthode de choix pour I'obtention de formulations
biopharmaceutiques sous forme de poudre. Une autre technique souvent mise en ceuvre est la
pulvérisation ou atomisation (spray-drying). Il convient de noter immédiatement que la structure
tridimensionnelle de ces biomolécules est sensible aux conditions environnementales et peut étre
altérée pendant ces opérations de dessication (Otsuka et al., 2006), étant donné qu’elles sont
soumises a des contraintes de température et/ou de changement d’état du liquide environnant

(congélation, évaporation). De méme, si un procédé de compression est envisagé apres dessication
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et obtention d’'une poudre, cette opération va générer des sollicitations mécaniques fortes (pression
de compression, frictions ...) également susceptibles d’altérer les structures moléculaires des

biomolécules.

Afin de stabiliser et de protéger les biomolécules pendant les processus de séchage, il est donc
important d’adapter la composition de la formulation a la nature du principe actif a sécher.
Généralement, les biomolécules sont des produits a forte activité thérapeutique qui sont administrés
a faible dose, et sont instables en solution du fait de leur nature, de leur structure chimique, de leur
poids moléculaire élevé (Hedoux, 2015) et des conformations tridimensionnelles associées
indispensables pour obtenir les effets biologiques et thérapeutiques escomptés. Pour pouvoir
s’affranchir de ces limitations (effet de la température, des variations de pH, de la présence de
cristaux de glace et d’'une déshydratation importante), des excipients ayant différents réles peuvent
étre ajoutés aux solutions avant le procédé de séchage. Il est donc important de prendre en compte
la nature et la concentration de ces excipients ajoutés lors de la conception des conditions opératoires
des cycles de lyophilisation ou d’atomisation. Parmi les grandes familles d'excipients, il est possible
de citer les agents tampon qui régulent le pH, les agents stabilisants (cryoprotecteurs efficaces a
basses températures et lyoprotecteurs qui stabilisent les biomolécules lors de la déshydratation) et

les agents de masse dont le réle est de conférer une rigidité et un volume aux poudres.

Pour tenter de mieux définir les conditions de dessication des biomolécules, le premier objectif de ce
travail a été de concevoir une formulation « modéle » séchée par lyophilisation ou par atomisation et
de caractériser les solides déshydratés obtenus a l'issue de ces procédés de séchage. Une protéine
modele (la lactate déshydrogénase) a ensuite été intégrée a cette formulation afin de tester la
conservation de [lactivité enzymatique de la protéine juste aprés lyophilisation puis aprés
compression. Une premiere étape a donc été la fabrication de comprimés pharmaceutiques par
compression a partir des poudres obtenues aprés séchage pour évaluer leurs propriétés physico-
chimiques ainsi que leur comportement en compression. En effet, il est admis que les produits
obtenus aprés séchage par lyophilisation ou par atomisation, présentent des structures et des
textures différentes selon le procédé mis en ceuvre et souvent différentes de celles des excipients
conventionnellement utilisés en compression pharmaceutique (ces derniers étant le plus souvent
obtenus par cristallisation). Dans un second temps, l'ajout d’une protéine modéle dans les
formulations servira & évaluer l'impact des procédés de séchage et de compression sur la
conservation de son activité enzymatique. Pour répondre a ces objectifs, ce manuscrit sera réparti

en six chapitres.

Le premier chapitre de ce manuscrit expose I'état actuel de l'art et des connaissances dans les

domaines couverts par ce projet de thése. Il aborde notamment les divers aspects liés aux paramétres
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de formulation et de procédé pour le développement galénique des biomolécules sous forme de
comprimé. Les procédés de lyophilisation, d’atomisation et de compression sont ainsi développés.
Une attention particuliere sera portée aux excipients utilisés lors ces processus et a l'influence des

procédés de séchage et de compression sur I'activité biologique des biomolécules.

Le second chapitre est consacré aux différents matériels et méthodes utilisés au cours de ce projet.

Les chapitres trois, quatre et cinq présentent les résultats de I'étude sur le comportement en
compression et les propriétés physico-chimiques de divers excipients avant et aprés séchage par

lyophilisation ou atomisation.

Le troisieme chapitre examine spécifiguement le comportement en compression et les
caractéristiques physico-chimiques du tréhalose lyophilisé, en le comparant & d'autres excipients
conventionnellement utilisés en compression directe. Le quatrieme chapitre approfondit I'étude du
comportement du tréhalose lyophilisé, cette fois en le comparant & d'autres excipients lyophilisés tels
gue le lactose et le mannitol. Les propriétés physico-chimiques et le comportement en compression
sont également examinés sur différentes formes de tréhalose, lactose et mannitol : cristalline, broyée
et atomisée. Le cinquiéme chapitre se concentre sur l'impact des modifications des paramétres de
formulation (augmentation de la concentration) de tréhalose et de lactose sur le comportement en
compression et I'écoulement de la poudre, dans le but d'améliorer la facilité de mise en ceuvre par le

procédé de compression de ces formulations.

Enfin, le chapitre six présente les résultats de l'ajout d'une protéine modéle, la lactate
déshydrogénase, aux formulations, afin d'évaluer l'influence des paramétres de formulation et des
procédés de lyophilisation et de compression sur son activité enzymatique. Ce chapitre se conclut
par une étude de stabilité sur six mois, portant sur des lyophilisats et des comprimés contenant de la

lactate déshydrogénase.

Dans leur ensemble, ces résultats offrent une premiere indication sur la faisabilité de produire des
comprimés a partir de poudre lyophilisée, contenant une protéine tout en préservant son activité

biologique pendant plusieurs mois.
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1.1 Lalyophilisation

La lyophilisation (freeze drying en anglais, FD) est la technique de séchage la plus utilisée dans les
industries pharmaceutiques et biopharmaceutiques. C’est un procédé de séchage ou le solvant est
congelé a basses températures puis éliminé par sublimation. La sublimation est un processus
physique de changement d’état d’'un corps de son état solide vers son état gazeux sans passer par
I'état liquide. Méme si la lyophilisation permet d’éviter le chauffage a haute température en favorisant
la sublimation (passage de I'état solide a I'état gazeux), et de potentiellement s’affranchir de
l'altération des biomolécules thermosensibles, c’est un procédé qui est long, complexe et qui
demande une optimisation de la formulation en amont ainsi qu’'une optimisation des parameétres du
procédé. L’'optimisation de la formulation demande I'ajout de différents types d’adjuvants, en prenant
en considération la nature de la biomolécule a lyophiliser afin de permettre sa protection pendant les
différentes phases du procédé puis de conservation. Du point de vue procédé, I'optimisation du cycle
de lyophilisation consiste a faire varier différents parametres tels que la pression et la température
pendant les étapes de congélation et de séchage de sorte a obtenir le cycle le plus court possible
afin de réduire les colts énergétiques, tout en parvenant a obtenir des lyophilisats conformes aux
normes requises pour la commercialisation et a préserver I'activité de la biomolécule en question.
Pour pouvoir réaliser ce travail d’optimisation, il est nécessaire de comprendre de nombreux
phénomenes physiques tels que les transferts thermiques, les transferts de matieres et les

transformations de phase qui surviennent au cours du cycle.

1.1.1 Equipement et fonctionnement

Les éléments dont un lyophilisateur est toujours constitué sont schématisés dans la Figure 1.

Chambre + étagéres
- h
4 Condenseur
H H
H H \/
H -
- H AN
Systéme de régulation Pompe a vide
detempérature des
étagéres
e Systeme

j @ réfrigérant

Figure 1 — Schéma d'un lyophilisateur avec ses trois constituants principaux.
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La chambre de séchage est une enceinte hermétiquement fermée qui permet d’atteindre des
niveaux de vide acceptables. Elle abrite des étagéres creuses dans lesquelles circule un fluide (huile
de silicone fluide en générale) qui permet le réglage de la température afin d’initier les phénoménes
de transferts décrits dans la partie 1.1.2.2. Les formulations sont placées sur ces étagéres soit dans
des flacons, soit dans des plateaux.

Le condenseur peut avoir des localisations différentes, dans la chambre de séchage ou a I'extérieur
selon le modéle de I'appareil. Dans le deuxiéme cas, il est porté a basse température et permet de

piéger la vapeur d’eau issue du phénoméne de sublimation.

Le systéme de pompage (pompe a 1 ou 2 étages) est situé apres le condenseur. Les systemes
utilisés permettent d’atteindre des pressions de I'ordre de 15 a 25 pbar, et les vitesses de pompage

peuvent varier de 200 a 5000 litres par minute (Hedoux, 2015).

Il existe plusieurs types de lyophilisateurs sur le marché, des lyophilisateurs de laboratoire dont les
surfaces d’étagéres peuvent varier de 0,03 m? a 0,135 m?, des lyophilisateurs pilotes (avec des
surfaces d’'étagéres de 3 a 5 m?) et des lyophilisateurs industriels pouvant atteindre des dimensions
allant jusqu’a 200 m?. Actuellement, de nouvelles technologies sont en train d’émerger pour optimiser
la lyophilisation. Parmi ces technologies, la lyophilisation assistée par micro-onde vise a accélérer le
séchage tout en améliorant la qualité finale du lyophilisat (Fan et al., 2019). Une autre avancée est la
conception d’'un procédé de lyophilisation en continu qui permet de s’affranchir des différents
probléemes observés avec la lyophilisation par lot, tels que les transferts de chaleurs irréguliers a
l'origine d’'une inhomogénéité de la température dans les flacons méme au sein du méme lot et d’'une
variabilité de la qualité du produit d’un lot a l'autre (De Meyer et al., 2015).

1.1.2 Description du procédé de lyophilisation

Au préalable de la description du procédé de lyophilisation en lui-méme, il est important de décrire
comment s’opérent les changements d’états de I'eau en considérant le diagramme de phase de I'eau
en tant que corps pur (Figure 2). Les domaines de pression et de température pouvant donner lieu a
une sublimation sont restreints. L’eau a I'état liquide a température ambiante devra premiérement
étre congelée par abaissement de la température (la cristallisation de I'eau est une transition de phase
exothermique). Une fois I'eau congelée, I'étape suivante est un abaissement de la pression, jusqu’a
atteindre un niveau suffisamment bas, qui permet, a la température considérée, la transformation de
la glace en gaz par sublimation (la transition de phase solide/gaz est une transformation

endothermique).
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Figure 2 — Diagramme d'état de I'eau montrant les différents changements d'états pendant un cycle
de lyophilisation.

Un cycle de lyophilisation consiste donc a congeler les formulations jusqu’a des niveaux de
température suffisamment bas et par la suite, a diminuer la pression et a fournir de I'énergie en
augmentant la température afin que la sublimation s’opére. Les étapes d’un cycle de lyophilisation
sont associées a différentes transitions de phases (congélation et sublimation) et a différents
transferts (transferts de chaleur et de matiéres). La premiére étape du cycle est la congélation ou des
transferts de chaleurs sont mis en jeu, suivie de la dessication primaire (étape de sublimation) ou les
principaux transferts de matiére s’opérent. L'étape finale est la dessication secondaire ou I'eau liée
est éliminée.

La congélation démarre dées que les échantillons liquides sont placés dans le lyophilisateur (Figure 3
-1). Au cours de cette phase, la température des étagéres ainsi que celle des échantillons diminuent
progressivement, conduisant a la formation de cristaux de glace par abaissement de la température.
Initialement, les premiers noyaux de glace se forment a la température de nucléation, suivie d'une
augmentation de la température jusqu'a la température de fusion (Figure 3 - 2). Ce processus, appelé
surfusion, sera expliqué ultérieurement. La derniere étape de la congélation consiste a abaisser la
température des échantillons jusqu'au niveau prédéterminé par la température des étageres,
assurant ainsi la congélation totale de I'échantillon (Figure 3 - 3). Cette phase de congélation est

accompagnée de transferts de chaleur, qui seront examinés plus en détail par la suite.

Aprés la congélation, la dessication primaire débute par la réduction de la pression dans la chambre

de séchage a des niveaux suffisamment bas, accompagnée d'une augmentation de la température
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des étageéres (Figure 3 - 4) et du produit (Figure 3 - 5). Les transferts de chaleurs mis en jeux durant
cette étape favorisent ainsi les transferts de matiére lors de la sublimation des cristaux de glace. Cette

étape, la plus longue et la plus colteuse du processus, permet d'éliminer la majeure partie de I'eau.

Enfin, pendant la dessication secondaire le vide est maintenu et la température des étageres est
augmentée pour favoriser I'élimination de l'eau résiduelle qui n'a pas été transformée en glace
pendant la congélation. Ce stade implique la désorption de l'eau de la matrice vitreuse formée
pendant la congélation. Généralement, la température des étagéres est maintenue légérement au-

dessus de la température ambiante (25 — 50 °C) (Figure 3 - 6).
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Figure 3 — Représentation schématique des variations de la température d’étagere, de la
température du produit et de la pression dans la chambre au cours des trois étapes d'un cycle de
lyophilisation (adapté de (Hedoux, 2015)).

1.1.2.1 La congélation

La premiére étape du procédé de lyophilisation est la congélation. Cette étape permet dans un
premier temps, la transition de I'eau pure (eau libre) de I'état liquide a I'état solide sous forme de
cristaux de glace. Dans le cas de I'eau pure, la température de fusion est de 0 °C. Par contre, I'ajout
d’un soluté dans la solution induit & une diminution de cette température appelé abaissement

cryoscopique.

Au cours de la phase de congélation, par effet cinétique, un phénoméne de surfusion apparait. La
surfusion est la phase, au cours du refroidissement, ou I'eau reste en phase liquide bien que sa
température soit plus basse que son point de fusion. Ce phénoméne est frequemment visualisé lors

de I'étape de congélation et tient au fait que la solution doit atteindre la température de nucléation qui
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est plus basse que la température de fusion et dépendant de la vitesse de refroidissement avant que
la croissance cristalline puisse opérer et permettre la solidification effective de la totalité de I'eau libre
(Figure 4). Lorsque la vitesse de refroidissement est faible, le degré de surfusion est faible et les
cristaux de glace sont de grande taille (Izutsu, 2018; Pisano et al., 2019). En revanche, lorsque la
vitesse de refroidissement est élevée, le degré de surfusion est élevé et les cristaux de glace sont de
petite taille (Kasper and Friess, 2011).

La congélation de I'eau au cours de la lyophilisation est un procédé complexe, surtout quand il s’agit
de formulations pharmaceutiques. Trois étapes se succédent au cours de la congélation (Searles et
al., 2001):

¢ Refroidissement de la solution en dessous de la température d’équilibre avec une rampe de
congélation bien définie.

¢ Nucléation primaire : c’est la formation des premiers nucléis stables de glace (eau libre dans
le systéeme). La température de nucléation est fondamentalement dépendante de la cinétique
de refroidissement imposée au systéeme. Elle peut varier de quelques degrés en dessous de
0 °C (congélation lente) a plusieurs dizaines de degrés en dessous de 0 °C (congélation trés
rapide).

e La croissance cristalline (cristallisation de I'eau libre) est I'évolution des nucléis de glace en
cristaux de glace conduisant a la solidification sous forme cristalline de la totalité de I'eau libre.
Cette phase de croissance cristalline se situe dans lintervalle de température ti-ts

(température de nucléation — température de solidification totale).
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Figure 4 — Représentation schématique de I'évolution de la température du produit pendant la
phase de congélation selon une rampe de température de refroidissement définie (Pierre
Tchoreloff, 2024).
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L’eau pure (c’est-a-dire exempte d’impuretés et d’autres particules) peut étre surfondue jusqu’a -
48 °C (Moore and Molinero, 2011) dans des conditions de congélation rapides, mais la surfusion des
formulations pharmaceutiques congelées dans des lyophilisateurs est généralement observée aux
alentours de - 20 °C (Searles et al., 2001) dans des conditions de congélation classiques, de I'ordre
de -1 °C/mn.

Pendant la nucléation primaire, qui débute une fois la température de nucléation atteinte, le nombre
de sites de nucléation est d’autant plus grand que le degré de surfusion est élevé. La vitesse de
nucléation définit donc le nombre de cristaux de glace qui vont se former et leur taille finale pour une
guantité de matiére donnée. La cristallisation ou la croissance cristalline s’effectue par apport de
molécules d’eau sur les nucléis formés, le systéme étant hors d’équilibre (surfusion). Cette phase de
croissance des cristaux de glace est exothermique et la température du mélange glace-liquide
augmente jusqu’a atteindre la température de congélation d’équilibre. La cristallisation ne se produit
pas instantanément. C’est un phénoméne qui s’opére selon sa cinétique propre, en paralléle a
I'évacuation en continue de la chaleur, jusqu’a la transformation totale de I'eau cristallisable, de I'état
liquide a I'état solide (Patapoff and Overcashier, 2002). C’est a cette température d’équilibre que la
cristallisation va essentiellement étre réalisée puis se terminer a une température légérement
inférieure Ts, aprés consommation de la quasi-totalité des molécules d’eau libre. La température du
produit commence alors a chuter, la rampe de refroidissement étant maintenue constante pendant

toute cette phase (Figure 4).

Le degré de surfusion est un paramétre trés important car il détermine le phénomene de nucléation
(du point de vue cinétique). Plus la surfusion est importante, plus la nucléation est importante. Dans
ces conditions, la chaleur de cristallisation sera absorbée majoritairement par la solution surfondue
au moment de la nucléation et le temps de plateau a la température d’équilibre sera plus court
(Geidobler and Winter, 2013).

La vitesse de la croissance cristalline dépend fortement de la température de nucléation et donc du

degré de surfusion.

e Pour une température de nucléation basse (degré de surfusion élevé) : la vitesse de
nucléation est grande générant un grand nombre de nucléis et la phase de croissance
cristalline est plus rapide car elle consomme moins de matiére. Dans ce cas, il y a formation
de nombreux petits cristaux de glace et une grande partie de I'eau cristallisable cristallise
instantanément aprés nucléation (Geidobler and Winter, 2013).

e Pour une température de nucléation plus élevée (degré de surfusion faible), le nombre de
nucléis est plus faible et la croissance cristalline est plus importante et plus lente car elle
consomme davantage de matiére et s’effectue a une température plus élevée. Dans ce cas,

il y a formation de cristaux moins nombreux mais plus gros. Au contraire du premier cas, une
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plus petite quantité de glace se forme instantanément et la croissance cristalline se prolonge
plus longtemps (Geidobler and Winter, 2013).

Au fur et a mesure de la croissance cristalline, la concentration des constituants de solutés de la
formulation est augmentée dans la région interstitielle entre les cristaux de glace en croissance. La
concentration totale en soluté augmente rapidement. Elle ne dépend que de la température pour une
concentration initiale en soluté donnée. En refroidissant d’avantage, la concentration de la solution
augmente jusqu'a une concentration C’y et une température Ty critiques en dessous de laquelle la
solution concentrée se solidifie soit sous la forme d’'un mélange eutectique qui cristallise, soit par
vitrification/amorphisation (Cameron, 2013) selon le comportement du systéme et la vitesse de
refroidissement. Lorsqu'une telle solution est refroidie, deux phases sont donc présentes, la glace et
la solution concentrée solidifiée. La composition de la solution concentrée est déterminée via le
diagramme de phase binaire eau/soluté, spécifique de chaque soluté. Par exemple, le diagramme de
phase binaire eau/saccharose (Figure 5), montre qu'une solution de saccharose 5% (m/v) refroidie
présente deux phases (glace + solution concentrée de saccharose). La concentration de cette
solution augmente a fur et a mesure que la température diminue jusqu’a atteindre la concentration
critique (C’y = 80% m/v dans le cas du saccharose) a une température Ty’ de - 33 °C. En dessous de
cette température, la solution concentrée se solidifie. C'est a ce stade que la sublimation peut

commencer.
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Figure 5 — Diagramme de phase binaire du mélange eau/saccharose. (Hedoux, 2015).
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Pour la plupart des formulations utilisées en lyophilisation, la zone d’intérét de ces diagrammes de
phases correspond aux domaines de faible concentration en soluté. Le systéme, au cours du
refroidissement, suit donc la courbe (liquidus) d'équilibre de congélation de l'eau en présence du
soluté avec une augmentation progressive de la teneur en soluté lorsque plus de molécules d'eau
pure sont impliquées dans la formation de glace. La température la plus basse a laquelle le soluté
reste liquide est la température de fusion eutectique (Tey) pour les systémes eutectiques. Lorsque la
solution atteint Te, et une certaine concentration de soluté (Ceu), la courbe de congélation rencontrera
le solidus. Le concentré de congélation est alors saturé et la congélation eutectique (cristallisation du

soluté) se produira (Cameron, 2013; Nail et al., 2002).

Le systéme ne peut donc étre completement solidifié qu’en dessous de Tey. Teu €t Cey SONt
indépendants de la concentration initiale de la solution. En général, plus la solubilité d'un soluté donné

dans l'eau est faible, plus Te, est élevé (Nail et al., 2002).

Le changement de phase liquide solide est extrémement différent pour les composés poly hydroxylés,
comme le saccharose, qui ne cristallisent pas du tout a partir d'une solution au cours de la congélation
(Franks and Auffret, 2008). Le fait que le saccharose ne cristallise pas pendant la congélation est une
indication de sa structure cristalline extrémement complexe (Franks and Auffret, 2008). Les
interactions entre les groupes -OH du sucre et celles entre les groupes -OH du sucre et les molécules
d'eau sont trés similaires en termes d'énergie et de configuration, ce qui entraine des probabilités de
nucléation trés faibles (Franks and Auffret, 2008). Dans ce cas, I'eau continue a cristalliser au-dela
de la température de fusion eutectique, et la solution devient de plus en plus sursaturée et visqueuse.
La viscosité croissante ralentit la cristallisation de la glace jusqu'a ce qu'a une certaine température
caractéristique, aucune autre congélation ne se produise (Franks and Auffret, 2008). Cela s'appelle
la vitrification (Liu, 2006) ou amorphisation qui correspond a I'obtention d’un solide non organisé mais
qui présente les propriétés d’un solide par le fait du niveau de viscosité tres élevé atteint (102 a 10*
cPoise) qui « fige » le systéme. A ce stade, il y a absence presque totale de mobilité moléculaire. La
température a laquelle ce mécanisme de solidification par amorphisation se produit est appelée
température de transition vitreuse (T4') (Franks and Auffret, 2008). |l est a noter que I'augmentation
de la viscosité au cours de cette phase de refroidissement s’effectue progressivement et correspond
donc a un domaine de température centré sur la Tg'. Le systéme amorphe formé est composé a la
fois du soluté & une certaine concentration particuliére, en général noté C4 (propre a chaque soluté)
et d’une certaine quantité d’eau non cristallisée (« unfrozen water » en anglais) a une concentration

en général notée Wy (Jennings, 1999; Nail et al., 2002).

Le systeme amorphe est thermodynamiquement instable par rapport a la forme cristalline, mais la
viscosité est suffisamment élevée pour que les mouvements moléculaires soient extrémement limités,
de I'ordre du millimétre par an (Franks, 1998; Franks and Auffret, 2008; Kett et al., 2005). Il en résulte

26



'obtention d’'un systéme amorphe mécaniquement résistant et dont les propriétés s’apparentent a

celle d’'un solide.

Dans le cas des matériaux cristallins, les « systemes eutectiques », presque toute |'eau est congelée
et peut étre facilement éliminée lors du séchage primaire. Par contre, dans les solutés amorphes,
environ 20% de I'eau non congelée est associée a la solution solide et doit étre éliminée par un

processus de diffusion lors du séchage secondaire (Jennings, 1999).

Bien que la température de nucléation soit le parametre qui influence le plus la morphologie (nombre
et taille des cristaux) de la glace (Shibkov et al., 2003), d’autres paramétres tels que les solutés et
leurs concentrations peuvent aussi avoir des effets (Luyet, 1958). La température de nucléation
détermine la taille des cristaux formés, et par la suite, posséde une influence sur le temps de séchage
et la texture (porosité) du lyophilisat final. Une étude a montré que des cristaux plus larges
accéléraient la sublimation, alors que des cristaux de petite taille la ralentissaient (Hottot et al., 2004,
2007). Cela peut étre expliqué par le fait que les cristaux de grande taille générent des pores plus
larges, ce qui apporte moins de résistance au flux de vapeur d’eau pendant la sublimation
(Konstantinidis et al., 2011).

Il existe plusieurs méthodes pour induire et contréler la nucléation. Parmi ces méthodes, il y a
induction de la nucléation par de fortes impulsions électriques (Petersen et al., 2006) qui ne peut
étre utilisée que pour les formulations a base de sels. Une autre méthode est I'utilisation des ondes
acoustiques ultrasonores (Saclier et al., 2010) qui présente une limite d’utilisation a un environnement
restreint. Elle n’est pas utilisable dans des lyophilisateurs industriels. La congélation induite par le
vide est une autre technique (Kramer et al., 2002) moins utilisée, qui consiste a abaisser la pression
de la chambre, ce qui provoquera la congélation en surface. L’inconvénient de cette technique réside
dans l'impact sur 'apparence du produit en fin de cycle. Finalement, la technique la plus connue et
la plus simple a réaliser est la technique appelée « ice-fog technique » (littéralement, la technique du
brouillard glacé) (Rambhatla et al., 2004). Cette technique consiste a injecter un flux d’azote gazeux
refroidi dans la chambre de séchage en cours de congélation a une température donnée afin d’initier

I'ensemencement de petits cristaux en surface des flacons pour provoquer la nucléation.

Un point important a considérer est que lors de la congélation, la cristallisation de I'eau ne se fait pas
a volume constant (la masse volumique de I'eau a I'état liquide est de 1 g/ml et de 0,92 g/ml a I'état
solide). Dans le cas de la congélation de formulations contenant des biomolécules telles que les
protéines, cette expansion volumique associée a la cristallisation peut induire des stress mécaniques
sur les biomolécules et générer des déformations des structures tridimensionnelles des protéines. De
plus 'augmentation de la concentration en protéines dans la fraction non congelée peut entrainer des
interactions protéines-protéines menant a une agrégation. De la méme fagon, 'augmentation de la

concentration des tampons peut entrainer des variations de pH ou encore leur cristallisation
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(également avec augmentation de volume) a l'origine d’'une dégradation des protéines dans la
solution non congelée ou a l'interface glace-eau (Hedoux, 2015). Ces différents stress peuvent étre
minimisés en apportant des modifications a la formulation ou bien en jouant sur les parametres de
conduite du procédé. Il est possible de congeler les produits en utilisant différentes méthodes telles
que l'utilisation de I'azote liquide (congélation rapide conduisant a la vitrification du systéme), une
congélation progressive en contrdlant les températures d’étagéres ou le chargement des flacons sur
des étageres pré-refroidies. Ces différents types de congélations entrainent différents effets de
refroidissement en modifiant les effets de nucléation et de croissance cristalline et génerent ainsi des
systémes caractérisés par différentes tailles de cristaux (Jiang and Nail, 1998). Par exemple, il a été
démontré par (Tang and Pikal, 2004) qu'un taux de refroidissement modéré de -1 °C/min est
considéré comme un taux de congélation acceptable car il permet a la fois de bons niveaux de
surfusion qui favorisent la nucléation et la création d’'une grande surface de glace et des temps de
congélations/croissance cristalline relativement rapides. Dans cette méme étude, il est également
conseillé de maintenir les flacons a la température finale pendant un temps qui dépend du taux de
remplissage des flacons. Cela permet de garantir 'uniformité de la température dans 'ensemble du

systeme solidifié & une température inférieure a la température de congélation totale.

Finalement, afin de concevoir un cycle de lyophilisation optimisé et pouvoir définir les conditions de
températures pendant I'étape de congélation, il est important de définir les températures

caractéristiqgues associées aux formulations réalisées :

e Latempérature de nucléation (T,) est la température a partir de laquelle il y a formation des
premiers germes cristallins stables (nucléis) au cours du refroidissement de I'eau ou d’'un
mélange eutectique. Cette température signe le phénoméne de surfusion lié au retard (effet
cinétique) a la création des nucléis. Cette température dépend de la vitesse de
refroidissement. Au cours d’un cycle de lyophilisation pour lequel la rampe d’abaissement de
la température est de l'ordre de -1 °C/min, cette température est généralement 10 a 20 °C en
dessous de la Tr dans le cas de I'eau. Elle peut étre variable en raison des phénoménes de
nucléations hétérogénes aléatoires qui peuvent également survenir.

e Latempérature eutectique (Teu) est la température minimale a laquelle peut étre amené un
mélange eau-excipient qui présente un comportement eutectique, tout en restant liquide. A
cette température la solution concentrée (Ce;) Se comporte comme un composé pur et
cristallise sous la forme de petits cristaux des deux espéces intimement associées.

e T4 correspond a la température de transition vitreuse d’'un mélange eau-soluté qui a atteint
sa composition limite, caractérisée par la concentration du soluté C’y dans la solution
concentrée et une concentration en molécules de solvant Wy'. Au cours de la congélation, a
une température inférieure ou égale a Ty, le systeme est a I'état solide amorphe et est

mécaniqguement suffisamment résistant pour pouvoir résister a la mise sous vide lors de
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'étape de sublimation. Si la température du produit dépasse la Ty, le systeme perd en
viscosité et passe a I'état caoutchouteux ce qui peut avoir des conséquences délétéres dans
la suite du procédé. Il y a un risque soit d’effondrement du lyophilisat sur lui-méme lors de la
sublimation (on parle de collapsus du systeme) soit d’ébullition (phénomene de « puffing »)
en fonction de la température de conduite de I'étape de sublimation.

e Latempérature de congélation totale ou de solidification totale (Ts) est la température a
laguelle la totalité du systéme mis en refroidissement se solidifie. Cette température est
obligatoirement plus faible que la Ty’ dans le cas d’'un composé amorphe ou que la Te, dans
le cas d'un composé cristallin. Il est généralement considéré que cette température de

congélation totale se situe quelques degrés en dessous de la Tg' ou de la Teu.

1.1.2.2 Les transferts de chaleurs pendant I'étape de congélation (Pikal et al., 1984)

La température dans la chambre de séchage du lyophilisateur peut étre ajustée grace a un liquide
cryogénique (huile silicone de faible viscosité) circulant dans les étagéres creuses. Les flacons
contenant les formulations sont déposés dans des plateaux en aluminium ou bien directement sur les

étageres.

Les transferts thermiques jouent un role trés important pendant toutes les étapes de la lyophilisation.
lIs sont nécessaires pour refroidir la formulation, former des cristaux de glace et finalement pour créer
un gradient de température entre le produit congelé dans le flacon et I'étagére afin de favoriser la

sublimation puis la dessication.

Les transferts de chaleurs peuvent étre perturbés par plusieurs facteurs tels que 'inhomogénéité de
températures sur la surface de I'étagere, le défaut de contact entre I'étagére et le plateau et le
mauvais contact entre le fond du flacon et le plateau. Ces perturbations peuvent induire une différence
de température allant jusqu’a 30 °C entre le plateau et le produit. L’équation 1 exprime le flux de

chaleur entre I'étagére et le flacon :

dQ L
— = AnKn (Tetag — Tp) Equation 1

Ou (An) est la section transverse du flacon, (Kx) est le coefficient de transfert thermique du flacon
(cal/s.cm?. °C), Taiwag €t T, SoONt respectivement les températures des étageres et du produit au fond

du flacon.

(Ks) est la somme de trois coefficients résultant de trois mécanismes différents, la conduction entre

le flacon et le plateau au point de contact, le transfert de chaleur par les radiations provenant des
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étageéres, des cbtés de I'enceinte et le phénoméne de convection provenant du gaz circulant dans
'espace entre I'étagére et la base du flacon. Dans la plupart des cas, les transferts par conduction

sont considérés comme étant majoritaires.

L’équation 2 exprime les flux de chaleurs par radiation entre les étageres et le flacon (Pikal et al.,
1984) .

dthr = ApK,eo(T# — Ti) Equation 2

Ou (K)) est le coefficient de radiation provenant des étagéres et des cotés de I'enceinte, (e) est
I'émissivité efficace de I'échange thermique (elle dépend des surfaces relatives de I'interface, de son
émissivité et d’'un facteur géométrique), (o) est la constante de Stefan-Boltzmann et T, et T sont
respectivement les températures absolues de la surface des étagéres et du flacon.

1.1.2.3 La dessication primaire

Aprés la congélation, la température est augmentée sur les plateaux, la pression est diminuée pour
atteindre une valeur inférieure a la pression de vapeur saturante d’équilibre de I'eau a la température
du produit congelé, et le séchage primaire débute. C’est pendant cette étape que se produit la
sublimation qui consiste a éliminer 'eau précédemment congelée sous forme de cristaux de glace.
C’est I'étape la plus longue et donc la plus onéreuse énergétiquement du procédé (Hedoux, 2015)

car c’est pendant cette étape que se fait I'élimination de la majeure partie de I'eau.

Les principaux transferts de matiéres s’effectuent pendant cette étape du cycle. La sublimation est
une transition de phase endothermique, donc cette étape nécessite un apport d’énergie (transferts
de chaleur) pour permettre le transfert de masse. Le flux de chaleur par conduction dans la couche
séche suit la loi de Fourrier et s’écrit en fonction du gradient de température selon I'équation 3 (Pikal
et al., 1984):

dQ T

_ dr _ s—Tp
2t = AnKe o = —AnKe

Equation 3

f
lmax—1

Ou (Kg) est la conductivité thermique de la couche congelée, (Trs) est la température du produit au
front de sublimation, (Imax) est I'épaisseur maximale de la couche congelée, (l) est I'épaisseur de la

couche séche et (Imax — 1) est I'épaisseur de la couche congelée pendant le séchage primaire.
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En effet, il existe une relation qui relie les flux de chaleurs (dQ/dt) pénétrant dans le produit aux flux
de matiéres (dm/dt) accompagnant la sublimation. La cinétique de sublimation de la glace induite par

les flux de chaleurs peut étre modélisée par 'équation 4 :

aQ _ dm = .
T AH = Equation 4

Ou AH, est I'enthalpie de sublimation.

Le flux de matiére durant le procédé de lyophilisation correspond a la sublimation de la glace en
vapeur d’eau. Pikal et al. ont exprimé le flux de matiére en terme de résistance au flux de vapeur

d’eau du produit congelé jusqu’au condenseur, RFM (résistance au flux de matiére) (Pikal et al.,

1984). La vitesse de sublimation (Z—T) est donnée par I'équation 5 et est proportionnelle a :

dm P -P z .
= o glace__<h Equation 5
dt RFM

Ou (Pgiace - Pcn) est la différence de pression entre la chambre de séchage et la pression de vapeur
saturante de la glace (Po) située a l'interface de sublimation et qui dépend de la température du
produit. Deux facteurs s’opposent au flux de matiére durant la lyophilisation : la résistance du produit

et la résistance du bouchon et de la chambre.

La résistance du produit : Au fur et & mesure de la sublimation, il se crée une interface ou front de
sublimation entre la partie séche et la partie congelée. Le front de sublimation se déplace
progressivement depuis la surface (situation initiale) vers la profondeur du produit. La vapeur issue
de la sublimation de la glace doit s’évacuer en passant obligatoirement a travers la couche supérieure
déja séchée. Ce phénomene constitue une résistance au flux de matiére qui sera dépendante de la
structure de la couche poreuse séchée (RFM,). La résistance au flux de matiéres engendrée par la

couche séche peut étre calculée a partir de 'équation 6 :

1372 1| |mRT

RFMp, = —>—— |— Equation 6
Ap4- & dtC ZME

Ou (Ap) est I'aire de la section du produit perpendiculairement a la direction du flux de la vapeur d’eau,
() est I'épaisseur de la structure poreuse, (€) est la porosité de la structure poreuse et (Mg)est la

masse molaire de 'eau.
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On considere dans cette équation que la structure du lyophilisat est formée de tubes capillaires

tortueux de diamétre (di) et de tortuosité (7).

La résistance du bouchon du flacon : Dans lindustrie pharmaceutique, afin de réduire les
contaminations lors de la sortie des flacons du lyophilisateur, les flacons sont souvent munis de
bouchons crénelés engagés dans I'embouchure du flacon mais laissant un espace pour la diffusion
de la vapeur d’eau. Ces bouchons permettent aussi la fermeture des flacons sous vide ou sous gaz
inerte, avant 'ouverture de la chambre de séchage. La résistance de ces bouchons au passage du
flux de matiere, RFMg s’exprime selon I'équation 7 :

RFMp = P;ﬁn;/l;”t" Equation 7

Ou (Pn) est la pression de vapeur dans le flacon au-dessus du produit et Pch est la pression dans la
chambre de séchage.

La résistance due au transfert des molécules d’eau a I’état gazeux, depuis la chambre de

séchage jusqu’au condenseur. Cette résistance (RFMcnd) st donnée par I'équation 8 :

Pcn—=Pcon - H
RFM_ ppg = Nle(d—m/d:) Equation 8

Ou (P) est la pression dans la chambre de séchage et (Pcond) €st la pression au niveau du

condenseur et (Nq) est le nombre de flacons dans le lyophilisateur.

Toutes les résistances au flux de vapeur s’ajoutent entre elles pour donner une résistance totale

(RFMit) donnée par I'équation 9 :

RFM,,; = RFMp + RFMg + RFM,,,, Equation 9

(RFMp) est généralement tres élevée par rapport a (RFMg) et (RFMcond) qui sont souvent considérées

comme relativement négligeables.

Il est trés important d’optimiser les parametres du procédé de sorte a réduire la durée de cette étape.
La pression dans la chambre (P.) et la température de I'étagére (Te) sont les seuls parametres
contrélables pendant cette étape. La littérature montre qu’'une augmentation de la température du
produit (Tp) de 1 °C, suffit pour réduire le temps de la dessication primaire de 13% (Pikal et al., 1990).

Pour déterminer la température de produit (Tp) optimale, il est important de prendre en compte deux
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températures critiques qui dépendent du produit & lyophiliser, la Ty et la Tc. La Tc est la température
au-dessus de laquelle il y a effondrement de la structure macroscopique du lyophilisat (Assegehegn
et al., 2019). Elle est généralement 2 °C plus élevée que la T4 pour les produits amorphes ou que la
Teu pour les produits cristallins en fin de lyophilisation. Le risque majeur lié au dépassement des
températures critiques du produit est un effondrement structurel qui peut modifier les propriétés du
lyophilisat (porosité, esthétique et stabilité). Pendant le processus de lyophilisation conventionnel, il
est établi que le maintien de la T, 2 ou 3 °C en dessous de la Ty permettait d'assurer des conditions
de lyophilisation optimales et de conserver intacte I'organisation microscopique dans le lyophilisat

afin de maintenir la stabilité des produits biopharmaceutiques (Tang and Pikal, 2004).

Toutefois, il a été démontré que I'effondrement n’influence pas nécessairement l'activité biologique
des biomolécules (Schersch et al., 2010). Conseiller de fixer une T, 2 & 3 °C en dessous de la Ty ou
de la Tey a plutét pour objectif I'obtention d’'un lyophilisat élégant commercialement. Quant a la
pression de la chambre de séchage (P.), elle est optimisée en fonction de la température du produit
pour obtenir la meilleure capacité de transfert de matiére et est fixée entre 0,05 et 0,2 mbar (Tang
and Pikal, 2004).

1.1.2.4 La dessication secondaire

La derniére étape du cycle de lyophilisation est la dessication secondaire. L’objectif de cette étape
est de réduire 'humidité résiduelle & des niveaux optimisés (généralement de l'ordre de 1 %) pour
assurer une bonne stabilité des lyophilisats a la fin du cycle. A la fin du séchage primaire, le produit
contient toujours 5 a 20 % d’eau selon les formulations (Tang and Pikal, 2004). L’eau résiduelle qui
n’a pas pu étre cristallisée dans le cas d’'un systéme amorphe ou qui a cristallisé dans le cas d’un
systéme eutectique, est éliminée par désorption en augmentant graduellement la température du
produit, en général jusqu’a une température légérement supérieure a la température ambiante et en
la maintenant pendant plusieurs heures. Cette température peut atteindre dans certains cas des
valeurs plus élevées, jusqu’a 50 °C (Tang and Pikal, 2004). Pendant cette étape, il est important que
la température du produit reste inférieure a la température de transition vitreuse T4 qui est fonction
de son degré de solvatation afin d’éviter le collapse. En effet, la T4 est la température au-dessus de
laquelle le soluté pur ou plus ou moins solvaté passe d’un état solide vitreux a un état mou
caoutchouteux. Cette transition s’effectue sur un domaine de température dans lequel la
transformation s’effectue progressivement et ce domaine de température dépend du degré de
solvatation du soluté (les molécules de solvant jouent un réle de plastifiant et diminuent la T4 quand
leur concentration augmente). La T4 évolue donc progressivement au cours du cycle de lyophilisation

depuis la valeur de T jusqu’a la valeur de T4 du soluté sec.

33



Il est important d’'augmenter lentement la température de I'étagére pendant la dessication secondaire
afin d’éviter un risque de collapse du lyophilisat. Une cinétique de montée en température de 0,1 a
0,15 °C/min pour les produits amorphes est généralement considéré comme sar et approprié (Tang
and Pikal, 2004). Cependant, la vitesse de désorption de 'eau dépend de la pression de la chambre
(Pc) et de la température du produit (T,) (Pikal et al., 1990). De plus, il a été démontré par (Pikal et
al., 1990) que pour éliminer une plus grande quantité d’eau résiduelle, il est préférable de maintenir
une température d’étagére élevée pendant une courte période de temps plutdét qu'une température

plus basse pendant une longue période.

Selon la formulation, un temps de séchage de 3 a 6 heures apres l'atteinte de la température finale
est optimal. Des études ont montrées que des biomolécules telles qu’une protéine comme I’hormone
de croissance humaine, méme exposée a des températures allant jusqu’a 100 °C dans des
lyophilisats relativement humides (15 % d’humidité résiduelle) n’étaient pas dénaturées (Tang and
Pikal, 2004). D’autres études menées avec d’autres protéines ont montrées que celles-ci n’étaient
pas dénaturées a des températures allant jusqu’a 150 °C dans un lyophilisat trés sec (Tang and Pikal,
2004). Des observations similaires ont également été constatées sur ’hormone de croissance bovine
(Hageman, 1988).

Finalement, il est connu qu’une importante humidité résiduelle diminue la stabilité des lyophilisats
durant leur stockage. C’est pour cela qu’a la fin d’'un cycle de lyophilisation, il est recherché un
pourcentage d’humidité résiduelle trés bas (autour de 1 %). Or, dans le cas des protéines, ce n’est
pas toujours le cas et le pourcentage d’humidité résiduelle est ajusté selon la biomolécule a lyophiliser
afin d’avoir un produit dont la stabilité pendant le stockage est optimale (Hageman, 1988; Tang and
Pikal, 2004).

1.1.3 Les excipients de lyophilisation

Afin de minimiser linstabilité des biomolécules durant la préparation de la formulation, pendant la

lyophilisation et méme durant le stockage, I'ajout d’excipients est primordial.

Ces excipients sont connus comme étant des substances qui peuvent souvent représenter la majorité
d’une formulation et dont le role est de conférer une stabilité au produit (Pramanick et al., 2013). Il est
donc essentiel de bien choisir les excipients adaptés a la formulation sur la base d’un rationnel

scientifique.

Il existe plusieurs criteres qui permettent de choisir les excipients adéquats pour les formulations de

biomolécules. Il s’agit des :

e Critéres physicochimiques ;

e Criteres pharmacocinétiques ;
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e Risques d’interactions avec le médicament ;
e Colts;

e Exigences réglementaires opposables.

Un excipient idéal serait un produit chimiquement stable, inerte, sOr, multifonctionnel et rentable

économiguement (Rayaprolu et al., 2018).

Le choix des excipients pour la lyophilisation est donc d’'une grande importance, et est basé sur le
type de la biomolécule a lyophiliser. Il est nécessaire que les excipients choisis répondent aux

attentes suivantes :

e Protéger la biomolécule des risques d’instabilité.

e Assurer la formation d’'un produit dont la structure a une résistance acceptable.

¢ Dans le cas d’'une formulation destinée a étre reconstituée, le lyophilisat obtenu doit avoir un
temps de reconstitution acceptable.

e Une teneur en humidité résiduelle acceptable.

¢ Un excipient influence indirectement la durée du cycle de lyophilisation. Le choix de I'excipient

devra prendre en compte ce paramétre d’'un point de vue du rendement économique.

1.1.3.1 Les grandes familles d’excipients

Les grandes familles d’excipients utilisés en lyophilisation ainsi que leurs rbles sont les agents

stabilisants, les agents de masse, les agents tampons et les agents tensioactifs.

Les agents stabilisants :

lls sont utilisés pendant la lyophilisation des produits pharmaceutiques, et « protégent » les
biomolécules des instabilités physigues et chimiques pendant les deux étapes du procédé, la
congélation et le séchage. C'est la famille d’excipients la plus importante pour les formulations

contenant des biomolécules. Il existe deux grands types d’agents stabilisants (Wang et al., 2004) :

e Les cryoprotecteurs qui protégent les biomolécules au cours de la congélation.

e Les lyoprotecteurs qui stabilisent les biomolécules pendant les étapes de séchage.

Il existe deux mécanismes décrits dans la littérature qui expliquent la facon dont ces excipients
stabilisent les biomolécules. Le premier mécanisme est I’hypothése de vitrification qui décrit
limmobilisation des molécules protéiques dans une matrice formée par les agents stabilisant sous
forme amorphe. Cette matrice amorphe protége les biomolécules des effets mécaniques liés a la
cristallisation de I'eau, en méme temps qu’elle empéche leurs interactions et évite la modification de
leurs structures (Green and Angell, 1989). Le deuxieme mécanisme est I’hypothése du

remplacement de I'eau qui se base sur la théorie de formation de liaisons hydrogenes entre les
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groupements hydroxyles des sucres utilisés (par exemple le saccharose ou le tréhalose) et les
groupements polaires de la protéine. Ces liaisons hydrogéne entre la protéine et le sucre remplacent
les liaisons hydrogéne entre la protéine et I'eau présent dans la formulation, une fois que ce dernier
est éliminé pendant I'étape de séchage (Ohtake et al., 2011). La premiére hypothése représente une
stabilisation d’un point de vue cinétique, alors que la deuxi€éme est une stabilisation thermodynamique
(Mensink et al., 2017).

Pour choisir un agent stabilisant adéquat, il est important de connaitre ses propriétés critiques. La Ty
de I'excipient sec est un paramétre tres important pour le choix des conditions de stockage et de
transport (Roughton et al., 2012). En effet, aprés la lyophilisation, I'excipient amorphe et la protéine
forment une matrice vitreuse caractérisée par une T4. C’est en-dessous de cette température critique

gue le lyophilisat et la protéine sont les plus stables.

Le pourcentage d’humidité résiduelle est aussi un paramétre a prendre en considération (une
humidité résiduelle égale a 1 % (m/v) est souvent considérée comme idéale). Sachant qu’une hausse
du taux d’humidité résiduelle réduit la T4 ('eau joue un réle de plastifiant), il est important d’optimiser
'étape de dessication secondaire pour produire un lyophilisat capable de stabiliser la protéine
pendant le stockage (Chang et al., 2005).

Finalement, les températures critiques T4 (pour le systéme hydraté) et T sont aussi des paramétres
trés importants a considérer. Ces deux caractéristiques sont celles qui déterminent les conditions de
congélation et la durée des cycles de lyophilisation. Un excipient ayant une T4 inférieure a -40 °C
induit des temps de lyophilisation trés longs (Carpenter et al., 2002) du fait de la limitation des
transferts thermiques a ces températures. Pour cela, il est préférable d’utiliser des agents stabilisants
dont les Tg' et méme la T. sont les plus élevées possible afin de pouvoir réaliser une dessication
primaire a une température de produit T, plus élevée afin d’accélérer I'étape de dessication primaire

et de s’affranchir du risque d’effondrement.

Parmi les agents stabilisants, il est possible de citer les disaccharides (saccharose, tréhalose...), les
polyols (PEG pour polyéthylene glycol), certains polyméres (PVP pour polyvinylpyrrolidone, les
dextrans), ou encore les cyclodextrines. Dans la suite de ce paragraphe, nous avons fait le choix de

détailler les excipients utilisés pour le travail expérimental, le saccharose et le tréhalose.

Le tréhalose :

Le tréhalose (a-D-glucopyranosyl-a-D-glucopyranoside) est un disaccharide, cristallin, non réducteur
(il ne possede pas de fonction aldéhyde qui confére la capacité de donneur d’électrons dans une
réaction d’oxydo-réduction). Il est constitué de deux molécules de glucose liées par une liaison 1,1-

a-glycosidique (Figure 6).
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Figure 6 — Structure chimique du tréhalose.

L’utilisation d’un sucre non réducteur permet d’éviter la réaction de Maillard. Cette réaction se produit
entre des sucres réducteurs et des composés qui portent des groupements aminés tels que les acides
aminés des protéines et conduit a la formation d’'une liaison covalente entre les deux. Cette réaction
est a éviter car elle peut conduire a la modification de la charge des protéines, de leurs capacités de
liaisons aux cibles et de leurs taux de dégradation, ce qui pourrait entrainer une réduction de leur
efficacité et de leur stabilité (Zhang et al., 2009). C’est un sucre difficilement hydrolysé par les acides
et la liaison glycosidique n’est pas clivée par I'a-glucosidase. Sa formule moléculaire est C1oH2,011 et
il posséde une masse moléculaire de 342,31 g/mol. Le tréhalose est souvent commercialisé sous sa
forme cristalline di-hydratée. Le tréhalose di-hydraté possede une température de fusion T; de 97 °C.
Aprés I'élimination de I'eau a I'état lié, il se re solidifie & 130 °C et pour former le tréhalose anhydre
dont la température de fusion est égale a 203 °C (Richards et al., 2002). Il existe deux polymorphes
du tréhalose, le a,B (néotréhalose) et le 3,8 (isotréhalose), qui sont synthétiques et rarement trouvés

dans la nature (Richards et al., 2002).

Le pseudo polymorphe a,a-tréhalose dihydraté est produit par extraction des levures et d’autres
sources naturelles ou bien synthétisé chimiquement. Comme tout produit cristallin, le diffractogramme

du tréhalose cristallin di-hydraté montre des pics caractéristiques de ce produit (Figure 7).
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Figure 7 — Diffractogramme rayons X du tréhalose cristallin dihydraté. Pics caractéristiques : 1 - 26
=8,9° 2-260=12,9°, 3- 26 = 13,9°, 4- 26 = 24,3°. Adapté de (Megarry et al., 2011).
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Le tréhalose est tres utilisé en tant que lyoprotecteur durant la lyophilisation du fait de sa capacité a
générer des systemes amorphes en milieu hydraté (Green and Angell, 1989; Randolph, 1997). Le
diagramme de phase binaire Tréhalose/H.O (Figure 8) permet de déterminer sa T4 a une valeur de
-30 °C et pour une concentration C’y de 80 % m/m. La T4 du tréhalose a I'état sec est relativement
élevée (107 °C) (Simperler et al., 2006). La T. du tréhalose hydraté se situe a une valeur de -29 °C
(Mehmood and Farooq, 2015). Ces propriétés font du tréhalose un excipient de choix pour la
lyophilisation.
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Figure 8 — Diagramme de phase (température-composition) du mélange eau-tréhalose (Cesaro et
al., 2008).

La lyophilisation du tréhalose en présence de molécules biologiques est bien décrite dans la
littérature. Dans leur étude, Kawai et Suzuki (Kawai and Suzuki, 2007) ont préparé des formulations
de 1 ml contenant 100 ug de LDH (lactate déshydrogénase) en présence de 100 mg d’excipient
(tréhalose, saccharose, maltose ou lactose). Ces formulations ont par la suite été congelées par
immersion dans l'azote liquide pour au moins 1 minute pour ensuite étre transférées dans le
lyophilisateur pré-refroidi a -40 °C. La lyophilisation a alors débuté avec une pression de chambre de
3,0x107 torr (0,04 mbar) en augmentant la température étagére jusqu’a -25 °C avec une vitesse de
chauffage de 5 °C / 6 heures (0,014 °C/min). Pour la dessication secondaire, la température des
étagéres a été augmentée de -25 °C jusqu’a +25 °C a une vitesse de 5 °C/3 heures (0,027 °C/min)
(Kawai and Suzuki, 2007). Dans les conditions de cet essai, les lyophilisats contiennent moins de 0,5
% d’humidité, et tous les produits montrent la présence d’'une T4 aprés 'analyse DSC, avec une Ty
de 99,7 °C pour le tréhalose (Kawai and Suzuki, 2007). Apres dosage de I'activité enzymatique, il a
été démontré que la LDH avait perdu 40 % de son activité aprés lyophilisation en présence de

tréhalose dans ces conditions de cycle (Kawai and Suzuki, 2007).
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Une autre étude consistait & préparer des formulations a 3,5 % (m/v) de tréhalose en y ajoutant des
suspensions de lipoplexes (400 pL, 1,9 uM siRNA) (Busignies et al., 2020). Par la suite, la formulation
a été congelée a l'aide de I'azote liquide pendant une durée de 10 minutes afin de produire des
cristaux de glace trés fins pour limiter la déstructuration des lipoplexes. Trois cycles de lyophilisations
ont été réalisés (temps de séchage primaire et secondaire de 20, 24 et 30 heures). Le lyophilisateur
a été pré-congelé & -60 °C et la pression de la chambre a été fixée a 0,2 mbar. La dessication a été
réalisée a température ambiante. Le lyophilisat obtenu était poreux, friable et tres soluble, donc
adéquat pour une remise en suspension apres l'ajout d’eau. Busignies et al. ont démontré qu’aprés
ce cycle de lyophilisation, en présence de tréhalose et apres re-suspension du lyophilisat, les

lipoplexes avaient la méme efficacité que ceux qui n’avaient pas subi de lyophilisation.

Ohori et al. ont utilisé la BSA (albumine de sérum bovin) comme protéine modéle pour leur étude.
Des formulations contenant 100 mg/ml de tréhalose, 1 mg/ml de BSA et 0,1mg/ml de polysorbate 80
ont été préparées (Ohori et al., 2018). Contrairement aux études précédentes, la congélation des
formulations a été réalisée sur les étagéres, a partir de la température ambiante jusqu’a -40 °C, a
0,67 °C/minute. La température étagére a été maintenue a cette température pendant 3 heures, puis
le vide a été déclenché pour atteindre une pression de 10 Pa (0,1 mbar). Pour la dessication primaire,
la température a été augmentée jusqu'a 0 °C avec une vitesse de chauffage de 1 °C/minute
(chauffage rapide) ou de 0,06 °C/minute (chauffage lent). Cette température a été maintenue pendant
18 heures. Pour le passage a la dessication secondaire, la température d’étagére a été augmentée
jusqu’a 25 °C a 0,07 °C/minute et maintenue a cette température pendant 18 heures. Il a été démontré
une meilleure stabilité de la BSA dans le cas du cycle avec la rampe de chauffage la plus rapide
(Ohori et al., 2018).

D’aprés ces études, plusieurs conclusions peuvent étre émises. Premierement, le tréhalose est un
excipient de choix puisqu’il a montré sa capacité a stabiliser les biomolécules pendant le procédé de
lyophilisation. De plus, chaque étude utilise des cycles de lyophilisation différents, plus ou moins
intenses, ce qui montre que le tréhalose peut étre « efficace » méme si les conditions du procédé
varient. Il est important de conclure que méme si un cycle de lyophilisation est relativement intense
(rampes de températures élevées, dessication primaire et secondaire réalisées a des températures
élevees...), il est tout a fait possible de préserver la stabilité des biomolécules ainsi que les critéres
de qualité d’'un lyophilisat (état, apparence, structure, texture et propriétés physicochimiques

associées).

Le saccharose:
Le saccharose (a-D-glucopyranosyl-B-D-fructofuranoside) est un disaccharide non réducteur
constitué d’'une molécule de glucose et d’'une molécule de fructose liées par une liaison osidique a

(1-2) B (Figure 9). Tout comme le tréhalose, le saccharose étant un sucre non réducteur, il permet
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aussi de s’affranchir de la réaction de Maillard (Mehmood and Farooq, 2015). Sa formule moléculaire
est C12H22011 et il posséde une masse moléculaire de 342,31 g/mol. Le saccharose cristallin possede
une température de fusion (Tr) de 190 °C (Beckett et al., 2006).

CH,OH

T AT
OH H H HO

OH O CH,OH
H OH OH H

Figure 9 — Structure chimique du saccharose.

Le saccharose est un sucre a la saveur douce. Il est principalement extrait de la canne a sucre et de
la betterave sucriére. Le saccharose n’existe généralement que sous une seule forme cristalline
(Brown and Levy, 1973). Le diffractogramme représentant les pics caractéristiques du saccharose
cristallin est représenté dans la Figure 10.
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Figure 10 — Diffractogramme rayons X du saccharose cristallin (Kaur et al., 2021).

Comme le tréhalose, le saccharose est d’'une grande efficacité durant la lyophilisation. La raison
principale est sa capacité, une fois solubilisé en milieu aqueux, a ne pas cristalliser durant la phase
de congélation. De ce fait, aucune séparation de phase de la protéine ne risque de se produire
(BjeloSevi¢ et al., 2020). Au-dela du fait qu’il soit moins cher que le tréhalose, le saccharose est plus
avantageux en raison de la prédictivité de son comportement de changement de phase au cours du
cycle de lyophilisation (BjeloSevi¢ et al., 2020) et du fait qu’il semble mieux préserver la structure

tertiaire des protéines (Jovanovi¢ et al., 2006).
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Le diagramme de phase binaire eau-saccharose est représenté dans la Figure 11. D’aprés ce
diagramme, le saccharose a une Tg' d’environ -33 °C et sa C’y se situe autour de 80 % (m/m). La Ty
du saccharose sec est de 60 °C (Simperler et al., 2006), ce qui est un désavantage par rapport au
tréhalose dont la T4 est environ deux fois plus élevée. La T. du saccharose se situe entre -34 et
-32°C.
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Figure 11 — Diagramme de phase eau-saccharose (Hedoux, 2015).

De nombreuses études décrivent la lyophilisation de biomolécules en présence du saccharose.
L'étude de (Kawai and Suzuki, 2007), évoquée dans le paragraphe décrivant le tréhalose, montre
des résultats similaires dans le cas de la lyophilisation de la LDH en présence de saccharose. Une

perte de 40 % de l'activité de la LDH a été constatée.

Les résultats de (Ohori et al., 2018) sur des lyophilisats contenant du saccharose, également discutés
dans le paragraphe sur le tréhalose, montrent une différence en terme de stabilité du lyophilisat et de
stabilité de la protéine. En effet, concernant la formulation a base de tréhalose, les lyophilisats étaient
stables sur plusieurs semaines a des températures de stockage allant de 40 °C a 60 °C, alors que
les lyophilisats a base de saccharose étaient beaucoup moins stables au cours du stockage
(rétrécissement du lyophilisat, virement de la couleur du blanc au marron) (Ohori et al., 2018). Les
différences ne sont pas seulement constatées au niveau de la stabilité du lyophilisat, mais également
sur la stabilité de la protéine. Pour une méme température de stockage (40 ou 50 °C), I'étude montre
gue la BSA reste stable pendant 8 semaines quand la lyophilisation est réalisée avec une rampe de
congélation rapide, que ce soit pour les formulations a base de tréhalose ou bien de saccharose
(Ohori et al., 2018). Par contre, lorsqu’'une rampe de congélation lente est utilisée pendant le cycle

de lyophilisation, il y a dégradation des protéines présentes dans les lyophilisats contenant du
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saccharose, alors que ceux contenant du tréhalose restent toujours stables pendant huit semaines
(Ohori et al., 2018).

Ces résultats montrent que le saccharose est un disaccharide qui peut avoir des comportements
similaires au tréhalose, et qu’il permet d’obtenir des lyophilisats ayant de bonnes tenues mécaniques
et pouvant stabiliser les protéines. Malgré tout, dans certains cas, le tréhalose pourrait étre plus
efficace pour stabiliser des protéines pendant le stockage et surtout a des températures élevées car

il posséde une T4 beaucoup plus élevée que celle du saccharose.

Les agents de masse:

Cette famille d’excipients a pour réle de conférer une structure appropriée aux lyophilisats et elle peut
influencer l'efficacité du procédé de lyophilisation. Les agents de masse sont des produits qui
cristallisent pendant la congélation (comportement eutectique). Ces agents de masse peuvent étre

utilisés en mélange avec des cryoprotectants.

Comme n’importe quel autre excipient, la concentration d’agent de masse a rajouter dans la
formulation ne peut pas étre aléatoire. Il est décrit dans la littérature qu’un ratio minimal de 1:2 entre
I'agent stabilisateur et 'agent de masse est nécessaire pour observer une cristallisation de I'agent de
masse (L Remmele et al., 2012). En cristallisant, I'agent de masse confére au lyophilisat une rigidité
gue le stabilisateur amorphe ne posséde pas (au-dessus de sa T4, un composé amorphe n’est pas
suffisamment résistant pour supporter son propre poids). Ainsi, I'ajout de certains agents de masse
peut permettre des cycles de lyophilisation agressifs avec un séchage primaire ou la température du
produit peut dépasser la T4 et la T caractéristiques de I'agent stabilisateur sans risque d’effondrement

du lyophilisat.

Inversement, il est possible que pendant le procédé de lyophilisation, un agent de masse reste
amorphe, ce qui pourra causer des problémes de stabilité de la protéine durant le stockage puisqu’ il
pourrait recristalliser (Carpenter et al., 2002). L’utilisation d’agents de masse est donc le résultat d’'un
compromis entre la réduction du temps de dessication primaire et la stabilisation de la protéine dans

la formulation.

Tout comme les agents stabilisants, il existe plusieurs agents de masse utilisés en lyophilisation
pharmaceutique tels que le mannitol et la glycine, qui sont les plus présents dans les produits
commercialisés. D’autres sucres tels que le sorbitol, le lactose et le glucose peuvent étre utilisés en

tant qu’agents de masses (Hedoux, 2015).

Dans le cadre des travaux de cette thése, seules les propriétés du mannitol et du lactose seront

présentées plus en détails.
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Le Mannitol :

Aussi connu sous le nom de 1,2,3,4,5,6-hexanhexol, le mannitol est un polyol (sucre-alcool) a six
carbones le plus abondant dans la nature. La structure chimique du mannitol est donnée sur la Figure
12. Sa formule moléculaire est C¢H1406 et il posseéde une masse moléculaire de 182,17 g/mol. Le
mannitol présente des propriétés physico-chimiques intéressantes (il n’absorbe pas I'humidité et est
d'une grande stabilité), ce qui en fait un composé de choix pour les industries chimiques,
agroalimentaires et pharmaceutiques (Dai et al., 2017; Yang et al., 2019). De par ses avantages tels
qgue la non hygroscopie, la bonne compatibilité avec les amines primaires, la grande solubilité et la
désagrégation rapide (Vanhoorne et al., 2020), le mannitol joue un rdle trés important en tant

gu’excipient dans I'industrie pharmaceutique.

OH OH

Figure 12 — Structure chimique du D-mannitol.

La littérature décrit bien le mannitol comme étant une molécule qui a 3 polymorphes différents : a, B
et 6 (Datta and Grant, 2004; Poornachary et al., 2013). Ces 3 polymorphes possédent des propriétés

physico-chimiques différentes.

Ayant des structures cristallines différentes, il en est de méme pour leurs températures de fusion. Yu
et al. ont cité que les polymorphes a et B ont des T; respectivement de 166 et 166,5 °C alors que le
polymorphe & aune T;de 155 °C (Yu et al., 2005). Les trois polymorphes du mannitol ont des stabilités
thermodynamiques différentes (B > a > 8) (Su et al., 2020). C’est pour cela que le polymorphe le plus
commercialisé est le polymorphe B. La diffraction des rayons X est la technique la plus importante
qui permet d’identifier les différents polymorphes du mannitol. La Figure 13 représentant les
diffractogrammes des trois polymorphes du mannitol a, B et & permet d’identifier les pics
caractéristiques de chacun des trois composés (20 = 10,4°, 14,56° et 16,74° pour la forme a ; 20 =
13,64° et 17,18° pour la forme B et 20 = 9,7° pour la forme &) (Kaialy et al., 2014; Yan-Ying Lee et
al., 2011).
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Figure 13 — Diffractogramme des rayons X des polymorphes du D-mannitol (Cares-Pacheco et al.,
2014).

Le diagramme de phase du systéme eau-mannitol est donné sur la Figure 14. Le mannitol posséde
une Tey tres élevée (-1,4 °C). La cristallisation du mannitol est trées complexe, méme dans un systeme
binaire simple eau-mannitol, avec au moins 3 polymorphes anhydres (a, B et &) et un hémi-hydrate
qui sont observés dans les états congelés et lyophilisés. Il n’y a aucune fagon de prédire la forme qui
va apparaitre selon les différentes conditions opératoires (Rodrigues et al., 2021). La T4 du mannitol
se situe entre -32 et -27 °C (Her and Nail, 1994). Le mannitol étant trés résistant a I'effondrement, la

littérature ne donne pas de T. pour cet excipient.
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Figure 14 — Diagramme de phase eau-mannitol (Rodrigues et al., 2021). HH (mannitol hémi-
hydraté) ; B-m et 5-m (B-mannitol et 6-mannitol) ; Ih (glace).

Quand le mannitol est présent dans des formulations contenant des protéines ou des peptides, il
représente généralement la majorité des excipients présents dans le flacon. Des études ont montré
gue la cristallisation des agents de masse au cours de la lyophilisation peut, dans certains cas,

influencer la stabilité de la molécule d’intérét (Bedu-Addo, 2004). Il a ainsi été démontré qu’avec trois
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agents de masse différents (mannitol, glycine et alanine), l'interleukine 1 (protéine recombinante
humaine) concentrée a 10 mg/ml, pouvait avoir une stabilité différente, et qu’elle était mieux stabilisée

en présence de glycine (Byeong S. Chang, Gail Reeder & John F Carpenter, 1996).

Izutsu et Kojima ont travaillé sur la cristallinité des excipients et leur effet stabilisateur sur les protéines
(Izutsu and Kojima, 2002). Leur formulation se composait de solutions aqueuses de 200 pL contenant
une combinaison de protéines (2,5 mg/ml de LDH et 10 mg/ml d’autres protéines (I'albumine sérum
bovin, 'ovalbumine et la 3-lactoglobuline). Les excipients utilisés étaient le mannitol ou le saccharose
a une concentration de 50 mg/ml. La congélation durant la lyophilisation s’est faite par immersion a
I'azote liquide. Le séchage primaire a été réalisé sur des étagéres préalablement refroidies a -40 °C,
pendant 12 heures, sous une pression de 6 Pa. Par la suite, la température a été augmentée jusqu’a
20 °C avec une rampe de 0,5 °C/min. L'analyse de lactivité enzymatique de la LDH aprés
lyophilisation en présence de mannitol seulement, mais en absence de tampon phosphate de
potassium, montre une perte quasi-totale de I'activité de la LDH en raison de la cristallisation totale
du mannitol. En restant dans les mémes conditions, mais en rajoutant du tampon phosphate de
potassium a des concentrations allant de 20 mM jusqu’a 100 mM, lactivité¢ de la LDH apres
lyophilisation est conservée a 50 % par rapport a la solution non lyophilisée en présence de tampon
a20 mM et a 80 % en présence de tampon a 100 mM (lzutsu and Kojima, 2002). En effet, en présence
de tampon phosphate, les résultats DRX ont montré une réduction de la cristallinité du mannitol. La
cristallisation d’'un excipient induit la suppression des interactions intermoléculaires (liaison
hydrogénes) avec les protéines, qui sont nécessaires au maintien de la structure de la protéine
pendant le séchage (Crowe et al., 1996; Izutsu and Kojima, 2002). En plus les résultats montrent que
la lyophilisation en présence de saccharose a permis la préservation de la totalité de lactivité
enzymatique de la LDH. En effet, le saccharose est completement amorphe aprés lyophilisation ce

qui explique la préservation I'activité enzymatique de la LDH (Izutsu and Kojima, 2002).

Une autre étude, réalisée sur la lyophilisation de la LDH en présence de mannitol seul ou de mannitol
avec du saccharose (Al-Hussein and Gieseler, 2012), a utilisé un autre cycle de lyophilisation avec
une congélation réalisée directement sur I'étagére. Dans cette étude, des formulations de 2 ml
contenant 2 pg/ml de LDH et 50 mg/ml d’excipient (mannitol seul, mannitol + saccharose et
saccharose seul) et du tampon phosphate 10 mM ont été préparées. La congélation a été réalisée
en diminuant la température des étageres de la température ambiante jusqu’a -40 °C avec une rampe
de température de -1 °C/minute. Cette température a été maintenue pendant 1 heure avant le
démarrage de la dessication primaire. La dessication primaire a été réalisée a -35 °C pendant 25
heures et sous une pression de 80 mTorr (106,6 mbar). Pour la dessication secondaire, la
température a été augmentée jusqu’a 40 °C a la vitesse de +0,1 °C/minute et a été maintenue pendant
4 heures. Les résultats d’analyse de l'activité enzymatique aprés lyophilisation montrent qu’en

présence de mannitol pur (complétement cristallin), il y a 50 % de perte d’activité. Par contre les
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formulations contenant un mélange de mannitol et de saccharose a différents pourcentages
(pourcentage mannitol/saccharose : 70/30, 50/50, 30/70 et 10/90) ont préservé plus de 80% de
l'activité enzymatique de la LDH. En effet, & mesure que la concentration de saccharose augmentait
dans le mélange, le degré de cristallinité des lyophilisats diminuait. L’ajout du saccharose dans la
formulation semble pouvoir préserver I'activité enzymatique de la LDH par l'intermédiaire de la
formation de liaisons hydrogénes qui stabilisent cette derniére, méme si le mélange est completement

ou partiellement cristallin aprés lyophilisation (Al-Hussein and Gieseler, 2012).

Ces études montrent qu’il est possible de lyophiliser des formulations de protéines avec du mannitol
en utilisant différentes conditions lors de la lyophilisation (conditions plus ou moins agressives). En
plus, les résultats convergent dans le méme sens. Le mannitol lyophilisé seul en présence de
protéines semble altérer significativement son activité. Cela est probablement due a I'étape de
congélation, ou la formation de cristaux de mannitol induit une instabilité de la biomolécule. En
revanche, I'augmentation de la concentration du tampon permet de diminuer le degré de cristallinité
du mannitol et I'ajout d’une faible quantité d’agent stabilisant a la formulation comme le saccharose
(Iyo et cryoprotectant) permet d’augmenter considérablement I'activité enzymatique de la protéine en
guestion méme si le mélange saccharose/mannitol est cristallin ou partiellement cristallin aprées

lyophilisation.

Méme si le mannitol permet de réaliser des cycles de lyophilisation agressifs tout en s’affranchissant
du probléme de l'effondrement, il est quand méme important de prendre en compte que sa
cristallisation durant le procédé (qui ne se fait pas a volume constant et génére un stress mécanique
qui se surajoute a la cristallisation de I'eau) pourrait influencer la stabilité des protéines. Il faut donc
faire un compromis et I'utiliser en présence d’autres excipients qui pourraient aider a s’affranchir de

ce probléme.

Le Lactose:

Le lactose aussi connu sous le nom de B-D-galactopyranosyl(1—4)D-glucopyranose, est un
disaccharide composé d’une molécule de B-D-galactose et d’'une molécule de a/B-D-glucose reliées
par une liaison osidique B(1—4) (Figure 15). C’est le sucre principal du lait de la plupart des
mammiféres. Le lactose est un sucre réducteur du fait de la présence d’'une fonction hémiacétal
(groupe fonctionnel formé par réaction d’un aldéhyde et d’un alcool). Il peut donc subir la réaction de
Maillard (McSweeney and Fox, 2009). La formule moléculaire du lactose est C12H2,011 et sa masse

molaire est de 342 g/mol.
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Figure 15 — Structure chimique du lactose.

Le lactose posséde des propriétés similaires aux sucres réducteurs et quelques-unes de ses

caractéristiques les plus importantes sont citées dans la liste qui suit (McSweeney and Fox, 2009) :

Le lactose possede deux anomeres (structures cycliques identiques qui ne different que par
la position du OH anomérique qui est porté par un carbone asymétrique, appelé carbone
anomérique), lactose a et lactose .

Les anomeéres a et 3 ont des solubilités différentes (respectivement 70 et 500 g/L).
L’anomeére a est la forme qui cristallise a une température inférieure a 93,5 °C et qui est la
forme de lactose la plus commercialisée. Le lactose B est un produit qui peut étre préparé par
cristallisation a une température supérieure a 93,5 °C.

Le lactose a est un produit cristallin monohydraté de couleur blanche, alors que le lactose B
est un produit cristallin anhydre.

Le lactose cristallin est un produit tres faiblement hygroscopique.
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Figure 16 — Diffractogrammes des rayons X du lactose a monohydrate (A) et du lactose B anhydre

(B) (Thomas et al., 2009).
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Les diffractogrammes du lactose a (Figure 16 A) et du lactose B (Figure 16 B) montrent qu'il est

possible de reconnaitre ces produits par I'intermédiaire des pics caractéristiques de chacun d’eux.

La température de fusion du lactose a est de 214 °C et celle du lactose 3 s’éléve a 225 °C (Drapier-
Beche et al., 1999). Le lactose amorphe posséde une T4 de 101 °C (Roos, 1993) et une T. de -31,-
32 °C (Mehmood and Farooq, 2015). Le diagramme de phase binaire lactose/eau (Figure 17) permet
de déterminer sa T’ (-31 °C) et sa C’g (= 80 % m/m).
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Figure 17 — Diagramme de phase eau-lactose (McSweeney and Fox, 2009).

Le lactose est un bon agent de masse, mais puisque c’est un sucre réducteur et qu’il peut réagir avec
les protéines (réaction de Maillard), il peut induire des instabilités aprés lyophilisation. Pourtant, de

nombreuses études impliquent la lyophilisation de protéines en présence de lactose.

Kawai et Suzuki ont comparé dans les mémes conditions de lyophilisation I'effet de différents sucres
(tréhalose, saccharose, lactose et maltose) sur I'activité enzymatique de la LDH (Kawai and Suzuki,
2007). Les résultats montrent que quel que soit le disaccharide utilisé, qu’il soit réducteur ou non, il'y
a une perte de l'activité enzymatique de la LDH de 40 % (Kawai and Suzuki, 2007).

Une autre étude décrit avoir préparé des formulations contenant 2 mg/ml de LDH ou de PFK
(phosphofructokinase) et du lactose ou du mannitol 10 mM (Steven J Prestrelski et al., 1993a). La
congélation a été réalisée sur des étageres pré-refroidies a -45 °C. La dessication primaire a elle
aussi éte réalisée a -45 °C sur 24 heures en diminuant la pression jusqu’a 30 mTorr. Finalement, la
dessication secondaire a été réalisée en deux étapes de 24 heures avec des températures d’étagéres
de -10 °C puis de 20 °C. L’analyse de I'activité enzymatique de la LDH montre une perte de 55 a 60

% en présence de lactose ou de mannitol par rapport a la protéine non lyophilisée et une perte de 95
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% de l'activité de la PFK en présence de mannitol ou méme de lactose (Steven J Prestrelski et al.,
1993a). En revanche, aprés 'ajout de 1 % de PEG aux formulations, la LDH a retrouvé 100 % de son
activité apres lyophilisation en présence de lactose et 80 % en présence de mannitol. Il en est de
méme pour la PFK, qui, en présence de lactose et de PEG, a retrouvé 100 % de son activité alors
que les formulations contenant du PEG et du mannitol conservent une activit¢ de 30% apres

lyophilisation.

La conservation de l'activité de la protéine aprés lyophilisation en présence de lactose dépend de
plusieurs facteurs. Premiérement, le lactose, a lui seul, ne permet pas de conserver 100% de I'activité
de la protéine (dans les deux études citées ci-dessus, il y a une perte de 40 % de I'activité de la LDH
aprés lyophilisation). Par contre, I'ajout d’un autre excipient en trés faibles quantités comme le PEG,
pourrait améliorer la conservation des protéines en présence du lactose. En effet, les analyses infra-
rouges dans I'étude de Prestrelski et al. ont montré qu’en présence de PEG, la structure de la protéine
est maintenu durant I'étape de congélation et de séchage, ce qui explique la hausse de I'activité

enzymatique apres ajout de PEG (Steven J Prestrelski et al., 1993a).

Un autre facteur a prendre en compte est la protéine. Deux protéines différentes lyophilisées dans
les mémes conditions peuvent avoir des variations d’activités enzymatiques différentes aprés le
procédé. En effet, les protéines peuvent étre multimériques, avoir différentes conformations et donc
peuvent avoir des stabilités différentes. Une Concentration plus élevée de protéines dans une
formulation peut entrainer un certain degré de stabilisation (Steven J Prestrelski et al., 1993a). Cela
était vrai pour la LDH dans I'étude de Prestrelski et al., qui en absence d’additif, a présenté une
activité enzymatique plus élevée que la PFK. En effet, la PFK est extrémement labile, et méme a une
concentration de 2 mg/ml, aucune activité n'est récupérée en absence d’additifs (Steven J Prestrelski
et al., 1993a).

Les excipients lyophilisés dans le cadre de notre étude :
Dans le cadre de cette thése, les excipients qui ont été étudiés en lyophilisation étaient le tréhalose,
le saccharose, le lactose et le mannitol. Le Tableau 1 regroupe les caractéristiques physico-

chimiques essentielles de ces quatre excipients.
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Tableau 1 — Les différentes propriétés du tréhalose, saccharose, lactose et mannitol.

Tréhalose Saccharose Lactose Mannitol
Nom chimique a-D- a-D- B-D- 1,2,3,4,5,6-
glucopyranosyl-  glucopyranosyl-B- galactopyranosyl(1—4)D- hexanhexol
a-D- - glucopyranose

glucopyranoside

fructofuranoside

Type de sucre

Disaccharide

Disaccharide non

Disaccharide réducteur

Polyol (sucre-

non réducteur réducteur (une (une molécule de alcool)
(deux molécules molécule de galactose et une
de glucose) glucose et une molécule de glucose)
molécule de
fructose)
Formule C12H22011 C12H22011 C12H22011 CeH1406
moléculaire
Masse moléculaire 342,31 g/mol 342,31 g/mol 342,31 g/mol 182,17 g/mol
Polymorphisme a,a;a,B;B,B - a;B a;B;0
Polymorphe a,a di hydraté - a monohydrate B
courant
Famille d’excipient Agent Agent stabilisant Agent de Agent de
stabilisant masse/stabilisant masse
T: (°C) a,a di-hydraté : 190 a:214 a:166,B:
97 B: 225 166,5
0:155
Tg (°C) 107 60 101 -
Ty’ (°C) -30 -33 -41 -32, -27
T (°C) -29 -34, -32 -32,-31 -
C’y (% m/m) 80 80 80 -

Les agents tampon :
Le role essentiel des agents tampon est de maintenir pendant le cycle de lyophilisation le pH de la

solution le plus proche possible du pH ou la protéine est la plus stable. Puisque les protéines sont
soumises a différents types de stress durant la lyophilisation, durant le stockage et apres la
reconstitution des lyophilisats, il est important de bien choisir le tampon a utiliser. Le pH tampon visé
pour les protéines thérapeutiques se situe dans l'intervalle 4,6 — 8,2, et les solutions tampons les plus
couramment utilisées sont des tampons non amino-acide comme le phosphate de sodium, I'acétate

de sodium, le citrate de sodium et le succinate de sodium (Gervasi et al., 2018).
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Les agents tensioactifs :

lIs sont présents dans de nombreuses formulations contenant des protéines qui ont une tendance a
se dénaturer ou bien a s’agréger a des interfaces comme la glace par exemple. lls augmentent
'énergie libre nécessaire a la dénaturation des protéines et réduisent la tension superficielle des
interfaces formées lors de la lyophilisation (Rayaprolu et al., 2018). De plus, ils peuvent favoriser la
reconstitution des lyophilisats et leur mouillage. Il est important d’ajouter des quantités modérées
d’agents tensioactifs car ils ont des Ty assez basses. Les tensioactifs non ioniques comme le

polysorbate 80 et 20 sont ceux qui sont les plus couramment utilisés.

Les agents modificateurs de température d’effondrement :
Il existe en plus d’autres familles d’excipients comme les agents modificateurs de température
d’effondrement qui se caractérisent par une valeur de T4 plus élevée que celles des autres excipients

utilisés dans la formulation.

Les agents antioxydants et antimicrobiens :
Finalement, des agents antioxydants et antimicrobiens peuvent étre ajoutés a la formulation pour

éviter les réactions d’oxydation des protéines ou bien la croissance microbienne.

1.1.4 La surface spécifique des excipients lyophilisés

La surface spécifique d’'un matériau lyophilisé est en relation avec sa porosité totale et la définition
du réseau poreux (taille et distribution de tailles de ses pores), et est exprimée en m?/g. En imaginant
avoir un solide composé de (n) pores de rayon (r) et de longueur (L), la surface spécifique (SSA) des
pores est donnée par I'équation 10 (Rambhatla et al., 2004):

n.2nrL
ps Vs

SSA =

Equation 10

Avec (ps) la masse volumique du solide et (Vs) le volume du solide. En exprimant (Vs) en termes de

i 2
volume total (2mR?L) et de volume de la fraction de vide (¢ = Lvide _ %), 'équation de la surface

Vtotal

spécifique peut étre donnée par I'équation 11 :

2e 1 = .
s <7 Equation 11
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La surface spécifique des excipients aprés lyophilisation est bien décrite dans la littérature. En
prenant le mannitol et le saccharose par exemple, il a été démontré qu’aprés lyophilisation, des
formulations composées de 5% (m/v) de mannitol ou de saccharose, ont une surface spécifique
différente. La SSA évolue en fonction de la température de nucléation et il a été démontré que la
surface spécifique du mannitol qui est cristallin, est beaucoup plus élevée que celle du saccharose
amorphe (Rambhatla et al., 2004). Le Tableau 2 — Surface spécifique du saccharose et du mannitol
lyophilisés en fonction de la température de nucléation montre I'évolution de la surface spécifique de
lyophilisats de mannitol et de saccharose en fonction de la température de nucléation (Rambhatla et
al., 2004).

Tableau 2 — Surface spécifiqgue du saccharose et du mannitol lyophilisés en fonction de la
température de nucléation.

Excipient Tn (°C) SSA (m2/g)
-1,0 0,32 £ 0,03

Saccharose -6,0 0,42 £ 0,03
-11,0 0,61 + 0,03

-1,5 3,64 +0,24

Mannitol -6,5 3,94 + 0,45
-10 4,45+ 0,43

D’autres études ont déterminé la SSA de lyophilisats de tréhalose et de lactose. Des formulations
contenant 10 % (m/v) de tréhalose ont été réalisées et lyophilisées. La surface spécifique mesurée
du tréhalose lyophilisé était de 0,48 + 0,12 m?/g (Surana et al., 2004). Finalement, des formulations
contenant 15 % (m/m) de lactose ont été lyophilisées par deux méthodes différentes (dans la premiere
méthode, la congélation a été réalisée par immersion a I'azote liquide et dans la deuxiéme méthode,
la congélation a été réalisée directement sur les étagéres du lyophilisateur) (Vollenbroek et al., 2010).
La surface spécifique des lyophilisats a été déterminée apres les deux cycles de lyophilisation. Pour
le premier et le deuxiéme cycle de lyophilisation, les SSA mesurées étaient respectivement de 0,9 et
0,2 m?/g (Vollenbroek et al., 2010).

Tous ces résultats démontrent que la SSA peut étre impactée a la fois par la structure cristalline du
composé, par sa structure chimique et par les parametres du cycle de lyophilisation utilisés (surtout

la congélation).
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1.1.5 Les critéeres de qualité pour un lyophilisat

Au cours du procédé de lyophilisation, il est possible que certains parametres du procédé influent sur
'apparence physique du lyophilisat. Une étude a résumé les différents aspects physiques qu’'un
lyophilisat peut prendre et les différentes conséquences qu'ils peuvent engendrer (Patel et al., 2017).
Le Tableau 3 ainsi que la Figure 18 montrent quelques considérations a prendre en compte

concernant I'apparence des poudres de produits lyophilisés (Patel et al., 2017).

- iR pa \ ™ ’ = s o = ’
o . z “ : ' '
Effondrement total Effondrement partiel Pasd’ effondrement . . . .

*

D? E) " F)

|

&«

Figure 18 — Apparences physiques des lyophilisats suite au procédé de lyophilisation. La
correspondance des lettres figurant sur la figure est donnée dans le tableau 3 (Patel et al., 2017).
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Tableau 3 — Quelques critéeres de qualité pour un lyophilisats (tableau adapté de (Patel et al.,

2017)).

Impact sur la

Apparenpe du Figure Cause potentielle qualité du Acceptable Notes
lyophilisat . ?
produit ?
Oui — impact sur
le temps de
Effondrement . N _ reconstitution, Non
total 17A  Séchage a Tproduit > Te I'humidité acceptable i
résiduelle et la
stabilité
Entrainement Formulation (poudre )
du produit sec non cohésive) Oui — Impact sur S .
dans la région 17B o la dose et le Non Optimisation de la formulation
dt bouchon du Procéde (écoulement temps de acceptable  ou des paramétres du procédé
f du gaz rapide pendant reconstitution
acon le séchage)
Renecssementau O mhact o e
Lyophilisat 17C lyophilisat, faible reconstit%tion Si Non IC():ie reconstituer I”échantillon en
soulevé quantité de solide . acceptable ; :
di le lyophilisat ajoutant la solution de
issous . o
demeure soulevé reconstitution
Oui — peut avoir
: une humidité . . .
Lyophilisat Mauvais chargement résiduelle plus Non Un lyophilisat doit avoir un
S 17D des flacons sur e volume et une forme bien
incliné Vg élevée et un acceptable Pl
I'étagere o définis
historique
anormal de la Tp
Oui — Peut
Haut niveau de gaz impacter la Acceptable si le phénoméne est
Gonflement du 17E dissous, fusion stabilité des Non observé dans tous les flacons
lyophilisat eutectique, protocole protéines acceptable d’'un méme lot sans impact sur
de congélation sensibles aux les attributs de qualités critiques
interfaces
Eclaboussures .

. Oui — impact sur S N
importantes sur . Non Optimisation des paramétres de
17 F Remplissage manuel le temps de :

les bords du - acceptable remplissage des flacons
reconstitution
flacon
Formulation, rampe
Lyc_)ph|I|§at 176G 'de chauffage du_ Non oui
fissuré séchage secondaire
trés rapide
Si la surface spécifique est
Texture du Paramétre du procédé impactée, cela peut influencer le
lyophilisat non 17 E . proc Non Oui temps de reconstitution et le
. (étape de congélation) , s s
uniforme pourcentage d’humidité
résiduelle
Couleur du Pour 'acceptation, il faut
lyophilisat : non Eormulation démontrer que les
uniforme ou 17F Non Peut-étre caractéristiques du lyophilisat et
Procédé

changement de
couleur

la qualité des biomolécules ne
sont pas impactées
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En résumé, un lyophilisat doit répondre aux critéres cités ci-dessous pour s’assurer que le procédé

de lyophilisation et la composition de la formulation sont bien adaptés :

Résistance suffisante du lyophilisat pour éviter les fissures et I'effondrement.

Consistance et couleur uniformes.

Pourcentage d’humidité suffisant pour assurer une stabilité des molécules thérapeutiques.
Porosité et surface spécifique suffisantes pour permettre une reconstitution rapide.
Chimiqguement stable.

Stabilité sur le long terme.

Bonne apparence physique du lyophilisat.

1.1.6 Les avantages et les inconvénients de la lyophilisation pharmaceutique

Comme tout procédé industriel, la lyophilisation posséde aussi bien des avantages que des

inconvénients.

Les avantages de la lyophilisation sont :

Produits séchés sans élévation de la température (possibilité de s’affranchir de I'instabilité des
produits thermosensibles).

La congélation provoque moins de dégats que d’autres techniques de séchage utilisant des
températures élevées.

Stockage sous vide ou sous azote possible (pour les molécules sensibles a I'air, a 'oxygéne
ou a 'lhumidité)

Apreés lyophilisation, le produit est trés poreux, ce qui conduit & un temps de reconstitution
rapide (quasi instantané).

Le stockage d’un produit sec est moins colteux qu’un produit liquide (un produit liquide doit
étre stocke a des températures trés basses, d’ou une grande consommation d’énergie). Méme
si le procédé de lyophilisation peut étre long et colteux, il peut permettre un stockage des
lyophilisats a température ambiante.

La préservation des lyophilisats sous vides dans des flacons scellés permet de s’affranchir
des probléemes de réabsorption de I'humidité et inhiber I'action de micro-organismes ou
d’enzymes qui peuvent les dégrader.

La lyophilisation permet d’allonger la durée de vie de certains produits pharmaceutiques pour

plusieurs années.

Parmi les désavantages de la lyophilisation, on peut compter :

Un produit d’intérét trés volatil qui peut étre entrainé par le vide.
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Problemes de stabilité pour certaines biomolécules.

Le procédé de lyophilisation est sensible, complexe et coteux.

Un lyophilisateur est une machine industrielle chére.

Les biomolécules a haut poids moléculaire (protéines, anticorps, ARNm) sont trés fragiles et
sensibles a la congélation, au séchage et au pourcentage d’humidité résiduelle dans les
lyophilisats.

Nécessité de maitriser parfaitement les étapes de nucléation et de cristallisation qui peuvent
entrainer une dénaturation de la protéine.

Une humidité résiduelle trés basse dans le produit final peut déstabiliser les biomolécules. Un
pourcentage optimal d’eau doit étre déterminé et doit étre corrélé avec la stabilité du produit

sur le long terme.
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1.2 Le séchage par atomisation

Le séchage par atomisation (ou par atomisation, spray drying en anglais, SD), est un procédé de
séchage trés répandu, et utilisé pour le séchage des solutions aqueuses ou organiques, des
suspensions et des émulsions dans les industries agroalimentaires, chimigues, électroniques,
pharmaceutiques et biopharmaceutiques. Dans l'industrie pharmaceutique, I'atomisation peut étre
utilisée pour produire des poudres solides contenant des protéines et des peptides. En effet, le SD
est un procédé de séchage trés intéressant pour I'industrie pharmaceutique, car c’est un processus
en une seule étape qui permet la formation et le séchage des poudres. Le séchage par atomisation
implique la pulvérisation d'une formulation liquide (solutions, suspensions, émulsions) dans un milieu
de séchage chaud (air, azote). Les gouttelettes formées par le processus d'atomisation sont séchées
par évaporation du solvant pour former des particules, généralement sphériques, qui sont collectées
sous forme de poudre séche. C’est une technique qui est beaucoup plus rapide, qui est moins
colteuse et qui peut étre considérée comme un procédé continu a I'inverse du FD. Cependant, il
existe quelques désavantages par rapport au FD, un rendement moins important, un pourcentage

d’humidité résiduelle plus élevé et une exposition des biomolécules a des températures élevées.

1.2.1 Description du procédé d’atomisation

Un atomiseur a pour réle de sécher par pulvérisation une formulation liquide (solution ou suspension)
par I'intermédiaire d’air ou d’azote chaud. C’est un procédé unique qui permet a la fois la formation
de particules et leur séchage. Durant le processus, le liquide est poussé a travers une buse pour
former des gouttelettes qui sont rapidement séchées par évaporation du solvant. Les particules sont

par la suite récupérées sous forme de poudre séche.
Un atomiseur de laboratoire est formé de quatre composants essentiels (Figure 19) :

e La chambre de séchage.
e La buse ou atomiseur dont le rble est de produire les gouttelettes avec la taille désirée.
¢ Un systéme d’aspiration.

e Le cyclone qui sert a collecter les particules.
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Figure 19 — Schéma d'un atomiseur de laboratoire avec ces quatre composants principaux.

Le procédé d’atomisation peut étre résumé en trois étapes :

La pulvérisation : La solution est forcée par une pompe péristaltique au travers de l'orifice calibré

de la buse bi-fluide pour étre atomisée et transformée en gouttelettes.

Le séchage et la formation des particules : I'air ou I'azote chaud, introduit selon un certain débit,

est mis en contact avec la solution pulvérisée, ce qui initie I'évaporation. Le liquide s’évapore

rapidement de la surface des gouttelettes puis du cceur. Une particule solide de forme sphérique se

forme et suit le flux d’air jusqu’au bas de la chambre de séchage.

Larécolte delapoudre : la poudre est entrainée par I'aspiration d’air vers le cyclone et est récupérée

dans un récipient dédié.

Il'y a plusieurs paramétres qui permettent de programmer un cycle d’atomisation :

Les températures d’entrée (Tenres) €t de sortie (Tsorie) du gaz de séchage exprimées en (°C).
Le débit d’alimentation de la formulation (va) donnée en (mL/min).

Le débit volumétrique d’air de pulvérisation (vap) donné en (L/h).

Le débit volumétrique de I'air de séchage (vas), donné en pourcentage de I'aspiration totale. Il

peut étre converti en (m3/h).
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1.2.2 Les différents systémes d’atomiseurs

Il existe trois types d’atomiseur : 'atomiseur a cycle ouvert, 'atomiseur a cycle fermé et I'atomiseur a

cycle semi-fermé.

L’atomiseur a cycle ouvert (Figure 20) : il est utilisé pour la pulvérisation de solutions agueuses.
L’air destiné au séchage est prélevé de I'air ambiante, et I'air aspiré en sortie de cyclone est rejeté
dans I'atmosphére ambiante (Masters, 2004). Avant son rejet, 'air en sortie de cyclone passe par un

filtre équipé de précipitateurs électrostatiques pour étre filtré.

L’atomiseur a cycle fermé (Figure 21) : il est utilisé pour la manipulation des solvants inflammables,
des produits toxiques ou des produits sensibles a I'oxygéne pour éviter toute contamination. Ce
systeme réutilise le gaz (I'azote généralement) injecté au début du séchage. A la sortie de la chambre
de séchage se trouve un cyclone qui sert a la récupération de la poudre, puis un filtre et finalement
un condenseur de vapeur et de solvant qui sert a refroidir le mélange gaz-solvant et a récupérer le
solvant sous forme liquide. Le gaz de séchage refroidi et dé-solvaté est renvoyé vers le chauffage
pour étre de nouveau chauffé (Masters, 2004).

L’atomiseur a cycle semi fermé : le principe est le méme que pour 'atomiseur fermé sauf que le
recyclage de l'air de sortie se fait partiellement (seul un certain pourcentage de l'air de sortie, souvent

de l'ordre de 60 %, est réutilisé comme air d’entrée pour le chauffage).

Feed  Atomization device

HEPA Heate
—— Fi{” Filter

= T o— @ — i s

Bag filter
Cyclone HEPA
' ﬁ =P Exhaust gas
Main powder Fines

[fraction

Figure 20 — Représentation schématique d’un atomiseur a cycle ouvert (www.gea.com).
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Figure 21 — Représentation schématique d’un atomiseur a cycle fermé (www.gea.com).

1.2.3 Les différents types de buses

Il existe trois types de buses qui différent par la source d’énergie utilisée pendant le procédé de

formation des gouttelettes (Tableau 4) (Masters, 2004).

Tableau 4 — Différents types d'atomiseurs/buses.

Taille médiane des

gouttelettes (um) Type d’énergie utilisée

Type de buse

Atomiseur/buse rotatif 10-200 Energie centrifuge

Buse pneumatique (entrée

de 2/3 fluides) 5-100 Energie cinétique

Buse de pression 30-350 Energie de pression

La buse rotative est un disque tournant, et le liquide y est injecté par le centre. La buse pneumatique,
quant a elle, utilise I'air pour créer de grandes forces de frictions sur la surface du liquide, ce qui
causera sa désintégration en gouttelettes. Finalement, dans le cas de la buse de pression,
l'alimentation de la solution se fait sous pression. Le liquide est donc forcé de faire un mouvement en

rotation dans la buse, ce qui entraine une sortie du liquide de la buse en forme de cone.
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1.2.4 Modes de contact pulvérisation-air de séchage
Il existe trois modes de contact des particules pulvérisées avec l'air.

Le flux a co-courant : la formulation est pulvérisée a travers la chambre de séchage dans la méme
direction que le flux d’air chaud (Figure 22 A). Quand les gouttelettes rentrent en contact avec I'air
chaud, il en résulte une évaporation optimale du solvant. Cette technique est efficace pour des
formulations contenant des molécules sensibles a la chaleur (biomolécules telles que les protéines

ou les peptides).

Le flux a contre-courant : la formulation est pulvérisée a travers la chambre de séchage dans le
sens (descendant) opposé au flux d’air chaud (ascendant) (Figure 22 B). Ce type de contact est
efficace pour un traitement thermique des poudres, pour agglomérer les particules, pour I'obtention
de poudres plus fluides. Il est généralement utilisé dans le cas ou les formulations ne contiennent pas

de molécules sensibles a la chaleur.

Combinaison co et contre-courant : la formulation est pulvérisée a travers la chambre de séchage
dans laquelle I'atomiseur est disposé comme une fontaine (Figure 22 C). Au début de la pulvérisation,
les gouttelettes ont une direction opposée a celle du courant d’air chaud et par la suite elles sont
entrainées avec. Ce type de contact est réalisable dans des chambres de séchage de dimensions
relativement petites et les poudres sont sujettes a des températures plus élevées. L’évaporation
commence instantanément aprés le contact des gouttelettes avec I'air chaud et continue jusqu’a ce
gue la quantité de solvant devienne trés faible. Cette technique est utilisée pour des suspensions

plutét que pour des solutions.

Figure 22 — Schéma des différents modes de contact pulvérisation-air (A : flux a co-courant, B : flux
a contre-courant, C : flux combiné de co et contre-courant) (www.buchi.com).

1.2.5 Effets des parametres du procédeé et des formulations

De nombreux parameétres peuvent influencer les caractéristiques des poudres en sortie du procédé
d’atomisation. |l est possible de diviser ces paramétres en deux parties, les parametres liés au

procédé et les parameétres liés a la formulation.
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Parmi les parametres qui ont une grande influence sur le procédé d’atomisation il est possible de citer
le taux d’aspiration, la concentration de la formulation en matiére séche, la viscosité de la formulation,
le taux d’humidité du gaz de séchage, le flux d’alimentation de la formulation, le flux du gaz de
séchage, la température d’entrée du gaz et la nature de solvant. Pour un appareillage et une taille de
buse donné, I'effet de ces paramétres sur le procédé et sur le produit final est décrit dans la littérature

de la facon suivante (Patel et al., 2015) :

Un taux d’aspiration élevé peut augmenter la température de sortie du gaz de séchage, diminuer

I'humidité résiduelle du produit final et séparer plus uniformément les particules dans le cyclone.

Silaformulation est visqueuse ou trés concentrée en produits, il y a moins de liquide a évaporer
et une augmentation de la température de sortie du gaz de séchage est observée (la phase de
séchage adiabatique est donc relativement courte). Les gouttelettes atomisées contiennent plus de
solide et la taille des particules en fin de séchage est donc plus importante, ce qui permet une facilité

de séparation et aboutit a un rendement plus élevé. Le produit final est moins humide.

Si le taux d’humidité du gaz de séchage est important, le temps de séchage est plus long et les
particules humides peuvent adhérer aux parois de I'atomiseur, ce qui diminue le rendement final de

la poudre et augmente son humidité.

Un flux d’alimentation trés élevé diminue la température de sortie, augmente la taille des

gouttelettes et donc la taille des particules. Le taux d’humidité dans le produit final est plus important.

Un flux de gaz de séchage élevé diminue la température de sortie et produit des gouttelettes de

taille moins importante en sortie de la buse, ce qui induit une taille de particules plus faible.

Une température d’entrée du gaz de séchage élevée augmente proportionnellement la

température de sortie, augmente le rendement et améne a la production d’'un produit moins collant.

L’utilisation d’un solvant organique améne a la formation de particules de tailles plus petites en

raison d’'une tension de surface moins importante.

Ces parameétres peuvent étre résumés dans le Tableau 5 qui peut aider a optimiser un cycle
d’atomisation. Ce tableau permet de mettre en évidence l'influence que chacun de ces paramétres
peut avoir sur la température de sortie, la taille des particules, 'hnumidité résiduelle de la poudre, le
rendement durant un cycle d’atomisation et donc permet de définir les parametres optimaux suivant

les propriétés attendues pour le produit final.

62



Tableau 5 — Effets des parametres du procédé et de la formulation sur les caractéristiques finales

du produit atomisé (adapté de (Patel et al., 2015)).

Paramétres Aspiration Humidité du Température Flux du gaz de Flux Viscosité de la Solvant
gaz de séchage d'entrée séchage d'alimentation formulation organique a la
solution place de H,0
Dépendance + + + + + + +
Température de
; ++ + +H - - ++ ++
sortie
Taille d
e ces X X X + ++
particules
Humidité an X nn
résiduelle
% de
++ = + X =qF + ++
rendement

+++ : grande influence — augmentation X : pas d'influence
++ :influence modéré — augmentation
+ :Influence mineur — augmentation

1.2.6 Atomisation des différents excipients

Les formulations contenant des biomolécules telles que des protéines, des peptides, des anticorps
montrent une instabilité a I'état liquide a température ambiante. La lyophilisation est la technique de
séchage la plus utilisée pour la production de poudres pharmaceutiques, mais avec le développement
de nouvelles voies d’administration telles que les poudres pour administration transdermique ou
I'administrées par inhalation (Chen et al., 2002; Maa et al., 1999), la lyophilisation ne peut pas toujours
étre utilisée pour l'obtention d’un produit ayant les propriétés requises. L’atomisation est une
technique de séchage durant laquelle il est possible de contrbler les propriétés des poudres. C’est un
procédeé facile et qui peut étre industrialisé. C’est pour cela qu’il peut étre une réelle alternative a la
lyophilisation. Cependant, méme si le procédé d’atomisation permet de s’affranchir de certaines
contraintes liées a la lyophilisation (formation d’interfaces glace-eau, variations de pH...), les
formulations atomisées sont exposées a des températures relativement élevées, ce qui peut étre une

contrainte pour les produits sensibles a la température.

Il existe de nombreuses études dans la littérature qui décrivent I'atomisation de molécules biologiques
en présence de différents excipients (Adler and Lee, 1999; Chen et al., 2021; Haque and Roos, 2006;
Hulse et al., 2009a, 2009b; Maury et al., 2005). Il a été démontré que la stabilité des molécules
biologiques lors de I'atomisation dépend a la fois du type de protéine et du choix des excipients
(Wilson et al., 2020, 2019). La littérature montre que dans la plupart des cas, I'atomisation de
formulations pures de protéine (sans I'ajout d’adjuvants) entraine une agrégation ou une inactivation
de cette derniere (Mumenthaler et al., 1994), et que I'ajout d’agents stabilisants tels que des sucres

ou des acides aminés est nécessaire au maintien de 'activité biologique.

63



Dans le cadre des travaux de cette thése, trois excipients (le tréhalose, le lactose et le mannitol) ont

été atomisés, puis caractérisés a I'état de poudre et de comprimés.

Le tréhalose:

Il a par exemple été démontré que I'ajout de tréhalose, d’arginine ou de saccharose diminuait la perte
d’activité de la B-galactosidase (Broadhead et al., 1994). Le saccharose et le tréhalose sont certes
de bons stabilisateurs, mais il a été démontré qu’il était extrémement difficile de les atomiser. Le
saccharose atomisé est extrémement hygroscopique alors que le tréhalose atomisé forme des

agrégats fusionnés et collants a une température d’entrée supérieure a 90 °C (Maa et al., 1997).

Une étude a essayé de montrer I'évolution de la stabilité de la LDH atomisée en présence de tréhalose
(Adler and Lee, 1999). La formulation se composait de 10 % (m/m) de tréhalose, de LDH et de
polysorbate 80 et 'atomisation a été réalisée dans les mémes conditions (flux d’alimentation = 4mL /
minute, flux d’air de séchage = 0,7 m® heure, pression d’aspiration = 38 mbar) en modifiant
uniqguement la température d’entrée d’air de séchage (Tentee1 = 90 °C , Tentres2 = 110 °C, Tentrees = 130
°C Tenméea= 150 °C) (Adler and Lee, 1999). Cette étude montre un effet marqué de ce paramétre sur
la structure physique des poudres obtenues, le rendement, le pourcentage d’humidité résiduelle et la
Tg. Pour toutes les températures utilisées, les diffractogrammes montrent que le tréhalose atomisé
est complétement amorphe. Plus la température d’entrée d’air est élevée, plus le rendement est élevé
et le pourcentage d’humidité résiduelle diminue. Cela a pour effet d’augmenter la T4 (par exemple la
Tg du tréhalose atomisé a des Tenrse de 110 ou 130 °C est respectivement de 72 °C et de 86 °C) et
donc d’améliorer la stabilité de la LDH pendant le stockage (Adler and Lee, 1999). Cependant, les
molécules biologiques étant dans la majorité des cas sensibles a la chaleur, méme si les propriétés
des poudres sont meilleures quand la T4 est élevée, il est important de voir 'impact de la température
sur la stabilité des biomolécules en sortie de 'atomiseur. La méme étude a démontré que plus la
température d’entrée lors de I'atomisation est basse, plus I'activité de la LDH est élevée juste aprés
le procédé. Cependant, aprés stockage, il a été démontré que plus la température d’entrée est élevée
(Tg plus élevée), plus la LDH conservait son activité au cours du temps, alors qu’une baisse rapide
de l'activité est observée quand la température d’entrée était faible (T4 est plus faible) (Adler and Lee,

1999). Cela met en évidence I'importance d’avoir la Tq la plus élevée possible pendant le stockage.

Le lactose :
Dans le cadre des travaux de cette thése, le lactose a été atomisé dans le but de comparer ses
propriétés physico-chimiques avec d’autres excipients atomisés dans un premier temps, puis ses

propriétés mécaniques pendant et aprés compression. Dans cette partie, seules les propriétés
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physico-chimiques du lactose atomisé seront exposées et ses propriétés en compression seront

décrites plus en détails dans la partie dédiée a la compression des poudres pharmaceutiques.

Le lactose atomisé est de loin I'excipient atomisé le plus répandu. Quand le lactose en suspension
est atomisé, la poudre atomisée est généralement composé d’'un mélange de petits agglomérats
sphériques de cristaux de lactose a-monohydrate liés ensemble par une petite quantité de produit
amorphe (Gohel and Jogani, 2005). Le caractére cristallin est connu pour I'amélioration des propriétés
d’écoulement alors que le caractére amorphe, lui est connu pour améliorer la comprimabilité du
produit. La comparaison de la poudre atomisée au lactose a-monohydrate montre qu’elle s’écoule
plus facilement, que I'atomisat posséde des propriétés supérieures en terme de compression et qu'il
présente de meilleures propriétés de cohésion (Gohel and Jogani, 2005). Le lactose amorphe est
métastable, trés hygroscopique et il adsorbe donc I'humidité trés rapidement (Roos and Drusch,
2015).

Quand le lactose en solution aqueuse est atomisé, il est bien décrit qu’il forme une poudre
essentiellement amorphe (Haque and Roos, 2005). Mais, le lactose atomisé, amorphe aprés
atomisation, cristallise pendant le stockage (Haque and Roos, 2005). En effet, il a été démontré que
le lactose amorphe produit par lyophilisation ou par atomisation cristallisait & des vitesses différentes
suivant le taux d’humidité relative auquel il est stocké. Le lactose atomisé absorbe moins d’humidité
que le lactose lyophilisé et cristallise plus rapidement (Haque and Roos, 2005). En effet, le
diffractogramme du lactose atomisé a montré qu’il est majoritairement amorphe et minoritairement
cristallin (présence de pics de cristallisation). Par contre, le lactose lyophilisé était complétement
amorphe. Ces cristaux présents dans le lactose atomisé peuvent étre la cause principale de sa

cristallisation plus rapide que le lactose lyophilisé (Haque and Roos, 2005).

Concernant I'influence des parameétres du procédé, une autre étude montre qu’il y a une relation entre
la température d’entrée et le degré de cristallisation du lactose (Chiou et al., 2008). Dans cette étude,
des formulations contenant 15 % (m/m) de lactose ont été préparées et atomisées selon les
paramétres suivants : aspiration a 100 % (0,0149 kg/s), débit du gaz de séchage a 19,9 L/min, débit
d’alimentation de la solution a 23 % (0,000106 kg/s). Selon la température d’entrée que les auteurs
ont fait varier entre 134 °C et 210 °C, le degré de cristallinité du lactose atomisé se situe entre 55 %
et 76 % (Chiou et al., 2008). Ce résultat montre que le degré de cristallinité peut étre contrélé en

ajustant les parametres du procédé.

Le mannitol :
Le mannitol atomisé est disponible commercialement comme excipient pour compression directe.
L’utilisation du mannitol atomisé permet un contrdle de la taille de ses particules. Durant le procédé

d’atomisation, il est possible de produire différents polymorphes cristallins (Hulse et al., 2009b). De
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plus, les formes métastables du mannitol peuvent évoluer durant le stockage et se transformer en
d’autres polymorphes non souhaités. En modifiant certains paramétres de la formulation ou du

procédé, il est donc possible de produire différents polymorphes du mannitol.

L’atomisation du mannitol en présence de PVP (polyvinylpyrrolydone) permet de produire le
polymorphe & du mannitol qui peut étre stable pendant 6 mois de stockage et peut étre utilisé pour

améliorer la comprimabilité de certains médicaments (Vanhoorne et al., 2016).

Une autre étude a montré qu’aprés une augmentation de la concentration de la solution atomisée de
2 % a 8 ou 15 %, le pourcentage du polymorphe 3 augmente de 70 % a 100 %, alors qu’il il y a une

baisse du pourcentage de la forme a (Lu et al., 2022).

Il a également été montré qu’en modifiant les paramétres du procédé, telle que la température de
sortie, les polymorphes formés peuvent étre différents (Littringer et al., 2012). Pour une Tsorie de
67 °C, le seul polymorphe formé était le mannitol 3, et aprés une augmentation de Tsoric jusqu’a 84
°C ou 102 °C, il y a eu formation d’'une petite quantité du polymorphe a en plus du B (Littringer et al.,
2012).

Il a aussi été démontré qu’'une température d’entrée programmée entre 60 et 110 °C amenait a la
formation du polymorphe B mais une plus grande élévation de cette température a conduit a la
formation de plus en plus importante du polymorphe a (a Tenr¢e = 140 °C, la poudre atomisée contenait
16 % du polymorphe a) (Maas et al., 2011). Le mannitol est donc un produit tres sensible aux

parameétres du procédé d’atomisation et aux parameétres de la formulation.

Hulse et al. ont quant a eux travaillé sur I'effet sur les formes polymorphiques du mannitol de
I'incorporation de différents types de protéines dans les formulations atomisées (Hulse et al., 2009a).
Il a été démontré que suivant la protéine modele utilisée (trypsine ou lysozyme), le mannitol atomisé
dans les mémes conditions pouvait étre complétement cristallin ou complétement amorphe (Hulse et
al., 2009a). De plus, aprés stockage a des températures et humidités élevées, il y a eu évolution du
mannitol en polymorphes différents (8 ou &) suivant la protéine avec laquelle il a été atomisé (Hulse
et al., 2009a).

Finalement, en termes de stabilisation de I'activité des protéines, Broadhead et al. ont montré que la
variation des parametres d’atomisation, pouvait influer sur l'activité résiduelle de la B-galactosidase.
Quatre agents stabilisateurs (mannitol, saccharose, tréhalose et arginine hydrochlorique) ont été
atomisés avec cette derniere, dans les mémes conditions et il a été démontré que le mannitol avait
une effet stabilisant moins important que le saccharose et I'arginine et le tréhalose (Broadhead et al.,
1994).

Ces études permettent de mettre en évidence I'importance du choix de I'excipient et des paramétres

du procédé d’atomisation. Il est important de faire le compromis entre les différents choix, afin
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d’obtenir une poudre ou la biomolécule conserve le maximum de son activité aprés le procede, et le
plus longtemps possible pendant le stockage. L’atomisation de différents excipients doit donc prendre
en compte les propriétés physico-chimiques de ces derniers afin de pouvoir optimiser au mieux les
parameétres du procédé et de formulation, et obtenir la poudre aux propriétés souhaitées.

Le choix de I'excipient se base sur I'utilisation de la poudre :

o Si I'atomisation vise a produire une poudre contenant une biomolécule, il est préférable
d'utiliser le tréhalose comme excipient car les travaux de la littérature montrent qu’il est un
agent stabilisant trés prometteur.

e Le lactose et le mannitol peuvent é&tre atomisés pour améliorer les propriétés
physicochimiques de la poudre (formation des polymorphes souhaités ou contrble de la taille
des particules et de la distribution granulométrique), ou pour leur conférer de meilleures

propriétés en compression pharmaceutique (meilleurs écoulement et cohésion).

1.2.7 Les avantages et les inconvénients du procédé d’atomisation

Le procédé d’atomisation est trés répandu dans les industries agroalimentaires et pharmaceutiques

en raison des nombreux avantages résumés dans la liste ci-dessous (Haque et al., 2015):

e Le séchage est trés rapide et les particules produites sont plus ou moins uniformes et
sphériques.

e (C’est un procédé facilement industrialisable. Le débit d’alimentation peut varier de quelques
kg/heure jusqu’a 100 tonnes/heure.

e |’atomisation est un procédé rapide. L’évaporation se fait en quelques secondes, les produits
sont soumis trés peu de temps aux hautes températures, ce qui est un avantage pour les
produits sensibles aux températures élevées.

e (C’est un procédé en continu qui peut étre adapté a un controle 100 % automatisé.

o |l existe différents types de systéme d’atomisation qui peuvent étre adaptés a des produits
spécifiques.

e Les solutions, suspensions, gels et bien d'autres produits peuvent étre séchés par
atomisation.

e |l est possible de contrdler la taille des particules, la masse volumique apparente et le degré
de cristallisation durant le procédé d’atomisation.

e C’est un procédé quatre a sept fois plus économique que la lyophilisation (Chavez and
Ledeboer, 2007).

Bien que le séchage par atomisation ait beaucoup d’avantages, il existe quelques inconvénients pour

ce procédé :
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Les atomiseurs industriels, spécialement ceux avec une grande capacité, deviennent de plus
en plus sophistigués en termes de structure et de contréle et donc requiérent un grand
investissement initial.

Un atomiseur industriel demande un certain nombre de personnel technique, bien formé pour
une bonne exploitation et une bonne maintenance.

Dans certains cas, la récupération de la poudre est difficile. Il peut y avoir une perte du produit
a cause de l'entrainement par I'aspiration ou bien de son adhésion sur les parois de la
chambre de séchage. Cela peut diminuer le rendement de I'opération, surtout dans le cas des
produits riches en sucre qui adherent fortement aux parois des différentes parties de

'atomiseur.
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1.3 Le comprimé et la compression pharmaceutique

1.3.1 Lacompression pharmaceutique

La pharmacie galénique est la science et I'art de préparer un principe actif, sous différentes formes

possibles, et de le rendre administrable au patient. La forme la plus représentée pour une

administration par voie orale est la forme comprimée. Le but est donc de produire des comprimés, a

partir de poudres provenant de différentes sources tels que :

Des poudres lyophilisées.
Des poudres atomisées.
Des poudres cristallines pour compression directe.

Des poudres cristallines broyées.

D’aprés la Pharmacopée Européenne (11°™¢ édition) (European Pharmacopeia, 2022), la

monographie traitant des formes pharmaceutiques, plus précisément la section « comprimés », décrit

les comprimés pharmaceutiques comme étant des préparations solides contenant une unité de prise

d’une ou plusieurs substances actives. lls sont obtenus en agglomérant par compression un volume

constant de particules ou par un autre procédé de fabrication approprié.

Les comprimés pharmaceutiques sont assez avantageux :

C’est une forme séche qui permet une bonne conservation du principe actif.

Il est possible de contrdler la libération du principe actif par différentes techniques.

Il est possible de masquer la saveur grace a I'enrobage.

Les comprimés peuvent étre fabriqués a grande échelle en industrie pharmaceutique, ce qui
diminue le prix de fabrication.

Les comprimés ont un dosage bien precis.

En général, les comprimés pharmaceutiques ont une résistance mécanique suffisante, ce qui

permet un transport et un conditionnement facile.

Les comprimés pharmaceutiques ont aussi quelques inconvénients :

Une difficulté & avaler si le comprimé est de grande taille.

La mise au point est délicate.

Le principe actif ne peut pas étre sous forme liquide. Il doit étre séché et transformé en poudre,
ce qui peut étre contraignant pour les produits sensibles aux températures élevées.

Dans la plupart des cas, il est nécessaire d'utiliser différents excipients pour produire un

comprimé. Ces excipients peuvent avoir des effets secondaires (excipients a effet notoire).

Durant le procédé de compression, il est nécessaire d’optimiser a la fois les parameétres du procédé

ainsi que ceux de la formulation afin de pouvoir produire des comprimés sans défauts, contenant la
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bonne quantité de principe actif et ayant une résistance mécanique suffisante pour pouvoir étre

transportés et manutentionnés.

1.3.2 Principe de la compression

1.3.2.1 Instrumentation des presses

La force de compression (Feomp) S&€ mesure en Newton (N) et elle est en relation directe avec l'effort
axial appliqué par les poincons sur la poudre. Les machines de compression sont généralement
équipées de capteurs de déformation (jauges de contraintes) au niveau des poingons ou des galets
gui permettent, aprés un étalonnage, de mesurer la force appliquée par les poingons sur les poudres.
La force appliquée au cours de la compression par les poingons se distribue sur la surface du lit de
poudre. Cette surface est équivalente a celle du jeu de poingons utilisés (Spoincon). Ramener la force
appliquée a la surface d’application permet de déterminer la contrainte axiale ou pression de
compression (Pcomp) €xercée sur le lit de poudre. Cette relation est donnée par 'équation 12 :

Peomp = Leomp_ gquation 12

Spoin(;on

La pression de compression (Pcomp) Se calcule en MPa et elle représente la valeur moyenne de la
contrainte axiale (0a) appliquée a la surface du comprimé (Figure 23). Cette contrainte axiale
appliquée sur la surface du comprimé génére une contrainte radiale (0rd) Sur les surfaces de la
matrice en contact avec le lit de poudre, du fait du confinement du lit de poudre dans celle-ci, la
matrice étant considérée comme non déformable (Figure 23). Il est possible d’équiper la matrice de
capteurs (jauges de contraintes ou capteurs pi€zoélectriques) qui permettent de mesurer la contrainte
radiale (0wq), €t donc d’avoir accés a la distribution de contrainte dans les trois dimensions.
L'utilisation de ces capteurs nécessite une calibration préalable des forces mesurées pour différents

niveaux de hauteur de compression et donc de surface de matrice.

§CI
«
A

Poingon supérieur

11l

ST T T

:’H‘:lllj’t Srad «—— Matrice
TTT

<+—— |Poingon Inférieur

Figure 23 — Contraintes axiale (0ax) et radiale (owaq) appliquées sur un comprimé par les poingons et
la matrice.
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1.3.2.2 Les étapes du procédé

Avant la description des différentes étapes du procédé de compression, il est important de connaitre
les trois composants essentiels qui permettent de produire un comprimeé : le poingon supérieur venant
au-dessus de la matrice (Figure 24 A), le poincon inférieur venant en dessous de la matrice (Figure
24 B) et la matrice (Figure 24 C). La compression pharmaceutique se fait en comprimant la poudre

dans la matrice par l'intermédiaire des deux poingons (supérieur et inférieur).

Figure 24 — Outillages de la machine a compression : poingon supérieur (A), poingon inférieur (B),
matrice (C) (www.directindustry.fr).

La matrice est une piéce métallique percée d'un orifice parfaitement calibré permettant la pénétration
de chaque c6té des poingons de fagon parfaitement ajustée. La géométrie de l'orifice de la matrice
peut prendre différentes formes et peut avoir différents diamétres, ce qui détermine la forme
(cylindrigues, oblongs, parallélépipédiques, biconvexes, ajout de gravures...) et |a taille du comprimé.
La matrice est encastrée sur la presse a comprimer entre les deux poingons positionnés dans I'axe.

La matrice est une piéce fixe alors que les poingons sont mobiles.

Le poingon inférieur possede une téte plus longue que le poingon supérieur. Cela permet de régler
la hauteur de remplissage dans la matrice, de déterminer le volume de remplissage et donc de
déterminer la masse finale du comprimé. La longueur de la téte du poincon sert aussi a éjecter le
comprimé formé en fin de compression. Tout au long du cycle de compression, le poingon inférieur

reste dans la matrice.

Le poincon supérieur est responsable de la compression de la poudre dans la matrice. Il pénétre
dans la matrice, comprime la poudre et ressort de la matrice avant que le poingon inférieur éjecte le

comprimé.

Pendant le procédé de compression, la poudre pharmaceutique passe par quatre étapes successives

pour la fabrication d’'un comprimé monocouche (un seul mélange de poudre et un seul cycle de
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compression). Le schéma des différentes étapes du procédé de compression est représenté sur la

Figure 25.

Poingon
supérieur

Sabot -
d’alimentation

<« Poudre ‘ ‘ ‘

< Matrice

Poingon
inférieur

-

1 - Remplissage 2 — Arasage 3 — Compression 3 — Décompression 4 - Ejection

Figure 25 — Schéma des différentes étapes d'un procédé de compression visant a produire un
comprimé monocouche a l'aide d’une machine a compression mono-station.

Les étapes du procédé de compression peuvent étre décrites de la fagon suivante :

1) Leremplissage est la premiére étape du cycle. Il consiste a remplir la matrice d’'un volume
de poudre défini par la matrice et la position du poingon inférieur. Le remplissage de la poudre
se fait par I'intermédiaire d’une trémie d’alimentation qui se trouve au-dessus de la matrice.
Selon la machine a compression utilisée, c’est la trémie d’alimentation qui peut étre mobile
au-dessus de la matrice, ou bien la matrice qui est mobile en dessous de la trémie. La poudre
remplit la matrice en s’écoulant sous I'effet de la force de gravité (alimentation gravitaire), ou
par des pales rotatives qui forcent la poudre a s’écouler dans le cas ou la trémie en est équipée
(alimentation forcée). Pendant I'étape de remplissage, la hauteur du poingon inférieur est
réglée de facon a définir un volume déterminé de remplissage pour pouvoir produire des
comprimés de la masse souhaitée. Le poingon supérieur est relevé au-dessus de la matrice

en attendant la fin du remplissage.

2) L’arasage suit I'étape de remplissage. Elle sert au contréle de la reproductibilité du volume
de remplissage. Le sabot d’alimentation est équipé d’une barrette d’arasage en contact avec
la matrice qui permet aprés un mouvement a I'horizontale d’éliminer le surplus de poudre

présent a la surface de la matrice. Une fois que la trémie d’alimentation s’éloigne de la matrice,
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3)

la place est cédée au poingon supérieur pour qu’il puisse descendre et comprimer la poudre.
Dans certains cas, avant le début de la compression, il y a recul du poingon inférieur et
abaissement du niveau de la poudre afin de permettre au poingon supérieur de pénétrer dans

la matrice sans risque d’éjection de la poudre a I'extérieur.

La compression : pendant cette étape les 2 poingons se rapprochent de sorte a réduire le

volume du lit de poudre présent dans la matrice jusqu’a la formation du comprimé.

La Figure 26 schématise I'évolution de la pression axiale appliquée a la poudre en fonction
de la distance entre les poingons. Quand les poin¢ons touchent la poudre au début du cycle,
la force mesurée sur les poingons est trés faible. C'est a ce moment que le tassement de la

poudre se fait par un réarrangement des grains (Figure 26 A — B).

Pendant la compression proprement dite, plus les poincons se rapprochent, plus la masse
volumique de la poudre et donc la pression axiale augmentent jusqu’a la pression maximale.
Le rapprochement des poingons s’arréte quand la pression de compression ou le déplacement
des poincons programmeés est atteint (Figure 26 B — C). Pendant cette étape, le lit de poudre
résiste a la sollicitation axiale en se densifiant, la contrainte augmente dans la matrice et les
grains se déforment de maniére a la fois réversible (élastique) et irréversible (plastique). La
pression appliquée entraine un contact trés intime entre les grains, ce qui va permettre le
développement d’interactions sous différentes formes (liaisons de type Van der Waals, ponts

solides ...) et la formation d’'un comprimé cohésif.

La derniére étape est la décompression. Elle correspond a la chute de la pression axiale sur
le comprimé jusqu’a redevenir nulle (Figure 26 C — E) en raison de I'éloignement des poingons
(Figure 26 E — A) et de la sortie du poingon supérieur de la matrice. Pendant cette étape,
alors que le comprimé est encore dans la matrice, une partie de I'énergie emmagasinée sous
forme d’énergie élastique lors du procédé est restituée. Cela provoque une expansion du
comprimé dans I'axe de la compression et par ailleurs, bien que la contrainte axiale soit
revenue a zéro, une contrainte radiale résiduelle est quant a elle toujours présente sur les

parois de la matrice.

Le graphique de la Figure 26 permet de définir plusieurs paramétres d’énergie :

1) L’énergie totale de compression Eitae (délimitée par les points A, C et D) et exprimée en
(J9). Etotale = E1 + Eo.

2) EiestI'énergie net de compression (délimitée par les points A, C et E).

3) E;estl'énergie élastique (délimitée par les points E, C et D).
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L’étape de compression peut étre programmée de sorte a réduire les problémes classiques
qui peuvent survenir pendant la compression (décalottage, laminage, cohésion...). Il est en
particulier possible de réaliser une pré-compression pour favoriser I'échappement d’air entre
les particules de poudre au cours de leur densification. Cela permet d’éviter, dans certains
cas, les problemes de décalottage. Il est également possible de maintenir le comprimé sous
la pression de compression maximale pendant un certain temps (augmentation du temps de
séjour dans la matrice ou dwell time en anglais), ce qui permet d’augmenter la cohésion dans
le cas de certaines poudres.

ce
Décompression

Compression

Pression axiale (MPa)

E
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>
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Figure 26 — Evolution de la pression axiale en fonction de la distance entre les poingons pendant
I'étape de compression. E. représente I'énergie net de compression, E; représente I'énergie
élastique. Les points ACD, ACE et ECD délimitent respectivement I'énergie totale de compression,
I’énergie net de compression et I'énergie plastique.

4) L’éjection est I'étape finale du procédé de compression. Elle correspond a la sortie du
comprimé formé, poussé par le poingon inférieur. Pendant cette étape, le poingon inférieur se
déplace le long de la matrice jusqu’a ce que le comprimé formé soit complétement éjecté de
cette derniére. Le comprimé peut a ce stade étre récupéré manuellement ou bien a l'aide d’un

dispositif automatique.

1.3.2.3 L’énergie plastique

L’énergie plastique (E;) est considérée comme I'énergie totale fournie a une poudre durant un cycle
de compression. Cette énergie est propre au comportement en compression d’'un matériau donné, et
il a été démontré qu’une faible (Ep) peut étre en relation avec des problémes tels que le décalottage
(Nakamura et al., 2012). Cette énergie peut étre normalisée par le volume de solide comprimé afin
de pouvoir comparer des produits ayant des masses volumiques vraies différentes. Apres avoir pesé
le comprimé et mesuré la masse volumique de la poudre, il est possible de normaliser I'énergie
plastique par rapport au volume du comprimé d’aprés I'équation 13 :
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Epp = 5P 1000 Equation 13

m

Ou Epn est I'énergie plastique normalisée en (J/cm?3), Ep est I'énergie plastique non normalisée en (J),

m est la masse en (mg) et p est la masse volumique de la poudre en (g/cm?).

Ce parametre a été utilisé dans la caractérisation des différents matériaux élaborés au cours de ce
travail de thése et a permis de montrer qu’il existe une relation entre texture, structure, procédé de
production de la poudre et énergie plastique. Cela sera discuté plus en détail dans la partie résultats

et discussions.

1.3.3 Les différentes machines a compression

Il existe deux types de machines a compression, les presses rotatives et les presses a station fixe

(mono-station).

La presse rotative est constituée d’'une tourelle qui comporte plusieurs jeux de poingons/matrices.
Son sabot est fixe et 'ensemble des poingons et matrices se déplacent horizontalement de fagon
circulaire. Quand la matrice arrive sous le sabot d’alimentation, elle se remplit pendant que le poingon
supérieur est soulevé et que le poingon inférieur est positionné dans une position de léger sur
remplissage. Le poingon inférieur remonte ensuite a la bonne hauteur de remplissage. Une fois le
remplissage terminé, la poudre est arasée, le poingon inférieur redescend légérement en dessous de
la position de remplissage et 'ensemble poingon/matrice remplie continue sa trajectoire horizontale.
Le poingon supérieur est guidé par une came pour pénétrer dans la matrice, puis les deux poingons
vont passer sous les galets de pré-compression et de compression avec relachement des contraintes
entre les deux galets. Une fois la compression terminée, les poingons sont repris par un jeu de came,
le poingon supérieur sort de la matrice et le poingon inférieur éjecte progressivement le comprimé
formé. Quand le comprimé est produit, il est récupéré par un doigt d’éjection. Les différentes étapes
de la compression sur une presse rotative sont présentées sur la Figure 27. Le rendement d’une
presse rotative est beaucoup plus élevé qu’avec une presse mono-station. |l dépend de la taille de la

tourelle, du nombre de jeux poingons/matrices et de la vitesse de rotation.

Dans le cas des presses rotatives, il est possible de régler plusieurs paramétres afin d’obtenir les
comprimés aux caractéristiques voulues. Pour régler la quantité de poudre dans les matrices, il suffit
d’ajuster la hauteur du poingon inférieur dans la matrice au niveau du poste de remplissage qui fait
'objet d’'une boucle de régulation descente (Figure 27). L’épaisseur des comprimés et donc la
pression axiale exercée pour une quantité de poudre définie, peut étre programmée en changeant la
distance entre les galets de pré-compression et de compression. Il est aussi possible de programmer

la vitesse de compression en changeant la vitesse de rotation des tourelles. Connaissant la relation
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masse versus force de compression, toute variation de cette force (liée a une variation du
remplissage) pour un réglage d’épaisseur donné du comprimé peut étre compensée par une boucle
d’automatisme qui joue directement sur le poste de remplissage. Les propriétés rhéologiques de la
poudre alimentant la machine s’avérent donc cruciales pour permettre de garantir 'uniformité de la

masse des comprimés produits.

Galet de pré-compression ~~_) Galet de compression

Came de descente Came de remontée

"T—‘[:T—‘I:T—‘:u:'—‘:'—‘: :'—‘:'\‘E\‘;r:”‘
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Figure 27 — Schéma du fonctionnement d'une presse rotative ; téléchargé et traduit de

(www.romaco.com).

La presse mono-station, a I'inverse de la presse rotative, ne comporte qu’un jeu de poingons et une
seule matrice qui sont en position fixe. C’est le sabot de remplissage contenant la poudre qui est
mobile et qui se positionne au-dessus de la matrice afin de la remplir. Il est méme possible de réaliser
le remplissage manuellement quand les quantités de poudre disponibles sont faibles. Le principe de

fonctionnement de cette machine est présenté sur la Figure 25.

L’avantage de ce type de machine est qu’elle est capable de reproduire le plus exactement possible
la cinématique des presses rotatives utilisée a I'échelle industrielle, d’'ou son nom de « simulateur de
compression » ou, plus exactement, de « simulateur de presse rotative ». Son rendement est moins
important que la presse rotative et elle est généralement utilisée dans les phases de développement
a des fins de caractérisation dans des laboratoires de recherche et développement, ou pour la
fabrication de petits lots destinés par exemple au développement clinique de nouvelles molécules.
Parmi les simulateurs de compression, la ‘Styl'One’ évolution et la ‘Styl'Cam’ sont deux machines
développées par le constructeur Medelpharm. Dans le cadre des travaux de cette thése, la Styl'One
Evolution a été utilisée pour la fabrication de tous les comprimés. Le fonctionnement de cette machine

sera décrit plus en détail dans la partie Matériels et Méthodes (cf. Chapitre 2).
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1.3.4 Avantages et inconvénients de la compression directe

Par définition, la compression pharmaceutique directe consiste & compresser fortement une poudre
dans la matrice pour former un comprimé. Cependant, certaines poudres de substances actives ont
des propriétés mécaniques et/ou rhéologiques qui rendent difficile la compression directe. C’est pour
cette raison que dans de nombreux cas, il est nécessaire d'utiliser des adjuvants appelés excipients
de compression directe qui ont pour réle d’améliorer les propriétés de compression des poudres
pharmaceutiques. Dans d’autres cas, cet ajout d’excipient n’est pas suffisant et il est alors nécessaire
de procéder a une opération de granulation préalable. Parmi les avantages de la compression directe,

il est possible de citer les avantages suivants (Jivraj et al., 2000):

e Procédé rapide qui permet des productions a des cadences élevées.
e Peu de probléme de stabilité des principes actifs sensibles a la température et a 'humidité.
o Procédé qui nécessite moins d’opérations unitaires par rapport a la granulation humide (temps

de traitement plus court et consommation énergétique réduite).

La compression directe posséde également quelques désavantages (Jivraj et al., 2000) :

e Risques de ségrégation pendant le remplissage et le déchargement de la trémie
d’alimentation.

¢ Non adaptée aux poudres s’écoulant mal.

¢ Non adaptée aux matériaux a faible masse volumique apparente nécessitant de trés grands

volumes de remplissage.

1.3.5 Les excipients

Un comprimé pharmaceutique issu de la compression directe est formé de deux composants

essentiels :
Le principe actif qui est la molécule du médicament ayant le pouvoir thérapeutique.

Les excipients qui sont les composés présents dans le comprimé différents de la substance active
et qui sont thérapeutiguement inactives. Les excipients facilitent le procédé de compression et
confére au comprimé des propriétés permettant son administration et sa conservation. Un excipient
peut étre mélangé en grande quantité avec un principe actif sans qu’il y ait une détérioration
significative de la qualité du comprimé (Armstrong, 1997). En plus de leurs propriétés en

compression, les excipients doivent avoir quelques caractéristiques essentielles :

Y

e Une distribution granulométrique similaire a celle de la substance active pour éviter la
ségrégation.

¢ Une masse volumique apparente élevée et proche de celle de la substance active.
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¢ Une reproductibilité de la qualité d’'un lot a l'autre.

¢ Une stabilité physique et chimique lors d’un contact avec I'air ou lors d’'une élévation de la
température.

¢ Une inertie chimique pour éviter l'altération des autres composants du comprimé (substance
active ou autres excipients).

¢ Une compatibilité avec les composants des emballages.

¢ Une disponibilité mondiale auprés de plusieurs fournisseurs.

Les excipients sont regroupés selon différentes classes, selon leurs fonctions en compression,

'administration du comprimé ou bien toute autre étape de son cycle de vie.

Les diluants occupent généralement la plus grande partie du volume d’'un comprimé. Les substances
actives peuvent étre dosées trés faiblement dans un comprimé, ce qui rend difficile leur compression.
L’ajout d’'un diluant permet alors la production de comprimés de taille acceptable. Ces produits doivent
avoir de bonnes propriétés de compression (compressibilité, compactibilité, tablétabilité, écoulement)
et doivent étre compatibles avec I'ensemble des composants d’une formulation. Parmi les diluants
les plus couramment utilisés, il est possible de citer la cellulose microcristalline, le mannitol, le

phosphate de calcium ou le lactose.

Les liants sont des composés utilisés pendant I'étape de granulation (afin de permettre la formation
de poudres avec des tailles de particules plus grandes pour améliorer leur écoulement) ou ajoutés
dans le mélange pour compression directe. Leur réle est de créer de la cohésion entre les particules.
Le PEG (polyéthyléne glycol) et ’THPMC (hydroxypropylméthylcellulose) sont des liants couramment

utilisés en industrie pharmaceutique.

Les lubrifiants sont des excipients qui permettent de réduire les frictions des particules entre elles,
et entre la poudre et I'outillage de compression (matrice et poingons) lors de la compression. En
raison des contraintes axiales et radiales fortes qui s’exercent sur le lit de poudre pendant le procédé
de compression, il est nécessaire d’ajouter un lubrifiant a la formulation pour éviter les phénoménes
de collage de la poudre sur les poingons et pour pouvoir €jecter le comprimé de la matrice en limitant

les frictions. Le lubrifiant le plus couramment utilisé en compression est le stéarate de magnésium.

Les agents d’écoulement ou glidants ont pour réle d’améliorer la coulabilité de la poudre. C’est
une propriété trés importante en compression pharmaceutique. Une poudre qui posséde un bon
écoulement est nécessaire au bon remplissage de la matrice et permet la production de comprimés

de masse reproductible. La silice colloidale est un agent d’écoulement trés couramment utilisé.

Les agents de désagrégation sont des produits qui gonflent au contact de I'eau et qui facilitent le
délitement d’'un comprimé au contact des fluides biologiques. Un médicament comprimé sous forte

pression peut étre trés cohésif et peut avoir une difficulté a se désagréger. L’ajout d’'un désintégrant
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permet donc a la fois la production de comprimés trés cohésifs et qui se désagregent rapidement. La
croscarmellose sodique et la crospovidone constitue des exemples de désintégrant retrouvés dans
les formulations pour compression (Kaur and Mehara, 2016).

Des agents tensioactifs sont parfois ajoutés pour améliorer les propriétés de dissolution du principe
actif (Schott et al., 1982). lIs agissent en surface des particules pour améliorer la mouillabilité ou la
cinétique de dissolution. Le laurylsulfate de sodium et le polysorbate 20 sont des exemples d’agents

tensioactifs utilisés en industrie pharmaceutique.

Les quatre premieres classes définis d’excipients sont utilisés pour I'amélioration du procédé de
compression. Les deux derniers sont quant a eux responsables de I'amélioration des propriétés de
libération de la substance active (aspects biopharmaceutiques). Ces excipients peuvent étre
cristallins, semi-cristallins ou méme amorphes. Les poudres qui possédent des particules de tres
faible taille ont un mauvais écoulement qui entrainera des difficultés dans I'alimentation de la machine
a comprimer. Dans ce cas, il est possible de réaliser des opérations intermédiaires (granulation ou
atomisation), afin d’augmenter la taille des particules pour s’affranchir des problémes d’écoulement

en compression.

1.3.6 Etudes et parameétres permettant la caractérisation des systemes granulaires en

compression

1.3.6.1 La porosité

La fraction solide (Sy) (ou densité relative) est une variable utilisée dans la représentation de la
compressibilité. Elle représente la portion du volume occupée par le matériau solide. Elle peut étre
calculée a partir de la porosité (¢) d’aprés I'équation 14 :

Sp = Ysolide _ 1 _ g Peomprimé g ation 14

Viotal Pyraie

Ou la masse volumique vraie puraie peut étre approchée expérimentalement par la masse volumique
pycnométrique d’'un échantillon de poudre. Aprés compression, le comprimé est pesé et son diamétre
ainsi que son épaisseur sont mesurés. La masse volumique apparente du comprimeé Pcomprimé peut
ensuite étre calculée a l'aide de I'équation 15 :

Equation 15

_m
Pcomprimé = "

Ou m correspond a la masse du comprimé en g et v a son volume en cm?®,
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La porosité est une variable d’état définie comme étant la proportion du volume (de la poudre ou du
comprimé) occupé par l'air. Elle est le complément de la fraction solide et peut étre calculée en
fonction de la masse volumique apparente du comprimé, pcomprime €t de la masse volumique vraie,

Pvraie de la poudre utilisée.

La porosité € peut étre calculée a partir de I'équation 14 ou de I'équation 16 en considérant les

valeurs calculées et mesurées de pcomprime €t de Puraie :

v B .
— ‘pores _ 4 _ Pcomprimé Equation 16

Viotal Pvraie

&

1.3.6.2 La compressibilité

Le terme « compressibilité » est défini comme étant la capacité d’'une poudre a réduire son volume
sous l'effet de la pression de compression appliquée (Leuenberger and Rohera, 1986). Durant
I'opération de compression, la force appliquée au lit de poudre entraine une augmentation de sa
masse volumique par diminution de son épaisseur jusqu’a atteindre la masse volumique du comprimé
final. Au fur et a mesure du rapprochement des poingons, la poudre subit différents mécanismes de

densification qui peuvent étre énumérés comme suit (Figure 28) :

Etape 1 : Quand la pression appliquée est nulle, la poudre est présente dans la matrice a I'état libre.
Les particules ne se sont pas encore réarrangées et la cohésion entre elles est trés faible

(Leuenberger and Rohera, 1986).

Etape 2 : Quand la pression appliquée commence a augmenter, les grains constitutifs de la poudre
commencent a se réarranger les uns par rapport aux autres. La distance entre les particules se réduit
sans déformation excessive a ce stade, et les pores les plus gros commencent a se renfermer

(Leuenberger and Rohera, 1986).

Etape 3 : Pour les systémes fortement cohésifs, il est possible d’'obtenir un comprimé en comprimant
a basse pression. Pour ces systémes, la compression peut se terminer a I'étape 2 ou les particules
ne se sont pas encore déformées. Cependant, avec les faibles propriétés de cohésion de la majorité
des principes actifs et des excipients, il est généralement difficile de produire un comprimé ayant une
résistance mécanique suffisante en s’arrétant a I'étape 2. Il est donc nécessaire de continuer a
comprimer avec des pressions plus élevées jusqu’a ce que les particules subissent des déformations
plastiques. Ces déformations réduisent l'espace inter et intra-particulaire, et augmentent
considérablement la masse volumique du comprimé (Bolhuis and Lerk, 1977; Shotton, 1972; Van
Groenou, 1981). C’est a ce moment que les liaisons inter-particulaires peuvent se former pour obtenir
un comprimé avec les propriétés mécaniques souhaitées. Il faut noter que pendant toutes ces étapes

de densification, une composante de déformation élastique est présente, plus ou moins marquée en
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fonction des propriétés mécaniques du systeme comprimé et de la pression de compression

appliquée.

Etape 1: Poudre en vrac Etape 2: Réarrangement des particules Etape 3: Déformation des particules Etape 4: Formation d’un comprimé

Figure 28 — Représentation schématique de la diminution de la porosité en fonction du
rapprochement des poingons.

Les déformations citées dans I'étape 3 ci-dessus peuvent étre définies comme suit :

La déformation élastique est une déformation réversible pour laquelle le matériau reprend ses
dimensions initiales aprés décompression. Une partie de I'énergie élastique peut étre dissipée au

cours de la compression.

Les déformations plastiques se produisent quand la contrainte appliquée dépasse la limite élastique
du matériau. A l'inverse de la déformation élastique, les déformations plastiques sont irréversibles.
Ces déformations peuvent correspondre a un comportement ductile (modification des dimensions du
matériau en conservant son intégralité) ou bien fragmentaire (modification des dimensions du

matériaux en le séparant en plusieurs fragments).

La courbe de compressibilité d’'un lit de poudre est la représentation de I'évolution de la fraction solide
(ou de la porosité) du matériau en fonction de la pression de compression. La fraction solide (ou la
porosité) peut étre déterminée a partir de la masse volumique du matériau comprimé qui est
mesurable soit dans la matrice (in-die) soit aprés éjection (out-of-die). L’allure générale de cette
courbe est représentée par une augmentation progressive de la fraction de solide en fonction de la
pression jusqu’a un plateau aux hautes pressions. La courbe tracée a partir des données « in-die »
atteint des plateaux de fraction solide plus élevés que celle qui est tracée a partir des données « out-
of-die » du fait de la prise en compte du recouvrement élastique (RE). Différents modeles analytiques
de la compressibilité des poudres pharmaceutiques ont été proposés dans la littérature. lls permettent
de comparer les matériaux les uns par rapport aux autres (Heckel, 1961a; Kawakita and Tsutsumi,

1965).
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Le profil de compressibilité pour un méme excipient peut changer en fonction de sa texture, de sa
structure ou bien du procédé par lequel il a été produit. De tels résultats ont été obtenus dans le cadre
des travaux de cette thése et seront particulierement détaillés dans les chapitres 3, 4 et 5.

1.3.6.3 Le recouvrement élastique

Le recouvrement élastique (RE) d’'un comprimé peut étre évalué par la détermination de la différence
entre son volume aprés éjection (Vina) €t son volume minimal dans la matrice (Vmin) au maximum de
compression. Ce phénoméne concerne les déformations élastiques qui sont réversibles lorsque
I'effort de compression s’arréte. Le pourcentage de recouvrement élastique d’un comprimé peut étre
calculé d’aprés I'équation 17 :

%RE = M x 100 Equation 17

min

Le recouvrement élastique est une propriété importante a considérer dans le cadre de la compression
des produits pharmaceutiques. En effet, un recouvrement élastique élevé est souvent lié a des
phénomeénes indésirables comme par exemple le décalottage qui est un terme utilisé pour décrire
'enlévement partiel ou complet de la couronne supérieure ou inférieure d’'un comprimé (Hiestand et
al., 1977). En effet, si le recouvrement élastique est plus important que les liaisons inter-particulaires,
le phénoméne de décalottage se produit (Figure 29). Le recouvrement élastique peut également étre,
pour tout ou partie, responsables des phénoménes de clivage des comprimés pharmaceutiques.
Selon le type de poudre utilisé, le recouvrement élastique peut étre relativement faible ou peut
atteindre des valeurs élevées. Le recouvrement élastique dépend de la pression appliquée a un
matériau, de ses propriétés mécaniques, mais peut également différer en fonction de sa structure et
de sa texture. C’est un point important qui sera particulierement étudié dans le cadre des travaux

menés au cours de cette these.
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Figure 29 — Schéma du mécanisme de décalottage ; adapté de (Nakamura et al., 2012).

1.3.6.4 Résistance a la traction, compactibilité et tablétabilité

Le mécanisme par lequel les grains de poudre sous pression se lient pour former un comprimé peut
étre expliqué par la présence de forces d’interactions de différentes natures qui se créent entre les
particules qui sont étroitement en contact. Il existe plusieurs mécanismes de liaisons qui jouent un
réle important dans la cohésion d’'un comprimé (Turba and Rumpf, 1964; Pietsch, 1967; Rumpf, 1974;
Schubert, 1979; Rumpf et al., 1976):

e Les ponts solides se forment entre les particules de poudre. Leur cause pourrait étre des
réactions chimiques, du frittage et/ou des phénomeénes de fusion locale.

¢ L’attraction entre les particules solides est due aux faibles distances qui les séparent. Elles
sont principalement dues aux forces de Van der Waals (un des plus importants mécanismes
dans la compression des poudres pharmaceutiques) ou aux forces électrostatiques ou
magnétiques.

¢ L’enchevétrement mécanique entre les particules se produit sous I'effet des déformations

gue les particules subissent.

C’est 'ensemble de ces interactions entre les particules a I'échelle microscopique qui engendre une
« bonne cohésion » du comprimé a I'échelle macroscopique. Dans le but de quantifier cette cohésion,
il est possible de réaliser un test de résistance a la traction. Ce test consiste a appliquer un effort
mécanique sur le comprimé par une compression diamétrale (Figure 30) pour évaluer a quelle force
il se rompt. Ce test devrait idéalement étre réalisé sur un échantillon cylindrique de faible épaisseur
et la force appliquée doit I'étre dans la direction de son diamétre. Sous l'effet d’'une telle compression
diamétrale, une contrainte de traction se développe au centre du comprimé et provoque sa rupture

diamétrale (Figure 30).
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Figure 30 — Schéma de principe de la compression diamétrale.

Pour valider le test, il est nécessaire que le comprimé soit cylindrique, non chanfreiné et plusieurs

hypothéses sont a prendre en compte (Fell and Newton, 1970) :

o Le matériau est homogéne et a un comportement linéaire élastique jusqu’a sa rupture.
e La rupture est supposée avoir lieu au moment ou la contrainte est maximale au centre du

comprimé et égale a la résistance a la traction.

A partir de ces hypothéses, il est possible de calculer la résistance a la traction (o) qui représente la

contrainte au centre du comprimé au moment de sa rupture (équation 18).

2.F z .
o= — Equation 18

Ou o est la contrainte de rupture ou résistance mécanique du matériau exprimée en (MPa), F est la
force de rupture en (N), D est le diameétre du comprimé en (mm) et h est 'épaisseur du comprimé en

(mm).

Il est généralement considéré qu’une contrainte de rupture de l'ordre de 1,5 & 2 MPa est suffisante
pour assurer la cohésion du comprimé depuis sa production jusqu’a son administration au patient
(Sun et al., 2009).

La force de rupture est une grandeur extensive (qui dépend de la taille du comprimé), alors que la
contrainte de rupture est intensive, indépendante des dimensions du comprimé. Pour cela, il est plus
judicieux d’utiliser la contrainte de rupture pour pouvoir comparer les comprimés, selon les propriétés
des poudres utilisées, de la formulation ou des parametres du procédé (Adolfsson and Nystrom, 1996;
He et al., 2007).

Ce test de rupture permet de caractériser les propriétés de cohésion de différentes poudres obtenues
par différents procédés au cours de cette thése et permettra de conclure sur les propriétés

mécaniques des comprimés réalisés avec ces derniéeres.
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Grace a I'utilisation de ce test de résistance mécanique, la Pharmacopée Américaine (USP <1062>
Tablet compression caractérisation) mentionne qu’il existe plusieurs facons de caractériser les
propriétés des comprimés et des relations sont établies entre la fraction solide, la pression de
compression et la résistance a la traction en considérant les profils de compactibilité et de
tablétabilité.

o Le profil de compactibilité est représenté par la courbe de la résistance a la traction en
fonction du pourcentage de fraction solide (ou de porosité).
o Le profil de tablétabilité est représenté par la courbe de la résistance a la traction en

fonction de la pression de compression.

1.3.6.5 Le BFI (Brittle Fracture Index)

Le BFI est un paramétre qui est utilisé pour mesurer les comportements mécaniques des comprimeés
apres compression des poudres pharmaceutiques (Eichie and Okor, 2002; Ejiofor et al., 1986;
Esezobo and Pilpel, 1987; Hiestand et al., 1977; Onyekweli et al., 2004). Il est en particulierement
utilisé afin de prédire la tendance qu’'un comprimé a a laminer ou décalotter quand il est soumis a un
stress diamétral (Eichie et al., 2005; Hiestand et al., 1977; lIwuagwu and Onyekweli, 2003; Mazel and
Tchoreloff, 2023). Hiestand et al. ont été parmi les premiers a faire intervenir un certain nombre de
concepts issus de la mécanique de la rupture afin d'expliquer la rupture des comprimés
pharmaceutiques en partant du principe que les matériaux casseront d’autant plus facilement sous
I'effet d’'une contrainte concentrée que leur propension a la rupture fragile est importante (Hiestand
et al., 1977). La rupture fragile décrit la rupture brutale d’'un matériau avec peu ou pas de déformation
plastique macroscopique. A linverse, la rupture ductile présente une déformation plastique
importante en front de fissure, et donc une déformation plastique macroscopique importante avant la
rupture. En raison de la formation de la zone plastique, qui absorbe de I'énergie et résiste ainsi a
'avancée de la fissure, la contrainte nécessaire pour créer une fissure dans les matériaux ductiles

est inférieure a la contrainte nécessaire pour la propager.

Ainsi, selon Hiestand et al., les matériaux les moins a méme de relaxer les contraintes locales
devraient rompre plus facilement sous l'effet d’'une contrainte concentrée et donc avoir une
propension plus grande au clivage. Leur approche est donc basée sur le principe de relaxation des
contraintes aux sites de concentration. Afin d’étudier ce principe, ils proposent d’induire une
concentration de contraintes au sein du matériau par l'introduction d’'un défaut de taille calibrée (un
trou calibré percé au centre du comprimé) pour lequel il est possible de calculer le facteur de
concentration en contrainte. Il est donc possible de classer les matériaux en fonction de leur

propension arelaxer les contraintes sur les sites de concentration de contraintes par la définition d’un
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indice de rupture fragile, le BFI (Brittle Fracture Index). Cet indice peut étre calculé en utilisant la

résistance a la traction de comprimés avec et sans trou.

La capacité d'un matériau a se déformer plastiquement autour de « défauts » est la propriété
essentielle estimée en calculant le BFI (Williams and McGinity, 1988). Ce test permet donc de se
rendre compte de la « fragilité » d’'un comprimé, c’est-a-dire de I'impact qu’un défaut peut avoir sur la

propagation des fissures suite au test de traction.

Le BFI est mesuré en comparant la résistance a la traction (o1) d’'un comprimé percé d’un trou calibré
en son centre (considéré comme un défaut majeur dans le matériau) (Figure 31 A), a la résistance a
la traction (o) d’'un comprimé similaire (obtenu dans les mémes conditions de pression), mais non
troué (Figure 31 B). Le comprimé est troué dans le but de créer un défaut qui simule les problémes
gui peuvent surgir lors de la compression. Les défauts dans un comprimé représentent des zones de
concentration de contraintes ou les fissures se propagent plus facilement quand il est soumis a un
stress durant la décompression par exemple (Uhumwangho and Okor, 2004). Ce type de test est
favorablement réalisé sur des comprimés présentant un méplat de géométrie bien définie afin de
pallier les effets de contact aux points de chargement qui peuvent perturber les conditions de leur
rupture (Mazel and Tchoreloff, 2023).

A) B)

Force de traction _ Force de traction
Comprimé Comprimé

troué a mets non troué a
plats mets plats

Sonde cylindrique

Sonde cylindrique

Trou au
centre du
comprimé

2 Meéplats
Méplats Rupture P

Rupture
diamétrale

diamétrale

Support Support

Figure 31 — Schéma représentant le test de BFI ; (A) test de traction sur un comprimé a méplat
troué, (B) test de traction sur un comprimé non troué a méplat.

Il est donc possible de classer les matériaux en fonction de leur propension a relaxer les contraintes
sur les sites de concentration de contraintes par la définition d’un indice de rupture fragile, le BFI
(« Brittle Fracture Index »). Cet indice peut étre calculé en utilisant la résistance a la traction de

comprimés avec et sans trou en utilisant 'équation 19 :

BFI = 0,5 (——1) Equation 19
T
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Ou o et o7 sont respectivement la résistance a la traction du comprimé non troué et troué.

Pour établir cet indice, Hiestand et al partent du principe que le facteur de concentration en contrainte
en bord de trou vaut 3, c’est-a-dire que la contrainte maximale en bord de trou est trois fois supérieure
a celle dans le comprimé sans trou. Plus récemment, il a été démontré par une approche de
simulation numérique et des résultats analytiques que le facteur de concentration en contrainte en

bord de trou valait 6 (Croquelois et al., 2017).

Les valeurs de BFI varient entre 0 et 2,5 (Croquelois et al., 2017). Une valeur élevée de BFI implique
un caractere fragile du comprimé et donc une forte tendance a la fracture, tandis qu’une faible valeur
de BFI (qui tend vers 0) implique un caractére plus ductile. Le BFI a été utilisé au cours de cette thése
afin de pouvoir comparer le comportement a la rupture de comprimés produits a partir d’excipients
provenant de procédés différents. Cela sera discuté plus en détail dans la partie « Résultats et

discussions » (cf. Chapitre 2).

1.3.6.6 La viscoélasticité

La viscoélasticité est une des composantes associées a la sensibilité des matériaux comprimés a la
vitesse de déformation. Il est connu par exemple que les produits amorphes possédent une
viscoélasticité plus élevée que celle des composés cristallins (Alcoutlabi and Martinez-Vega, 1999;
Deshmukh et al., 2020).

La technique d’excitation impulsionnelle (impulse excitation technique) est utilisée dans différentes
industries pour déterminer les propriétés élastiques des matériaux. Cette technique rapide et peu
chére, a été utilisée par Mazel et Tchoreloff, qui ont démontré qu’il était possible de détecter au moins
trois fréquences de résonances exploitables pour déterminer les constantes d’élasticité des
comprimés pharmaceutiques (Mazel and Tchoreloff, 2020). Cette technique d’analyse sera
développée dans la partie Matériels et méthodes.

Meynard et al. ont démontré qu’il est possible de caractériser la viscoélasticité d’'un comprimé en
utilisant la technique d’excitation impulsionnelle, sachant que cette propriété induit un amortissement
qui peut étre détecté sur le spectre de résonance du comprimé sous forme d’un élargissement du pic
de vibration (Meynard et al., 2022a). De plus, il est possible de différencier différents comprimés selon
leur viscoélasticité en calculant leurs rapports d’amortissements ¢; (ou damping ratio) (Meynard et al.,

2022a), plus le gjest élevé, plus le matériau est viscoélastique.

Ainsi, la réalisation du test d'impulsion permet de calculer le rapport d’'amortissement i pour un mode
‘i’ a partir de la courbe de résonnance amplitude-fréquence obtenue suivant la méthode de largeur a
demi-puissance de la bande de fréquence (Bachmann, 1995). Le rapport d’amortissement est calculé

d’aprés I'équation 20 :
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(= ;‘—:‘)’i Equation 20

Ou Aw est la largeur de la bande de fréquence liée a 'amplitude a demi-puissance, Y:'/l;", (Ymax) étant

'amplitude maximale), et w; est la fréquence a 'amplitude maximale. La Figure 32 illustre, la fagon
dont il faut procéder pour évaluer le taux d’amortissement a 'aide de la méthode de la largeur de

bande a demi-puissance.

(Wi, Ymax)
o YmaxlV 2
3 Aw
£
e
<
Fréquence

Figure 32 — Schéma d'illustration de la méthode de largeur de bande a demi-puissance adapté de
(Meynard et al., 2022a).

1.3.7 Cas des excipients particuliers (le lactose, le mannitol et le saccharose)

Au cours de cette thése, le travail s’est focalisé sur quatre excipients essentiellement, le tréhalose, le
saccharose, le lactose et le mannitol. Les propriétés en compression de ces excipients ont été
étudiées sur des poudres commerciales, des poudres commerciales broyées, des poudres obtenues
par lyophilisation et des poudres obtenues par atomisation. Dans cette partie, les propriétés en
compression de ces excipients cristallins seront discutées plus en détail sauf celui du tréhalose car

ses propriétés en compression ne sont pas décrites dans la littérature.

Le lactose :
Les propriétés qui font du lactose un excipient trés populaire sontle rapport qualité/prix, sa

disponibilité, sa faible hygroscopicité et sa stabilité physique et chimique (Guo, 2004). Parmi les
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propriétés en compression du lactose reportées dans la littérature, il est possible de citer les résultats

suivants :

e Les profils de compression du lactose dépendent de la vitesse a laquelle la compression est
réalisée (Whiteman and Yarwood, 1988).

e Les comprimés contenant du lactose amorphe montrent une augmentation de leur force de
rupture avec 'augmentation du pourcentage d’eau dans la poudre (Lerk, 1993).

¢ Dans le cas des comprimés de lactose, la résistance a la traction augmente quand la taille
des particules diminue (Sebhatu and Alderborn, 1999).

e Le lactose cristallin se consolide essentiellement par fragmentation, alors que des

déformations plastiques sont prédominantes dans le cas du lactose amorphe.

Comme vu précédemment, il existe plusieurs polymorphes pour le lactose, chacun d’eux a des
propriétés différentes, ce qui induit un comportement différent en compression (Paul et al., 2019;
Roberts and Rowe, 1985).

Le lactose a monohydrate posséde des propriétés de cohésion relativement faibles. Il a été démontré
gu’'un comprimé de lactose a monohydrate était plus fragile qu’un comprimé de lactose atomisé ou
bien de lactose B (Roberts and Rowe, 1985).

Le lactose B anhydre a d’excellentes propriétés en compression et il est peu sensible a la lubrification.
De plus, Roberts et Rowe ont montré que les comprimés de lactose B anhydre étaient plus résistants
que ceux fabriqués avec le lactose a monohydrate (Roberts and Rowe, 1985). De par sa faible teneur
en humidité, le lactose  anhydre est considéré comme un excipient adapté aux substances actives

sensibles a 'humidité.

Le lactose commercial atomisé a des tailles de particules importantes et posséde de trés bonnes
propriétés d’écoulement et de cohésion. La poudre est constituée d’'un mélange de lactose a
monohydrate cristallin et amorphe. La partie amorphe de la poudre lui permet de se déformer
plastiquement (Fell and Newton, 1968) et d’avoir de meilleures propriétés de cohésion. Sa
compressibilité dépend de la quantité d’humidité résiduelle. Les formulations contenant du lactose
atomisé doivent contenir un désintégrant et étre lubrifiées (Gohel and Jogani, 2005). Guncel et
Lachman ont signalé que le lactose atomisé génere des comprimés résistants, peu friables mais dont
la couleur peut évoluer pendant le stockage a hautes températures, a l'inverse du lactose produit
conventionnellement (Gunsel and Lachman, 1963). L'interprétation de ce phénoméne n’a pas été

élucidé par les auteurs de cette étude.

Finalement, suivant le grade de lactose utilisé (cristallin ou atomise€), la taille des particules, la forme
des particules et la vitesse a laquelle la compression est réalisée, les profils de tablétabilité du lactose

peuvent étre tres différents (Paul et al., 2019).
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Le mannitol :

Le mannitol est un produit non hygroscopique, qui posséde un godt sucré et qui peut étre
avantageusement utilisé dans le cas des formulations qui contiennent des substances actives
sensibles a 'lhumidité. Cependant, tout comme le lactose, le mannitol posséde plusieurs polymorphes

qui ont chacun des propriétés différentes en compression.

Le mannitol d a été décrit comme ayant de trés bonnes propriétés en compression en comparaison
avec les polymorphes a et B (Saha and Racine, 2011). Il se déforme plastiquement (Yoshinari, 2003).
La compactibilité et la tablétabilité different selon le polymorphe utilisé (Saha and Racine, 2011):

o Le polymorphe d posséde une meilleure compactibilité et tablétabilité que les polymorphes a
et B.
e Les polymorphes a et B montrent des profils de compactibilité et de tablétabilité presque

similaires.

Paul et al. ont réalisé une étude comparative des propriétés en compression de différents grades de
mannitol et de lactose (cristallin, cristallin granulé et atomis€). Pour tous les grades utilisés, la
résistance a la traction était généralement plus élevée a des vitesses de compression faibles (Paul
et al., 2019). Une augmentation de la vitesse de compression provoque le laminage pour 'un des
grades granulés du mannitol cristallin. Ce méme grade se caractérise par une faible tablétabilité (la
contrainte de rupture est inférieure a 1 MPa) pour toutes les pressions utilisées (Paul et al., 2019). Le
mannitol granulé a une faible tablétabilité qui peut étre justifiée par une taille de particules plus grande
et donc par le développement d’'une plus petite zone de liaison durant la compression (Paul et al.,
2019). Les profils de tablétabilité des différents grades de mannitol utilisés par Paul et al. sont

représentés dans la Figure 33.

Par ailleurs, ces mémes auteurs ont mis en évidence une corrélation entre la surface spécifique et la
contrainte de rupture a porosité nulle. En effet, la contrainte de rupture a porosité nulle augmente
linéairement avec 'augmentation de la surface spécifique pour tous les grades de mannitol et pour la

majorité de ceux du lactose (Paul et al., 2019).
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Figure 33 — Profils de tablétabilité de différents grades de mannitol adaptés de (Paul et al., 2019).

Les caractéristiques particulaires de chacun des grades de mannitol sont présentées dans I'étude

(Paul et al., 2018) (Symboles pleins, vitesse de compression lente soit un dwell time de 100 ms ;
Symboles ouverts, vitesse de compression rapide soit un dwell time de 10 ms).

Paul et al. ont étudié la compressibilité des différents grades en caractérisant leur plasticité d’aprés
lanalyse de Karl et Leuenberger (Kuentz and Leuenberger, 1999) qui est une analyse plus
performante que I'analyse de Heckel (Paul et al., 2019). En effet, 'analyse de Karl et Leuenberger
vise a calculer le parametre de plasticité (1/C) qui est obtenu par une régression non linéaire des
données de pressions-porosité. Plus le parametre de plasticité 1/C est faible, plus la plasticité est
importante, ce qui signifie une meilleure cohésion de la poudre. Paul et al. ont comparé la plasticité
des différents grades de mannitol et de lactose. La plasticité des différents systemes étudiés a une
vitesse de compression rapide (soit un dwell time de 10 ms) peut étre classée comme suit (Paul et
al., 2019) :
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- Pour le mannitol, mannitol cristallin traité (c’est une fraction cristalline broyé obtenue a partir du

mannose aprés purification) > mannitol atomisé > mannitol cristallin > mannitol cristallin granulé

- Pour le lactose, lactose a monohydrate cristallin granulé > lactose cristallin a monohydrate = lactose

atomisé

De plus, le mannitol atomisé présente une plasticité plus élevée que le lactose atomisé. Les particules
du mannitol cristallin granulé sont plus larges que celles du lactose cristallin granulé, ce qui améne a
une plus grande plasticité de ce dernier. De plus, les grades cristallins de mannitol et de lactose ont
des tailles de particules comparables et des plasticités similaires. lls sont les moins plastiques de

tous les grades évalués (Paul et al., 2019).

Le saccharose:

Le saccharose est couramment utilisé comme diluant dans la fabrication des comprimés a croquer
ou bien comme liant dans la granulation humide. Le Di-Pac® est le produit commercial (Domino,
Yonkers, Etats Unis) qui a été comprimé au cours de ces travaux de thése. Il est formé de 97 % de
saccharose et de 3 % de maltodextrine. C’est un excipient qui posséde un bon écoulement et qui est
utilisable en compression directe. Le Di-Pac est formé de particules de saccharose agglomérées et
liées par la maltodextrine. Sa masse volumique apparente a I'état vrac est de 0,66 g/cm? (Bagster
and Crooks, 1977). Quand son humidité résiduelle augmente, il commence a perdre de sa fluidité
(Gohel and Jogani, 2005). Pendant le stockage a des humidités allant de 20 a 35 % (Bagster and
Crooks, 1977), la coloration des comprimés de Di-Pac est stable. Cependant, 'lhumidité a un effet
négatif sur la compactibilité et les comprimés tendent a durcir s’ils sont stockés a des humidités

relatives élevées puis transférés dans un environnement a faible humidité relative (Carlin, 2008).

Une étude a démontré que le Di-Pac avait un comportement intermédiaire entre la déformation
plastique et la fragmentation compléte, et que le phénomene de fragmentation était prédominant sur
la déformation plastiqgue pendant la compression (Zhang et al., 2003). En le comparant dans cette
méme étude a d’autres excipients tels que la cellulose microcristalline, I'amidon, le lactose cristallin
atomisé et le phosphate de calcium, il s’est avéré que le Di-Pac présentait une dureté intermédiaire

par rapport a ces derniers pour un méme niveau de pression de compression appliqué.

Dans la littérature, les résultats sur les propriétés mécaniques en compression de différents excipients
peuvent parfois étre contradictoires. Il est donc important de noter que ces résultats sont tres

dépendants de la texture, de la structure et du grade de I'excipient étudié.
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1.3.8 Influence de lacompression pharmaceutique sur les propriétés biologiques des
molécules thérapeutiques

Un lyophilisat est généralement destiné a étre reconstitué pour étre injecté par voie parentérale. La
production de comprimés a partir des lyophilisats contenant des biomolécules thérapeutiques pourrait
étre un réel avantage de par sa facilité d’administration et sa stabilité durant le temps pendant le
stockage. En effet, le développement galénique de ce type de produit permet d’envisager de
nouvelles voies d’administration telles que I'administration par voie buccale, orale ou intra vaginale
pour la délivrance des molécules thérapeutiques. Cependant, le procédé de compression vient
rajouter un stress supplémentaire sur les biomolécules lyophilisées ou atomisées de par I'application
de fortes contraintes mécaniques nécessaires a I'obtention d’'une bonne cohésion et de propriétés
mécaniques suffisantes. Les molécules thérapeutiques a haut poids moléculaire telles que les
protéines sont trés fragiles structurellement, de ce fait, leur activité biologique peut étre altérée suite
a un procédé de séchage et de compression.

Wei et al, ont étudié I'impact de la compression directe sur les propriétés structurales et enzymatiques
de deux protéines modéles commerciales lyophilisée, I'albumine de sérum bovine (haut poids
moléculaire, 66 kDa) et le lysozyme (faible poids moléculaire,14,3 kDa) apres remplissage manuel
dans la matrice de compression (Wei et al., 2019). Suite a la compression a de hautes pressions (200
a 300 MPa), aucune maodification au niveau de la structure secondaire des deux protéines n’a été
détectée. Le test d’activité enzymatique réalisé sur le lysozyme a montré une conservation de
l'intégrité de son activité enzymatique a des pressions allant jusqu’a 300 MPa méme quand elle est
exposée a des humidités élevées. Cela montre donc la grande stabilité de cette derniere (Wei et al.,
2019). En plus il a été démontré qu’en analysant les formulations contenant I'albumine, les résultats
de chromatographie d’exclusion stérique montrent qu’il y a agrégation de la protéine a I'état solide,
méme aux faibles pressions (25 MPa). Des pressions de compression plus élevées sur la BSA ont
induit a la formation d’agrégats irréversibles aprés dissolution. Le degré d’agrégation dépend de la
pression et de la taille des grains de poudre lyophilisée. L’agrégation était favorisée quand la taille
des grains est inférieure a 250 um (Wei et al., 2019). En plus il a été démontré que les deux protéines
étaient fortement hygroscopiques, avaient une tablétabilité acceptable et que leur mise en forme en
compression était dépendante de leur teneur en eau. En effet, ces différences de comportement entre
la lysozyme et la BSA suggérent que la stabilité d’une protéine durant la compression est fortement
dépendante de sa stabilité intrinseque, de sa taille moléculaire et de son degrés d’hydrophobicité
(Wei et al., 2019).

Klukkert et al. ont montré que le procédé de compression de biomolécules peut induire une altération
de leur structure a I'état solide (Klukkert et al., 2015). L’étude a porté sur la compression d’'une

formulation lyophilisée contenant la trypsine. L’étude de l'influence de la compression a différentes
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pressions (40 a 383 MPa) sur I'activité enzymatique de la trypsine a montré un effet délétére. En effet,
a une pression de compression de 40 MPa, la trypsine conserve 100% de son activité enzymatique.
Quand elle est comprimée a 120 MPa, 4,5% de perte d’activité enzymatique ont été constatées.
Finalement, a partir d’'une pression de compression de 190 MPa jusqu’a 383 MPa, la perte d’activité
enzymatique de la trypsine s’est élevée jusqu’a 7%. Ces résultats montrent que la perte d’activité
enzymatique de la trypsine est pression de compression dépendante. De plus, il a été démontré une
corrélation entre les changements conformationnels qui se créent durant la compression et I'activité
enzymatique de la trypsine (Klukkert et al., 2015). Les analyses infra-rouges réalisées sur la trypsine
brute et la trypsine comprimée, montrent qu’il y a une légére différence entre les deux spectres. Il est
donc possible que des changements conformationnels mineurs suite a la compression ont eu lieu et

gu’ils sont responsables la chute d’activité enzymatique de la trypsine (Klukkert et al., 2015).

Dans une autre étude, la phosphatase alcaline a été lyophilisée sans ou avec l'ajout de tréhalose ou
d’inuline et son activité enzymatique a été déterminée tout de suite aprés lyophilisation, puis aprés
compression (Eriksson et al.,, 2002). La proportion de la phosphatase alcaline/sucre dans la
formulation était de 1/19. Les résultats montrent que sans l'ajout d’excipient, seulement 5 % de
lactivité de la phosphatase alcaline est préservée aprés lyophilisation et aucune activité n’est
observée aprés compression. En revanche, en ajoutant de l'inuline ou du tréhalose (10% m/v), la
phosphatase alcaline conserve toute son activité aprés lyophilisation et tout de suite aprés
compression (tous les comprimés ont été produits a une pression de 110 MPa) (Eriksson et al., 2002).
Par contre, la phosphatase alcaline comprimée en présence de tréhalose a perdu toute son activité
enzymatique aprés huit jours de stockage a 60 °C alors que la poudre lyophilisée non comprimée a
conservé 80 % de son activité pendant plus de 100 jours a une température de 60 °C (Eriksson et
al., 2002). Par contre, ces mémes comprimés stockés a 20 °C conservent l'intégralité de I'activité
enzymatique pendant plus de 100 jours. Ces résultats montrent que le tréhalose est un bon agent

stabilisant quand les comprimés sont stockés dans des conditions douces.

L’étude de l'influence de la compression sur la stabilité des immunoglobulines (membres d’'une famille
de protéines présentes dans le plasma et ayant des fonctions d’anticorps) a été investiguée par Lu
et al. Des lyophilisats qui contiennent un mélange d’anticorps polyclonaux ont été comprimés a des
pressions allant de 50 a 350 MPa afin d’étudier l'influence de la compression sur l'intégrité de ces
derniers (Lu et al., 2021). L’influence de 'humidité relative pendant le stockage des comprimés a
également été étudiée. Les résultats montrent que la compression, méme a haute pression n’a pas
d’'impact sur I'agrégation des anticorps. Par contre, une perte de la structure secondaire a été mise
en évidence par dichroisme circulaire, apres re dissolution des comprimés produits a une pression
de 300 MPa. Ce phénoméne n’a pas été détecté pour des pressions de compression inférieures a
300 MPa (Lu et al., 2021). Finalement, I'analyse de I'activité biologique de ces anticorps par ELISA,

a montré que leur capacité a se lier a leur cible antigénique était significativement (entre 7 et 43%)
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altérée aprés compression, et cela sur une gamme de pression allant de 50 a 350 MPa. Il est
important de noter que la perte d’activité biologique était pression indépendante, et que les résultats
présentés dans cette étude montrent que la perte d’activité biologique peut étre plus ou moins
importante quand la pression augmente entre 50 et 350 MPa.

Maurer et al. ont travaillé sur le développement d’'une nouvelle formulation d’Infliximab (anticorps qui
se fixe au facteur de nécrose tumorale a humain) sous forme de comprimés (Maurer et al., 2016).
Dans ces travaux, les auteurs ont fabriqué des comprimés a partir d’'une poudre séche d’Infliximab
obtenue aprés séchage par lyophilisation d’une solution d’inuline contenant la spécialité biologique
Remicade®. Bien que l'objectif de cette étude n’elt pas pour but d’évaluer I'impact des parameétres
de compression sur l'intégrité biologique de I'anticorps, les résultats ont démontré qu’il n’y avait pas
d’effet délétére du procédé de compression (conditions opératoires non spécifiées) sur les fonctions
biologiques de l'anticorps. Par ailleurs, la compression n’a induit aucune altération dans ses

structures secondaires et tertiaires (Maurer et al., 2016).

Toutes les études déja mentionnées examinent l'influence du procédé de compression sur l'activité
biologique et la structure moléculaire des protéines. Toutefois, il est également crucial de considérer
l'importance de l'optimisation de la formulation pour augmenter la biodisponibilité, particulierement
lorsqu'une action thérapeutique systémique est recherchée. En effet, les biomolécules rencontrent
plusieurs obstacles lors de leur administration par voie orale, tels que leur sensibilité aux pH gastrique
et aux enzymes protéases du tractus gastro-intestinal, ainsi que leur faible perméation a travers
I'épithélium intestinal en raison de leur haut poids moléculaire. Pour ces raisons, les biomolécules
thérapeutiques sont actuellement majoritairement administrées par voie parentérale. Pour pallier ces
obstacles, différentes approches ont été et continuent d’étre étudiées, telles que I'utilisation des
promoteurs d'absorption, d’inhibiteurs enzymatiques, la modification chimique de la molécule,
l'utilisation de nanoparticules a surface hydrophobe et la conception de formulations sensibles au pH,
ainsi que diverses formes d'administration (gélules, comprimés...) (Haddadzadegan et al., 2022).
Suite a ces travaux, le nombre de protéines ou de peptides administrables par voie orale,
actuellement en essais cliniques ou déja approuvés, est en pleine croissance (Haddadzadegan et al.,
2022), entrainant une augmentation des recherches et développements dans le domaine de

I'administration orale des protéines thérapeutiques.

Par exemple, la plécanatide en comprimé développée par Synergy Pharmaceuticals, la sémaglutide
en comprimé développée par Novo Nordisk, et la desmopressine en comprimé développée par
Ferring Pharmaceuticals ont déja été approuvées (Haddadzadegan et al., 2022). En outre, d'autres
biomolécules formulées sous forme de comprimés ou de capsules sont actuellement en phase Il ou

Il des essais cliniques (Haddadzadegan et al., 2022).
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Dans le cadre de cette these, les travaux de recherche se sont concentrés sur la conception et
I'optimisation des procédés de séchage et de compression en vue de produire des comprimés
contenant des biomolécules. Ces travaux ont été accompagnés par une caractérisation physico-
chimique, une étude du comportement en compression, et une analyse de l'activité enzymatique
d'une biomolécule modele apres ces procédés afin de garantir le maintien de son activité. Les aspects
liés a 'amélioration de la biodisponibilité n’'ont pas été abordés a ce stade de I'étude et pourront faire
I'objet de recherches futures.
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1.4 Conclusion

Dans cette partie, nous avons vu les bases de plusieurs procédés de séchage pharmaceutiques tel
gue la lyophilisation et le spray-drying ainsi que les bases de la compression pharmaceutique. Nous
avons aussi décrit différents excipients pharmaceutiques utilisables durant les procédés de séchage
et de compression. Finalement, nous avons évoqué la question du séchage de biomolécules, de leur

compression et de 'impact de ces procédés sur leurs propriétés biologiques.

L’étude de la compression et des propriétés mécaniques de poudres issues de la lyophilisation n'a
pas fait I'objet d’études exhaustives dans la littérature. De plus, la compression de lyophilisats
contenant des biomolécules a fait I'objet de peu d’études. En effet, le développement d’'un procédé
combinant lyophilisation et compression de biomolécules en présence de différents excipients
pourrait étre une solution trés avantageuse économiguement qui permettrait de stocker les

comprimés a température ambiante afin de s’affranchir du stockage aux tres faibles températures.

Le but de notre étude sera donc dans un premier temps d’étudier les propriétés mécaniques et
physico-chimiques aprés la lyophilisation et la compression du tréhalose, un excipient couramment
utilisé comme lyo et cryoprotectant de biomolécule en lyophilisation en les comparant avec les
propriétés d’autres excipients couramment utilisés en compression pharmaceutique. Par la suite,
cette étude sera plus approfondie en comparant ces propriétés avec celles d’autres excipients
(lactose et mannitol) lyophilisés, atomisés, broyés ou cristallins afin de comprendre les paramétres
essentiels qui influencent ce comportement. Dans la troisieme partie, les parameétres de la formulation
seront modulés afin de visualiser I'effet sur I'écoulement de la poudre pour anticiper les aspects
d’alimentation machine lors d’une production a grande échelle. Finalement, I'ajout d’'une protéine
modéle (la lactate déshydrogénase) dans la formulation, permettra d’évaluer I'impact des procédés
de lyophilisation et de compression sur l'activité enzymatique de cette derniére immédiatement aprés
la mise en ceuvre de ces procédés puis au cours d’une étude préliminaire de stabilité dans différentes

conditions de températures.
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2.1 Matériels

Les excipients : Différents excipients de lyophilisation tels que des cryo et lyoprotecteurs (tréhalose,

saccharose et lactose) et un agent de masse (mannitol) ont été utilisés en plus d’autres excipients de

compression directe comme le phosphate de calcium anhydre, le lactose granulé anhydre et la

cellulose microcristalline. Le stéarate de magnésium a été utilisé comme lubrifiant. Les références de

ces différents excipients sont données dans le Tableau 6:

Tableau 6 — Excipients utilisés dans les procédés de lyophilisation et de compression.

Nom de I'excipient

Nom commercial

Fournisseur

Pays

Tréhalose di-hydrate Biohale® DFE Pharma Coch, Allemagne
Tréhalose di-hydrate - Nagaze Kyoto, Japon
Saccharose Di-Pac® Domino Yonkers, Etats-Unis
Phosphate de calcium anhydre (ACP) Anhydrous JRS Pharma Rosenberg, Allemagne
Encompress®
Lactose granulé monohydrate (GLac) Tablettose® 80 Meggle Wasserburg, Allemagne
Cellulose microcristalline (MCC) Vivapur® 12 JRS Pharma Rosenberg, Allemagne
Lactose Supertab® 30 Gr BFE Pharma Coch, Allemagne
Mannitol - Cooper Melun, France

Stéarate de Magnésium

Ligamed® MR-2-V

Peter Greven

Bad Minstereifel,
Nordrhein-Westafalen,
Allemagne

Protéine modéle et kit de dosage : La lactate déshydrogénase (LDH) (Lactate dehydrogenase,

Porcine Heart, EMD millipore corporation, Temecula, Californie, Etats-Unis) a été utilisée comme

protéine modeéle. Le dosage de la LDH a été réalisé a l'aide du kit de dosage CytoTox 96® Non-

Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega corporation, Madison, W1, Etats-Unis).
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2.2 Méthodes

2.2.1 Les procédés pharmaceutiques

2.2.1.1 La lyophilisation

La lyophilisation a été réalisée en utilisant un lyophilisateur pilote Compact (Cryotec®, Montpellier,
France) (Figure 34). Ce lyophilisateur est doté de 6 étagéres d’une surface de 0,1 m?2 chacune et
d’'un piége d’une capacité de 15 Kg a -85 °C. Chaque étagere est régulée en température (de -60 °C
a +60 °C) au moyen d’un fluide caloporteur. Les étagéres sont mobiles pour permettre la fermeture
des flacons sous-vide a la fin de la lyophilisation grace a l'action d’'un vérin hydraulique. Le
lyophilisateur est également équipé d’un dispositif de régulation de la pression de sublimation et de
6 sondes produits qui permettent de suivre I'évolution de la température des échantillons pendant
tout le cycle de lyophilisation. La mesure de pression est assurée par une sonde Pirani couplée a
une sonde Capacitive pour une plus grande précision sur la plage de pression de 0 a 1,33 mbar. La
sonde Pirani est un capteur de pression dont le principe repose sur la modification de la conductivité
thermique d’'un gaz en fonction de la pression. La pression apparente mesurée par la sonde dépend
donc de la composition de gaz et diminue avec la vapeur d’eau présente dans la chambre. La sonde
capacitive, au contraire, indique la valeur de vide « absolu » et n’est pas affectée par la vapeur d’eau
présente dans le systéme. A la fin de la sublimation, le transfert de gaz diminue progressivement, ce
qui diminue la valeur de la pression indiquée par la sonde Pirani, qui converge vers la valeur indiquée
par la sonde capacitive. Cette convergence des valeurs des deux sondes de pression indique la fin
de la sublimation primaire. Le lyophilisateur est piloté par un logiciel développé par CRYOTEC qui
permet le monitoring du procédé pendant le cycle de lyophilisation. Il est ainsi possible de définir les
températures d’étagéres, leurs vitesses de refroidissement et de chauffe, la pression et la durée de
chacune des étapes du cycle de lyophilisation. Le logiciel permet également le suivi en direct du
procédé grace a une visualisation en temps réel de I'évolution des températures des produits, des

étageéres, du piége et de la pression de la chambre de séchage.
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Logiciel de pilotage

Chambre de séchage

Etageres

Condenseur

Figure 34 — Photographie annotée du lyophilisateur pilote Cryotec.

Deux cycles de lyophilisation ont été utilisés dans ce travail, un cycle appelé cycle ‘conservateur’ pour
lequel la température des étageres au cours de la dessication primaire a été maintenue a -20 °C et
un cycle appelé cycle « agressif » correspondant a une température des étageres de +25 °C pendant
I'étape de dessication primaire. Ces deux types de cycles ont fait 'objet d’'un développement préalable

au sein du laboratoire.

Cycle « conservateur » :

Congélation : les échantillons sont chargés dans la chambre a température ambiante puis les
étageres sont refroidies a une température de 5 °C a une vitesse de -1 °C/min. La température est
ensuite maintenue a 5 °C pendant 30 minutes. Les étagéres sont par la suite refroidies jusqu’a -5 °C
avec la méme vitesse de congélation et maintenues a -5 °C pendant 30 minutes. Pour finir, une
derniére rampe de refroidissement a -1 °C/min permet d’atteindre une température d’étagéere de -50
°C. Cette consigne est maintenue pour une durée de 2 heures afin de s’assurer que tous les

échantillons sur le plateau aient bien atteints une température inférieure a -45 °C.

Dessication primaire : pendant cette étape la température des étagéres est augmentée jusqu’a -20
°C (a +1 °C/min) et la pression de la chambre est fixée a 0,1 mbar. Cette température est maintenue
jusqu’a ce que les valeurs de pressions des sondes Pirani et Capacitive se rejoignent, ce qui marque

la fin de la dessication primaire.

Dessication secondaire: a la fin de la dessication primaire, la température des étagéres est
augmentée jusqu’a +25 °C a une vitesse de +0,1 °C/min et est maintenue pendant une durée de 12

heures avec une pression de chambre de 0,06 mbar.
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A la fin du cycle, les flacons contenant la poudre lyophilisée sont bouchés dans le lyophilisateur sous

vide avant le déchargement.

Cycle « agressif » :

Congélation : les étagéres, aprés chargement, sont refroidies avec une rampe de -1 °C/min de 25
°C jusqu’a -50 °C en une seule étape. La température des étagéres est ensuite maintenue a -50 °C

pendant 1 heure 30 minutes.

Dessication primaire : alafin de la congélation, la température des étagéres est augmentée jusqu’a
25 °C (a +1 °C/min) et la pression de la chambre est diminuée jusqu’a 0,1 mbar. La fin de cette étape

est aussi déterminée par la convergence des valeurs de pressions des sondes Pirani et Capacitive.

Dessication secondaire: la température des étagéres et la pression sont maintenues
respectivement a 25 °C et 0,1 mbar pendant 3 a 4 heures. A la fin du cycle, les échantillons sont

bouchés sous vide avant le déchargement.

Il est important de noter que la durée des cycles est tres variable selon le cycle utilisé, la quantité
d’échantillons chargés et le volume de remplissage des flacons. Dans le cas de deux expériences
similaires en terme du nombre d’échantillons et de volume de remplissage des flacons, le cycle

« agressif » est beaucoup plus rapide que le cycle « conservateur ».

Les enregistrements en fonction du temps de la variation des températures d’étagére, de produit et
de pression dans la chambre pour les cycles « conservateur » et « agressif » sont donnés sur la
Figure 35.
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Figure 35 — Enregistrements des cycles de lyophilisation « conservateur » (a) et « agressif » (b).
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2.2.1.2 L’atomisation (spray-drying)

Des solutions aqueuses de tréhalose, lactose et mannitol (10% m/v) ont été pulvérisées a 'aide d’'un
atomiseur de laboratoire (Buchi Mini Spray Dryer B-191, Buchegg, Switzerland) (Figure 36). L’objectif
final de nos travaux étant de pouvoir sécher des formulations contenant des biomolécules tout en
préservant leur activité, le choix des paramétres d’atomisation a été orienté par les travaux d’Adler
et Lee (Adler and Lee, 1999) ou des solutions de tréhalose contenant de la LDH ont été atomisées.
Ces parameétres, et plus précisément la valeur de la température d’entrée ont été choisis car selon
l'étude de Adler et Lee, ce sont ceux qui permettaient la meilleure conservation de l'activité
enzymatique de la LDH (Adler and Lee, 1999). Ces parameétres sont présentés dans le Tableau 7 :

Tableau 7 — Paramétres utilisés lors du procédé de spray-drying.

Parametres Valeurs
Débit d’alimentation en solution 8,2 ml/min
Débit d’air d’atomisation 0,7 m%h
Aspiration sous vide 40 mbar
Température d’entrée (Tentree) 110 °C
Température de sortie (Tsorie) 60 °C

Durant le procédé, la température de sortie ne pouvait pas étre contrblée mais seulement mesurée.
Pour les trois excipients atomisés a une Tenree de 110 °C, la Tsorie S€ Situait toujours autour de 60 °C.
Le rendement de matiére séche obtenue est montré dépendant de I'excipient utilisé (la poudre
restante sur les parois du cyclone n’a pas été comptabilisée dans le calcul du rendement), et s’élevait

a 50% pour le tréhalose et le lactose et a 85% pour le mannitol.
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Figure 36 — Photographie annotée du Buchi Mini spray dryer B-191.

2.2.1.3 Le broyage

Le tréhalose, le lactose et le mannitol cristallins ont été broyés a sec en utilisant un broyeur a vibration
(Restsch vibration mill MM 2000, Dusseldorf, Allemagne) (Figure 37). 6 grammes de poudre
commerciale native (poudres cristallines dans tous les cas) ont été introduits dans un cylindre en
acier (volume 25 ml) muni d’'une bille en acier de 20 mm de diamétre. Le temps de broyage a été fixé
a 8 minutes et la fréquence de vibration a 26,6 Hz (1600 RPM). Dans la suite de ce manuscrit, ces

poudres seront dénommeées « poudres cristallines broyées ».

Bille en acier Cylindre en acier

Figure 37 — Photographie annotée du broyeur a bille Restsch vibration mill MM 2000, du cylindre et
de la bille de broyage.
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2.2.1.4 La compression pharmaceutique (presse a comprimer)

Tous les comprimés réalisés au cours de cette étude ont été fabriqués sur une machine a comprimer
mono-station de type Styl'One Evolution (Medelpharm, Beynost, France) (Figure 38). La StylI'One est
une machine a comprimer utilisée en recherche et développement qui permet d’acquérir du signal
pendant le cycle de compression et de reproduire les cycles de compression des machines

industrielles. Le logiciel « Analis » est utilisé pour piloter cette machine.

Elle est équipée de capteurs de force (jauges de contraintes, précision 10N) et de déplacement
(capteurs incrémentaux, précision de I'ordre du pm) associés aux poingons inférieur et supérieur. Le
pilotage de la machine peut se faire de différentes fagons, soit en contr6lant le déplacement des
poingons au cours du cycle, soit en contrélant les niveaux de forces appliquées. L'instrumentation de
la machine permet de recueillir un grand nombre de données a I'aide du logiciel « Analis », telles que
les forces appliquées, les déplacements des poncgons, la distance entre les poingons (c’est-a-dire
'épaisseur du comprimé en fin de compression), la force d’éjection et la vitesse du cycle de
compression. L’alimentation de la matrice peut se faire manuellement (cette option est
particulierement adaptée dans le cas de faibles quantités de poudre) ou par I'intermédiaire d’'un sabot
d’alimentation. Un systéme de lubrification externe permet la lubrification des poingons et de la
matrice avant le remplissage de la matrice (Figure 38). Ce systéme de lubrification externe peut étre
utilisé indépendamment du sabot d’alimentation, ce qui permet de réaliser une lubrification externe

dans le cas d’un remplissage manuel.

Dans le cadre de ce travail, 'humidité relative et la température dans la salle de compression sont

maintenues respectivement entre 30 et 40% HR et entre 23 et 25 °C.

Afin d’alimenter la machine, les lyophilisats sont rapidement broyés manuellement juste avant I'étape
de compression dans un mortier en porcelaine. Les poudres atomisées, cristallines et cristallines
broyées sont mise en ceuvre sans préparation préalable. Toutes les poudres (lyophilisées, atomisées,

cristallines et cristallines broyées) sont introduites manuellement dans la matrice de compression.

La vitesse de compression a été fixée par défaut a la vitesse minimale de la machine, ce qui
correspond a un temps total de cycle de 2 secondes. Le systeme de lubrification externe a été utilisé

pour la lubrification externe des poincons et de la matrice par du stéarate de magnésium.

Plusieurs types de poingons ont été utilisés selon les expériences a réaliser (euro B 6 mm ronds plats,
10 mm ronds plats et 11 mm a méplats). Les poincons de 6 mm ont été utilisés uniquement pour la
compression des poudres contenant la LDH. Les poingons de 11 mm a méplats ont été utilisés pour
la détermination du BFI (brittle fracture index), et les poingons de 10 mm rond plats ont été utilisés
pour toutes les autres caractérisations. Les pressions utilisées pour les expériences réalisées se
situaient entre 12,5 MPa et 250 MPa (normalisation des forces en fonction des types de poingons

utilisés (surfaces variables) pour obtenir le niveau de pression désiré). La pression minimale utilisée
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a été variable en fonction des échantillons. Elle a été définie comme la pression la plus faible
permettant I'obtention d’'un comprimé présentant une cohésion suffisante pour étre manipulé. Les
comprimés obtenus ont été caractérisés directement ou stockés dans des flacons fermés dans une

enceinte a humidité faible et contrélée (7-10% HR) pour une caractérisation ultérieure.

Poingon supérieur

Sabot d’alimentation

Tourelle d’alimentation

Matrice

Poingon inférieur

Figure 38 — Photographie annotée de la Styl'One Evolution et de la station de compression.

2.2.2 Les caractérisations physico-chimiques des poudres

2.2.2.1 Mesure de la masse volumique des poudres par pycnométrie a hélium

La masse volumique pycnomeétrique (ppycno) de toutes les poudres a été mesurée en triplicat en
utilisant un pycnométre a hélium (AccuPyc Il 1340, Micromeritics, Norcross, GA, Etats-Unis). Une
cellule de 1 cm?® a été utilisée pour toutes les mesures et pour chaque échantillon, 10 purges suivis

de 10 mesures ont été réalisées.

2.2.2.2 Evaluation des distributions granulométriques par diffraction laser

Les distributions granulométriques des poudres atomisées, cristallines et cristallines broyées ont été
obtenues au moyen d’'un granulométre a diffraction laser (Mastersizer 3000, Malvern Panalytical,

Royaume unis). La pression d’air injecté a été ajustée entre 2 et 3 bars selon la poudre a analyser.
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2.2.2.3 Mesure de la surface spécifique par la méthode BET (Brunauer, Emmett et Teller)

La surface spécifique des différentes poudres étudiées a été obtenue par la technique d’adsorption
gazeuse al'aide d’'un analyseur de surface et de porosité (ASAP 2020, Micromeritics, Norcross, Etats-
Unis). Le gaz de mesure étant 'azote, la masse d’échantillon nécessaire a la mesure était variable
selon la nature des échantillons et a été ajustée pour avoir une surface totale développée dans la
cellule de mesure égale ou supérieure a 1 m2. Pour les lyophilisats, plusieurs flacons ont donc di étre
combinés (6 a 8 flacons par essai). Tous les échantillons ont été rapidement introduits dans la cellule
de mesure dans une salle a faible humidité relative (30% HR) puis dégazés a 60 °C sous une pression
de 10 mm Hg. Les mesures ont été réalisées en ftriplicat a la température de I'azote liquide (-196
°C). La quantité de gaz adsorbée est mesurée pour des valeurs de pressions relatives d’azote (P/Po)
de 0,05 a 0,2 (5 valeurs de P/Po). Pour toutes les mesures, R? a été controlé de sorte a ce que
'ajustement linéaire du modéle BET soit toujours supérieur a 0,999. La surface spécifique est

calculée par la suite a 'aide de I'équation de BET.

2.2.2.4 Analyse de I'’humidité par titration de Karl Fischer

Le pourcentage d’humidité résiduelle des échantillons a été évalué en utilisant la méthode de titration
Karl Fischer par un titreur compact 20S (Mettler Toledo, Greifensee, Suisse). Le méthanol anhydre
(extra dry methanol, 99%, Acroseal®) a été utilisé pour dissoudre les échantillons (poudre ou
comprimés) avant I'ajout de la solution dans le milieu réactionnel de Karl Fischer (CombiCoulomat

fritless, Merck, Allemagne). Avant I'analyse, une mesure de blanc sur 1 ml de méthanol a été réalisée.

Les lyophilisats ont été directement solubilisés dans 6 ml de méthanol dans les flacons bouchés sous
vide. 1 ml de la solution obtenue a été prélevé puis ajouté dans la cuve de réaction. La masse d’eau
contenue dans le blanc est retranchée a la valeur de la solution testée puis multipliée par 6 pour

obtenir la masse d’eau contenue dans le lyophilisat.

Concernant les poudres issues du spray-drying, des échantillons de 10-20 mg ont été pesés, et
directement ajoutés dans la cuve de réaction. La mesure est réalisée apres dissolution compléte de

I’échantillon dans la cuve.

La masse d’eau de I'échantillon est ensuite normalisée par la masse de I'’échantillon et exprimée en

% m/m. Chaque expérience a été réalisée en triplicat.

2.2.2.5 Analyse de la température de transition vitreuse Tg4 par calorimétrie différentielle a balayage
(DSC)

Des mesures en DSC ont été réalisées sur toutes les poudres (lyophilisées, atomisées, cristallines et

cristallines broyées) et sur les comprimés en utilisant une DSC3 (Mettler Toledo, Suisse) équipée
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d’un systéme de refroidissement (RCS). Environ 10 mg de poudre, exactement mesurés, ont été
introduits dans une capsule en aluminium de 100 pL. La capsule a ensuite été scellée
hermétiguement dans une enceinte a humidité contrélée (humidité relative 7-10%, température
25 °C). Les échantillons ont par la suite été chauffés de 10 °C & 230 °C a une vitesse de chauffe de
10 °C/min. La capsule de référence utilisée durant toutes les mesures était une cuve en aluminium

vide, identique a celle contenant I'’échantillon.

2.2.2.6 Etude de la structure par diffraction des rayons X (DRX)

Les diffractogrammes de tous les échantillons ont été obtenus sur un diffractométre a rayons X
(MiniFlex2, Rigaku, Japon) avec des radiations Cu Ka (30kV, 15 mA). Chaque analyse a été réalisée

entre 26 = 0° et 60° avec un pas de 0,1° et une vitesse de 5°/minute.

2.2.2.7 Visualisation de la morphologie par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

La morphologie de toutes les poudres (lyophilisées, atomisées, cristallines et cristallins broyées) et
des comprimés a faibles et hautes pressions a été visualisée a I'aide d’'un microscope électronique a
balayage (Hitachi TM3000, Japon). Une lame de scalpel a été utilisée pour couper de fines tranches
a partir des lyophilisats. Les lyophilisats coupés, les comprimés intacts, les comprimés cassés
diamétralement et toutes les autres poudres ont été fixés sur le support en aluminium avec des rubans

adhésifs double face en carbone afin de visualiser leurs morphologies.

2.2.3 Les caractérisations mécaniques des comprimeés

2.2.3.1 Porosité et recouvrement élastique

Les porosités « in-die » (dans la matrice) et « out-of die » (en dehors de la matrice) ont été calculées

d’aprés I'équation 21 :

__Papparent

e=1 Equation 21

Ppycno

OU papparent €St la masse volumique apparente du comprimé calculé en utilisant le volume du comprimé
sous pression « in-die » ou a I'éjection « out-of-die » et ppycno €St la masse volumique mesurée par

pycnométrie a hélium.

Pour la porosité « in-die », papparent €St calculée en utilisant Vmin, le volume minimal au pic de

compression. Concernant la porosité « out-of die », papparent €St calculée en utilisant Vs, le volume final
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du comprimé obtenu par la mesure du diamétre et de I'épaisseur immédiatement a la sortie de la

matrice.

Le recouvrement élastique est calculé d’aprés I'équation 22 avec Vmin le volume du comprimé au pic
de compression et Viinal le volume du comprimé immédiatement a la sortie de la matrice ou 24 heures

apres compression.

% E, = Linal” Vmin 100 Equation 22

min

2.2.3.2 Parameétre de Heckel
Les données de porosité « in-die » ont été utilisées pour ajuster le modéle de Heckel qui relie le
logarithme de l'inverse de la porosité « in-die » en fonction de la pression de compression (Ln e) =

Kp + A ou Kp est la pente de la section linéaire de la courbe et A est 'ordonnée a l'origine) (Heckel,
1961b; Hersey and Rees, 1970).

A partir du tracé graphique du modéle, les bornes de pression du domaine linéaire ont été définies
de telle sorte que le coefficient de régression linéaire R? soit toujours supérieur a 0,99. L'inverse de
la pente de la partie linéaire a été utilisé pour déterminer le Py (MPa) défini par Heckel comme une
caractéristique du mode de déformation des poudres sous I'effet de la pression de compression. Par
la suite les valeurs de Py obtenues pour chague poudre testée sous deux vitesses différentes de
compression ont été utilisées pour calculer le SRS (Strain-Rate Sensitivity ou sensibilité a la vitesse
de déformation) qui caractérise I'influence de la vitesse de compression sur la déformation de la

poudre (Roberts and Rowe, 1985). Le SRS est donné par I'équation 23 :

SRS = 22— ™1 4 100 Equation 23

Py>

Ou Py, et Py, sont respectivement les paramétres de Heckel des cycles de compression réalisés a la
plus faible vitesse de compression (temps de cycle = 2000 ms) et a la vitesse de compression

maximale (temps de cycle = 70 ms).

2.2.3.3 Etude des propriétés mécaniques des comprimés

- Afin d’accéder aux profils de tablétabilité des matériaux étudiés, qui représentent I'évolution de la

cohésion des comprimés en fonction de la pression axiale de compression appliquée, des tests de
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rupture diamétrale ont été réalisés sur des comprimés de 10 mm de diamétre au moyen d’'un
analyseur de texture équipé d’un détecteur de force de 500 N + 0,1 (TA. HD, Stable Micro Systems,
Surrey, Royaume-Uni). La vitesse et la fréquence d’acquisition étaient respectivement de 0,1 mm.s*
et 500 Hz. Chaque mesure a été effectuée en triplicat. La force de rupture F (N) mesurée permet de
calculer la contrainte de rupture a l'aide de I'équation 18 (cf. paragraphe 1.3.6.4).

- Le BFI (Brittle Fracture Index) est utilisé pour évaluer la sensibilité aux concentrations de stress
ainsi que la fragilité des comprimés (Hiestand et al., 1977; Mazel and Tchoreloff, 2023). Sa
détermination requiert deux types de comprimés, avec et sans trou centré. Les comprimés testés ont
été produits a l'aide des poingcons a méplats de 11 mm de diamétre puis ont été perforés pour former
des trous de 1 mm de diamétre tel que décrit par Croquelois et al (Croquelois et al., 2017). Un test
de rupture diamétrale a ensuite été réalisé sur les différents types d’échantillons. Chaque essai a été

reproduit trois fois. Le BFI a par la suite été calculé en utilisant I'équation 19 (cf. paragraphe 1.3.6.5).

2.2.3.4 Mesure de la viscoélasticité

Afin de caractériser la viscoélasticité des comprimés, la technique d’excitation impulsionnelle a été
utilisée en suivant la méthodologie présentée par Mazel et Tchoreloff (Mazel and Tchoreloff, 2020).
L’excitation impulsionnelle a été obtenue en laissant chuter les comprimés d’'une hauteur normalisée
de 1 cm sur une surface dure. Les fréquences de vibration induites par 'impact sur la surface ont été
enregistrées par un microphone MM310 (Microtech Gefell GmbH, Gefell, Allemagne) couplé a un
systeme d’acquisition de données DEWE-43 (Dewsoft, Trbovlje, Slovénie). Linterprétation de ces
données brutes a été réalisée selon la méthodologie développée par Mazel and Tchoreloff (Mazel
and Tchoreloff, 2020) et explicitée au paragraphe 1.3.6.6. Pour chaque condition, la mesure a été
répétée trois fois. Au moins deux fréquences naturelles de vibrations ont pu étre caractérisées pour

calculer le rapport d’'amortissement (damping ratio {x) qui permet de caractériser la viscoélasticité.

2.2.4 Evaluation de I’activité enzymatique de la LDH

La lactate déshydrogénase est fournie sous la forme d’'une poudre lyophilisée contenant 35% m/m
de LDH. D’aprés le fournisseur, I'activité enzymatique de 1 mg de lyophilisat est de 240 U/mg de
lyophilisat et I'activité enzymatique de 1 mg de LDH pure est de 685 U/mg de protéine (Lactate

dehydrogenase, Porcine Heart, EMD millipore corporation, Temecula, Californie, Etats-Unis).

Afin d’évaluer I'effet de la lyophilisation et de la compression sur 'activité enzymatique de la LDH,
des formulations contenant 5% (m/v) d’excipients (tréhalose, lactose ou mannitol) ont été préparées

en présence de différentes concentrations de LDH (35, 350 ou 1000 pg de LDH /ml). Ces formulations

110



ont été lyophilisées suivant un cycle conservateur ou agressif et les lyophilisats obtenus ont ensuite

été comprimés a différentes pressions (25, 50, 100, 200, 250 MPa).

L’activité enzymatique de la LDH dans les lyophilisats et les comprimés a été dosée a 'aide d’un kit
de dosage spécifique (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega corporation,
Madison, WI, Etats-Unis). Ce kit de dosage est un kit de dosage colorimétrique dont le principe est

représenté sur la Figure 39:

LDH
Lactate > Pyruvate

NAD+ NADH

Formazan < INT (iodonitro-tetrazolium violet)
Diaphorase

Figure 39 — Schéma des réactions chimiques générales du kit de dosage CytoTox 96°.

En présence de NAD", la LDH transforme le lactate en pyruvate. Le NADH formé au cours de cette
réaction enzymatique est ensuite utilisé par la Diaphorase pour transformer I'INT en formazan qui est
un composé de couleur rouge. L'intensité de la coloration rouge obtenue est donc proportionnelle a
la quantité de LDH ayant réagi. L’absorbance de la solution de formazan est mesurée dans un lecteur

de plaque (VarioskanLux) a une longueur d’'onde A de 490 nm.

Apreés lyophilisation et compression, tous les échantillons sont dissouts dans du PBS, et les solutions
obtenues sont diluées pour atteindre la zone de détection linéaire du kit de dosage. En paralléle, une
gamme d’étalonnage est préparée a I'aide d’aliquots de LDH. Chaque échantillon est dosé en triplicat

selon le protocole expérimental prescrit par le fournisseur du kit de dosage.

2.2.5 Etude de la stabilité de la LDH dans les différentes formes galéniques

Les conditions de I'étude de stabilité ont été définies en s’inspirant de I'lCH guideline (ICH guide lines,
2010). Le but de cette étude est d’évaluer linfluence des conditions de stockage sur l'activité
enzymatique de la LDH contenue dans les différentes formes galéniques étudiées dans ce travail.
Les poudres lyophilisées et les comprimés obtenus a partir de lyophilisats étant des produits trés
sensibles a 'humidité, il a été décidé pour cette étude de conserver tous les échantillons lyophilisés
sous vide et de conditionner les comprimés (réalisés sous une pression de compression de 50 MPa)

dans des flacons en verre dans une enceinte a humidité contr6lée (7-10%). L’ensemble des flacons
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a ensuite été placé dans des enceintes pour respecter les conditions de conservation reportées dans

le Tableau 8.
Tableau 8 — Paramétres de I'étude de stabilité.
Températures de stockage +4 °C, +25 °C, +30 °C, +40 °C
Temps analyses Jour 1, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 180
Pourcentage et excipients utilisés 5% (m/v), tréhalose ou lactose
Concentration théorique de la LDH 35 pg/ml

Les échantillons sont extraits des enceintes aux différents temps et I'activité enzymatique de la LDH
dans les échantillons a été dosée selon le protocole défini dans le paragraphe précédent. Pour
chaque condition, le dosage a été répété trois fois.
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Chapitre 3. Propriétés en compression du
tréhalose et du saccharose lyophilisés :
caracterisations physico-chimiques et
meécaniques
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3.1 Introduction

Comme décrit dans le Chapitre 1, les biomolécules telles que les protéines thérapeutiques, les
anticorps ou les ARNm, sont généralement préparées sous forme de formulations liquides et sont
destinées a une administration par voie parentérale (Haddadzadegan et al., 2022). Cependant, un
des inconvénients de ces formulations est le risque d’instabilité des biomolécules en milieu aqueux
(hydrolyse, agrégation, dégradation...). L’obtention de ces mémes formulations a I'état solide pourrait
donc étre une solution qui permettrait de s’affranchir de ces problémes (Pikal, 1990). Une des
techniques de choix pour sécher des formulations liquides de biomolécules tout en conservant leur
activité biologique, est la lyophilisation. Il est reconnu que cette technique permet d’améliorer la
stabilité et les conditions de conservation des biomolécules (Pikal, 1990). L’étude de I'influence de la
lyophilisation (paramétres de formulation et de procédé) pour des préparations pharmaceutiques
contenant des biomolécules a été et reste abondamment décrite dans la littérature (Al-Hussein and
Gieseler, 2012; Bedu-Addo, 2004; Busignies et al., 2020;; Kawai and Suzuki, 2007; Ohori et al., 2018;
S.J. Prestrelski et al., 1993b). Néanmoins, les lyophilisats contenant des biomolécules sont, dans la
plupart des cas, destinés a étre dissout au moment de I'administration par voie parentérale.
L’obtention d’une poudre lyophilisée n’est jamais envisagée comme une étape intermédiaire avant la
mise en ceuvre d’autres procédés tels que la compression ou la mise en gélule. Pourtant, la
formulation de ces poudres lyophilisées sous la forme de gélules ou de comprimés pourrait permettre
de s’affranchir d’'une administration par voie parentérale. En effet, une administration par voie orale
des biomolécules, sous la forme de comprimés notamment, représente une réelle opportunité en

raison de la facilité d’administration et de la meilleure acceptation du traitement par le patient.

Un frein important a envisager pour ce type d’administration reste bien sdr le probléme de I'absorption
de ces biomolécules du fait en particulier de leur poids moléculaire important, mais une administration
par voie orale ouvre la possibilité d’'une action locale et ciblée dans le traitement de pathologies du
tube gastro-intestinal comme la maladie de Crohn ou la rectocolite hémorragique. Il en est de méme
pour une administration locale (voie buccale ou vaginale par exemple) a des fins de traitement de
certaines pathologies par voie muqueuse. Des travaux sont en cours de réalisation au sein de notre
laboratoire et font I'objet de dépdts de brevets. Des preuves de concept ont été réalisées pour montrer
la faisabilité de ce type de mise en forme et d’administration de molécules biologiques fragiles, mais
une étude fondamentale des propriétés des systemes obtenus apres lyophilisation puis comprimés
nécessitait d’étre réalisée a des fins d’optimisation. C’est dans ce contexte que les études présentées

dans ce chapitre de thése ont été réalisées.

La compression de poudres obtenues par lyophilisation étant tres peu décrite dans la littérature, il est

donc nécessaire, dans un premier temps, de comprendre les propriétés en compression de ces
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systémes granulaires lyophilisés et I'influence des paramétres du procédé pour pouvoir, par la suite,

développer, sur une base scientifique éprouvée, des comprimés contenant différentes biomolécules.

Parmi les nombreux excipients utilisés dans les formulations de lyophilisats, le tréhalose et le
saccharose, qui sont des sucres non réducteurs, sont les plus utilisés pour leurs propriétés cryo et
lyoprotectrices tel que reporté dans la littérature ainsi que dans les descriptions techniques de
produits commercialisés (BjeloSevi¢ et al., 2020). L'objectif de ce chapitre est donc d’étudier les
propriétés en compression de ces deux excipients lyophilisés indépendamment de la présence d’'une
biomolécule. Les essais de compression de lyophilisats contenant une molécule modéle font I'objet

de la derniére partie de ce manuscrit (cf. Chapitre 6).

L’étude du tréhalose lyophilisé réalisée dans des essais préliminaires au sein de notre laboratoire et
au cours de ce travail de thése a permis de mettre en évidence des caractéristiques singuliéres et
intéressantes en termes de propriétés physico-chimiques et de comportement en compression. Afin
de mieux comprendre ce comportement singulier, le comportement et les propriétés du tréhalose
lyophilisé ont été comparés a ceux du tréhalose cristallin et d’excipients couramment utilisés en
compression directe. Le saccharose lyophilisé a montré des propriétés différentes de celles du
tréhalose lyophilisé. Ces propriétés seront exposées dans la partie résultats et discussions.

Cette partie expérimentale se divise en trois parties :

a) Etude des propriétés physico-chimiques des excipients lyophilisés : analyse morphologique
en MEB, détermination de la teneur en eau par titrage Karl Fischer, analyse de la structure
physique par DRX, détermination de la T4 par DSC, mesure de la masse volumique vraie par
pycnometre a hélium et obtention des isothermes de sorption par DVS.

b) Etude des propriétés des comprimés obtenus avec notamment I'étude de la structure
physique, la mesure de la T4 et la détermination du teneur en eau des systémes lyophilisés
aprés compression.

c) Etude du comportement en compression des excipients lyophilisés avec I'évaluation de leurs
propriétés de compressibilité et de la tablétabilité, la mesure de I'énergie plastique associée
au cycle de compression, la détermination du recouvrement élastique et de la viscoélasticité,

et la détermination du BFI des compacts obtenus.

Les résultats exposés dans ce chapitre ont fait 'objet d’'une publication dans the International Journal
of Pharmaceutics sous le titre « Tableting properties of freeze-dried trehalose : Physico-chemical

and mechanical investigation » (Hsein et al., 2023) (cf. annexes).
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3.2 Matériels et méthodes spécifiques au chapitre 3

Les différents excipients utilisés dans cette partie ont donc été : le tréhalose cristallin (Nagaze, Kyoto,
Japon), le tréhalose lyophilisé (FD tréhalose), le saccharose lyophilisé (FD saccharose), le phosphate
de calcium anhydre (ACP) (JRS Pharma, Rosenberg, Allemagne), le lactose granulé monohydrate
(Lac) (Meggle, Wasserburg, Allemagne) et la cellulose microcristalline (MCC) (JRS Pharma,
Rosenberg, Allemagne).

Les poudres lyophilisées (tréhalose et saccharose) ont été obtenues selon des conditions de
lyophilisation « conservatrices » décrites dans le Chapitre 2 (cf. paragraphe 2.2.1.1). Les essais de
compression nécessitant des quantités importantes de poudres, 6 ml de solution de tréhalose ou de
saccharose a 5% (m/v) ont été introduits dans des flacons de verre de 20 ml partiellement bouchés
par des bouchons en caoutchouc crénelés. Aprés lyophilisation, chaque flacon de lyophilisats
contenait environ 270 mg de tréhalose ou 300 mg de saccharose qui ont ensuite été utilisés pour
produire un seul comprimé de produit pur de 250 mg. Toutes les poudres (lyophilisées ou non) ont
été comprimées aprés un remplissage manuel de la matrice et une lubrification externe de la matrice
et des poingons par du stéarate de magnésium (Peter Greven, Bad Minstereifel, Nordrhein-
Westafalen, Allemagne). Des poin¢ons Euro B, ronds plats, de 10 mm de diameétre ont été utilisés
sauf pour les comprimés nécessaires a I'étude du BFIl. Dans ce cas particulier, des poingons avec

méplat de 11 mm de diamétre ont été choisis (Croquelois et al., 2017).
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3.3 Résultats et discussions

3.3.1 Les propriétés physico-chimiques du tréhalose lyophilisé (FD tréhalose)

Dans cette étude, un cycle de lyophilisation « conservateur » a été utilisé avec une température
d’étagére fixée a -20 °C au moment de la sublimation. La température d’étagere doit étre programmée
de sorte a maintenir la température du produit (T,) en dessous de la température critique (T¢) de la
formulation pendant la sublimation afin d’éviter I'effondrement du lyophilisat. Il est couramment admis
que la T. se situe 2 a 3 °C en dessus de la T4 (Tang and Pikal, 2004) La mesure expérimentale de
T4 de la formulation de tréhalose utilisée dans ce travail a été mesurée par DSC a une valeur de -29
°C, ce qui est en concordance avec les données trouvées dans la littérature (BjeloSevi¢ et al., 2020;
Wang, 2000). En prenant en compte les conditions fixées pour le cycle de lyophilisation utilisé
(température d’étagére de -20 °C et pression de la chambre égale a 0,1 mbar), la température du
produit mesurée pendant la dessication primaire était égale a -30 °C. Cette température était
inférieure a la T4 de notre formulation et des lyophilisats élégants, sans aucun signe d’effondrement

macroscopigue, avec un léger rétrécissement aux bords ont été obtenus (Figure 40).

Figure 40 — Aspect macroscopique d’un lyophilisat de tréhalose (lyophilisation de 6 ml de solution
de tréhalose 5% m/v dans les conditions « conservatrices » décrites dans le Chapitre 2).

3.3.1.1 Imagerie en microscopie électronique a balayage
La morphologie des lyophilisats a été observée par MEB pour visualiser plus en détail la structure

interne. Les images montrent une structure interne en nids d’abeille (Figure 41 A). Aprés broyage
léger de I'’échantillon, les pores disparaissent et une structure en feuillets est observée (Figure 41 B).
La variabilité de la taille des pores est directement liée a I'’hétérogénéité de taille des cristaux de

glaces formées lors de I'étape de congélation (cf. paragraphe 1.1.2.1). En effet, la cinétique de
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congélation utilisée lors de ce cycle de lyophilisation ne permet pas une nucléation contrélée des
cristaux de glace, ce qui améne a la formation de cristaux de taille hétérogéne. La structure poreuse
qui en résulte est représentative du trajet parcouru par la vapeur d’eau au moment de la sublimation
(Liu, 2006). La Figure 41 A montre la présence de petits trous, de 5 & 10 um de diametre, sur les
différentes surfaces formant les pores. Ces mémes observations ont été constatées par Parker et al.
sur des formulations de saccharose contenant des protéines dans le cas de cycles de lyophilisation
« agressifs » et « conservateurs » (Parker et al., 2010). Ces ouvertures sont liées a I'élimination des
molécules d’eau au cours de la sublimation, quand les cristaux de glace qui subliment sont enfermés
dans une phase continue de gangue interstitielle de soluté. Quand I'épaisseur de cette gangue, et
donc sa résistance mécanique, est faible celle-ci va céder sous les effets de pression lors de la
sublimation créant ainsi ces orifices qui vont permettre de réduire la résistance au flux de vapeur

d’eau a travers le lyophilisat pendant I'étape de sublimation (Searles et al., 2001).

2022/05/19 HL D5.8 x500 200 um 2021/01/28 HL D52 x500 200 um

Figure 41 — Images de la structure interne du tréhalose lyophilisé obtenues en MEB (A) préparation
de I'échantillon permettant la conservation de la structure en nids d'abeille, (B) aprés broyage léger
du lyophilisat. (Grossissement x500)

3.3.1.2 Détermination du taux d’humidité des lyophilisats

Aprés lyophilisation, une teneur en eau de 0,52 + 0,06 % a été déterminée sur le FD tréhalose par la
technique Karl Fischer. Cette valeur est acceptable pour une application a la lyophilisation de
biomolécules, puisqu’une teneur en eau de moins de 1% est souvent recherchée (Schneid et al.,
2011) pour limiter les diverses réactions de dégradation causées par des teneurs en eau plus élevées.
Par contre, un compromis doit étre recherché car un séchage excessif peut déstabiliser les protéines.

Pour cela, les paramétres du cycle de lyophilisation doivent étre optimisés en prenant en compte la
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teneur en eau optimale qui garantira la stabilité de la biomolécule (Hsein et al., 2022; Schneid et al.,
2011).

3.3.1.3 Analyses thermiques par DSC et diffraction des rayons X (DRX)

La DSC et la DRX ont été utilisées dans le but d’étudier la structure physique du lyophilisat en
comparaison avec le tréhalose cristallin. Les résultats de la DRX ont montré que le FD tréhalose est
sous forme totalement amorphe (Figure 42 B), en comparaison avec le tréhalose cristallin (Figure
42 A). L'amorphisation du tréhalose aprés lyophilisation est bien en concordance avec la littérature
et est la raison principale de son utilisation en tant que stabilisateur en présence de biomolécules
(Crowe et al., 1996; Sundaramurthi and Suryanarayanan, 2010). Ces résultats ont été consolidés par
ceux obtenus a l'aide de la DSC. L’analyse du FD tréhalose a montré la présence d’une température
de transition vitreuse (Tq= 103 = 3 °C) caractéristique d’'un matériau amorphe. Cette caractéristique
est trés importante a prendre en considération puisqu’elle est en relation directe avec la stabilité
physique d’un matériau amorphe et est déterminante pour le choix de sa température de stockage.
En dessous de la Tg4, une biomolécule devrait étre stable en raison d’une faible mobilité moléculaire
due a la haute viscosité du milieu. Au-dessus de la Tg, la mobilité moléculaire augmente, ce qui
pourrait compromettre la stabilité durant le stockage. Il est couramment suggéré qu’un produit
amorphe doit étre conservé a une température de stockage dont la valeur est 50 °C en dessous de
la valeur de la Ty (Duddu et al., 1997; Liu, 2006). Cette limite est appelée la température de
Kauzmann. En dessous de cette valeur, la mobilité moléculaire est totalement inhibée et pour une
formulation donnée, une biomolécule intégrée dans la formulation serait vitrifiée et stabilisée de
maniére optimale. Par contre, I'eau agissant comme un plastifiant, la valeur de la T4 diminue lorsque
la teneur en eau du solide augmente. Pour éviter toute variation de la teneur en eau des lyophilisats
au cours de leur conservation, les flacons ont donc été fermés sous vide avant leur sortie du

lyophilisateur, et ouverts juste avant les essais de caractérisation et de compression.

3.3.1.4 Détermination de la masse volumigue pycnométrique

Dans les conditions de lyophilisation choisies, la masse volumique pycnométrique du tréhalose
lyophilisé a été déterminée a une valeur 1,496 + 0,009 g.cm. Cette valeur est inférieure a celle du
tréhalose cristallin qui a été mesurée a 1,513 + 0,005 g.cm3. Cette diminution de la masse volumique
aprés amorphisation est un résultat attendu, du fait de 'absence d’organisation a I'échelle moléculaire
dans les systémes amorphes (Bookwala et al., 2020). Un tel résultat a également été observé par
Bourduche et al. pour le maltitol (Bourduche et al., 2020), par Stange et al. pour le saccharose (Stange

et al., 2013) et par Hancock et al. pour une molécule modéle de substance active (3-[(4-O-[4,6-
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bis(fluorophenylcarbomyl)]-B-Dglucopyranolsyl-)B3-D-flucopyranosylloxy-(3B, 5, 25R)-spirostan-12-
one) (Hancock et al., 2002).
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Figure 42 — Diffractogrammes du tréhalose avant lyophilisation (A), apres lyophilisation (B), apres
compression de la poudre lyophilisée a 50 MPa (C) et a 150 MPa (D).

3.3.1.5 [Isothermes de sorption de I'eau par DVS

En fonction des propriétés physicochimiques d’'un échantillon, son comportement vis-a-vis de
'humidité peut varier (Hancock and Zografi, 1997). Un solide cristallin peut adsorber de faibles
quantités d’eau ou bien de plus grandes quantités afin de former des solvates (molécules d’eau a
l'intérieur du réseau cristallin) (Hancock and Zografi, 1997). Par contre, les matériaux amorphes,

peuvent adsorber ou absorber de larges quantités d’eau (Hancock and Zografi, 1997). L’eau pouvant
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agir comme plastifiant, et susceptible de modifier les propriétés physico-chimiques et mécaniques
des poudres lyophilisées, il était important pour nous de réaliser les déterminations par DVS (Dynamic
Vapour Sorption) des isothermes de sorption d’eau, afin d’étre sir que les conditions d’humidité dans
lesquelles les poudres utilisées seront manipulées et processées ne modifient pas leurs propriétés

de base et n’entrainent pas une recristallisation des systemes amorphes lyophilisés.

La DVS est une technique gravimétrique qui mesure la quantité de solvant ('eau dans nos essais)
absorbée par un échantillon placé dans une enceinte régulée en humidité et en température. Cette
technique permet également d’appréhender la cinétique selon laquelle la prise d’eau se réalise.
Pendant I'analyse, il est possible de suivre précisément la variation de la masse de I'échantillon a des
intervalles de temps réguliers. Les analyses par DVS ont été réalisées sur le tréhalose lyophilisé dans
le but d’anticiper sur les conditions de manipulation de ces poudres au moment de la mise en forme
par compression dans des conditions de température et d’humidité contrélées a des valeurs de 25
°C et 30 — 40 % respectivement. Les analyses ont été réalisées a une température de 25 °C et a des
humidités relatives variant entre 0 et 100% avec des pas de 5%. Pour chaque taux d’humidité relative,
le temps d’équilibration a été fixé a 13 heures. Des lyophilisats de FD tréhalose de 270 mg ont été
analysés.

L’isotherme de sorption de la vapeur d’eau pour le FD tréhalose est représenté sur la Figure 43. Le
profil de lisotherme du FD tréhalose montre que ce dernier commence a adsorber l'eau
graduellement a partir d’'une humidité relative de 10 %. Quand 'humidité relative est entre 20 et 40
%, la variation de masse du FD tréhalose est inférieure ou égale a 5 % (Figure 43). La variation de
masse augmente trés progressivement jusqu’a 10 % quand 'humidité relative passe de 40% a 90%.
Finalement, a une humidité relative de 90%, le FD tréhalose adsorbe une trés grande quantité d’eau
(Figure 43).

Les comprimés de FD tréhalose analysés par titration de Karl Fischer ont montré que leur teneur en
eau se situait autour de 4 a 5%. Ce résultat est cohérent avec les résultats de I'isotherme de sorption
obtenu par DVS. Il y a donc un pourcentage de 3 a 4% d’eau qui est adsorbé entre le temps
d’ouverture des flacons de lyophilisation et leur compression (approximativement 2 minutes), dans
des conditions d'humidité entre 30 et 40% dans la salle de compression. L’adsorption d’eau par le FD
tréhalose est donc rapide puisque juste en deux minutes de manipulation, le lyophilisat s’équilibre
aux teneurs qui ont été obtenues par I'isotherme de sorption DVS. Ce résultat est intéressant car,
d’aprés I'isotherme de sorption, la concentration en eau a I'équilibre reste stable malgré les variations
des conditions environnementales (la variation de masse du lyophilisat est toujours de 5 % quand
'humidité relative varie entre 30 et 45 %), ce qui suggére que les caractéristiques du lyophilisat ne

sont pas sensibles a ces fluctuations dans les conditions de manipulations.
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Figure 43 — Isotherme de sorption de la vapeur d’eau pour le FD tréhalose.

3.3.2 Propriétés physico-chimiques des comprimés de tréhalose lyophilisés

Le tréhalose lyophilisé a ensuite été comprimé a 50 et 150 MPa. Son état physique n’a pas été modifié
par la compression puisqu’il est resté amorphe au sein des comprimés (Figure 42). Par contre,
lanalyse en DSC a montré une diminution de la T4 avec des valeurs entre 65 et 78 °C selon le
comprimé testé. Cette diminution peut étre expliquée par I'absorption d’eau aux différentes étapes
préalables a la compression (ouverture du flacon initialement fermé sous-vide, broyage de la poudre
dans le mortier, étape de compression). Aprés compression, la teneur en eau des comprimés
mesurés par titrage Karl Fischer a été mesurée aux alentours de 4%. Un meilleur contrble des
conditions environnementales, par exemple une humidité ambiante plus faible, pourrait probablement
limiter I'absorption en eau des comprimés et aider a maintenir une valeur de Tq4 plus élevée afin
d’améliorer la stabilité a long terme. L’absence de recristallisation aprés compression, méme a des
pressions élevées, est un résultat important qui présente un grand intérét pour les applications futures
lorsque des biomolécules telles que des protéines seront ajoutées a la formulation. Nos résultats ont
permis de confirmer ceux d’Erikson et al. (Eriksson et al., 2002). Dans cette étude, du FD tréhalose
est resté amorphe aprés compression et conservation a 20 °C sous une humidité relative de 0%
(Eriksson et al., 2002). Par contre, des modifications des conditions de stockage des comprimés
(60 °C/0% HR ou conditionnement a 33% ou 45% HR) ont provoqué une recristallisation du FD
tréhalose. En outre, I'activité de la phosphatase alcaline utilisée comme protéine modéle n’a pu étre
conservée que lorsque les comprimés de tréhalose restaient amorphes (stockage a 20 °C/0% HR).

Une perte importante ou totale de l'activité protéique a été observée dans les conditions de
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conservation entrainant la cristallisation du tréhalose. Dans le cadre de notre étude, le tréhalose
lyophilisé s’est amorphisé, et est resté amorphe méme aprés compression, ce qui représente un
résultat encourageant pour l'ajout de biomolécule et la conservation de son activité¢ dans des
applications futures.

3.3.3 Le comportement en compression du tréhalose lyophilisé

3.3.3.1 La compressibilité

Pour I'étude de la compressibilité, la teneur en eau des échantillons était un paramétre trés important
a prendre en compte. Puisque I'eau se comporte comme un plastifiant et qu’'une augmentation de sa
teneur induit une baisse de la T4 de la poudre, il est tres probable que cela influence la stabilité
physique des comprimés produits. De plus, I'humidité d’'un systéme granulaire peut influencer son
comportement en compression ainsi que les propriétés des comprimés produits telles que leur
résistance a la rupture ou leur dissolution (Elkhider et al., 2007). Pour éviter tout effet d’'une variation
de la teneur en eau des poudres lyophilisées, tous les flacons ont été fermés sous-vide et stockés au

maximum deux jours avant la compression.

La compressibilité du FD tréhalose a été évaluée en tracant I'évolution de la porosité en fonction de
la pression de compression. Cette étude a été réalisée « in-die » (sous compression) et « out-of-die »
(a I'éjection). Le profil de compressibilité « out-of-die » du FD tréhalose (Figure 45) montre une
diminution de la porosité avec une porosité égale a 50% pour une pression de 12,5 MPa et une valeur
de 1% a 250 MPa. La compressibilité « in-die » du FD tréhalose (Figure 44) montre une réduction
de la porosité jusqu’a des valeurs négatives de -1% a une pression de compression de 250 MPa.
Cette valeur était attendue puisque le profil de compressibilité « in-die » inclut la déformation élastique
du comprimé (lli¢ et al., 2013). Il existe deux phénoménes essentiels qui peuvent expliquer ce résultat.
Premiérement, du fait de la compressibilité d’'un solide, la masse volumique particulaire de la poudre
peut augmenter avec 'augmentation de la pression de compression appliquée (Winsch et al., 2019).
Comme généralement décrit dans la littérature, cet effet a été négligé lors du calcul de la porosité. A
des pressions de compression €éleveées, cette sous-estimation de la masse volumique particulaire
peut mener a une porosité apparente négative. Deuxiemement, une autre caractéristique liée a la
structure amorphe de produits lyophilisés peut expliquer la porosité négative. Les produits amorphes,
a I'inverse des produits cristallins, ne possedent pas une masse volumique bien définie, cette masse
volumique, inférieure a celle du méme produit sous sa forme cristallisée, peut évoluer durant la
compression, et cela peut aussi contribuer a I'obtention d’un résultat de porosité apparente négative
a des pressions appliquées élevées quand on utilise la masse volumigue mesurée par pychometrie

pour le calcul de la porosité des comprimeés.
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En comparant les profils de compressibilité du tréhalose cristallin et du FD tréhalose, il est observé
que les valeurs de porosité pour la forme cristalline sont significativement moins élevées pour des
pressions de compression entre 12,5 MPa et 100 MPa. Ces résultats indiquent que le tréhalose
cristallin est plus compressible que le FD tréhalose aux faibles pressions.

Tréhalose cristallin ——FD tréhalose (2000 ms) FD tréhalose (70 ms)
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Figure 44 — Profils de compressibilité « in-die » pour le tréhalose cristallin et le tréhalose lyophilisé
(FD tréhalose). Pour le tréhalose lyophilisé, 2000 ms et 70 ms indiquent le temps du cycle de
compression.
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Figure 45 — Profils de compressibilité « out-of-die » pour le tréhalose cristallin et le tréhalose
lyophilisé (FD tréhalose). Pour le tréhalose lyophilisé, 2000 ms et 70 ms indiquent le temps du cycle
de compression.
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Pour appuyer ces résultats, une visualisation de la structure interne des comprimés obtenus a
différentes pressions a été réalisée par MEB (Figure 46). Les images des comprimés de FD tréhalose
ont montré des feuillets relativement bien individualisés et orientés aléatoirement pour des pressions
de compression allant de 12,5 MPa a 75 MPa, signe que la structure interne des lyophilisats a été
conservée. De plus, les images ont montré une porosité plus faible pour les pressions élevées ce qui

conforte les résultats de compressibilité présentés sur la Figure 44 et la Figure 45.

HL D50 x500 200 um HL D53 x500 200um

D5.1 x500 200 um HL D81 x500 200 um

HL D43 x500 200um NL D54 x500 200um

Figure 46 — Images MEB de la structure interne des comprimés de tréhalose lyophilisé obtenus a
12,5 (A), 25 (B), 50 (C), 75 (D), 100 (E), 150 (F), 200 (F) et 250 MPa (H). (Grossissement x500)
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Pour une pression de compression appliquée supérieure ou égale a 100 MPa, les images MEB
(Figure 46) ont montré une disparition progressive des feuillets en lien avec une diminution de la
porosité des comprimés, jusqu’a tendre vers une quasi fusion des feuillets et I'obtention d’un solide
quasi-continu. En effet, la conservation de la morphologie du FD tréhalose dans les comprimés
obtenus a faibles pressions (Figure 46) combinée a leur état amorphe (Figure 42) peut étre un
élément d'intérét pour la conservation de la structure des biomolécules aprés lyophilisation et

compression.

L’influence de la vitesse de compression sur la compressibilité du FD tréhalose a ensuite été évaluée
en calculant la sensibilité a la vitesse de déformation (SRS). Les résultats montrent une valeur de
SRS de 20% ce qui, d’aprés Roberts et Rowe, est une sensibilité a la vitesse de compression associé
a un mécanisme de déformation plastique (Roberts and Rowe, 1985). Cette valeur de SRS est la plus
élevée parmi les excipients testés puisque des valeurs de 12,8 ; 12,7 ; 5,5 et 3,5% ont été calculées

respectivement pour le tréhalose cristallin, la MCC, le Lac et 'aCP.

Il a également été intéressant d'observer les différences entre les courbes de compressibilité « in-
die » obtenues a deux vitesses différentes pour le FD tréhalose (Figure 44). En effet, ces profils ont
montré que les deux courbes étaient superposées aux basses pressions, différenciées a des valeurs
de pressions intermédiaires puis de nouveaux superposées a partir de 200 MPa pour des niveaux de
pression ou la porosité est trés faible. Ce type de comportement est cohérent avec un comportement
viscoplastique tel que décrit par Desbois et al. (Desbois et al., 2022). Ce résultat est également
cohérent avec les valeurs élevées de SRS calculées qui montrent une dépendance marquée des

déformations sous compression au temps d’application des contraintes de compression.

Dans la deuxieme partie de cette étude, les profils de compressibilité « in-die » et « out-of-die » du
FD tréhalose ont été comparés a ceux d’autres excipients couramment utilisés en compression
pharmaceutique et qui possédent différents mécanismes de déformation sous pression (Figure 47 A
et B). Les excipients choisis étaient la cellulose microcristalline (MCC), le phosphate de calcium
anhydre (aCP) et le lactose monohydrate granulé (Lac). Les profils de compressibilité « in-die » et
« out-of-die » du FD tréhalose montrent des profils assez similaires a ceux de la MCC. Par contre le
tréhalose cristallin présente des profils de compressibilité « in-die » et « out-of-die » plus proche de
ceux du Lac (Figure 47 A et B).
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Figure 47 — Profils de compressibilité « in-die » (A) et « out-of-die » (B) pour le tréhalose cristallin, le
tréhalose lyophilisé (FD tréhalose) et trois excipients de compression directe (MCC, cellulose
microcristalline ; Lac, lactose monohydrate ; aCP, phosphate de calcium anhydre). Pour le
tréhalose lyophilisé, 2000 ms et 70 ms indiquent le temps du cycle de compression.
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3.3.3.2 L’énergie plastique

L’énergie plastique est, par définition, I'énergie totale conférée a une poudre durant un cycle de
compression (elle est obtenue par l'aire totale sous la courbe force vs épaisseur). Les valeurs
d’énergie plastique ont été directement calculées en utilisant le logiciel Analis. Elles ont ensuite été
normalisées par le volume du solide comprimé, comme recommandé par Wiinsch et al., afin de
permettre la comparaison de produits ayant des masses volumiques pycnométriques différentes
(Winsch et al., 2021). Cette énergie est considérée comme un indicateur du comportement en
compression d’'un systéme granulaire qui pourrait étre en relation avec des problémes tels que le
décalottage (un systeme granulaire caractérisé par une faible énergie plastique aurait une plus forte
tendance au décalottage) (Meynard et al., 2022b; Nakamura et al., 2012). Cette énergie étant bien
sur dépendante de la pression de compression, il a été choisi de comparer les valeurs obtenues pour
les différents excipients comprimés a 150 MPa (Tableau 9).

Tableau 9 — Energie plastique des différents excipients comprimés a 150 MPa.

Energie plastique (J.cm™)

FD tréhalose Tréhalose MCC Lac aCP
cristallin
456+ 0,4 16,4+ 0,2 385+0,1 18,7+ 0,0 37,1+ 0,5

On note ici une valeur particulierement grande de I'’énergie plastique dans le cas du FD tréhalose,
trés différente de celle du tréhalose cristallin et supérieure a la MCC, souvent présentée comme un

excipient de référence.

3.3.3.3 La tablétabilité

Comme décrit dans le Chapitre 1, les profils de tablétabilité ont été étudiés en mesurant la contrainte
de rupture en test de compression diamétrale, pour des comprimés obtenus a différentes pressions.
La contrainte de rupture est une caractéristique tres importante des comprimés pharmaceutiques a
considérer puisqu’ils doivent étre délivrés intacts aux patients, sans aucun dommage mécanique
(Yohannes and Abebe, 2021).

Il est généralement considéré qu’une contrainte de rupture entre 1,5 et 2 MPa est suffisante pour
assurer une bonne résistance mécanique des comprimés pendant tout le procédé de production, a

partir de la compression jusqu’au conditionnement. Une contrainte de rupture de 1 MPa peut étre
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tolérée dans le cas de production a petite échelle si les comprimés ne sont pas exposés a des

contraintes mécaniques trop importantes (McCormick, 2005; Pitt and Heasley, 2013).

Comme le montre la Figure 48, des comprimés de FD tréhalose cohésifs ont pu étre produits sous
de tres faibles pressions, quel que soit la vitesse de compression, puisque des contraintes de rupture
de 1,5 MPa et 2,8 MPa ont été obtenues pour des pressions de compression de 25 MPa et 50 MPa

respectivement.

En plus, la Figure 48 montre I'impact de la vitesse de compression sur les profils de tablétabilité du
FD tréhalose. Cet impact a été évalué a des pressions allant de 12,5 MPa a 250 MPa avec un cycle
de compression lent (durée totale du cycle de 2000 ms) et de 12,5 MPa a 200 MPa avec un cycle de
compression rapide (durée totale du cycle de 70 ms) (Figure 48). Pour les deux vitesses étudiées,
les comprimés de FD tréhalose ont montré une forte cohésion dés les faibles pressions. Compte tenu
de la variabilité des contraintes de rupture, il est difficile de voir une réelle différence de comportement
pour des pressions de compression inférieures ou égales a 100 MPa aux deux vitesses de
compression étudiées. Pour les comprimés obtenus en utilisant le cycle rapide, la contrainte de
rupture chute brusquement a partir d’'une pression de 150 MPa et un laminage a été observé en sortie
de la matrice pour tous les comprimés. Dans le cas d’'une compression réalisée en utilisant le cycle
lent, la contrainte de rupture chute brusquement a partir d’'une pression de compression supérieure,
de l'ordre de 200 MPa et aucun laminage n’est observé en sortie de matrice. Pour tenter d’éviter
'apparition de ce défaut en compression rapide, une étape de pré-compression a été rajoutée au
cycle de compression. L'utilisation d'une pré-compression a permis d'éviter le laminage des
comprimés sur toute la gamme de pression en utilisant le cycle rapide. D’aprés la classification
proposée par Mazel et al., le défaut observé est donc un laminage de type 1 causé par un
emprisonnement d’air (Mazel and Tchoreloff, 2022). Pour les comprimés qui n'ont pas laminés en
sortie de matrice, la texture particuliére du tréhalose lyophilisé a pu favoriser I'apparition de défauts

internes pendant la compression, a l'origine de la chute de la contrainte de rupture.

Le comportement du FD tréhalose et de la MCC pendant le test de compression diamétrale des
comprimés obtenus a 50 MPa s’est avéré tres différent (Figure 49). En effet, diverses études ont
montré que des comprimés de MCC se comportent de maniére ductile durant le test de compression
diamétrale (Gong and Sun, 2015; Mazel and Tchoreloff, 2023; Procopio et al., 2003). Ce
comportement a été observé dans nos essais pour la MCC, au contraire des comprimés de tréhalose

lyophilisé qui ont présenté une rupture brutale dans le domaine élastique (Figure 49).
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Figure 48 — Profils de tablétabilité montrant I'évolution de la contrainte de rupture en fonction de la
pression de compression axiale. FD tréhalose (2000 ms) et (70 ms) indiquent le temps du cycle de
compression. Chaque point correspond a la moyenne de trois mesures.
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Figure 49 — Courbes force/déplacement obtenues durant le test de rupture diamétrale pour les

comprimés de tréhalose lyophilisé (FD trehalose) et de cellulose microcristalline (MCC) obtenues a
une pression de compression de 50 MPa.
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La comparaison avec les autres excipients étudiés a montré que le profil de tablétabilité du FD
tréhalose était trés différent de celui du tréhalose cristallin mais qu’il était relativement similaire a celui
de la MCC (Figure 50). De plus, les profils de tablétabilité des comprimés de tréhalose lyophilisé
obtenus a des pressions de compression plus élevées (supérieures a 75 MPa ou 150 MPa selon la
vitesse de compression) présentent une plus grande variabilité et une chute de la contrainte de
rupture (Figure 48). Le fait que les comprimés ne se soient pas tous cassés diamétralement pourrait

expliquer cette forte variabilité de mesure propre au FD tréhalose.

En plus, le tréhalose cristallin a nécessité I'application d’'une plus grande pression de compression
pour pouvoir atteindre des contraintes de rupture suffisantes (des pressions de compression de 150
et 200 MPa permettent d’atteindre respectivement des contraintes de rupture de 1,44 + 0,02 MPa et
1,79 £ 0,04 MPa) (Figure 50). Cette différence de comportement peut étre due a I'état amorphe du
FD tréhalose et/ou a sa texture spécifique. Ce résultat est cohérent avec une étude précédente de
Bourduche et al. qui a montré que le maltitol amorphe présentait une plus forte cohésion que le

mailtitol cristallin quand il était comprimé a faible pression (Bourduche et al., 2020).
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Figure 50 — Profils de tablétabilité montrant I'évolution de la contrainte de rupture en fonction de la
pression de compression axiale. Pour FD tréhalose, 2000 ms et 70 ms indiquent le temps du cycle
de compression. Chaque point correspond a la moyenne de trois mesures.
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3.3.3.4 Le BFI (Brittle Fracture Index)

Le BFI du FD tréhalose a été déterminé sur des comprimés produits a 25 MPa (contrainte de
rupture de 1,5 MPa) a une valeur de 1,12. Cette valeur singuliére indique une forte tendance a la
rupture fragile. Ce résultat est en cohérence avec le comportement fragile qui a été observé sur les
courbes force/déplacement du test de rupture. Au regard des valeurs données dans la littérature,
cette valeur de BFI est élevée (Meynard et al., 2022a; Okor et al., 1998). Le Tableau 10 montre que
les comprimés de MCC produits & la méme pression que le FD tréhalose présentent un BFI tres faible
de l'ordre de 0,1. Le BFI des comprimés de MCC est bien décrit dans la littérature (Yost et al., 2022).
Les valeurs publiées sont en cohérence avec nos résultats et justifient le comportement ductile

observé durant les tests de rupture diamétrale pour ce type de produit.

A I'exception de la MCC, il n’a pas été possible de produire des comprimés des autres excipients a
une pression de 25 MPa car les comprimés étaient trés friables et peu cohésifs ce qui ne permettait
pas de les percer. Afin de pouvoir comparer le BFI du FD tréhalose a celui des autres excipients
(tréhalose cristallin, Lac et aCP), des comprimés de ces excipients ont été produits a 150 MPa. Il est
important de noter que le BFI augmente avec la pression (Croquelois et al., 2020) et il en sera tenu
compte dans la comparaison entre les différents produits. Le Tableau 10 montre que le BFI de tous
les excipients comprimés a 150 MPa est beaucoup plus petit que celui du FD tréhalose, alors que
leur pression de compression était plus élevée. La comparaison du BFI du FD tréhalose comprimé a
25 MPa, a celui du tréhalose cristallin comprimé a 150 MPa, montre également une valeur

significativement plus importante du systéme lyophilisé et comprimé.

Pour confirmer le comportement fragile du tréhalose lyophilisé au cours du test de rupture, la rupture
des comprimés de tréhalose lyophilisé a été aussi observée durant le test de rupture diamétrale en
utilisant une caméra a haute vitesse d’acquisition (10 000 images/s). La Figure 51 présente les
images enregistrées au moment de la rupture du comprimé. La rupture centrale qui est attendue dans
un test de rupture diamétrale est bien présente, mais d’autres fractures sont également visibles. Le
comprimé se rompt mais avec plusieurs ruptures simultanées. Ces images confirment encore une
fois la grande fragilité des comprimés de tréhalose lyophilisé qui pourrait expliquer la variabilité des

mesures de contraintes de rupture obtenue aux hautes pressions de compression.

Ce résultat est la encore relativement singulier. Nous avons pu voir que les caractéristiques de
déformation du FD tréhalose s’apparentait fortement a celles de la MCC, produit réputé pour son
caractére ductile. Les énergies de compression sont également grandes pour ces systéemes
lyophilisés supérieures méme a celles calculées pour la MCC. Pourtant quand on s’intéresse aux
propriétés de cohésion et surtout de rupture des comprimés, le comportement du FD tréhalose

s’avere étre totalement différent de celui de la MCC. La MCC sous forme de compacts conserve son
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caractere ductile alors que les comprimés de FD tréhalose sont caractérisés par un comportement

de rupture fragile extrémement marqué.

Tableau 10 — BFI (Brittle Fracture Index) des excipients étudiés a différentes pressions de
compression.

Excipient Pression de compression BFI
(MPa)
FD tréhalose 25 1,12
Tréhalose cristallin 150 0,20
25 0,09
MCC
150 0,18
Lac 150 0,23
aCP 150 0,18

Figure 51 — Test de compression diamétrale d’'un comprimé de tréhalose lyophilisé (pression de
compression de 50 MPa). Les images enregistrées au moment de la rupture montrent des ruptures
aléatoires et non diamétrales signe d’une forte tendance a une rupture fragile.

3.3.3.5 Le recouvrement élastique

Une autre caractéristique importante utilisée dans la caractérisation de comprimés est leur
recouvrement élastique aprés compression. Le pourcentage de recouvrement élastique des
comprimés en fonction de la pression de compression appliquée est représenté sur la Figure 52 pour
le tréhalose lyophilisé, le tréhalose cristallin, la MCC, 'aCP et le Lac. Concernant le tréhalose

lyophilisé, les valeurs de recouvrement élastique diminuent quand la pression augmente (de 6% a
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12,5 MPa jusqu’a 2% a 150 MPa) pour la plage de pressions inférieures a 150 MPa. Ces valeurs sont
dépendantes de la vitesse du cycle de compression utilisé. Entre 150 MPa et 250 MPa, le
recouvrement élastique se stabilise a une valeur de 2% similaire au recouvrement élastique des
comprimés de tréhalose cristallin. Ce comportement difféere de celui observé pour les autres
excipients étudiés.

Une diminution du recouvrement élastique est également observée aux basses pressions pour la
MCC, mais avec des valeurs beaucoup plus élevées que celles relevées pour le FD tréhalose. Par
exemple, pour des comprimés obtenus sous 50 MPa de pression de compression, le pourcentage de
recouvrement élastique des comprimés de FD tréhalose est dans un ordre de grandeur de 2 fois plus
faible que celui de la MCC. Il est aussi important de noter que le recouvrement élastique du tréhalose

cristallin est trés faible (2%) pour toute la gamme de pressions utilisées.

Tréhalose cristallin B FD tréhalose (2000 ms) ® FD tréhalose (70 ms) < MCC X Lac + aCP
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Figure 52 — Variation du pourcentage de recouvrement élastique en fonction de la pression de
compression axiale appliquée pour les différents systémes granulaires étudiés. Pour FD tréhalose,
2000 ms et 70 ms indiquent le temps du cycle de compression. Pour chaque pression de
compression, chaque point correspond a la moyenne de trois mesures.

3.3.3.6 La viscoélasticité

Il est bien connu que les produits amorphes sont généralement susceptibles de présenter un

comportement viscoélastique (Alcoutlabi and Martinez-Vega, 1999; Deshmukh et al., 2020). Afin de
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vérifier ce comportement dans le cas du tréhalose lyophilisé, cette propriété a été étudiée sur des
comprimés obtenus a 150 MPa en mesurant le rapport d’amortissement basé sur la technique
d’excitation impulsionnelle (Meynard et al., 2021) puis comparée aux autres excipients. Les résultats
obtenus sont représentés sur la Figure 53. Les comprimés de tréhalose cristallin, de Lac et d’aCP
donnent des valeurs de viscoélasticité trés semblables alors que le tréhalose lyophilisé a un
comportement trés similaire a celui de la MCC. Pour le tréhalose, cette augmentation de la
viscoélasticité aprés lyophilisation peut étre liée a I'amorphisation et pourrait aussi expliquer
l'influence de la vitesse de compression sur la compressibilité et le recouvrement élastique du
tréhalose lyophilisé.
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Figure 53 — Valeurs du rapport d'amortissement (damping ratio) déterminées sur des comprimés de
tréhalose lyophilisé (FD tréhalose), de tréhalose cristallin, de MCC, de Lac et d’aCP (pression de
compression de 150 MPa) au moyen de la technique d’excitation impulsionnelle.

3.3.4 Problémes liés ala caractérisation du saccharose lyophilisé (FD saccharose)

L’étude du saccharose va étre traitée dans cette partie de fagon séparée, car cet excipient s’est avéré
étre difficile a manipuler sous sa forme lyophilisée, et que les résultats obtenus étaient dans la
majorité compliqués a traiter. Le saccharose est comme le tréhalose, un sucre réducteur qui permet
de conserver I'activité des protéines durant et aprés la lyophilisation (Kawai and Suzuki, 2007; Ohori
et al., 2018). Pour cela nous avons décidé d’explorer ses propriétés mécaniques et physico-chimiques
en compression.
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Le saccharose lyophilisé a été obtenu dans les méme conditions que celles décrites pour le tréhalose
lyophilisé. Toutes les caractérisations physico-chimiques et mécaniques réalisées sur le FD tréhalose

ont été effectuées sur le FD saccharose.

Tout d’abord, la DRX a démontré que le FD saccharose est amorphe aprés lyophilisation. La titration
de Karl Fischer a démontré que le FD saccharose avait une humidité résiduelle légérement
supérieure (2%) a celle du FD tréhalose (0,52%). Les analyses en DSC sur le FD saccharose
montrent une Ty a 55 °C, ce qui est en concordance avec les valeurs de la littérature pour un taux
d’humidité résiduel équivalent (Roe and Labuza, 2005). Les images en microscopie électronique a
balayage ont donné des résultats équivalents a ceux du tréhalose lyophilisé (texture trés poreuse en
nid d’abeilles) (Figure 54).

0531 2023/05/11 HL D4.8 x150 500 um

Figure 54 — Images de la structure interne du saccharose lyophilisé obtenues en MEB.
(Grossissement X150)

Les résultats de mesures des masse volumiques pycnométriques montrent une masse volumique
égale 1,493 + 0,03 g/cm? qui est identique a celle obtenu pour le FD tréhalose (1,496 + 0,009 g.cm®).

La caractérisation du comportement en compression du FD saccharose a été compliquée a réaliser
en raison de problemes de reproductibilité et de manipulation de la poudre. La poudre de FD

saccharose étant trés hygroscopique, I'absorption de I'eau était immédiate (5% m/m) dés I'ouverture
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du flacon malgré des conditions de travail dans un environnement a 'humidité contrélée a 35%. Les
caractéristiques de la poudre évoluent trés rapidement au cours de sa manipulation. Méme si la
quantité d’eau adsorbée par le FD saccharose était équivalente a celle du FD tréhalose aprés
ouverture du flacon et compression, elle semble influencer beaucoup plus le comportement de la
poudre pendant et aprés la compression. Les résultats de compressibilité en particulier se sont avérés
non reproductibles d’'une expérience a l'autre. Des difficultés ont également été rencontrées pour
I'étude de la tablétabilité. Pendant le test de rupture, les comprimés s’écrasaient (se déformaient)
irréversiblement sans détection d’'une force de rupture. Il n’a pas non plus été possible de réaliser
I'étude du BFI, car il était trés difficile de perforer les comprimés. Pour les quelques comprimés qui
ont pu étre percés, les propriétés de la poudre au niveau du trou semblaient la encore rapidement

évoluer, et le test de rupture n’était pas reproductible.

En se basant sur tous ces résultats, et méme si le saccharose est considéré comme cryo- et

lyoprotecteur, il a été décidé de I'exclure dans la suite de notre étude.
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3.4 Conclusion

Dans ce chapitre, il a été démontré que le tréhalose lyophilisé est caractérisé par un comportement
particulier et spécifique qui difféere de celui observé avec d’autres excipients pharmaceutiques

classiguement utilisés en compression.

Les études de compressibilité et de tablétabilité ont montré que le tréhalose lyophilisé présente un
comportement proche de celui de la MCC. Cependant, contrairement a la MCC dont les comprimés
se comportent de maniére ductile durant les tests de compression diamétrale, les comprimés de
tréhalose lyophilisé présentent un caractere fragile trés marqué qui est observé sur les courbes de
rupture diamétrale (force/déplacement) et qui est confirmé par des valeurs de BFI trés élevées par
rapport aux autres excipients décrits dans la littérature. Le tréhalose lyophilisé se différencie
également de la MCC par un recouvrement élastique aprés compression trés faible (2%) pour des

pressions de compression élevées.

Un élément important qui ressort de cette étude est la préservation de la structure amorphe du
tréhalose lyophilisé aprés compression sur une large gamme de pressions de compression.
L’'obtention d'une structure amorphe étant recherchée pour garantir la préservation de I'activité
biologique de biomolécules aprés lyophilisation, la conservation d’'une structure amorphe apres
compression du tréhalose lyophilisé est encourageant dans l'objectif de formuler des comprimés

contenant des biomolécules tout en conservant leur activité biologique.

Un autre résultat intéressant est la différence entre le comportement du tréhalose lyophilisé et celui
du tréhalose cristallin. Il est probable que cette différence soit essentiellement liée a la nature
amorphe du tréhalose lyophilisé ainsi qu’a sa microstructure spécifique. Cette hypothése sera étudiée
plus en détail dans le Chapitre 4 qui aura pour objectif de comparer plusieurs excipients cristallins
ou amorphes générés au moyen de différents procédés. Cette approche plus fondamentale nous
permettra d’orienter le choix des excipients, les paramétres des procédés en lien avec les
caractéristiques physico-chimiques et mécaniques des systémes granulaires qui pourront par la suite

contenir des biomolécules.

Cette étude est, a notre connaissance, la premiére étude qui présente I'évaluation du comportement
en compression du tréhalose lyophilisé et qui montre la possibilité d’obtenir des comprimés cohésifs
a de faibles pressions (25 a 50 MPa). Cela peut étre d’'un grand intérét pour de futures applications
avec des formulations qui contiennent des biomolécules, car une faible pression de compression

impliquera une limitation du stress mécanique subit par les molécules biologiques.
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Chapitre 4. Les proprietes en
compression de différents excipients
lyophilisées et atomiseés dans les
formulations pharmaceutiques
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4.1 Introduction

Dans la partie précédente, nous avons montré que le tréhalose lyophilisé avait des propriétés en
compression spécifiques. Pour expliquer ce comportement particulier, nous avions suggéré une
influence de la texture du lyophilisat et de son état amorphe. Ce chapitre vise donc a approfondir

I'étude du comportement en compression du tréhalose lyophilisé afin d’en comprendre la cause.

Les propriétés en compression des poudres dépendent de nombreux facteurs tels que la
granulométrie ou la teneur en eau. Par exemple, Persson et al. ont démontré que la compressibilité
et la tablétabilité augmentaient quand la taille des particules du lactose a-monohydrate diminuait
(Persson et al., 2022). Dans une étude de Tomar et al. (Tomar et al., 2017) il a été démontré que la
teneur en eau peut avoir une influence sur les propriétés physiques et chimiques des produits pendant
la compression, et que pour obtenir des comprimés assez cohésifs, la température et 'humidité de
l'environnement de compression devaient étre maintenues dans des limites bien définies et
spécifiqgues a chaque systeme granulaire. Puisque les excipients lyophilisés possédent une forme et
une taille de particules bien particulieres ainsi qu’'une humidité résiduelle faible, propre a chaque type
de poudre, et qu’ils peuvent étre cristallins ou amorphes, il est important de prendre en compte ces

différentes caractéristiques pour I'étude de leur comportement en compression.

Dans la partie précédente, il a été démontré que le tréhalose lyophilisé était moins compressible que
le tréhalose cristallin aux faibles pressions et plus compressible quand la pression augmentait (Hsein
et al., 2023). Il a également été observé que des comprimés avec une contrainte de rupture élevée
(1,5 MPa) pouvaient étre obtenus a de faibles pressions de compression (25 MPa). De plus, nous
avons observé expérimentalement pour les comprimés obtenus avec du tréhalose lyophilisé une
tendance importante a la rupture fragile. Cette tendance a été confirmée par une valeur de BFI plus
élevée comparativement a ce qui est reporté dans la littérature pour des excipients pharmaceutiques
classiquement employés en compression (Hiestand et al., 1977; Hsein et al., 2023; Meynard et al.,
2022a).

Pour tenir compte du changement de la structure physique et de la texture du tréhalose apres
lyophilisation, il a été choisi dans cette partie d’orienter I'étude sur une comparaison du comportement

en compression de ce dernier avec d’autres excipients lyophilisés, atomisés ou cristallins.

Afin de comprendre I'impact de la structure physique sur les propriétés en compression des poudres
lyophilisées, le lactose, amorphe aprés lyophilisation et le mannitol, cristalin méme apres
lyophilisation ont été retenus. Dans une deuxiéme étape, I'obtention de systémes granulaires de
textures différentes a pour but de conclure quant a I'effet de la forme des particules de la poudre sur
les propriétés en compression lorsque la structure physique reste inchangée. Ces trois excipients ont

été atomisés pour produire du tréhalose et du lactose amorphes, et du mannitol cristallin mais avec
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une forme de particules sphériques et les excipients natifs, sous forme cristalline ont été broyés pour

modifier leur granulométrie.
Sur ces différents systéemes granulaires, les caractérisations suivantes ont donc été réalisées :

1) Caractérisations physico-chimiques des systémes granulaires lyophilisé, atomisé, cristallin et
cristallin broyé : détermination des isothermes de sorption par DVS, analyse de la structure
physique par DRX, détermination des transitions de phase par DSC, titration Karl Fischer,
analyse de la morphologie des particules en MEB et de leur granulométrie par granulométrie
laser, détermination de la surface spécifique par adsorption gazeuse et mesure de la masse
volumique vraie par pycnométrie.

2) Caractérisations en compression avec I'étude de la compressibilité, de la tablétabilité, la
mesure de I'énergie plastique, la détermination du BFI, la détermination du recouvrement

élastique et de la viscoélasticité.

Les résultats exposés dans ce chapitre ont fait 'objet d’'une publication dans the International Journal
of Pharmaceutics sous le titre « Tableting behavior of freeze and spray-dried excipients in
pharmaceutical formulations » (Madi et al., 2024) (cf. annexes).
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4.2 Matériels et méthodes spécifiques au chapitre 4

Les différents excipients caractérisés dans cette partie étaient le tréhalose cristallin (Biohale, Kyoto,
Japon), le lactose cristallin (Supertab 30 Gr, BFE Pharma, Coch, Allemagne) et le mannitol cristallin
(Cooper, Melun, France). Ces trois excipients ont été lyophilisés, atomisés ou broyés puis
caractérisés. Dans la suite de cette partie, ces excipients seront nommés CCP (crystalline commercial
powder) quand ils sont dans leur état brut, CCMP (crystalline commercial milled powder) apres
broyage, FD (freeze-dried) aprés lyophilisation ou SD (spray-dried) aprés atomisation.

Les systemes granulaires lyophilisés ont été obtenus par la lyophilisation de 6 ml de solution a 5%
m/v de chacun des trois excipients dans des flacons de verre de 20 ml, partiellement bouchés par
des bouchons en caoutchouc et placés sur la méme étagére du lyophilisateur. Tous les cycles de
lyophilisation ont été réalisés dans des conditions de lyophilisation « agressives » telles que décrites
dans le Chapitre 2 (cf. paragraphe 2.2.1.1).

Le contenu de chaque flacon a été utilisé pour produire un comprimé d’environ 250 mg. Le
remplissage de la matrice a été effectué manuellement. Les comprimés ont été obtenus en utilisant
des poingons Euro B, ronds plats, de 10 mm de diamétres lubrifiés en externe par du stéarate de
magnésium (Peter Greven, Bad Miunstereifel, Nordrhein-Westafalen, Allemagne). Pour le cas
particulier des mesures de BFI, des comprimés produits a I'aide de poingons de 11 mm de diamétre

avec méplat ont été utilisés.

Pour rappel, les produits testés, aprés mise en solution, ont été atomisés a une température d’entrée
de 110 °C (cf. paragraphe 2.2.1.2). Les CCMP ont été obtenus en broyant les CCP a I'aide du broyeur
a bille (cf. paragraphe 2.2.1.3). Toutes ces poudres obtenues, y compris les CCP, ont été introduites

manuellement dans la matrice de compression.
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4.3 Résultats et discussions

4.3.1 Caractérisations physico-chimiques des poudres lyophilisées

Aprés lyophilisation, les lyophilisats de tréhalose, lactose et mannitol étaient visuellement élégants,
et ne montraient aucun signe d’effondrement. Il est important de noter que dans ce chapitre, les
conditions de lyophilisation étaient celles du cycle « agressif » avec une température d’étagére au
cours de la dessication primaire égale a 25 °C. Les caractérisations physico-chimiques des

lyophilisats ont été réalisées avant I'étude en compression de ces derniers.

4.3.1.1 Détermination du taux d’humidité des lyophilisats

Le FD tréhalose et FD lactose contenaient respectivement 1,00 £ 0,02% et 1,00 £ 0,05% d’eau. Ces
valeurs sont cohérentes avec celles habituellement recherchées pour des lyophilisats contenant des
molécules biologiques puisqu'une teneur en eau autour de 1% est souvent requise pour la
stabilisation des biomolécules (Schneid et al., 2011). La teneur en eau du mannitol lyophilisé n’a pas
pu étre déterminée a du fait de sa faible solubilité dans le méthanol et dans le milieu réactif utilisé
pour le titrage Karl Fischer, mais il est attendu que celle-ci soit faible en raison de la faible hygroscopie
du mannitol lyophilisé (Vanhoorne et al., 2020).

4.3.1.2 Diffraction des rayons X

Afin d’analyser I'organisation moléculaire (structure physique cristalline ou amorphe), des mesures
par diffraction des rayons X ont été réalisées sur les échantillons de FD tréhalose, lactose et mannitol.
Les diffractogrammes montrent que le FD tréhalose et le FD lactose sont totalement amorphes
(Figure 55 A et C) alors que le FD mannitol reste cristallin méme aprés lyophilisation (Figure 55 E).
L’analyse des diffractogrammes du FD mannitol montre que les lyophilisats sont majoritairement

formés du polymorphe 3 associé au polymorphe a.

4.3.1.3 Analyse thermique par DSC

L’analyse thermique par DSC a servi a consolider les résultats obtenus en diffraction des rayons X et
a permis de déterminer la Ty des lyophilisats quand ces derniers étaient amorphes. Les
thermogrammes du FD tréhalose et du FD lactose ont permis de visualiser dans les deux cas une Tq
alors que le thermogramme du FD mannitol présentait un pic de fusion a 166,5 °C. Les valeurs
expérimentales de T4 obtenues pour le FD tréhalose et le FD lactose sont respectivement de 100 +
15 °C et 96 + 0,9 °C (Tableau 11). La littérature montre que les T4 du tréhalose et du lactose

amorphes et secs s’élévent a 120 °C et 107 °C respectivement (Haque and Roos, 2006; Roe and
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Labuza, 2005). Sachant que la T4 diminue quand la teneur en eau de I'échantillon augmente (Haque
and Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005), les valeurs de T4 déterminées sur nos lyophilisats sont en
adéquation avec les valeurs reportées dans la bibliographie pour des teneurs en eau équivalentes

(Hague and Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005).

A) ~——FD tréhalose SD tréhalose B) ———CCP tréhalose =~ ——CCMP tréhalose
5 15 25 35 45 55 5 15 25 35 45 55
26 () 26 ()
C) ~———FD lactose SD Lactose D) ——CCP lactose =~ ——CCMP lactose
5 15 25 35 45 55 5 15 25 35 45 55
26 () 26 (°)
E) ~——FD mannitol SD mannitol CCP mannitol CCMP mannitol

J\_AW Ao AN
5 15 25 35 45 55
26 (°)

Figure 55 — Diffractogrammes des excipients sous les différentes formes étudiées : cristallin (CCP),
cristallin broyé (CCMP), lyophilisé (FD) et atomisé (SD). (A) tréhalose lyophilisé et atomisé ; (B)
tréhalose cristallin et cristallin broyé ; (C) lactose lyophilisé et atomisé ; (D) lactose cristallin et
cristallin broyé ; (E) mannitol lyophilisé, atomisé, cristallin et cristallin broyé.
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Tableau 11 — Caractérisations physico-chimiques des trois excipients étudiés. (FD : lyophilisé, SD :
atomisé, CCP : cristallin, CCMP : cristallin broyé)

Excipient Tg Teneur en Masse Surface Structure Granulométrie
Expérimental eau (%) volumique spécifique physique Dv (50) (um)
(°C) pycnometrique (m?/g) (DRX)
(g/cm3)
FD tréhalose 100,0+1,5 1,0+0,02 1,45 £ 0,020 0,95 + 0,060 Amorphe -
FD lactose 96,0 + 0,9 1,0+0,05 1,39 £ 0,008 1,06 £ 0,018 Amorphe -
FD Mannitol 1,49 £ 0,010 2,78 £ 0,084 Cristallin -
SD tréhalose 65,0+2,7 40+0,6 1,51 + 0,002 1,39 £ 0,037 Amorphe 4.2
SD lactose 69,0+0,2 50+0,3 1,51 + 0,006 1,16 £ 0,042 Amorphe 52
SD Mannitol - - 1,43 +£0,011 2,37 £0,074 Cristallin 3,5
Tréhalose - - 1,51 + 0,004 1,64 + 0,231 Cristallin 285
CCP
Lactose CCP - - 1,53 + 0,0003 0,45 £ 0,099 Cristallin 100
Mannitol CCP - - 1,49 + 0,001 0,23 £ 0,058 Cristallin 69,6
Tréhalose Cristallin
- - 1,53 £ 0,0008 3,63 +£0,287 6,3
CCMP
Lactose - - 1,55 + 0,001 3,39 + 0,090 Cristallin 6,8
CCMP
Mannitol - - 1,50 + 0,0006 3,57 £ 0,280 Cristallin 5,2
CCMP

4.3.1.4 |Isothermes de sorption de I'eau par DVS

Dans cette partie, les analyses par DVS ont été réalisées sur le FD lactose et le FD mannitol dans le
but d’anticiper sur la manipulation de ces poudres au moment de la mise en forme par compression
dans des conditions de température et d’humidité contrbolées a des valeurs de 25 °C et 35%
respectivement. Les analyses ont été réalisées sur des lyophilisats de 270 mg de lactose et 300 mg
de mannitol (un flacon de lyophilisation) & une température de 25 °C et a des humidités relatives
variant entre 0 et 100% avec des pas de 5%. Pour chaque taux d’humidité relative, le temps

d’équilibration a été fixé a 13 heures.
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Les isothermes de sorption de la vapeur d’eau pour les deux excipients lyophilisés (FD lactose et FD
mannitol) sont représentés sur la Figure 56. L'isotherme de sorption du FD tréhalose a été traité dans
la partie précédente (cf. paragraphe 3.3.1.5)

L’'isotherme de sorption de I'eau obtenu pour le FD lactose est différent de celui obtenu pour le
tréhalose lyophilisé (cf. paragraphe 3.3.1.5). Entre 0 et 40% d’humidité relative, la variation de masse
n’est que de quelques pourcents (1,2 % a 30% d’humidité relative et 2,5 % a 40% d’humidité relative).
Au-dela de 40% d’humidité relative, un pic d’absorption d’eau est observé, puis le systéme retombe
a une humidité de produit trés faible. Ce phénoméne peut étre expliqué par la cristallisation du lactose
amorphe lorsque 'lhumidité relative atteint environ 45 %. Ce résultat est en concordance avec celui
montré par Omar et Roos (Omar and Roos, 2007). Il est donc important de maintenir dans le box de
compression une humidité relative inférieure a 40% afin de conserver le lactose lyophilisé a I'état

amorphe pendant toutes les étapes du procédé de compression.

L’isotherme de sorption du FD mannitol, cristallin aprés lyophilisation, montre une variation de masse
d’environ 0,2 % jusqu’a des humidités relatives de 80 %. Ce n’est qu’a partir de 80% HR que la
quantité d’eau adsorbée augmente, tout en restant modérée, pour atteindre une variation de masse
de 1,6% a une humidité relative de 95 %.

D’aprés ces résultats, il apparait donc que dans les conditions de manipulation des poudres
lyophilisées (environnement régulé entre 30 et 40 % d’humidité relative), la variation de masse des
lyophilisats due a une absorption de vapeur d’eau est limitée. La structure physique des excipients
ne risque donc pas d’évoluer au cours de la préparation avant leur compression. Les mesures

d’humidité résiduelle, de DSC et DRX sur les comprimés obtenus ont confirmé ces résultats.

FD lactose FD mannitol
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Figure 56 — Isothermes de sorption de la vapeur d’eau pour les systémes granulaires lyophilisés
(FD lactose et FD mannitol).
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4.3.1.5 Imagerie en microscopie électronique a balayage

Les structures internes et de surface des lyophilisats ont été visualisées en microscopie électronique
a balayage. La surface des lyophilisats de tréhalose (Figure 57 A) et de lactose (Figure 57 B)
présente une texture en nid d’abeilles ainsi que des tailles de pores similaires. Le FD mannitol
présente une texture différente avec une surface relativement lisse et moins de pores (Figure 57 C).
Les images de la structure interne du FD tréhalose et du FD lactose montrent que la structure en nid
d’abeilles est développée sur toute la profondeur du cake (Figure 57 D et E). Dans le cas du FD
mannitol, une légére différence de texture caractérisée par des feuillets plus irréguliers est visualisée.
Ces différences de textures peuvent étre liées au fait que le tréhalose et le lactose sont amorphes
apres lyophilisation alors que le mannitol reste cristallin.

HL D47 x400 200 um

0583

HL D41 x400 200 um

ok
200 um

HL D105x400 200um 0402 HL D35 x400 0589 2023/04/04 HL D46 x400 200 um

0228 2023/02/16

Figure 57 — Images MEB du FD tréhalose (A et D), du FD lactose (B et E) et du FD mannitol (C et
F). A, B et C : images de la surface des lyophilisats ; D, E et F : images internes des lyophilisats.
(Grossissement x400)

4.3.1.6 Détermination de la surface spécifique par adsorption gazeuse

Les résultats des mesures de surface spécifique des différents excipients sont représentés dans le
Tableau 11. Rambhatla et al. ont démontré que la surface spécifique peut changer en fonction du
paramétrage du cycle de lyophilisation et plus particulierement selon la température de nucléation
durant I'étape de congélation (Rambhatla et al., 2004). Leur étude montre que le mannitol lyophilisé
présentait une surface spécifique plus élevée que celle du saccharose lyophilisé. Dans les conditions
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choisies pour notre cycle de lyophilisation, le FD tréhalose est caractérisé par une surface spécifique
similaire a celle du FD lactose (respectivement 0,952 + 0,060 m?/g et 1,060 + 0,018 m?/g), alors que
le FD mannitol présente une surface spécifique plus élevée (2,780 + 0,084 m?/g) (Tableau 11), ce
qui est concordant avec les travaux de Rambhalta.

4.3.1.7 Détermination de la masse volumique pycnométrique

Les masses volumiques pycnométriques du FD tréhalose et du FD lactose (respectivement 1,45 +
0,02 et 1,39 + 0,008 g/cm?®) sont plus faibles que celles obtenues pour les formes cristallines
(tréhalose CCP : 1,51 + 0,004 g/cm?® et lactose CCP : 1,53 + 0,0008 g/cm?®) (Tableau 11). C’est un
résultat attendu puisque la masse volumique vraie d’un matériau diminue aprés amorphisation
(Bookwala et al., 2020; Bourduche et al., 2020). Contrairement au tréhalose et au lactose lyophilisés,
la masse volumique pycnométrique du FD mannitol (qui est cristallin aprés lyophilisation) est restée
similaire a celle du mannitol cristallin (CCP).

4.3.2 Caractérisation physico-chimique des poudres atomisées

Pour les trois excipients atomisés, Tentee €t Tsorie ONt été fixées a 110 °C et 60 °C respectivement. Les
rendements d’obtention des poudres de SD tréhalose et de SD lactose étaient aux alentours de 50%
alors que celui du mannitol était plus élevé (80%). Les mémes caractérisations que celles effectuées

sur les lyophilisats ont été réalisées sur les poudres atomisées a I'exception de la DVS.

4.3.2.1 Détermination de I'humidité résiduelle

Les poudres atomisées se caractérisent par une humidité résiduelle plus élevée que les poudres
lyophilisées avec une valeur de 4,0 = 0,6 % pour le SD tréhalose et 5,0 + 0,3 % pour le SD lactose.
Le mannitol cristallin est connu comme étant non hygroscopique et en raison de son insolubilité dans
le méthanol et le milieu réactif utilisé pour le titrage Karl Fischer, 'humidité résiduelle n’a pas pu étre

mesurée.

4.3.2.2 Diffraction des rayons X

Le diffractogramme représenté sur la Figure 55 A, montre que le SD tréhalose est majoritairement
amorphe. Il est possible de noter également la présence d’un seul petit pic a 26 = 23,8° qui correspond
au pic le plus intense visualisé sur le diffractogramme du tréhalose cristallin (Megarry et al., 2011).

Le diffractogramme du SD lactose montre qu'’il est complétement amorphe juste aprés atomisation
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(Figure 55 C). Le mannitol est totalement cristallin aprés atomisation (Figure 55 E), et les pics de

cristallisation correspondent a ceux du polymorphe B (Cares-Pacheco et al., 2014).

4.3.2.3 Analyse thermique par DSC

Les mesures par DSC ont montré que le SD tréhalose et le SD lactose avaient une Tginférieure
(respectivement 65 + 2,7 °C et 69 = 0,2 °C) a celle des excipients lyophilisés (100 + 1,5 °C pour le
FD tréhalose et 96 = 0,9 °C pour le FD lactose) (Tableau 11). Les teneurs en eau des poudres
atomisées étant supérieures a celles des lyophilisats, ce résultat est attendu et les valeurs sont
concordantes avec celles de la littérature, a la méme teneur en humidité résiduelle (Haque and Roos,
2006; Roe and Labuza, 2005). Pour le SD mannitol un pic de fusion a été détecté a 166,5 °C, ce qui

correspond a la température de fusion du polymorphe .

4.3.2.4 Imagerie en microscopie électronique a balayage et distribution granulométrique par
diffraction laser

La morphologie des poudres atomisées ainsi que leur distribution de taille (Figure 58) ont été
évaluées par microscopie électronique a balayage (Figure 59) et par diffraction laser (Tableau 11).
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Figure 58 — Représentation des distributions de taille granulométrique du SD tréhalose, SD lactose
et SD mannitol.

Les trois excipients atomisés présentent la méme morphologie sphérique avec une taille de particules
allant de 1 um a 10 um et une taille moyenne comprise entre 3 et 6 um (Figure 59). Le diamétre
médian (Dso) est respectivement de 4,2 um, 5,2 um et 3,5 um pour le SD tréhalose, le SD lactose et

le SD mannitol.
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Figure 59 — Images en microscopie €électronigue a balayage du SD tréhalose (A), du SD lactose (B)
et du SD mannitol (C). (Grossissement x800)

4.3.2.5 Mesure de la masse volumigue pycnométrique

Les résultats des mesures en pycnométrie a gaz montrent des valeurs de masse volumique plus
élevées pour le SD tréhalose et le SD lactose (respectivement 1,51 + 0,002 et 1,51 + 0,006 g/cm?)
que les poudres lyophilisées (1,45 + 0,02 pour le FD tréhalose et 1,39 + 0,008 g/cm?® pour le FD
lactose). Le SD mannitol a quant a lui, une valeur de masse volumigue plus faible (1,43 + 0,011 g/cm?)
que celle du FD mannitol (1,49 + 0,01 g/cm?®) (Tableau 11). Ces résultats peuvent étre liés a la

différence de structure physique entre le mannitol lyophilisé et atomisé.

4.3.2.6 Détermination de la surface spécifique par adsorption gazeuse

La méme tendance que celle observée pour les poudres lyophilisées a été retrouvée pour les poudres
atomisées. Les atomisat de tréhalose et de lactose ont une surface spécifique (respectivement 1,390
+ 0,037 et 1,160 + 0,042 m?/g) qui est beaucoup plus faible que celle du SD mannitol cristallin (2,370
+ 0,074 m?/g). En plus, il apparait que la surface spécifique du FD tréhalose, FD lactose et FD
mannitol (respectivement 0,95 + 0,06, 1,06 + 0,018 et 2,78 + 0,084) est dans le méme ordre de

grandeur que celle des poudres atomisées, et aucune tendance particuliere n’est observée.

4.3.3 Caractérisation physico-chimique des poudres cristallines (CCP) et cristallines
broyées (CCMP)

La distribution granulométrique (Tableau 11) et les images MEB (Figure 60), montrent que le broyage
a bien diminué la taille des particules (D,(50) = 285, 100 et 69,6 um respectivement pour le tréhalose,
lactose et mannitol CCP alors que Dy(50) = 6,3, 6,8 et 5,2 um respectivement pour le tréhalose,
lactose et mannitol CCMP). Le Tableau 11 montre, comme attendu par effet de taille des particules,
gue la surface spécifique augmente aprées broyage.
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Le broyage des poudres cristallines a été réalisé dans le seul but de changer leur texture tout en
préservant leur structure cristalline, afin d’évaluer 'impact de la texture sur les propriétés des poudres
en compression. Toutes les poudres cristallines ont donc été analysées par DRX et DSC. La DSC a
été réalisée dans le but de s’assurer que le broyage n’a pas entrainé une amorphisation partielle ou
totale des poudres cristallines. Les résultats de la DSC montrent qu’en effet, aucune Ty n'a été
détectée et que la température de fusion caractéristique de chaque polymorphe est restée inchangée.
De plus, les mesures DRX ont été réalisées pour s’assurer que le broyage n’avait pas induit de
changement de polymorphes cristallins. Les diffractogrammes de tous les excipients broyés montrent
effectivement qu’aucune modification polymorphique n’a été détectée aprés broyage, du fait de la

superposition des pics des poudres broyées avec les poudres cristallines (Figure 55 B, D et E).

HL D45 x400 200 um

R A 2

HL D37 x400 200um 0630 20230511 HL D43 x400 200

R ¢ E R Vi A i - » >
0235 202302116 HL D41 x400 200um 0330 2023/03/02

Figure 60 — Imageries MEB du CCP tréhalose, lactose et mannitol (respectivement A, B et C) et du
CCMP tréhalose, lactose et mannitol (respectivement D, E et F). (Grossissement x400)

4.3.4 Caractérisations en compression des poudres étudiées

L’analyse des propriétés physico-chimique décrites ci-dessus vise a nous aider dans l'interprétation
des résultats obtenus lors de la caractérisation du comportement en compression, car un
comportement spécifique en compression peut étre reli€ a une caractéristique physico-chimique de
la poudre étudiée.
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4.3.4.1 La compressibilité

Le comportement en compression de toutes les poudres a d’abord été étudié en analysant leurs
courbes de compressibilité qui représentent I'évolution de la porosité « in-die » en fonction de la
pression appliquée (Figure 61). Sachant que I'’humidité résiduelle peut influencer le comportement
en compression (Elkhider et al., 2007), et le FD tréhalose et lactose étant hygroscopiques, la
compression des lyophilisats a été réalisée rapidement aprés I'ouverture des flacons, dans une piéce
dont I'humidité relative était régulée a 30 — 40 %. Les poudres CCP (cristallin) et CCMP (cristallin

broyé) ont été comprimées dans les mémes conditions.

La Figure 61 montre que les profils de compressibilité du FD tréhalose et du FD lactose présentent
des porosités négatives aux hautes pressions. Il existe deux phénomenes essentiels qui peuvent

expliquer ces résultats comme cela a déja été argumenté au Chapitre 3, paragraphe 3.3.3.1.

Les profils de compressibilité du FD tréhalose et du FD lactose semblent avoir une représentation
essentiellement similaire. Comme le montre la Figure 61 A et B, a faible pression (jusqu’a environ
50 MPa), les porosités « in-die » du FD tréhalose et du FD lactose sont plus élevées que celles des
poudres SD, CCP et CCMP. Par contre, a des pressions plus élevées que 50 MPa, ces poudres
lyophilisées ont des porosités « in-die » qui deviennent inférieures a celles des autres poudres. Le
FD mannitol semble avoir un comportement différent de celui des 2 autres produits lyophilisés
puisque sa porosité « in-die » n’est jamais inférieure a celle des autres poudres et n’atteint jamais

des valeurs négatives (Figure 61 C).

Les profils de compressibilité des trois poudres atomisées semblent étre similaires et différent
clairement de ceux de toutes les autres poudres. La Figure 61 A, B et C montre que la porosité de
toutes les poudres atomisées (SD) chute rapidement a trés faible pression (quelgues mégapascals)
jusqu’a atteindre approximativement 40% avant un changement de pente. A pression maximale, la
porosité des poudres SD est plus élevée que celle des poudres FD pour le tréhalose et le lactose,
mais pas pour le mannitol. Il est décrit dans la littérature que la morphologie et les propriétés
mécaniques des poudres atomisées dépendent de la température de l'air de sortie au cours du
procédé d’atomisation (Littringer et al., 2013). Dans le cas de notre étude, la température de I'air de
sortie durant I'atomisation était faible (67 °C), ce qui a abouti a la formation de particule sphériques,
rugueuses et creuses avec de l'air emprisonné a l'intérieur. De plus, I'’humidité résiduelle dans la
poudre SD est plus élevée que celle de la poudre lyophilisée ou cristalline. Les différences de texture
et de teneur en eau ('eau est un plastifiant) peuvent expliquer une différence de comportement des

poudres SD durant la compression.
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Figure 61 — Profils de compressibilité « in-die » des poudres FD, SD, CCP et CCMP (FD : lyophilisé,
SD : atomisé, CCP : cristallin, CCMP : cristallin broyé).

En comparant les profils de compressibilité des poudres CCP et CCMP, il apparait que les poudres
CCP ont toujours des porosités « in-die » inférieures aux porosités des poudres CCMP. Ce résultat
est cohérent avec la littérature (Persson et al., 2022). Ce phénomene est un peu moins marqué pour
le lactose. Ces résultats peuvent étre expliqués par une taille de particules plus petites dans le cas
des poudres CCMP qui induit plus d’interactions entre les particules, plus de cohésion et donc plus

de résistance a la compression entrainant une porosité « in-die » plus élevée.

Tous ces résultats montrent que les profils de compressibilité sont fortement impactés par la texture
des poudres mais aussi par leur structure physique. En effet, comme attendu pour toutes les poudres
testées, quand la texture change, le profil de compressibilité change également. De plus, les résultats
obtenus montrent que quand les poudres lyophilisées ou atomisées sont amorphes, des profils de
compressibilité particuliers sont obtenus en comparaison avec les poudres cristallines, méme si ces

derniéres sont obtenues par différents procédés de séchage.
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Afin de comprendre les phénoménes mis en jeu, des images en microscopie électronique a balayage
sur des comprimés ont été réalisées. Aux faibles pressions (12,5 a 75 MPa), les images de la surface
des comprimés des poudres lyophilisées et atomisées montrent que la morphologie des particules
(particules sphériques pour les poudres atomisées et feuillets orientés aléatoirement pour les poudres
lyophilisées) ainsi qu’une forte porosité sont conservées (Figure 62 A, C, E et G). Quand la pression
augmente, les particules commencent a perdre leur forme initiale pour former des surfaces plus lisses
avec moins de porosité. A la pression maximale de 250 MPa, les pores de surface disparaissent
presque completement (Figure 62 B, D, F et H). Un résultat identique (conservation de la
morphologie initiale aux faibles pressions et disparition de la porosité de surface aux fortes pressions)

a été observé dans le cas des poudres CCP et CCMP aprés compression.

De plus, comme démontré dans I'étude précédente présentée au Chapitre 3, le FD tréhalose
posséde un profil de compressibilité spécifique et différent de celui du tréhalose cristallin (Hsein et
al., 2023). Notre étude montre que le FD lactose, amorphe comme le tréhalose lyophilisé présente
un comportement identique a ce dernier alors que ce n’est pas le cas pour le FD mannitol qui reste
cristallin aprés lyophilisation. Ces résultats permettent de montrer que les comportements particuliers
sous compression du FD tréhalose et du FD lactose sont étroitement liés a la structure amorphe de
ces poudres. La lyophilisation, I'atomisation ou le broyage des excipients entrainent un changement
de leur structure physique, de leur texture ou des deux combinées et le profil de compressibilité de
chaque excipient change également. Cette modification du profil de compressibilité est clairement

liée a la fois a la texture et a la structure physique des poudres.
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FD lactose (250 MPa) HL D42 x400 200 um

FD mannitol (250 Mpa)
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Figure 62 — Images MEB de la surface des comprimés de tréhalose, lactose et mannitol lyophilisés
(FD) et atomisés (SD) a 25 et 250 MPa. (Grossissement x400 (A-F), x800 (G, H))
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4.3.4.2 Le recouvrement élastique

Le recouvrement élastique est une propriété importante a considérer dans I'étude des comprimés. La
Figure 63 représente les profils d’évolution du pourcentage de recouvrement élastique en fonction
de la pression de compression appliquée pour toutes les poudres de tréhalose, lactose et mannitol.
Nous avons montré au Chapitre 3 que le FD tréhalose avait un recouvrement élastique spécifique et
différent de celui du tréhalose cristallin (Hsein et al., 2023). C’est ce que montrent également nos
résultats dans cette partie. A faible pression, le FD tréhalose a le recouvrement élastique le plus
élevé, puis quand la pression appliquée augmente, il diminue graduellement, jusqu’a une pression
de 100 MPa pour se stabiliser et devenir indépendant de la pression. Les profils de recouvrement
élastique sont différents pour le tréhalose cristallin (CCP et CCMP) puisqu’'une augmentation de la
pression de compression entraine une légere augmentation du recouvrement élastique avant qu’il ne
se stabilise et devienne indépendant de la pression. Le FD lactose, SD tréhalose et SD lactose
présentent le méme comportement que le FD tréhalose (recouvrement élastique le plus élevé aux
faibles pressions et diminution graduelle quand la pression augmente). Par contre, ce comportement
est un peu moins marqué pour le FD et le SD mannitol. Ce résultat indique que méme si une poudre
est amorphe ou cristalline, c’est la texture spécifique de la poudre atomisée (particules sphériques)

ou lyophilisée (feuillets lisses) qui est responsable d’un tel comportement (Figure 63 A, B et C).

Concernant les poudres CCP et CCMP, le lactose et le mannitol montrent un comportement similaire
a celui du tréhalose natif. Un point intéressant est qu’aprés broyage, toutes les poudres cristallines
broyées ont un recouvrement élastique plus faible que les poudres cristallines natives quelle que soit
la pression de compression appliquée. Il y a donc une relation entre la granulométrie de la poudre et

le recouvrement élastique des comprimés.
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Figure 63 — Profils de recouvrement élastique des poudres de tréhalose (A), de lactose (B) et de
mannitol (C). FD : lyophilisé, SD : atomisé, CCP : cristallin, CCMP : cristallin broyé.

4.3.4.3 L’énergie plastique

L’énergie plastique (EP) est I'énergie totale conférée a une poudre durant le cycle de compression.
Elle peut étre normalisée par le volume du solide comprimé pour permettre la comparaison des

produits qui ont des masses volumiques différentes (Wiinsch et al., 2021).

Dans le Chapitre 3, nous avons montré que I'énergie plastique du FD tréhalose est supérieure a celle
du tréhalose cristallin (Hsein et al., 2023). La méme tendance a été retrouvée pour les deux autres
excipients lyophilisés. Le FD tréhalose, le FD lactose et le FD mannitol présentent tous des énergies
plastiques plus élevées, sur toute la gamme de pression, que les poudres cristallines commerciales
(Figure 64 A, B et C). Dans le cas du mannitol, la lyophilisation a un impact sur I'énergie plastique

(effet de la texture), mais le FD et le SD mannitol, qui sont tous deux cristallins, possedent des profils
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d’énergie plastique similaires. Par contre, dans le cas des poudres amorphes (FD et SD pour le
tréhalose et le lactose), une énergie plastique plus élevée a été observée pour les poudres FD en
comparaison avec les poudres SD. Cela démontre une fois de plus 'impact de la texture des poudre

lyophilisées amorphes sur les propriétés mesurées en compression.
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Figure 64 — Profils des énergies plastiques des poudres de (A) tréhalose, (B) lactose et (C)
mannitol. FD : lyophilisé, SD : atomisé, CCP : cristallin, CCMP : cristallin broyé.

4.3.4.4 La tablétabilité

Le test de compression diamétrale a été réalisé 24 heures aprés compression et les profils de
tablétabilité ont été tracés (Figure 65 A, B et C). Il est généralement considéré qu’une contrainte de

rupture entre 1,5 et 2 MPa est suffisante pour assurer une bonne résistance mécanique permettant
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le maintien de lintégrité physique des comprimés durant tout le processus de production et

d’acheminement vers les patients (Pitt and Heasley, 2013).

A) FD tréhalose SD tréhalose B) FD lactose SD lactose
—o—CCP tréhalose —e-CCMP tréhalose —o-CCP lactose —o-CCMP lactose
8 1 8 -
_— [{]
& 7 1 % 7 - l
= < |
o 6 A g 6 -
25 2 5 4
= s
4 - v 4 -
3 3
()]
2 3 - £ 3 4
£ 4
£21 £2;
S 1 © 1 4 | I ‘
0 0 T T Jf . ! 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Pression de compression (MPa) Pression de compression (MPa)
Q) FD mannitol SD mannitol
—-o—CCP mannitol -e-CCMP mannitol
8 -
g
27
26 -
2
5%
34 -
[J]
€3 A
©
€2
o
(&) 1 4
0
0 50 100 150 200 250

Pression de compression (MPa)

Figure 65 — Profils de tablétabilité des poudres de (A) tréhalose, (B) lactose et (C) mannitol. FD :
lyophilisé, SD : atomisé, CCP : cristallin, CCMP : cristallin broyé.

Comme le montre la Figure 65 A, B et C, quel que soit I'excipient, la contrainte de rupture et donc le
profil de tablétabilité des comprimés obtenus a partir des poudres broyées (CCMP) est plus élevée
que celle des comprimés obtenus avec les poudres cristallines avant broyage (CCP). C’est un résultat
attendu qui peut étre expliqué par la différence de distribution de taille des particules des deux

poudres (Persson et al., 2022).

De plus, aux faibles pressions pour le tréhalose et le lactose, et sur toute la gamme de pression pour

le mannitol, les profils de tablétabilité des poudres SD sont similaires a ceux des poudres CCMP
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(Figure 65 A, B et C). Ce résultat peut étre lié au fait que les poudres SD et CCMP possedent des
granulométries du méme ordre de grandeur (Tableau 11).

Un autre résultat tres intéressant ressort de cette étude de tablétabilité. En effet, aux trés faibles
pressions pour le FD tréhalose et le FD lactose, tous deux amorphes, les comprimés présentent des
contraintes de ruptures trés élevées. Une contrainte de rupture supérieure a 2 MPa est obtenue pour
des comprimés de FD tréhalose produits a 50 MPa et méme de prés de 1,5 MPa pour des comprimés
de FD tréhalose obtenus a 25 MPa. Ces valeurs sont significativement plus élevées que celles
obtenues pour les poudres de tréhalose et de lactose SD, CCP et CCMP. Le FD mannitol cristallin
montre quant a lui, des contraintes de ruptures similaires a celles du mannitol SD et CCMP. Ces
résultats montrent encore une fois une étroite relation entre la texture des lyophilisats amorphes et

les propriétés mécaniques de ces comprimés.

La Figure 65 A et B montre également un comportement intéressant des poudres de lactose et de
tréhalose lyophilisées ou atomisée (FD et SD). En effet, une grande variabilité sur les mesures de la
force de rupture a été observée expérimentalement avec I'augmentation de la pression et cela se
traduit par une variabilité sur la contrainte de rupture pour les comprimés de tréhalose et lactose FD
et SD (Figure 65 A et B). A des pressions relativement élevées (de 100 a 200 MPa selon les
produits), une chute drastique de la contrainte de rupture est observée pour les comprimés obtenus
avec des produits amorphes, alors que cela n’est pas le cas dans le cas des comprimés de FD et SD

mannitol, qui eux sont cristallins.

Afin de comprendre ce phénomeéne, des comprimeés ont été observés en microscopie électronique a
balayage juste aprés compression. Les images montrent que les comprimés produits a des pressions
relativement élevées avec des poudres lyophilisées ou atomisées amorphes présentent de
nombreuses fissures en surface juste aprés compression (Figure 66 A, C et E). De plus, comme le
montre les images prises 24 heures aprés compression sur la méme zone du comprimé ces fissures
ne sont pas stables et évoluent dans le temps (elles peuvent se rétracter ou s’écarter) (Figure 66 B,
D et F).
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0983 2023/07/05 HL D44 x50 2mm 2023/07/06 HL D44 x50 2mm
SD tréhalose aprés compression SD tréhalose 24h aprés compression

HL D45 x180 500um 0978 2023/06/20 HL D45 x180 500um
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Figure 66 — Imagerie en microscopie électronique a balayage des comprimés de tréhalose et de
lactose produits a 150 MPa. (A, B) SD tréhalose apres compression et 24 heures apres
compression, (C, D) FD tréhalose aprés compression et 24 heures aprés compression, (E, F) FD
lactose aprés compression et 24 heures aprés compression. (Grossissement x50 (A, B, E, F), x180
(C,D))

Pour aller encore plus loin, et savoir si les fissures visualisées en surface sont profondes dans le
comprimé, un comprimé de FD tréhalose obtenu & 150 MPa a été étudié en tomographie a rayons X
afin de visualiser la structure interne du comprimé sans le casser. Les résultats de tomographie a
rayons X montrent bien que les fissures se propagent de la surface jusqu’a l'intérieur des comprimés
(Figure 67). Ces défauts dans les comprimés produits aux pressions de compression élevées
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expliquent la grande variabilité retrouvée sur les valeurs de contraintes de rupture des comprimés de
tréhalose lyophilisé. Les méme analyses, microscopie électronique a balayage et tomographie aux
rayons X, ont été réalisées sur des comprimés de FD tréhalose ou FD lactose produits aux faibles

pressions, et aucune fissure a la surface ou dans le volume du comprimé n’a été détectée.

Surface supérieure
du comprimé

Fissure interne

Surface inférieure du
comprimé

Figure 67 — Imagerie par tomographie a rayons X montrant une fissure se propageant de la surface
jusqu'a l'intérieur d'un comprimé de FD tréhalose produit a 150 MPa.

La Figure 65 A et B montre également qu’a la pression maximale de 250 MPa, les comprimés de FD
tréhalose et de FD lactose présentent une forte contrainte de rupture. Ce phénomeéne n’a pu étre
expliqué. Une étude plus approfondie du mécanisme de développement des fissures dans les
comprimés devrait étre menée pour mieux comprendre ce phénomene mais cela est hors du champ

d’investigation de nos travaux.

Les comprimés formés a partir de matériaux cristallins ne montrent aucun signe de fissuration, méme
pour le FD mannitol cristallin. Il est donc possible de conclure a partir de ces résultats que I'obtention
d’une forte contrainte de rupture aux faibles pressions est probablement liée aux textures et structures
particulieres des poudres amorphes lyophilisées. La variabilité observée sur la valeur de la contrainte
de rupture lors d’'une compression a haute pression semble étre liee a la nature amorphe de la poudre
indépendamment de sa texture. L’intervalle de pressions de compression d’intérét pour les poudres
amorphes lyophilisées (FD tréhalose et FD lactose) se situe donc dans une zone de faible pressions

(25 a 75 MPa), et ne doit pas dépasser 100 MPa pour éviter le risque de formation de fissures.
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4.3.4.5 Le Brittle Fracture Index (BFI)

Comme expliqué précédemment, le BFI d’'un comprimé est un indicateur de sa fragilité qui permet
d’évaluer la sensibilité vis-a-vis des défauts (concentration stress) (Hiestand et al., 1977; Mazel and
Tchoreloff, 2023). Il est connu que le BFI est dépendant de la pression de compression et qu’il est

d’autant plus important que la pression est élevée (Croquelois et al., 2020; Hiestand et al., 1977).

Le test de BFI a été réalisé sur les comprimés de toutes les poudres étudiées. Les comprimés ont
été produits a des pressions de compression pour lesquelles les comprimés étaient suffisamment
résistants avec des valeurs de contraintes de rupture reproductibles. Par ailleurs, tous les comprimés
perforés ont été visualisés en microscopie électronique a balayage avant le test de rupture diamétrale
dans le but de s’assurer qu’aucune fissure n’avait été créée au cours de la perforation. Si des fissures
étaient détectées, le comprimé était écarté de la mesure du BFI.

Le tréhalose CCMP comprimé a 75 MPa ou 150 MPa, a montré des fissures apres perforation, ce qui
rendait impossible la détermination du BFI. Il était également impossible de comprimer les poudres
SD a la méme pression afin de les comparer entre elles. Les poudres SD de chaque excipient ont
donc été comprimées a la pression permettant la meilleure reproductibilité de I'essai. A titre de
comparaison, quelques excipients CCMP ont été produits & ces mémes pressions afin de pouvoir

comparer les poudres SD et les poudres CCMP (Tableau 12).

Les valeurs de BFI du SD lactose et du CCMP lactose (respectivement 0,48 + 0,12 et 0,38 + 0,02)
(Tableau 12), tous les deux comprimés a 50 MPa, sont similaires. Les valeurs obtenues pour le SD
mannitol et le CCMP mannitol, comprimés a 150 MPa (respectivement 0,95 + 0,44 et 1,20 = 0,21)
sont aussi dans le méme ordre de grandeur. Sachant que les deux excipients, sous leur formes SD
ou CCMP, ont des tailles de particules similaires, et sachant que le SD lactose est amorphe et que le
SD mannitol est cristallin, la structure physique des poudres semble ne pas avoir d’'influence sur les

valeurs de BFI.

Dans le chapitre précédant, il a été montré que le FD tréhalose posséde un BFI beaucoup plus
important que le tréhalose cristallin (Hsein et al., 2023). Les résultats obtenus dans cette étude sont
cohérents avec ceux obtenus précédemment puisqu’un BFI de 1,90 £ 0,17 a été obtenu pour le FD
tréhalose comprimé a 25 MPa, et de 0,83 + 0,01 pour le CCP tréhalose comprimé a 250 MPa
(Tableau 12). De plus, le méme comportement a été observé avec le lactose puisque le FD lactose
comprimé a 25 MPa donne un BFI de 1,60 + 0,49 et le CCP lactose comprimé a 250 MPa un BFI de
0,50 £ 0,03.

Sachant que les valeurs de BFI augmentent quand la pression de compression augmente, le fait que
le BFI du FD lactose ou du FD tréhalose comprimés a 25 MPa soit plus élevé que celui du CCP
lactose ou tréhalose comprimé & 250 MPa montre que le lactose et le tréhalose lyophilisés sont

beaucoup plus fragiles et donc plus sensibles aux défauts que le CCP lactose ou tréhalose. Par
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contre, la comparaison du BFI du FD mannitol cristallin comprimé a 25 MPa (0,41 + 0,18) a celui du
CCP mannitol comprimé a 250 MPa (0,34 + 0,02) montre que méme si le FD mannitol est [égérement
plus fragile que le cristallin, I'effet est beaucoup moins marqué que dans le cas du tréhalose et du

lactose.

Les résultats décrits ci-dessus montrent donc que la texture spécifique des lyophilisats amorphes

semble jouer un réle trés important sur la fragilité des comprimés.

Tableau 12 — Valeurs expérimentales du BFI calculées pour les différents produits étudiés.

Excipient Pression de compression BFI calculé
FD tréhalose 25 MPa 1,90+0,17
FD lactose 25 MPa 1,60 + 0,49
FD mannitol 25 MPa 0,41 £ 0,18
SD tréhalose 75 MPa 0,52 +0,17
SD lactose 50 MPa 0,48 +0,12
SD mannitol 150 MPa 0,95+ 0,44
CCP tréhalose 250 MPa 0,83 +0,01
CCP lactose 250 MPa 0,50 £ 0,03
CCP mannitol 250 MPa 0,34 + 0,02
CCMP lactose 50 MPa 0,38 £ 0,02

CCMP mannitol 150 MPa 1,20 + 0,21
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4.3.4.6 La viscoélasticité

Comme déja cité, il est bien connu que les produits amorphes ont généralement un comportement
viscoélastique (Alcoutlabi and Martinez-Vega, 1999; Deshmukh et al., 2020). Comme dans le chapitre
précédent, cette propriété a été étudiée en mesurant le rapport d’'amortissement basé sur la technique

d’excitation impulsionnelle (Meynard et al., 2021). Les résultats sont représentés sur la Figure 68.

Le graphique montre tout d’'abord que les comprimés formés a partir de poudres amorphes (FD et
SD pour le tréhalose et le lactose) présentent un rapport d’amortissement significativement plus élevé
que les autres produits. Leur viscoélasticité est donc plus élevée en comparaison de celle des
produits cristallins (CCP et CCMP pour le tréhalose et le lactose) (Figure 68), ce qui est en cohérence
avec la littérature (Alcoutlabi and Martinez-Vega, 1999; Deshmukh et al., 2020).

Les résultats obtenus avec le mannitol sont plus difficiles a analyser. Sachant que les quatre types
de poudres étudiées (FD, SD, CCP et CCMP) sont toutes cristallines, des rapports d’amortissement
similaires pour tous les produits étaient attendus. Pourtant nos résultats montrent que le FD mannitol
cristallin présente un rapport d’amortissement moins élevé que celui des SD et CCMP mannitol (les
valeurs pour ces derniers étant presque équivalents), qui a leur tour possédent un rapport
d’amortissement moins élevé que le CCP mannitol. Si la différence de texture des poudres avait une
influence sur la viscoélasticité, la tendance aurait di étre la méme que dans le cas du tréhalose et du
lactose, ce qui n’est pas le cas. Les caractérisations réalisées dans ce travail ne permettent donc pas
pour linstant de conclure sur l'origine de ce comportement, et une étude plus approfondie sur le

mannitol devra étre réalisée.
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Figure 68 — Rapports d'amortissement (damping ratio) déterminés sur les comprimés des différents
systémes étudiés.
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4.4 Conclusion

Les résultats de ce chapitre montrent que la texture et la structure physique des poudres peuvent

avoir des effets combinés ou singuliers sur les propriétés en compressions.

Cette étude a montré une fois de plus que le FD tréhalose a en effet le méme comportement en
compression en le comparant aux résultats du chapitre précédent (Hsein et al., 2023). De plus, le
lactose, qui est aussi amorphe aprés lyophilisation et compression s’est comporté d’'une fagon
similaire. Il apparait donc que la texture spécifique des poudres amorphes lyophilisées est la raison
principale de ce comportement spécifique en compression, et que ce comportement n’est pas
seulement limité a la structure physique du tréhalose.

La seule propriété étudiée qui s’est avérée indépendante de la texture et qui est seulement influencée
par la structure physique de la poudre (amorphe ou cristalline), est la grande variabilité des mesures
de la contrainte de rupture a des pressions de compression élevées. Cela est due a des fissures qui
se développent dans les comprimés apres compression. C’est un probleme qui peut facilement étre
évité durant la compression des poudres lyophilisées amorphes, puisque ces poudres ont la propriété
d’avoir une contrainte de rupture suffisamment élevée a des pression de compression faibles. Il est
donc possible de comprimer ces poudres a des pressions de compression faibles (< 50 MPa), puisque
la contrainte de rupture est assez élevée (> 2 MPa) et que la reproductibilité du test est la meilleure

a ces niveaux de pression.

Méme si ce chapitre nous a permis de mieux comprendre le comportement des poudres lyophilisées
durant la compression, des travaux complémentaires sont requis pour comprendre le mécanisme qui
peut expliquer, au niveau microscopique, les tendances démontrées. Comme il a été cité
précédemment, I'objectif final de ces travaux est de concevoir des comprimés, formés de poudres
lyophilisées contenant des biomolécules. Dans ce chapitre nous avons pu démontrer qu’il est tout a
fait possible de former avec ces poudres lyophilisées, des comprimés suffisamment cohésifs a de
faibles pressions. Par contre, jusqu'a ce stade de I'étude, le remplissage de la matrice de
compression s’opérait manuellement du fait du faible écoulement de la poudre lyophilisée. Le
prochain défi sera d’améliorer les propriétés de la poudre pour obtenir un écoulement adéquat a un
procédé industriel.
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Chapitre 5. Etude des propriétés en
compression des poudres lyophilisées
avec différentes concentrations en
excipient
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5.1 Introduction

Dans les deux chapitres précédents, nous avons pu montrer qu'il est tout a fait possible de produire
des comprimés cohésifs a partir de poudres lyophilisées en particulier a de faibles pressions de
compression. Cependant, a ce stade de I'étude, les poudres lyophilisées ont toujours été introduites
manuellement dans la matrice de compression car les poudres étudiées ne présentaient pas de
bonnes propriétés d’écoulement, rendant impossible I'utilisation de la trémie d'alimentation pour un
remplissage gravitaire et automatisé de la matrice. Pour la suite de notre travail, nous nous sommes
donc fixés comme objectif 'amélioration de la processabilité des poudres lyophilisées et plus
précisément de leur écoulement afin de pouvoir produire les comprimeés via un remplissage par la

trémie.

Différentes stratégies peuvent étre envisagées pour ameéliorer 'écoulement des poudres comme la
granulation ou la modification de la formulation en la concentrant ou en en mélangeant les poudres
lyophilisées avec des excipients de compression directe présentant un bon écoulement ou encore
grace al'utilisation de glidants. Dans ce chapitre, nous avons souhaité continuer en premiére intention
avec le procédé de compression directe. Ainsi, afin de pouvoir améliorer I'écoulement, nous avons
envisagé de densifier la poudre obtenue par lyophilisation en augmentant la concentration des
excipients dans les solutions lyophilisées. Le comportement en compression des poudres ainsi
obtenues a ensuite été étudié afin de comparer leurs propriétés mécaniques et d'écoulement avec

celles des poudres lyophilisées, moins concentrées étudiées précédemment.

Les excipients qui ont été retenus pour ces essais de formulation sont le tréhalose et le lactose
lyophilisés. Le mannitol lyophilisé a été exclu en raison de sa cristallinité et du risque d’effet négatif
sur l'activité des biomolécules pour de futures applications. Diverses poudres lyophilisées ont été

préparées a partir de solutions de concentrations comprises entre 10 et 30% m/v.
L’étude des différentes poudres lyophilisées s’est déroulée en deux étapes :

1) Etude des propriétés physico-chimiques des poudres de tréhalose et de lactose
lyophilisées : analyse de la morphologie en MEB, détermination de la teneur en eau
par titrage Karl Fischer, analyse de la structure physique par DRX, détermination de
la Tg par DSC, mesure de la masse volumique vraie par pycnométrie a hélium et
détermination de la surface spécifique par adsorption gazeuse.

2) Etude du comportement en compression du tréhalose et du lactose lyophilisés : étude
de la compressibilité et de la tablétabilité, mesure de I'énergie plastique, détermination

du BFI et du recouvrement élastique.

L'objectif de cette partie est donc de modifier la texture du lyophilisat tout en maintenant son caractére

amorphe, et d'évaluer son impact sur le comportement en compression.
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5.2 Matériels et méthodes spécifiqgues au chapitre 5

Les différents excipients caractérisés dans cette partie sont le tréhalose lyophilisé (Biohale, Kyoto,
Japon), et le lactose lyophilisé (Supertab 30 Gr, BFE Pharma, Coch, Allemagne) obtenus a partir de
solutions de concentrations croissantes (10 a 30 % m/v pour le tréhalose et 10 a 20 % m/v pour le
lactose). Dans la suite de ce chapitre, les poudres lyophilisées seront identifi€ées par la concentration
de la solution initiale a savoir, pour le tréhalose, FD T5%, FD T10%, FD T15% et FD T30%
respectivement pour des concentrations initiales de 5, 10, 15 et 30% m/v, pour le lactose, FD L5%,
FD L10%, FD L15% et FD L20% pour des concentrations initiales de 5, 10, 15 et 20% m/v.

Le choix de la concentration maximale pouvant étre utilisée a été déterminé a partir de la solubilité
dans I'eau a température ambiante du tréhalose et du lactose (respectivement ~ 80 g/100 g d’eau
(Lammert et al., 1998) et =~ 20 g/100 g d’eau (McSweeney and Fox, 2009)). Le cycle de lyophilisation
« agressif » (cf. paragraphe 2.2.1.1) a été utilisé avec une gquantité de 6 ml de solution dans chaque
flacon de lyophilisation comme décrit dans les deux chapitres précédents. Selon les concentrations
utilisées, la quantité de poudre lyophilisée dans chaque flacon a permis de produire de 2 a 4
comprimés. Des poingons Euro B, ronds plats, de 10 ou 11 mm de diametre ont été utilisés sauf pour
les comprimés nécessaires a I'étude du BFI. Dans ce cas particulier, des poingons avec méplat de

11 mm de diameétre ont été choisis.
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5.3 Résultats et discussions

5.3.1 Caractérisations physico-chimiques

Comme dans les sections précédentes, nous avons commencé cette partie par l'analyse des
propriétés physico-chimiques des poudres apres lyophilisation afin d'évaluer I'effet de I'augmentation
de la concentration des solutions a lyophiliser sur les diverses caractéristiques des poudres, telles

que leur masse volumique, leur structure physique, leur texture et leur surface spécifique.

5.3.1.1 Diffraction des rayons X (DRX) :

L'analyse de la structure physique a été réalisée sur toutes les poudres lyophilisées ainsi que sur des
comprimés obtenus a 25 et 250 MPa. Les résultats de cette analyse sont présentés sur la Figure 69.
Les diffractogrammes montrent que les poudres FD T10% et FD T15%, ainsi que les poudres FD
L10%, FD L15% et FD L20% demeurent amorphes apres le processus de lyophilisation de méme
qu’aprés compression y compris aux pressions fortes, jusqu’a 250 MPa. Par contre, pour la poudre
FD T30%, les diffractogrammes (Figure 69 E) indiquent une cristallisation partielle de la poudre aprés
lyophilisation et compression. La comparaison de ces diffractogrammes (Figure 69 E) avec celui du
tréhalose cristallin (cf. Chapitre 4, Figure 55 B) montre des pics caractéristiques identiques au
tréhalose cristallin (20 = 13,9° et 26 = 24,3°), ce qui signifie que la poudre FD T30% et les comprimés

semblent avoir, au moins partiellement, la méme forme cristalline.

A) FD T10% FD T10% (25 MPa) —FD T10% (250 MPa) B) FD L10% FD L10% (25 Mpa) —FD L10% (250 MPa)

5 15 25 35 45 55 5 15 25 35 45 55
20 (%) 24 (o)

C) FDT15% — FD T15% (25 MPa) — FD T15% (250 MPa) D) —FDL15% — FD L15% (25 MPa) —FD L15% (250 MPa)

5 15 25 35 45 55 5 15 25 35 45 55
26 (°) 20 ()

E) FDT30% — FD T30% (25 MPa) —FD T30% (250 MPa) F) —FDL20% — FDL20% (25 MPa) —FD L20% (250 MPa)

T T T T
5 15 25 35 a5 55 5 15 25 35 a5 55
26 () 26 (°)

Figure 69 — Diffractogrammes des lyophilisats de tréhalose et de lactose obtenus & partir de
solutions de concentrations croissantes, 10 a 30% m/v pour le tréhalose (FD T10%, FD T15% et FD
T30%) et 10 & 20% m/v pour le lactose (FD L10%, FD L15% et FD L20%) et des comprimés

obtenus a 25 et 250 MPa.
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5.3.1.2 Analyses DSC et titration Karl Fischer :

Les résultats de la titration de Karl Fischer ainsi que la mesure de la température de transition vitreuse
sont présentés dans le Tableau 13. Les échantillons FD T10 et 15% sont caractérisés par des Tq
similaires (= 105 °C) pour une humidité résiduelle de 2%. Concernant les échantillons de FD lactose,
le FD L10% présente une température de transition vitreuse de 103 °C pour une humidité résiduelle
de 1,2% alors que pour FD L15% et FD L20% les pourcentages d’humidités résiduelles sont plus

élevés (de 2 & 2,7%) et les Tq4 sont plus faibles (entre 87 et 90 °C).

Tableau 13 — Températures de transition vitreuse et humidité résiduelle des différents échantillons
analysés. FD T10%, FD T15% et FD T30% représentent les échantillons de FD tréhalose obtenus a
partir de solutions de concentrations 10, 15 et 30% m/v respectivement. FD L10%, FD L15% et FD
L20% représentent les échantillons de FD lactose obtenus a partir de solutions de concentrations
10, 15 et 20% m/v respectivement.

Echantillon Température de transition Pourcentage d’humidité
vitreuse (Tg) en °C résiduelle (%)
FD T10% 105 2,1+0,15
FD T15% 105 2,0x+0,2
FD T30% - 42+04
FD L10% 103 1,2+0,21
FD L15% 89 2,1+0,25
FD L20% 87 2,7+0,45

Les divers échantillons analysés présentent des valeurs de température de transition vitreuse (T4) en
corrélation avec les pourcentages d'humidité résiduelle mesurés sur les lyophilisats (Tableau 13),
ce qui est conforme aux valeurs de la littérature (Haque and Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005).
Cependant, dans le cas du FD T30%, qui présente une cristallinité partielle, aucune T4 n'a pu étre
détectée en DSC. De plus, a I'exception du FD T30% et du FD L10%, il a été observé que le
pourcentage d'humidité résiduelle dans les lyophilisats se situait entre 2 et 3%. Ces valeurs sont
supérieures a celles des formulations obtenues aprés lyophilisation de solutions avec une
concentration en excipient de 5% (m/v) (pour rappel, des valeurs d’humidité résiduelle autour de 1%
ont été mesurées pour FD T5% et FD L5%). Cela peut étre expliqué par le fait qu'une augmentation

de la concentration en excipient dans la solution a lyophiliser conduit a la formation d'un lyophilisat
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avec des feuillets plus épais avec une résistance accrue pendant les étapes de dessication primaire
et secondaire. Cette modification de texture a été observée sur les images en microscopie

électronique a balayage des lyophilisats obtenus (cf. paragraphe 5.3.1.3).

5.3.1.3 Imagerie en microscopie électronique a balayage

Les lyophilisats ainsi que les comprimés préparés sous des pressions de 25 et 250 MPa ont été
examinés en microscopie électronique a balayage. La Figure 70 illustre l'influence de la concentration
de la formulation sur la texture des lyophilisats. Les images révelent que l'augmentation de la
concentration de I'excipient n'a pas affecté la structure aérée en nid d'abeilles des lyophilisats.
Cependant, les Figure 70 D, E et F, montrent une représentation endommagée de cette structure,
probablement due a des difficultés dans la préparation des échantillons. En effet, a mesure que la
concentration en excipient augmente, la texture du lyophilisat devient plus rigide, rendant sa
préparation pour I'observation plus délicate. Néanmoins, les images mettent en évidence la présence
de feuillets et d'une porosité significative, caractéristiques des lyophilisats. De plus, une augmentation
de la concentration en excipient entraine une augmentation de ['épaisseur des feuillets,
particulierement visible pour le FD T30% et le FD L20% (Figure 70 G et H).

Les Figure 70 A et B révélent également la présence de petits trous sur les feuillets. Ces trous se
sont formés progressivement pendant la sublimation pour faciliter le passage du flux de vapeur d'eau
a travers les couches du lyophilisat. lls sont uniguement observés sur les feuillets des lyophilisats FD
T5% et FD L5%, et ne sont plus présents sur les feuillets des lyophilisats plus concentrés. Pour ces
lyophilisats, le flux de vapeur d'eau ne parvient pas a percer les feuillets plus épais des lyophilisats
plus concentrés ce qui augmente la résistance du produit a la sublimation. Cette texture particuliére

justifie les pourcentages d'humidité résiduelle plus élevés pour les formulations les plus concentrées.

Par la suite, la surface des comprimés préparés a partir de FD tréhalose et du FD lactose aux
différentes concentrations a été examinée. Tout comme dans les deux études précédentes (cf.
Chapitre 3 et Chapitre 4), les images montrent que pour les comprimés obtenus a 25 MPa, une
grande porosité est observée, avec une préservation des feuillets et de la structure initiale des
lyophilisats (Figure 71 A, C D, E et Figure 72 A, C, D et E). En revanche, lorsque les différentes
poudres sont comprimées a 250 MPa, la porosité diminue jusqu'a devenir quasiment inexistante, et
la forme initiale des feuillets n'est plus discernable. La surface des comprimés est devenue lisse avec
une porosité tres faible (Figure 71 B, D, F, H et Figure 72 B, D, F et H).
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Figure 70 — Images en microscopie électronique a balayage du tréhalose et du lactose lyophilisés ;
(A) FD T5%, (B) FD L5%, (C) FD T10%, (D) FD L10%, (E) FD T15%, (F) FD L15%, (G) FD T30% et
(H) FD L20%. (Grossissement x400)
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Figure 71 — Images en microscopie électronique a balayage de la surface des comprimés de
tréhalose lyophilisé comprimé a 25 MPa (A, C, E et G) et 250 MPa (B, D, F et H) du FD tréhalose 5,
10, 15 et 30%. (Grossissement x400)
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Figure 72 — Images en microscopie électronique a balayage de la surface des comprimés de
lactose lyophilisé comprimé a 25 MPa (A, C, E et G) et 250 MPa (B, D, F et H) du FD lactose 5, 10,
15 et 20%. (Grossissement x400)
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5.3.1.4 Détermination de la surface spécifique par adsorption gazeuse et de la masse volumique
pychométrique

Les résultats des mesures de masse volumique et de surface spécifique sont représentés dans le
Tableau 14.

Tableau 14 — Valeurs des masses volumiques pycnométriques et de surface spécifique des
différents échantillons analysés.

Echantillon Masse volumique Surface spécifique (m?/g)
pycnométrique (g/cm?)

FD T5% 1,45+ 0,023 0,94 + 0,060
FD T10% 1,50 + 0,002 0,72+ 0,033
FD T15% 1,50 + 0,004 0,73 £ 0,047
FD T30% 1,50 £ 0,001 1,40 £ 0,089

FD L5% 1,39 + 0,008 1,06 + 0,018
FD L10% 1,51 £ 0,001 0,68 + 0,053
FD L15% 1,51 + 0,002 0,60 = 0,070
FD L20% 1,50 + 0,013 0,60 + 0,013

Les variations des masses volumiques mesurées semblent suivre les mémes tendances pour le
tréhalose et le lactose. En effet, les échantillons de tréhalose et de lactose a 5% (m/v) présentent des
masses volumiques plus faibles que celles des échantillons plus concentrés (1,45 + 0,023 g/cm? pour
le FD T5% et 1,39 + 0,008 g/cm? pour le FD L5%). La variabilité sur la masse volumique du FD T5%
est plus élevée par rapport aux autres mesures. Cette variabilité est liée a la masse d’échantillon
pesée (la masse maximale pour le FD T5% était inférieure a celle des autres échantillons, car elle
correspondait a la quantité maximale permettant de remplir complétement la cellule de mesure) lors
de la préparation de I'échantillon. A partir d'une concentration de 10% (m/v), la masse volumique a
atteint des valeurs de I'ordre de 1,50 g/cm? pour le tréhalose a 10, 15 et 30 % (m/v), de I'ordre 1,51
g/cm?® pour le lactose a 10, 15% et de 1,50 g/cm? pour le lactose 20% (m/v) (Tableau 14). Les résultats
montrent qu'a partir d'une concentration de 10%, la masse volumique se stabilise et devient
indépendante de la concentration de I'excipient. Ces observations sont cohérentes avec les résultats

de la littérature, ou il a été démontré que les masses volumiques pycnométriques du tréhalose
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lyophilisé & des concentrations de 10%, 20% voire méme 50% (m/v), sont identiques et
indépendantes de la concentration en tréhalose dans le lyophilisat (Imamura et al., 2008). Le lactose
lyophilisé a différentes concentrations semble également présenter le méme comportement que le
tréhalose, avec une masse volumique pycnométrique des lyophilisats qui devient indépendante de
leur concentration a partir d'une concentration de 10% (m/v). Il est tout de méme important de savoir
que l'interprétation de ces résultats reste tres délicate et sujette a caution car un amorphe ne posséde

pas une masse volumique parfaitement définie.

De méme, la surface spécifique des différents échantillons semble suivre des tendances similaires a
celles de la masse volumique. En effet, les échantillons de tréhalose et de lactose lyophilisés les
moins concentrés (5% m/v) présentent la plus grande surface spécifique, autour de 1 m?/g (Tableau
14). A partir d'une concentration de 10% (m/v), la surface spécifique de ces deux excipients diminue
et semble devenir indépendante de la concentration de I'échantillon (Tableau 14). Ces résultats
peuvent étre liés aux variations de texture observées dans les lyophilisats plus concentrés, qui ont
été visualisés a l'aide d'images de microscopie électronique a balayage (Figure 70). En effet, les
lyophilisats plus concentrés (FD T10 et 15%, ainsi que FD L10, 15 et 20%) présentaient une texture
en feuillets similaire mais avec des feuillets plus épais que ceux des FD T5% et FD L5%. Dans le cas
d’'un feuillet, du fait de sa géométrie, une augmentation de son épaisseur et donc de sa masse ne
s'accompagne pas nécessairement d'une augmentation significative de sa surface. Par conséquent,
une augmentation de masse plus importante que 'augmentation de la surface d’un feuillet entraine
une diminution de sa surface spécifique. Ce phénoméne entraine une diminution de la surface
spécifique entre les excipients obtenus a partir de concentrations faibles (5% m/v) et ceux a des
concentrations plus élevées. De plus, les mesures de surface spécifique révelent que, a I'exception
des concentrations de 10% pour le tréhalose et le lactose, la surface spécifique est restée stable
méme avec une augmentation de la concentration. Ce phénomeéne peut s'expliquer par le fait que
'augmentation de I'épaisseur des feuillets entre les lyophilisats concentrés a 5% m/v est plus
importante que la variation d'épaisseur des feuillets entre les lyophilisats concentrés a 10% m/v et
plus. En d'autres termes, une fois que la concentration atteint un certain seuil, 'augmentation de la
concentration n'a pas un impact significatif sur la surface spécifique, car les changements d'épaisseur

des feuillets deviennent moins prononces.

En revanche, le FD T30%, partiellement cristallin, se différencie par une surface spécifique de 1,40 £
0,089 m?/g, significativement supérieure a celles des autres poudres de tréhalose lyophilisé. Cette
valeur reste inférieure a celle du tréhalose cristallin obtenu dans I'étude précédente (cf. Chapitre 4)
(1,64 £ 0,231 m?/g). Ce résultat est conforme aux attentes, car il a déja été démontré que les produits
cristallins ont tendance a présenter une surface spécifique supérieure a celle des produits amorphes
(Rambhatla et al., 2004).
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5.3.2 Caractérisations des poudres étudiées en compression

5.3.2.1 La compressibilité

Dans un premier temps, le comportement en compression des différents lyophilisats a été étudié en
termes de compressibilité. Les profils de compressibilité du FD tréhalose et du FD lactose a

différentes concentrations sont représentés sur la Figure 73.
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Figure 73 — Profils de compressibilité du FD tréhalose (A) et du FD lactose (B) obtenus a partir de
solutions a différentes concentrations.

Les courbes de compressibilité des lyophilisats de tréhalose et de lactose ne révélent pas de
tendance spécifique. Les courbes de compressibilité des FD T5%, 10% et 15% montrent des profils
similaires pour des pressions de compression comprises entre 0 et 75 MPa. Sur cette gamme de
pression, le FD T30% montre une porosité Iégérement plus faible que les trois autres compositions.
Ce résultat est probablement d( a son caractere partiellement cristallin. En effet, dans le paragraphe
3.3.3.1 du Chapitre 3, il avait déja été observé que le tréhalose cristallin était plus compressible que
le tréhalose lyophilisé aux faibles pressions. A partir de 75 MPa, la porosité du FD T5% devient plus
faible que celles de tous les autres échantillons alors que les FD T10%, 15% et 30% ont un

comportement similaire jusqu’a 250 MPa.

Concernant le lactose lyophilisé, les FD L5% et 10% montrent des courbes de compressibilité
superposables entre 0 et 25 MPa. Les porosités sont plus faibles pour les FD L15% et FD L20%. A
partir de 25 MPa, la porosité du FD L5% commence a baisser progressivement pour devenir plus

basse que celles de tous les autres échantillons.

Aux pressions élevées (a partir de 200 MPa pour le tréhalose et de 150 MPa le lactose), la porosité
devient négative. Deux principales raisons peuvent expliquer ces valeurs négatives comme cela a
déja été argumenté au Chapitre 3, paragraphe 3.3.3.1. Ces résultats montrent clairement que le profil

de compressibilité change lIégerement avec l'augmentation de la concentration en excipient (Figure
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73 A et B), ce qui peut étre attribué aux différences texturales et physico-chimiques des différentes
poudres.

Dans le but de s’affranchir des incertitudes liées a la masse volumique pycnométrique décrites, les
graphiques de compressibilité illustrant la variation de la masse volumique « in-die » en fonction de
la pression de compression ont été tracés et sont présentés sur la Figure 74 A et B. Pour obtenir ces
représentations, la masse volumique (exprimée en g.cm=3) a été calculée en prenant en compte la
masse finale du comprimé (m en g), la distance entre les poincons correspondant a I'épaisseur du
comprimé a chaque point de pression (h en cm), et la surface du comprimé. La formule utilisée est
donnée par I’équation 24 :

p=—1— = mh Equation 24

Veylindre nr?

Ou r est le rayon du comprimé (en cm).

Les courbes ainsi obtenues mettent en évidence des tendances différentes en fonction des
lyophilisats (Figure 74). A faibles pressions et jusqu’a 100 MPa, le FD T5% affiche la plus faible
masse volumique, suivi du FD T10% et du FD T15%, et enfin le FD T30% avec la masse volumique
la plus élevée. En revanche, a mesure que la pression de compression augmente, les masses
volumiques semblent converger vers des valeurs similaires. La méme tendance est observée avec
le FD lactose, mais contrairement au tréhalose lyophilisé, les différences sont observées sur toute la
plage de pression étudiée avec un effet plus marqué aux faibles pressions (pressions inférieures a
100 MPa). Il semble qu’a basse pression, les propriétés des poudres présentant différents
pourcentages en excipient soient légerement distinctes, mais ce comportement tend a s'atténuer a
mesure que la pression augmente.
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Figure 74 — Variation de la masse volumique « in-die » en fonction de la pression de compression
pour le FD tréhalose (A) et le FD lactose (B) aux différentes concentrations.
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5.3.2.2 Le recouvrement élastique (RE)

Apres I'étude de la compressibilité, le recouvrement élastique des comprimés obtenus a partir des
différentes poudres a été étudié. Les profils de recouvrement élastique des comprimés de FD

tréhalose et de FD lactose a différentes pressions sont représentés sur la Figure 75 A et B.
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Figure 75 — Recouvrement élastique des comprimés de FD tréhalose (A) et de FD lactose (B) a
différentes pressions de compression.

Les profils de recouvrement élastique illustrent une tendance similaire entre le tréhalose et le lactose.
En effet, aux faibles pressions, le recouvrement élastique est d'autant plus élevé que le pourcentage
en excipient est faible (Figure 75 A et B). Les comprimés de lyophilisats FD T5% et L5% présentent
le recouvrement élastique le plus élevé a une pression de 12,5 MPa, suivis par ceux réalisés avec
des concentrations de 10% et 15%. Enfin, les comprimés obtenus a partir des lyophilisats les plus
concentrés présentent le recouvrement élastique le plus faible. Il est important de noter que ces
valeurs de recouvrement élastique sont moins élevées que celles trouvées pour d’autres excipients
couramment utilisés dans la compression pharmaceutique. Par exemple, la cellulose microcristalline,
comprimée a faible pression (25 MPa), posséde un recouvrement élastiqgue de 10% (cf. paragraphe
3.3.3.5, Chapitre 3), qui est le double du recouvrement élastique calculé pour le FD T5% ou le FD

L5% & la méme pression de compression.

A mesure que la pression augmente, cette différence diminue jusqu’a ce que le recouvrement
élastique des comprimés des lyophilisats a différentes concentrations devienne similaire a partir de

150 MPa pour le tréhalose et 200 MPa pour le lactose (Figure 75 A et B).

Les résultats de recouvrement élastique obtenus dans cette étude suggérent qu’'une augmentation
de la concentration d’'un lyophilisat diminue le recouvrement élastique pour une pression de
compression donnée. La diminution du recouvrement élastique peut, dans certains cas, étre favorable

pour I'obtention de comprimés. Cependant, son influence finale sur les propriétés des comprimés doit
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étre interprétée a la lumiére d’autres propriétés en compression. Par conséquent, il est important de
caractériser d’avantage le comportement en compression de ces poudres a travers d’autres

caractérisations mécaniques.

5.3.2.3 L’énergie plastique (EP)

L’énergie plastique de toutes les poudres comprimées est représentée sur la Figure 76. Comme
précédemment mentionné, I'énergie plastique représente I'énergie totale transférée a une poudre lors
du cycle de compression. Cette énergie a été normalisée par le volume du solide comprimé afin de

permettre la comparaison des produits présentant différentes masses volumiques.

Pour une pression donnée, les résultats mettent en évidence que I'énergie plastique est d'autant plus
élevée que la concentration en excipient est faible (Figure 76 A et B). Comme observé avec la
compressibilité, cet effet est plus prononcé pour le lactose que pour le tréhalose.

Une fois de plus, il semble que la texture influence I'énergie plastique, car méme si tous les produits
sont amorphes aprés lyophilisation (a I'exception du FD T30%), la modification de la texture des
lyophilisats, comme observée en microscopie électronique a balayage, semble suffire a entrainer une
diminution des valeurs de I'énergie plastique pour une pression donnée, comme le montre les profils
(Figure 76 A et B).
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Figure 76 — Energies plastiques du FD tréhalose (A) et du FD lactose (B) a différentes
concentrations.
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5.3.2.4 La tablétabilité

L'analyse de la tablétabilité des poudres a été entreprise dans le but d'étudier I'effet des différentes
concentrations en excipients sur la résistance mécaniqgue des comprimés de lyophilisats.
Préalablement, il avait été observé que les comprimés de FD T5% et FD L5% présentaient une
résistance mécanique élevée (o = 2 MPa) dés les pressions de compression faibles (inférieures a 50
MPa), mais qu'au-dela d'une certaine pression, des fissures apparaissaient sur les comprimés,

entrainant une variabilité des valeurs mesurées et une baisse de la résistance mécanique.

Les poincons de compression de 10 mm de diamétre ont été remplacés par des poingons de 11 mm
de diamétre, les poingons de 10 mm ayant été endommagés au cours de I'étude. Pour mémoire, les
tests de tablétabilité sur le FD T5% et FD L5% avaient été realisés en utilisant des poingons de 10
mm (cf. Chapitre 4), mais le fait d’interpréter les résultats en utilisant les contraintes de rupture et
non pas les forces permet de s’affranchir raisonnablement des effets de géométrie et permet
théoriguement une comparaison des résultats de tablétabilité. Malgré tout, afin de s’affranchir de tout
biais expérimental dans la comparaison des profils de tablétabilité des comprimés obtenus avec des
poudres de différentes concentrations, le test de résistance a la rupture a été répété pour les FD T5%

et FD L5% en utilisant les poingons de 11 mm.

Dans un premier temps, une comparaison des profils de tablétabilité du FD T5% et FD L5% produits
avec différentes tailles de poingons a été réalisée (Figure 77) afin de vérifier 'impact du diamétre du
poincgon sur le test de tablétabilité. Dans le cas du FD tréhalose, des séries complétes de mesures
ont été répétées a trois reprises en utilisant des poingons de 10 mm et une série complete a été
effectuée avec des poingons de 11 mm. L’étude sur le lactose (FD L5%) a été réalisée une fois a
I'aide des poingons de 10 mm et une fois par I'intermédiaire des poingons de 11 mm. Dans la |égende
de la Figure 77, (1), (1.1) et (1.2) représentent les profils obtenus avec des comprimés réalisés avec
le poingon de 10 mm de diamétre et (2), les valeurs pour les comprimés produits avec le poingon de

11 mm de diamétre.

Les différents profils de tablétabilité (1), (1.1) et (1.2) du FD T5% (Figure 77), tous réalisés dans les
mémes conditions expérimentales, montrent qu’il y a une grande variabilité d’'une série expérimentale
a une autre. Ces profils montrent que pour les trois manipulations, le FD T5% acquiert une forte
cohésion avec une variabilité acceptable aux faibles pressions (jusqu’a 50 MPa). A partir de 50 MPa
et plus encore de 75 MPa, les variabilités des mesures augmentent, et les contraintes de ruptures au
sein d’'une méme manipulation et entre les différentes manipulations deviennent trés variables. Ces
résultats sont tres probablement liés au développement de fissures aléatoirement au sein des
comprimés comme décrit dans le (cf. Chapitre 4 paragraphe 4.3.4.4). De plus, il est possible de
visualiser autant de variabilité entre les manipulations réalisées avec des poingons de 10 mm qu’entre

celles réalisées a I'aide des poingons de 10 et de 11 mm, donc il ne semble pas que la taille du
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poincon ait un effet dominant sur le profil. Un résultat identique a été obtenu dans le cas du FD L5%
(Figure 77 B) ou une grande variabilité de mesure est observée quel que soit la taille du poingon
utilisé. On peut donc considérer que les valeurs au-dessus de 50 MPa sont sujettes a caution en
termes de variabilité quel que soit I'excipient lyophilisé (tréhalose ou lactose). Ce résultat appuie
encore une fois les résultats discutés dans le Chapitre 4, ou on a visualisé un effet de la structure
amorphe sur le développement aléatoire de fissures sur des comprimés produits a des pressions

relativement élevées (> 50 MPa).

A ce stade, la raison et le mécanisme de formation des fissures sont encore inconnus, ce qui peut

justifier la faible reproductibilité des résultats entre les différentes manipulations.
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Figure 77 — Profils de tablétabilité (24 heures aprés compression) du FD T5% (A) et du FD L5% (B).
(1), (1.1) et (1.2) représentent les résultats obtenus avec les comprimés de 10 mm. (2) représente
les résultats obtenus avec les comprimés de 11 mm de diamétre.

Les profils de tablétabilité des comprimés issus du FD T5% et du FD L5% ont ensuite été comparés
a ceux réalisés avec des systemes lyophilisés de concentrations plus élevées, 24 heures apres
compression (Figure 78). Pour cette comparaison, les profils de tablétabilité réalisés avec des
poingons de 11 mm (FD T5% (2) et FD L5% (2)) ont été choisis car tous les autres profils ont été
réalisés avec la méme taille de poincons. Cependant, comme évoqué précédemment, il est important
de rappeler ici, que les expériences visant a déterminer le profil de tablétabilité d’une poudre
lyophilisée amorphe, peut présenter une variabilité significative entre chaque réplica d’'une méme

expérience a partir d’'un certain seuil de pression (Figure 77).
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Figure 78 — Profils de tablétabilité (24 heures aprés compression) du FD tréhalose (A) et de FD
lactose (B) a différentes concentrations. Dans la Iégende, (2) représente les valeurs pour les
comprimés produits avec le poingon de 11 mm de diametre.

Pour le tréhalose et le lactose, les résultats indiquent que les comprimés de FD T5% et FD L5%
présentent des contraintes de rupture légérement supérieures a celles de tous les autres excipients
plus concentrés, dans une plage de pressions de compression allant de 12,5 a 100 MPa (Figure 78
A et B). Ainsi, une augmentation de la concentration en excipients semble entrainer une légére
diminution de la résistance a la rupture des comprimés dans cette gamme de pressions de
compression. Il est a noter que pour les FD tréhalose et lactose a 10 et 15 % la résistance mécanique
des comprimés est a une valeur de 1,5 MPa pour des pressions de compression appliquées de 50
MPa, ce qui reste un résultat intéressant. De plus, les résultats montrent une amélioration de la
reproductibilité des mesures de résistance mécanique pour les comprimés obtenus a des pressions
élevées surtout dans le cas du tréhalose sans pour autant résoudre totalement le probléme de la
variabilité observée a des pressions élevées pour les FD 5%. En résumé, dans la plage de pressions
d’intérét (inférieures a 75 MPa), quand la concentration en excipient augmente, les résultats montrent
qu’il est nécessaire d’augmenter la pression de compression pour atteindre le méme niveau de
contrainte de rupture. Les comprimés de tous les lyophilisats testés conservent toutefois leurs
propriétés de forte cohésion dés de faibles pressions de compression (< 50 MPa). L’augmentation de
la concentration ne résout pas entierement le probléeme de variabilité observé a des pressions

élevées.

5.3.2.5 Le BFI (Brittle Fracture Index)

Dans la poursuite de I'étude, le test BFI a été effectué sur I'ensemble des comprimés. Comme
mentionné précédemment, le BFI est un indicateur de la fragilité des comprimés. Plus le BFI est

élevé, plus le matériau cédera facilement sous l'effet d’'une contrainte localisée. On peut donc
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supposer qu’il sera alors plus sensible par exemple au décalottage. Les résultats antérieurs ont
montré que les comprimés de FD T5% et FD L5% présentaient des valeurs de BFI trés élevées
(respectivement 1,90 et 1,62) pour les comprimés produits a une pression de compression
relativement faible (25 MPa), ce qui témoigne d'une fragilité significative pour ce type de comprimé.
Les résultats du BFI pour toutes les autres compositions de comprimés sont présentés dans le

Tableau 15.

Tableau 15 — Valeurs de BFI des différents comprimés étudiés.

Echantillon Pression de compression BFI
FD T5% 25 MPa 1,90+ 0,17
FD T10% 50 MPa 2,06 £ 0,45
FD T15% 50 MPa 1,38+ 0,10
FD T30% 50 MPa 0,72 + 0,07
FD L5% 25 MPa 1,60+ 0,49
FD L10% 50 MPa 2,18 + 0,37
FD L15% 50 MPa 1,73+0,15
FD L20% 50 MPa 2,02 +0,45

La valeur du BFI du FD T5% (1,9 + 0,17) obtenue dans le Chapitre 4 et utilisée dans ce chapitre
differe considérablement du BFI du FD tréhalose (1,12) calculé dans le Chapitre 3. Cette disparité
peut s'expliquer en examinant les contraintes de rupture des comprimés non perforés et perforés
obtenues lors de ces deux manipulations distinctes. En effet, les résultats révélent que pour le BFI
de 1,9, les contraintes de rupture des comprimés non perforés et perforés étaient respectivement de
1,58 + 0,08 MPa et de 0,32 + 0,02 MPa. En ce qui concerne le BFl de 1,12, les contraintes de rupture
trouvées étaient de 1,46 + 0,13 MPa et de 0,5 + 0,06 MPa respectivement pour les comprimés non
perforés et perforés. En comparant ces valeurs et en tenant compte de la variabilité des mesures,
elles sont malgré tout relativement proches, mais suffisantes pour entrainer une différence importante
sur le calcul du BFI. En termes d’interprétation, ces différences ne changent pas le résultat en termes

de comportement, un BFI supérieur a 1 indique une grande fragilité des comprimés, et de légeres
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variations des contraintes de rupture peuvent entrainer des écarts significatifs dans son calcul sans

pour autant modifier le caractére fragile des comprimés.

Tous les échantillons ont été comprimeés a une pression minimale permettant de les perforer sans les
fracturer et entrainer la formation de fissures a proximité du trou. Le Tableau 15 révele qu'a
'exception des comprimés de FD T30%, quelle que soit la concentration des lyophilisats, tous les
comprimés ont présenté des valeurs de BFI élevées (valeurs supérieures a 1), ce qui témoigne de
leur grande fragilité. En revanche, les comprimés de FD T30% qui présentent une cristallinité partielle,
affichent un BFl de 0,72 + 0,07 (Tableau 15), similaire a celui des comprimés de tréhalose CCP (0,83
+0,01) comprimés a 250 MPa. Ces résultats soulignent une fois de plus que la texture spécifique des
lyophilisats amorphes est responsable du caractére fragile accru des comprimés, et que
'augmentation de la concentration en excipients dans les formulations ne modifie pas ce
comportement. En revanche, lorsque le lyophilisat est partiellement cristallin, le BFI des comprimés
est significativement influencé et tend vers celui de la poudre cristalline, rendant les comprimés moins
fragiles. Ainsi, I'augmentation du pourcentage d'excipient dans les formulations ne semble pas

modifier le caractere fragile des comprimés lorsque la poudre demeure amorphe apreés lyophilisation.

5.3.3 Etude de I’écoulement des poudres lyophilisées

Comme mentionné dans le Chapitre 1, 'écoulement d'une poudre est une caractéristique essentielle
pendant le processus de compression. Pendant la compression, le remplissage de la matrice
s'effectue par gravité ou de facon plus ou moins forcée, a travers une trémie d'alimentation. Ainsi,
une poudre présentant un faible écoulement peut entrainer des difficultés de remplissage de la
matrice lors de la fabrication de comprimés, ce qui a été le cas de nos poudres lyophilisées préparées
a partir d’'une solution a 5% m/v d’excipient. Pour pouvoir réaliser les comprimés, les poudres FD
T5% et FD L5% étaient introduites manuellement dans la matrice de compression aprés broyage
manuel dans un mortier. En effet, ces poudres, avaient une texture spécifique (feuillets) et une masse
volumique apparente faible qui n’étaient pas optimales pour un bon écoulement. De plus, ces poudres
avaient tendance a adhérer aux parois de la trémie d'alimentation, ce qui compliquait le processus
d’alimentation de la matrice et de compression. Sachant par ailleurs que ces poudres sont trés
hygroscopiques, la moindre augmentation de I'humidité pouvait avoir des effets sur I'apparence
générale de ces poudres : elles devenaient de plus en plus collantes ce qui compliquait encore plus

I'écoulement et ce qui nous a obligé a travailler en atmosphére rigoureusement controlée en humidité.

L'augmentation de la concentration des excipients dans les formulations, et donc 'augmentation de
la masse volumique vrac de la poudre produite était a priori susceptible d’améliorer leurs propriétés
d'écoulement. Pour explorer cette possibilité, une étude sur I'aptitude a I'écoulement des poudres

lyophilisées générées a partir des solutions de concentration croissante en lactose a été menée a
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l'aide d'une cellule de cisaillement annulaire (PFT-610, Powder Flow tester, Brookfield, Inde). L'étude
n'a été réalisée que sur le lactose lyophilisé aprés broyage a l'aide d’'un mortier, en raison de

contraintes de disponibilité de quantités suffisantes de tréhalose.

L’essai de cisaillement permet de mesurer la limite de rupture sous cisaillement d’un lit de poudre
apres consolidation sous une contrainte normale (2.9.49. powder flow properties,
European pharmacopoeia 11.5). L’essai consiste a appliquer a la poudre contenue dans la cellule
une contrainte normale verticale o puis générer une déformation de cisaillement en appliquant au
couvercle de la cellule un mouvement de rotation horizontal par rapport a la base de la cellule
contenant la poudre consolidée, a vitesse constante. Il en résulte une contrainte de cisaillement
horizontale T au sein du lit de poudre. Ces mesures permettent de tracer le lieu de rupture puis les
cercles de Mohr (cercles de consolidations) qui permettent d’obtenir o1 (la contrainte de consolidation)
et o¢ (la résistance a la compression). Cet essai est détaillé dans la pharmacopée européenne

(monographie 2.9.49, caractérisation des propriétés rhéologiques des poudres par cisaillement).

La fonction d'écoulement peut étre utilisée pour caractériser I'écoulement d'une poudre en utilisant le

facteur d'écoulement (ou indice d'écoulement) ff. (équation 25).
ff. = % Equation 25
c

Ou o; représente la contrainte de consolidation (kPa) et g, représente la résistance en compression
(kPa).

Plus la valeur de l'indice d’écoulement est élevée, meilleur est 'écoulement de la poudre. L’échelle

représentée dans le Tableau 16 permet d’évaluer I'aptitude a I'écoulement de la poudre.

Les résultats de I'étude d’écoulement surles FD L5, 10, 15 et 20% sont représentés sur le diagramme
(01, 0.), avec les frontieres des classes d’aptitude a I'écoulement, affichées par des droites qui

représentent chacune une valeur constante de I'indice d’écoulement ff; (Figure 79).

Les fonctions d'écoulement obtenues pour tous les lyophilisats de lactose sont similaires et se situent
toutes a l'interface entre une poudre trés cohésive et cohésive (Figure 79). Ces résultats indiquent
gue les poudres présentent un mauvais écoulement, et que la modification du pourcentage d'excipient

dans les solutions de lyophilisation n'a eu aucun impact sur I'écoulement.
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Tableau 16 — Echelle de classification du comportement en écoulement des poudres.

Facteur d’écoulement Comportement en écoulement de la
poudre
ffe<1 Poudre ne s’écoulant pas
1<ffe<2 Poudre trés cohésive
2<ffc<4 Poudre cohésive
4 <ffc <10 Poudre s’écoulant facilement
ffc > 10 Matériaux s’écoulant librement
—e—FD L5% —e—FD L10% FD L15% —e—FD L20%
- ff, =1 ff, =2

Ne s'écoulant pas Trés cohésive

41 Cohésive ffc =4
3 S

2,5 ' -
2 S'écoulant facilement

1,5 - ff. =10

Résistance en compression o, (kPa)
W
(8, ]
L

S'écoulant librement

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Contrainte de consolidation o, (kPa)

Figure 79 — Représentation des fonctions d'écoulement du FD L5, 10, 15 et 20% et des droites de
I'indice d'écoulement constant (ff. =1 en rouge, ffc =2 en noir, ffc =4 en bleu, ffc =10 en violet).
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5.4 Conclusion

Dans cette section, nous avons examiné les propriétés mécaniques du tréhalose et du lactose
lyophilisés mais en faisant varier les concentrations des solutions de lyophilisation. Les analyses
physico-chimiques ont révélé que les échantillons demeuraient amorphes apres lyophilisation, a
I'exception du FD T30% qui présentait une cristallinité partielle. De plus, la modification de la
concentration en excipient a affecté la texture des lyophilisats (épaisseur des feuillets), leur masse

volumique pycnométrique et leur surface spécifique.

Ces modifications physico-chimiques n'ont pas eu de répercussions significatives sur le
comportement en compression. Les courbes de compressibilité, de recouvrement élastique et
d'énergie plastique n’ont été que légérement modifiées en fonction de la concentration en excipients.
Les courbes de tablétabilité ont révélé qu'une augmentation de la concentration en excipient
entrainait une légere diminution de la contrainte de rupture et une amélioration de la reproductibilité
des mesures a des pressions élevées. Ces résultats indiquent que, dans la plage de pression d'intérét
(25 a 75 MPa), la résistance a la rupture n'a pas été significativement impactée. Cette amélioration
de la reproductibilité des mesures a des pressions élevées permettrait donc d'élargir l'intervalle de
pressions pouvant étre utilisé pour la compression notamment dans de futures applications
industrielles. De plus, les calculs de BFI ont montré que les comprimés demeuraient fragiles méme
aprés l'augmentation de la concentration en excipients dans les formulations. Par ailleurs, I'étude de
I'écoulement des lyophilisats a révélé que lI'augmentation de la concentration en excipient n‘avait pas

permis d’améliorer I'écoulement.

Toutefois, cette partie de I'étude n’est pas vain, car elle ouvre a des possibilités d’utiliser des solutions
plus ou moins concentrées en cryoprotecteurs pour la réalisation de comprimés. Ces résultats
pourront étre utilisés dans I'avenir s'il s’avére nécessaire de réaliser des systéemes plus ou moins
enrichis en cryoprotecteurs. De plus, bien que I'ajustement de la concentration dans les formulations
n'‘ait pas suffi a améliorer les propriétés d'écoulement des poudres, d'autres stratégies peuvent étre
envisagées pour atteindre l'objectif fixé. Par exemple, I'ajout d'une étape de granulation seche aprés
lyophilisation ou le mélange des poudres lyophilisées avec des excipients pour compression directe
pourraient étre des solutions a envisager pour améliorer les propriétés d'écoulement des poudres
lyophilisées. Au moment de I'écriture de ce mémoire, des essais en ce sens sont entrepris mais les

résultats sont trop préliminaires pour étre développés.

L'objectif principal de cette partie était de modifier les formulations pour améliorer les propriétés
d’écoulement des lyophilisats et éliminer le remplissage manuel de la matrice de compression. Etant
donné que I'écoulement des poudres lyophilisées n'a pas été amélioré et que les propriétés
mécaniques n'ont pas été significativement modifiées par rapport aux lyophilisats issus d’une solution

contenant 5% (m/v) d’excipient, il a été choisi de garder cette composition pour incorporer une
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biomolécule dans les poudres lyophilisées. La prochaine étape consistera a étudier I'impact de la
lyophilisation et de la compression sur l'activité biologique des biomolécules avec les formulations
initiales contenant 5% (m/v) d'excipient dans la solution de lyophilisation.
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Chapitre 6. Etude de l'effet des procédeés
de lyophilisation et de compression sur
I’activité  biologique d’une protéine
modele : la lactate déshydrogénase
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6.1 Introduction

Comme déja discuté, notre étude vise a produire des comprimés a partir de poudres lyophilisées
contenant des biomolécules tout en préservant leur activité biologique. Cet objectif est d’autant plus
important actuellement que certaines protéines, telles que la semaglutide, la plecanatide et la
desmopressine, ont déja été approuvées pour étre administrées par voie orale sous forme de
comprimés. De plus, d'autres protéines sont actuellement en phase Il ou lll d'études cliniques
(Haddadzadegan et al., 2022).

Ainsi, aprés avoir étudié les caractéristiques physico-chimiques de différents excipients lyophilisés
(tréhalose, lactose, mannitol et saccharose) et leur comportement lors de la compression, il est
nécessaire a ce stade d'incorporer une protéine modéle dans nos formulations afin d'évaluer I'effet

des différents procédés sur son activité biologique.

La protéine modele choisie pour notre étude sera une enzyme, la lactate déshydrogénase (LDH). En
se basant sur les résultats des caractérisations effectuées dans les chapitres 3, 4 et 5, les trois
excipients qui ont été retenus sont le tréhalose, le lactose et le mannitol. Le saccharose a été exclu
de notre étude en raison de la variabilité élevée des résultats observée en compression pour la
poudre lyophilisée. Les résultats du Chapitre 5 ont montré qu'une augmentation du pourcentage
d'excipient dans les formulations n'affectait pas significativement les propriétés mécaniques des
poudres et n'était pas suffisante pour améliorer leurs propriétés d'écoulement. Par conséquent, les
formulations utilisées dans ce chapitre seront identiques a celles des chapitres 3 et 4, a savoir, des

formulations avec une concentration a 5% m/v en excipient.

La lyophilisation des biomolécules a déja été largement étudiée dans la littérature (Al-Hussein and
Gieseler, 2012; Bedu-Addo, 2004; Busignies et al., 2020; Hsein et al., 2022; Kawai and Suzuki, 2007,
Ohori et al., 2018; Schersch et al., 2010). Ces études ont montré que la préservation de l'activité et
de la structure d'une biomolécule peut dépendre de divers facteurs tels que les paramétres de
formulation (types et quantité d'excipients), le type de la protéine choisie, ainsi que les parametres du

cycle de lyophilisation choisi.

De plus, il a été démontré dans la littérature que la compression pouvait avoir une influence sur
I'activité biologique des biomolécules. Klukkert et al. ont montré que la compression entre 40 et 382
MPa induisait des changements conformationnels dans la structure tridimensionnelle de la trypsine
et avait donc un impact délétére sur l'activité enzymatique de cette derniere (Klukkert et al., 2015).
En revanche, Wei et al. ont démontré que l'activité enzymatique du lysozyme était entierement
conservée, méme aprés une compression a 200 ou 300 MPa (Wei et al., 2019). Une autre étude
visant a développer des anticorps thérapeutiques sous forme de comprimés a partir d’'une poudre
lyophilisée (contenant 100 mg d’anticorps, du saccharose, du polysorbate 80 et de I'inuline) a montré

que, dans les conditions opératoires de I'étude (non spécifiées dans la publication), la compression
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n‘avait aucun effet sur les fonctions biologiques de l'anticorps (Maurer et al., 2016). En terme de
stabilité, cette étude révele qu'apres 16 mois de stockage a température ambiante, plus de 80 % de
I'activité biologique de I'anticorps était maintenue (Maurer et al., 2016). Cependant, une autre étude
menée par Lu et al. visant a étudier I'effet de la compression sur I'activité biologique d’anticorps a
démontré que I'application de pressions de compression entre 50 et 350 MPa, induisait une
diminution significative (entre 7 et 43%) de I'activité biologique des anticorps (Lu et al., 2021). En
revanche, la diminution d'activité s'est avérée aléatoire et non dépendante de la pression (par
exemple, une perte d’activité biologique plus importante a été retrouvée quand la poudre a été

comprimée a 50 MPa que quand elle a été comprimée a 350 MPa).

Une autre étude menée par Eriksson et al. a démontré que l'activité enzymatique de la phosphatase
alcaline, aprés lyophilisation en présence de 10 % m/v de tréhalose ou d'inuline et aprés compression
a 110 MPa, était préservée. Sans excipient, la phosphatase alcaline perdait 95 % de son activité
aprés lyophilisation, mais I'ajout de tréhalose ou d'inuline permettait la préservation de toute son

activité méme apres compression (Eriksson et al., 2002).

Les études citées ci-dessus montrent une conservation de l'activité biologique des biomolécules
étudiées ou une perte de lactivité aprés lyophilisation et compression. Pour compléter ces
recherches, ce chapitre examinera donc linfluence du processus de lyophilisation et de la
compression de la poudre lyophilisée sur I'activité enzymatique de la LDH (lactate déshydrogénase).
Nous ferons varier plusieurs parameétres, notamment les paramétres de formulation (utilisation de
divers excipients), les parametres du cycle de lyophilisation et les paramétres de compression
(variation de la pression de compression), afin de déterminer si la LDH peut conserver son activité
enzymatique dans toutes les conditions explorées. Ce chapitre vise donc a étudier les parties

suivantes :

1) L’étude de l'effet des cycles de lyophilisation « conservateur » et « agressif » sur I'activité
enzymatique de la LDH.

2) L’étude de linfluence de la formulation (utilisation de tréhalose, lactose et mannitol) sur la
conservation de l'activité enzymatique apres lyophilisation et compression.

3) L’étude de l'influence de 'augmentation de la concentration de la LDH dans les formulations
sur l'activité enzymatique de cette derniére.

4) L’étude de la stabilité des lyophilisats et des comprimés contenant de la LDH aprés stockage

a différentes températures sur plusieurs mois.
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6.2 Matériels et méthodes spécifiques au chapitre 6

Les différents excipients utilisés dans cette partie sont été le tréhalose cristallin (Biohale, Kyoto,
Japon), le lactose cristallin (Supertab 30 Gr, BFE Pharma, Coch, Allemagne) et le mannitol (Cooper,
Melun, France). La lactate déshydrogénase (LDH) (Lactate dehydrogenase, Porcine Heart, EMD
millipore corporation, Temecula, Californie, Etats-Unis) a été choisie comme protéine modéle. Le
dosage de la LDH a été réalisé a I'aide du kit de dosage CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay (Promega corporation, Madison, W1, Etats-Unis). L'activité enzymatique dans ce chapitre sera
exprimée en pourcentage d'activité enzymatique par rapport a I'activité théorique indiquée par le

fournisseur avant tout procédé de séchage et de compression.

L’influence des parameétres du procédé de lyophilisation sur I'activité de la protéine modéle a été
étudiée en utilisant deux cycles de lyophilisation : un cycle « conservateur » et un cycle « agressif »
(cf. paragraphe 2.2.1.1). Les systemes granulaires lyophilisés ont été obtenus par la lyophilisation de
1 ml de solution & 5% m/v de chacun des trois excipients dans des flacons en verre de 10 ml,
partiellement bouchés par des bouchons en caoutchouc et placés sur la méme étagere du
lyophilisateur. En plus du choix de I'excipient, l'influence des parameétres de formulation a été évaluée
en faisant varier la concentration en protéine dans les échantillons de 35 pug/ml & 1 mg/ml. Toutes les

conditions expérimentales ont été réalisées en triplicat.

Le contenu de chaque flacon a été utilisé pour produire un comprimé d’'une masse d’environ 45 mg.
Le remplissage de la matrice a été effectué manuellement. Les comprimés ont été obtenus en utilisant
des poingons Euro B, ronds plats, de 6 mm de diamétre, lubrifiés en externe par du stéarate de

magnésium (Peter Greven, Bad Muinstereifel, Nordrhein-Westafalen, Allemagne).
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6.3 Résultats et discussions

6.3.1 Influence du tréhalose sur I’activité enzymatique de la LDH apreés lyophilisation

et compression

Les études dans la littérature montrent que la LDH peut étre lyophilisée a partir de concentrations
trés faibles (12,8 pg/ml) (Iwai et al., 2007) jusqu’a des concentrations relativement élevées (2,5
mg/ml) (lzutsu and Kojima, 2002). Dans le cadre de notre étude, il a été décidé dans un premier
temps de choisir une concentration relativement faible de LDH (35 pg/ml) pour initier nos expériences.
L’influence de la température d’étagére lors de la sublimation a tout d’abord été étudiée en réalisant
deux cycles de lyophilisation, un cycle « conservateur » et un cycle « agressif ». La température
d’étagére appliquée lors de la dessication primaire était respectivement de -20 et + 25 °C pour ces

deux cycles.

Lors du processus de lyophilisation des biomolécules, il est généralement préconisé de programmer
la température d'étagére de maniére a maintenir la température du produit pendant la dessication
primaire environ 2 a 3 °C en dessous de la température de transition vitreuse (Tg'). Ceci est fait dans
le but d'éviter le collapse du lyophilisat et de garantir la stabilité des biomolécules (Tang and Pikal,
2004). Cependant, des résultats contradictoires ont été relevés dans des études plus récentes. Par
exemple, une recherche menée par Schersch et al. a conclu que le collapse n'avait aucun effet sur
la stabilité des biomolécules aprés un cycle de lyophilisation « agressif » (Schersch et al., 2010). De
méme, une autre étude réalisée par Depaz et al. a montré qu'une température de produit plus élevée
que la Ty pendant la dessication primaire ne conduisait pas systématiquement au collapse des
lyophilisats et n'avait aucun impact apparent sur la biomolécule lyophilisée dans ces conditions
(Depaz et al., 2016).

Dans le cadre de notre propre étude, lors de la mise en ceuvre de nos deux cycles de lyophilisation,
il est apparu que la température du produit restait inférieure a la T’ pendant plusieurs heures pendant
la dessication primaire, que la température d'étagére soit réglée a -20 °C ou a +25 °C (cf. paragraphe
2.2.1.1). Par la suite, une fois la glace partiellement sublimée, la température du produit dépassait la
T4, mais aucun collapse n'a été détecté a la fin de la lyophilisation pour les deux types de cycles
étudiés.

Les résultats du dosage de I'activité enzymatique de la LDH aprés les deux cycles de lyophilisation

et aprés compression sont présentés dans la Figure 80.
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Figure 80 — Evaluation du pourcentage d'activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation a l'aide
d’un cycle conservateur ou d’un cycle agressif et aprés compression des poudres lyophilisées.

Les résultats montrent une préservation compléte de l'activité enzymatique de la LDH aprés

lyophilisation avec un cycle « conservateur ».

Cette observation difféere des conclusions de Kawai et al., qui ont constaté une perte de 40% de
I'activité de la LDH aprés un cycle de lyophilisation impliquant une congélation dans l'azote liquide,
suivi d'une dessication primaire a -25 °C en présence de 100 mg de tréhalose dans des formulations
de 1 ml contenant 100 pg de LDH (Kawai and Suzuki, 2007).

Dans cette étude, les auteurs ont également étudié I'impact de la congélation par immersion dans
I'azote liquide sur l'activité enzymatique de la LDH. Cette étude a montré que la congélation de la
LDH sans ajout d’excipients a entrainé une perte de 20 % de son activité aprés décongélation. En
revanche, I'ajout d’un excipient dans les formulations a permis de conserver lintégralité de son
activité enzymatique apres décongélation (Kawai and Suzuki, 2007). La diminution de l'activité
enzymatique de la LDH apres lyophilisation dans cette étude pourrait donc étre attribuée aux étapes

de dessication primaire et secondaire, plutét qu’'a I'étape de congélation.

De plus, les résultats obtenus par Jiang et Nail different nettement de ceux de notre étude (Jiang et
Nail, 1998). En effet, la LDH a été lyophilisée sans ajout d'excipients, en utilisant un cycle de
lyophilisation « conservateur ». Leur cycle comprenait une congélation des formulations a -45 °C
pendant 6 heures, suivie d'une dessication primaire a -30 °C pendant 24 heures et d'une dessication

secondaire a 25 °C pendant 4 heures. Leur analyse a réveélé que l'activité enzymatique de la LDH
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dépendait de la concentration en LDH dans la formulation (Jiang and Nail, 1998). A une concentration
de 20 pl/ml, la LDH avait perdu 50 % de son activité, tandis qu'a 100 ul/ml, elle n'en avait perdu que
20 %. Ces résultats suggerent que lors de la lyophilisation de protéines sans ajout d'excipients,
l'activité enzymatique est d'avantage maintenue lorsque la concentration de la protéine dans la

solution est élevée (Jiang and Nail, 1998).

Ces deux études soulignent l'importance de deux parametres dans le processus de lyophilisation.
Premiérement, la congélation par immersion dans l'azote liquide doit étre évitée, car méme apres
lyophilisation en présence de tréhalose, la LDH perd 40 % de son activité (Kawai and Suzuki, 2007).
En comparant le cycle de lyophilisation de cette étude a ceux utilisés dans notre recherche, il est
intéressant de constater que dans notre cas, la congélation sur étagéres suivie d’'une dessication,
gu’elle soit conservatrice ou agressive, a permis de préserver l'intégralité de I'activité enzymatique
de la LDH. En revanche, dans leur étude, 'immersion dans I'azote liquide suivie d’'une dessication
conservatrice a entrainé une perte de 40 % de l'activité de la LDH. Il est donc probable qu’une
immersion dans l'azote liquide avant I'étape de dessication ne soit pas appropriée pour la

préservation de I'activité de la LDH.

Deuxiemement, les résultats de la deuxieme étude soulignent I'importance d'utiliser un excipient lors
de la lyophilisation d'une biomolécule, méme dans des conditions conservatrices. En effet, dans des
conditions de lyophilisation similaires a celles de notre étude, une perte d'activité enzymatique de la
LDH entre 20 et 50 % a été observée dans toutes les formulations ne contenant pas d’excipients
(Jiang and Nail, 1998), alors que dans nos conditions, la LDH a conservé 100 % de son activité apres

un cycle de lyophilisation « conservateur » en présence de tréhalose.

Concernant la compression des lyophilisats contenant de la LDH, nos résultats indiquent que méme
a une pression de compression trés élevée (250 MPa), la LDH conserve toute son activité
enzymatique (Figure 80). Dans la littérature, les effets de la compression sur les molécules
biologiques ont déja été étudiés. Par exemple, Klukkert et al. ont observé que la compression directe
a des pressions entre 40 et 382 MPa de la trypsine bovine sous forme lyophilisée, avait un effet
néfaste sur la protéine et entrainait une diminution de 1 & 7% de son activité enzymatique (Klukkert
et al., 2015). Une autre étude portant également sur la compression directe des protéines a montré
que leur activité pouvait étre préservée, mais que la compression pouvait conduire a lI'agrégation des
protéines, méme a de faibles pressions de compression (de I'ordre de 25 MPa) (Wei et al., 2019).
Ainsi, il est possible que la préservation de l'activité biologique dépende du type de protéine et du

choix des paramétres des procédés de lyophilisation et de compression.

Pour explorer d’avantage ce résultat, I'influence des paramétres du procédé lors de la lyophilisation
a été évaluée en utilisant le cycle « agressif ». De plus, l'influence de la pression de compression a

été évaluée en appliquant des pressions allant de 25 a 250 MPa.
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Les résultats obtenus montrent une diminution de 10% de I'activité de la LDH aprés sa lyophilisation
avec le cycle agressif (Figure 80). Cependant, aprés compression, quel que soit la pression
appliquée (de 25 a 250 MPa), aucune diminution de I'activité enzymatique n'est observée par rapport
a la condition lyophilisée.

Afin de vérifier la significativité de la perte de 10%, le coefficient de variation (CV) a été calculé sur
les triplicats des différents échantillons étudiés. Les valeurs de CV ont atteint a plusieurs reprises la
valeur de 10%. Cette variabilité est souvent observée pour les méthodes de dosage biologique. En
se basant sur les valeurs de CV, il est raisonnable de considérer qu'il existe une marge de variabilité
pouvant atteindre 10% dans les dosages, et qu'une perte de 10% reste dans la plage acceptable pour

garantir la préservation totale de I'activité de la protéine.

Ces résultats confirment que la lyophilisation en présence de tréhalose, qu'elle soit effectuée avec un
cycle « conservateur » ou « agressif », ainsi que la compression, n'ont aucun effet néfaste sur
I'activité enzymatique de la LDH. En se basant sur ces résultats, il a été décidé de continuer la suite
des expérimentations avec le cycle agressif afin de réduire significativement la durée des cycles de

lyophilisation.

6.3.2 Influence du lactose sur I’activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation et

compression

L’étude de l'influence des paramétres de formulation a été poursuivie en utilisant cette fois le lactose
en tant qu’excipient de lyophilisation. Le choix du lactose permet d’évaluer l'influence de l'utilisation
d’un sucre réducteur comme cryo et lyoprotecteur. En effet, le lactose, en tant que sucre réducteur,
peut générer des instabilités de la protéine au cours et/ou apres la lyophilisation en raison de
possibles réactions de glycation (réaction de Maillard). C’est la raison pour laquelle il est

généralement exclu des formulations contenant des protéines thérapeutiques.

Les mémes conditions de formulation que celles décrites pour le tréhalose ont été appliquées en
utilisant uniguement le cycle « agressif » pour la lyophilisation. Aprés lyophilisation, des comprimés
ont été produits a différentes pressions (25 a 250 MPa). L’activité enzymatique de tous les
échantillons (lyophilisats et comprimés) a ensuite été mesurée. Les résultats de cette étude sont

présentés sur la Figure 81.
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Figure 81 — Evaluation du pourcentage de l'activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation
(cycle agressif) en présence de lactose et aprés compression de la poudre lyophilisée (FD lactose)
a différentes pressions.

Les résultats montrent que 95% de l'activité enzymatique de la LDH a été conservée apres
lyophilisation en présence de lactose et que 100% de son activité est conservée aprés compression
des lyophilisats. Ce résultat est similaire a celui obtenu avec le tréhalose. Comme pour le tréhalose,
une certaine variabilité des mesures est observée (les coefficients de variations calculés varient entre
0,5 et 6 %). En tenant compte de cette variabilité, il est possible de conclure que l'activité de la LDH
apres lyophilisation en présence de lactose est entierement préservée et que la compression des
lyophilisats n'entraine aucune perte d'activité.

Cependant, des études antérieures ont montré qu'une lyophilisation en présence de lactose pur peut
entrainer une perte d'activité de la LDH allant de 40% (Kawai and Suzuki, 2007) a 60% (Steven J
Prestrelski et al., 1993a). Dans ces deux études, la congélation a été réalisée par immersion a I'azote
liquide. Il est possible, une fois de plus, que ce paramétre ne soit pas optimal pour conserver I'activité
de la LDH. Pour confirmer I'efficacité du lactose en tant que stabilisateur de I'activité de la LDH, une
étude de stabilité sur plusieurs mois a été réalisée en comparant le lactose et le tréhalose en tant

qu’excipients de formulation. Les résultats de cette étude sont présentés a la fin de ce chapitre.
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6.3.3 Influence du mannitol sur I’activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation

et compression

Pour compléter I'étude de l'influence des paramétres de formulation sur I'activité enzymatique de la
LDH apreés lyophilisation et compression, le mannitol a été sélectionné comme excipient. Le choix du
mannitol avait pour but d’évaluer l'influence de l'utilisation d’'un excipient maintenu cristallin aprés
lyophilisation. Il était attendu qu’un effet sur l'activité de la LDH soit observé aprés lyophilisation car
selon la littérature, la présence d'un agent de charge cristallin aprés lyophilisation peut influencer la
stabilité de la molécule d’intérét (Bedu-Addo, 2004).

Dans une étude, Izutsu et Kojima ont étudié I'effet de la cristallinité d’excipients sur la stabilité des
protéines lors de leur lyophilisation (Izutsu and Kojima, 2002). Leur formulation se composait de
solutions aqueuses de 200 pL de mannitol contenant une combinaison de protéines (2,5 mg/ml de
LDH et 10 mg/ml d’autres protéines (I'albumine sérum bovin, 'ovalbumine et la B-lactoglobuline)). La
congélation a été réalisée par immersion a I'azote liquide. L’étude a montré une perte presque totale
de l'activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation en présence de mannitol comme seul
excipient de formulation (Izutsu and Kojima, 2002).

Une autre étude, portant sur la lyophilisation de la LDH (15 pg/ml) en présence de mannitol pur (50
mg/ml) ou de mannitol combiné a du saccharose, a également révélée une perte significative de
l'activité enzymatique de la LDH (Al-Hussein and Gieseler, 2012). Le protocole de lyophilisation
employé consistait a congeler les formulations sur des étagéres a -40 °C, suivi d'une dessication
primaire et secondaire respectivement a -35 °C et +40 °C. Les résultats ont montré qu'en présence
de mannitol pur, la LDH perdait 50 % de son activité enzymatique. En revanche, pour des formulations
composées de mélanges mannitol/saccharose a différentes proportions, les analyses ont révélées
gue l'activité enzymatique de la LDH apreés lyophilisation était plus élevée, atteignant respectivement
80 %, 85 % et 90 % pour les ratios de mannitol/saccharose de 90/10, 70/30 et 50/50 (Al-Hussein and
Gieseler, 2012).

Dans le cadre de notre étude, la lyophilisation de la LDH en présence de 5% (m/v) de mannitol, en
utilisant le cycle « agressif », a entrainé une perte de plus de 80% de I'activité de la LDH aprés
lyophilisation, et une perte de plus de 95% apres compression (Figure 82). Cette perte d’activité
enzymatique en présence de mannitol était attendue aprés la lyophilisation, comme décrit

précédemment.

Néanmoins, il est intéressant de noter que la compression entraine une diminution significative (-
75%) de l'activité enzymatique de la LDH, par rapport a sa forme lyophilisée quel que soit la pression
gue nous avons appliquée. Cette perte n’a pas été observée précédemment dans le cas du tréhalose

et du lactose, qui sont tous les deux amorphes aprés lyophilisation. Ces résultats soulignent une fois
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de plus que la structure amorphe des excipients joue un role protecteur pour les biomolécules, non

seulement pendant la lyophilisation, mais également pendant la compression.
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Figure 82 — Evaluation du pourcentage de l'activité enzymatique de la LDH aprés lyophilisation
(cycle agressif) en présence de mannitol et apres compression de la poudre lyophilisée (FD) a
différentes pressions.

6.3.4 Lyophilisation de la LDH en présence de tréhalose a différentes concentrations

La concentration de protéine et le ratio excipient-protéine dans les formulations peuvent avoir une
influence significative sur la préservation de lactivité¢ de la protéine choisie. En effet, une
augmentation de la concentration de la protéine favorise les interactions protéine-protéine ce qui peut
induire une agrégation (Tang and Pikal, 2004). Le choix de la concentration de protéine est donc trés
important lors de l'optimisation des paramétres de formulation. Afin de déterminer la plage de
concentrations en protéine a évaluer dans notre étude, une revue bibliographique a été réalisée.
Cette revue montre que les formulations a base de protéines thérapeutiques, que ce soit pour des
produits en développement ou commercialisés, peuvent contenir des quantités variables de
protéines, allant de plusieurs microgrammes jusqu'a plusieurs milligrammes (Haddadzadegan et al.,
2022). Il est possible qu’a I'état solide, les stress associés a la lyophilisation, a la compression, et
méme a l'augmentation de la concentration de protéines, induisent une agrégation ou un changement

de conformation pouvant désactiver la protéine.

En ce qui concerne l'utilisation de la LDH comme protéine modéle, les études dans la littérature
montrent que la LDH peut étre lyophilisée a partir de concentrations trés faibles (12,8 pug/ml) (lwai et

al., 2007) jusqu’a des concentrations relativement élevées (2,5 mg/ml) (Izutsu and Kojima, 2002).
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C’est pourquoi la concentration de 35 pg/ml a été utilisée dans la 1% partie de ce chapitre. Ainsi,
suite a I'évaluation de l'effet des excipients sur I'activité enzymatique de la LDH, il est nécessaire
d'explorer des formulations plus concentrées en LDH afin d'évaluer I'impact de I'augmentation de la
concentration de la protéine sur son activité apreés lyophilisation et compression.

En raison de la quantité limitée de LDH disponible pour notre étude, uniquement deux concentrations
différentes ont été étudiées. La premiére choisie était dix fois supérieure a celle utilisée dans la partie
précédente, soit une concentration de LDH de 350 pg/ml, et la seconde était de 1 mg/ml. L’activité
enzymatique de la LDH dans les lyophilisats et les comprimés obtenus a ces différentes
concentrations a été mesurée en triplicat. Les résultats de cette analyse sont présentés sur la Figure
83. Les graphiques montrent que quel que soit la concentration de LDH utilisée, son activité
enzymatique est préservée apres lyophilisation et aprés compression a la fois a faible et & haute
pression (25 et 250 MPa respectivement). Par conséquent, la concentration de la protéine dans le
cadre de l'intervalle étudié (de 35 a 1000 ug/ml) n'a pas d'effet sur I'activité aprés les procédés de
séchage et de compression. Ce résultat contredit l'interprétation de Tang et Pikal, soutenant qu'une
augmentation de la concentration des protéines entraine une diminution de leur activité biologique
(Tang and Pikal, 2004). De plus, une autre étude portant sur l'activité enzymatique de diverses
protéines, dont la LDH, a différentes concentrations (entre 5 et 100 ul/ml) apres lyophilisation sans
I'ajout d’excipient a montré que I'activité enzymatique des protéines apres lyophilisation dépend de la
concentration et du type de protéine. Selon cette étude, une concentration en protéine plus élevée
limite la perte d'activité enzymatique apreés la dissolution des lyophilisats (Jiang and Nail, 1998). Il est
important de noter que dans cette étude, les auteurs ont lyophilisé des biomolécules sans ajouter
d'excipient, ce qui explique la dépendance de la conservation de l'activité enzymatique a la
concentration de la biomolécule. En revanche, nos résultats montrent qu'en présence de tréhalose
ou de lactose, la LDH conserve son activité, quelle que soit la concentration étudiée (35 pl/ml, 350
pl/ml ou 1 mg/ml). Ce résultat souligne encore une fois l'importance de I'ajout d'un excipient pour

préserver |'activité biologique des biomolécules.
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Figure 83 — Evaluation du pourcentage de l'activité enzymatique de la LDH a différentes
concentrations (350 ul/ml et 1 mg/ml) aprés lyophilisation (cycle agressif) en présence de tréhalose
et aprés compression de la poudre lyophilisée a différentes pressions (25 et 250 MPa).

6.4 Conclusion sur I'effet de la lyophilisation et de la compression sur
I’activité de la LDH

Dans cette section, nous avons examiné l'impact de plusieurs paramétres de la formulation sur

I'activité enzymatique de la LDH qui a été choisie comme protéine modéle. Tout d'abord, nous avons

évalué l'effet du cycle de lyophilisation, conservateur ou agressif, sur cette activité enzymatique. Nos

résultats démontrent qu'avec un cycle agressif, il est possible de préserver intégralement |'activité

enzymatique de la LDH.

Par la suite nous avons étudié l'effet des excipients de formulation sur la préservation de l'activité
enzymatique de la protéine. En utilisant un cycle agressif, nous avons observé que le tréhalose et le
lactose avaient la capacité de stabiliser la protéine et de maintenir son activité aprés lyophilisation.
En revanche, la présence de mannitol lors de la lyophilisation entrainait la perte quasi-totale de
I'activité de la LDH.

Par la suite, dans le cas du tréhalose et du lactose, nous avons démontré que l'activité de la LDH est
préservée quelle que soit la pression (25 — 250 MPa). Ces résultats confirment que le tréhalose et le

lactose sont des excipients appropriés pour la lyophilisation et la compression de la LDH.

Enfin, nous avons constaté qu'une concentration plus élevée de LDH dans les formulations n'avait
aucun impact sur son activité aprés lyophilisation et compression dans l'intervalle de concentration
testée, 35 & 1000 pg/ml (Img/ml).
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Il convient de noter que tous les dosages de l'activité enzymatique ont été effectués immédiatement
apres la lyophilisation et la compression. Par conséquent, il était nécessaire de réaliser une analyse
de stabilité de I'activité enzymatique de la LDH aprés ces procédés. Les résultats des tests de stabilité
seront exposés dans ce qui suit.

6.5 Etude de stabilité

En tenant compte de tous les résultats précédents, il a été décidé de réaliser une étude de stabilité
afin d’évaluer I'influence des procédés sur le long terme. Les parameétres de cette étude de stabilité

ont été choisis comme suit :

1- Les excipients utilisés sont le tréhalose et le lactose, car ils préservent intégralement 'activité
enzymatique aprés lyophilisation et compression sur toute la gamme de pressions.

2- Le pourcentage d'excipient dans la formulation a été fixé a 5% m/v, car cette quantité permet
la conservation de l'activité enzymatigue dans un premier temps, comme démontré
précédemment. En plus, dans le Chapitre 5, nous avons démontré qu'une augmentation du
pourcentage d’excipient dans la solution a lyophiliser n'avait pas de plus-value en termes
d’amélioration des propriétés mécanique et d’écoulement de la poudre.

3- La concentration de la protéine est fixée a 35 pg/ml, car une augmentation de cette
concentration n'a eu aucun effet sur son activité biologique.

4- La pression de compression de tous les échantillons est fixée a 50 MPa, car cette pression
permet d'obtenir des comprimés présentant une résistance mécanique suffisante,
conformément aux résultats des chapitres précédents.

5- L'analyse de stabilité est réalisée sur des lyophilisats et des comprimés afin de comparer
I'effet de la mise en forme de la LDH sur sa stabilité.

6- Les échantillons sont conservés dans des flacons en verre et scellés sous air sec dans une
boite a gant maintenue a 10% d’humidité pour limiter I'influence de ’humidité sur la stabilité.

7- La stabilité de la LDH formulée sous forme de lyophilisats et de comprimés est évaluée
pendant 6 mois (a ces échéances : 7 jours, 15 jours, 1 mois, 2 mois, 3 mois, 4 mois et 6 mois)
aprés conservation a différentes températures (+4, +25, +30 et +40 °C). Il est a noter que

'analyse a 6 mois n’avait pas encore été réalisée au moment de la soumission du manuscrit.

6.5.1 Analyse de I'activité enzymatique de la LDH en solution

Dans le but de démontrer I'importance de la lyophilisation par rapport a une solution de LDH non
lyophilisée dans la préservation de I'activité enzymatique, il a été décidé dans un premier temps de
dissoudre la LDH brute et d’analyser son activité enzymatique tout de suite apres dissolution.

L’activité obtenue étant considérée comme le maximum d’activité de la LDH. Dans un second temps,
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la LDH en solution a été stockée a 25°C pendant 24 heures, puis I'analyse de son activité

enzymatique a été réalisée.
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Figure 84 - Evaluation du pourcentage de l'activité enzymatique de la LDH tout de suite apres
dissolution et 24 heures aprés dissolution et stockage a 25 °C.

Les résultats de cet essai sont représentés sur la Figure 84. Le graphique montre que la LDH en
solution, stockée 24 heures a 25°C, perd 80% de son activité par rapport a la LDH dosée
immédiatement aprés dissolution. Ce résultat prouve que la LDH en solution est instable a
température ambiante, d’ou la nécessité de son stockage a trés faible température. De plus, cette
perte d’activité dés 24 heures aprés sa dissolution, justifie I'intérét de la démarche de lyophilisation

et de compression des biomolécules dans le but de pouvoir les conserver a température ambiante.

6.5.2 Etude de la stabilité de la LDH apreés lyophilisation et compression
Pour cette étude de stabilité, I'activité enzymatique mesurée dans les échantillons reconstitués a été
comparée a la valeur théorique indiquée par le fournisseur, considéré comme étant 100% de I'activité

enzymatique de la protéine.

Les résultats de stabilité de la LDH lyophilisée et comprimée en présence de tréhalose ou de lactose

sont présentés sur la Figure 85.
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Figure 85 — Etude de stabilité menée sur plusieurs mois, a différentes températures de stockage.
L'activité enzymatique de la LDH a été évaluée apres lyophilisation (cycle agressif) en présence de
tréhalose (A) ou de lactose (C) et aprés compression a 50 MPa des lyophilisats de tréhalose (B) ou

de lactose (D).

D’apres les résultats obtenus, on constate que, pendant les quatre premiers mois de conservation, la
LDH conserve 100 % de son activité enzymatique dans les lyophilisats et les comprimés de tréhalose
et de lactose, quel que soit la température de stockage. En comparant ces résultats avec ceux de
l'activité enzymatique de la LDH en solution (cf. paragraphe 6.5.1), on observe que la lyophilisation
est particulierement efficace pour préserver la protéine sur plusieurs mois a des températures de
stockage pouvant atteindre 40°C. De plus, ces résultats montrent que la compression des lyophilisats
contenant la LDH n’altére pas non plus l'activité enzymatique de cette derniére. Ces résultats
corroborent I'étude d'Eriksson et al. dans laquelle la stabilité a 20 °C et a 0 % d'humidité relative de
la phosphatase alcaline lyophilisée en présence de tréhalose a été évaluée (Eriksson et al., 2002).
Cette étude a montré que la phosphatase alcaline lyophilisée avec du tréhalose conservait toute son
activité enzymatique dans ces conditions pendant 105 jours. Cependant, cette étude de stabilité n'a
pas été réalisée sur des comprimés fabriqués a partir des lyophilisats. Eriksson et al. ont également

exploré d'autres conditions de conservation, notamment le stockage a 60 °C et 0 % d'humidité relative
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de la phosphatase alcaline lyophilisée en présence de tréhalose sous forme de lyophilisat et de
comprimés obtenus a 110 MPa. Les résultats ont montré que la phosphatase alcaline lyophilisée
avec du tréhalose conservait 80 % de son activité pendant plus de 100 jours de stockage a 60 °C,
mais qu'elle perdait toute son activité enzymatique 8 jours aprés compression et stockage a 60 °C
(Eriksson et al., 2002).

Un autre résultat intéressant est la capacité du lactose a conserver lintégralité de l'activité
enzymatique de la LDH sur plusieurs mois. En effet, bien que le lactose soit un sucre réducteur et
qu’il puisse potentiellement provoquer une réaction de Maillard en présence de protéines
(McSweeney and Fox, 2009), aucun changement d’aspect, de couleur ou d’activité n’a été détecté

dans les lyophilisats et les comprimés de lactose lors des analyses.

6.6 Conclusion sur I’étude de stabilité

Ces résultats, en particulier la conservation de lintégralité de l'activité enzymatique aprés
lyophilisation, different de ceux trouvés dans la littérature. En effet, Kawai et Suzuki ont démontré que
la LDH perd 40 % de son activité enzymatique juste apres lyophilisation en présence de tréhalose ou
de lactose (Kawai and Suzuki, 2007). Cette différence pourrait étre attribuée aux parametres de
lyophilisation utilisés dans leur étude qui different des nétres (congélation par immersion dans I'azote
liquide notamment). Une autre étude a également montré une perte de 55 a 60 % de l'activité
enzymatique de la LDH ou de la PFK (phosphofructokinase) aprées lyophilisation en présence de
lactose (Steven J Prestrelski et al., 1993a). Par contre, Ohori et al. ont lyophilisé la BSA (Albumine
Sérum Bovin) en présence de tréhalose et ont montré qu’elle était stable pendant 8 semaines, a 40 °C
aprées lyophilisation (Ohori et al., 2018). En comparant ces études, il est évident que la préservation
de l'activité enzymatique d’une biomolécule suite a la lyophilisation et a la compression dépend des
paramétres de lyophilisation et de compression, ainsi que de la protéine étudiée.

D’aprés nos résultats et les études déja cités, il apparait que les paramétres de formulations, de
lyophilisation et de compression qui ont été utilisés dans le cadre de notre étude, sont trés efficaces
pour la préservation de I'activité enzymatique de la LDH pendant une longue période. Comme discuté
dans les chapitres précédents (cf. chapitre 3 et 4), les lyophilisats de tréhalose et de lactose sont
amorphes aprées lyophilisation et présentent une texture spécifique en nid d'abeille. Cette structure
est responsable des propriétés de compression des lyophilisats et pourrait expliquer en partie la
conservation de l'activité enzymatique de la LDH lors de la compression.
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Conclusion génerale

Les travaux de recherche réalisés au cours de cette thése ont permis d’explorer de fagon exhaustive
le comportement en compression de différentes poudres lyophilisées, qui étaient trés peu décrites
dans la littérature. L'objectif de ces caractérisations était d’étudier la faisabilité d’inclure dans ces
matrices lyophilisées puis comprimées, des molécules d’intérét thérapeutique tout en conservant leur

activité biologique.

Pour mener a bien ces travaux, le tréhalose a été choisi en premiére intention comme excipient de
lyophilisation en raison de sa capacité a préserver les propriétés biologiques des biomolécules aprés
cryodessication. Les caractérisations physico-chimiques ont confirmé que le tréhalose lyophilisé
conservait sa structure amorphe. Lors de la compression, les observations expérimentales réalisées
ont révélé un comportement singulier du tréhalose lyophilisé (FD tréhalose) le distinguant des autres
excipients pharmaceutiques couramment utilisés ou méme de celui du tréhalose cristallin. La
principale caractéristique de ce comportement est I'obtention de comprimés cohésifs dés de faibles
pressions de compression de 'ordre de 25 MPa. De plus, alors que les tests de compressibilité et de
tablétabilité du FD tréhalose ont montré des similitudes avec ceux de la cellulose microcristalline, les
comprimés de FD tréhalose ont présenté un comportement fragile lors des essais de compression
diamétrale, par rapport a la cellulose microcristalline, ainsi qu'un faible recouvrement élastique. Le
test de BFI a permis de confirmer ce comportement fragile des comprimés obtenus, contrairement
aux autres excipients évalués. Les caractérisations physico-chimiques ont également confirmé que
le tréhalose lyophilisé conservait sa structure amorphe méme aprés compression, ce qui encourage
l'utilisation de la lyophilisation et de la compression en présence de tréhalose pour « protéger » et

ainsi préserver l'activité enzymatique des biomolécules.

A ce stade de I'étude, les mécanismes responsables de ce comportement demeuraient encore
inconnus et nécessitaient une analyse approfondie des poudres lyophilisées. L'hypothése selon
lagquelle la structure amorphe du tréhalose conférerait ces propriétés a été adoptée comme base pour
la poursuite des travaux. Afin de vérifier cette hypothése, différents excipients lyophilisés, atomisés,
cristallins et cristallins broyés ont été comprimés, et leurs comportements ont été examinés. Les
observations ont révélé que les excipients testés qui étaient amorphes aprés lyophilisation
présentaient des comportements similaires, comme en témoigne la comparaison entre le FD
tréhalose et le FD lactose. En revanche, les excipients amorphes apres atomisation ont montré des
comportements différents en termes de compressibilité, de tablétabilité, de recouvrement élastique,
d’énergie plastique ou encore de comportement a la rupture des comprimés. Les résultats obtenus
indiquent un effet combiné de la structure amorphe et de la texture particuliére de la poudre, sous

forme de feuillets liés a l'opération de lyophilisation, sur ce comportement particulier lors de la

208



compression. Il a également été constaté que la tablétabilité dépendait uniquement de la structure
physique de la poudre. En effet lorsque celle-ci était amorphe, la variabilité des mesures de contrainte
de rupture augmentait tres fortement lors des tests de ruptures effectués sur des comprimés générés
a des niveaux de pressions de compression élevés classiquement utilisés en compression
pharmaceutique. Nous avons pu montrer que la principale cause de cette variabilité était lice a
l'apparition de fissures a la surface des comprimés, dont l'origine reste inconnue. Cependant, pour
les comprimés obtenus a partir de poudres amorphes lyophilisées sous de faibles pressions, une
contrainte de rupture suffisamment élevée (supérieure a 2 MPa) est obtenue dés I'application de
pressions de compression relativement basses (50 MPa). Ces comprimés obtenus dans le domaine
des pressions faibles sont cohésifs de facon reproductible et sans apparition de défauts. Cette
caractéristique revét une importance particuliere dans le cadre de I'étude et d’applications futures
puisqu’elle permet la production de comprimés suffisamment résistants avec une pression de
compression relativement faible, en évitant ainsi d'exposer les biomolécules a un stress élevé
pendant le processus de compression. De plus, ces comprimés cohésifs obtenus a pression faible
sont caractérisés par des porosités relativement importantes (de I'ordre de 30 %), ce qui implique des
points ou des surfaces de sollicitations pendant la phase de compression relativement limités dans
le volume. Ce point est également favorable au maintien de I'intégrité de macromolécules au sein
des comprimés formés. Bien que cette partie de I'étude ait élargi notre compréhension du
comportement des poudres lyophilisées lors de la compression, d’avantage d’études seront avérées
nécessaires pour €élucider les mécanismes sous-jacents. Néanmoins, ces résultats constituent une
premiere étape pour permettre la réalisation de comprimés a partir des lyophilisats. Malgré la
démonstration de la faisabilité de former des comprimés cohésifs a faible pression, un remplissage
manuel de la matrice de compression pendant cette étude a été imposé par les propriétés
rhéologiques médiocres des poudres lyophilisées. Le défi consiste donc a améliorer les propriétés de
la poudre pour obtenir un écoulement optimisé, soit en jouant sur une étape de formulation a
développer, soit en intégrant des étapes intermédiaires de procédé entre la lyophilisation et la

compression.

Initialement, I'augmentation du pourcentage d'excipient dans la formulation a été explorée dans le but
d'obtenir une poudre plus dense favorisant un meilleur écoulement. Cependant, apres avoir testé
divers pourcentages d'excipients dans les systemes lyophilisés, il est apparu que cette simple
modification ne suffisait pas a améliorer I'écoulement de la poudre de maniére significative.
Néanmoins, cette partie de I'étude a permis de montrer qu’une augmentation du pourcentage
d’excipient dans la formulation ne modifie pas de maniére significative le comportement en
compression des poudres lyophilisées, en particulier aux faibles pressions de compression. Le jeu
de l'utilisation de cryoprotecteurs a des niveaux de concentration plus ou moins élevés peut donc

s’avérer pertinent pour la réalisation de comprimés intégrant des molécules biologiques fragiles.
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D’autres hypothéses peuvent étre envisagées dans une perspective d’amélioration de I'écoulement
et donc de la processabilité de la poudre lyophilisée. En effet, 'ajout d’'une étape de granulation ou
I'ajout d’excipients de compression directe aux poudres lyophilisées avant compression restent des
pistes a explorer pour 'amélioration de I'écoulement. La granulation humide est, a priori, a éviter en
raison de la sensibilité des poudres et des molécules biologiques a I'humidité et a I'étape de séchage.
La granulation séche pourrait offrir une solution viable et des essais au sein du laboratoire ont été
initiés au moment de I'écriture de ce mémoire de thése. Cependant, cette approche présente le risque
de modifier le comportement en compression des nouvelles formulations et de potentiellement
influencer l'activité des biomolécules pendant la compression. Par conséquent, toute modification de
la formulation ou Il'ajout d'un procédé supplémentaire doit étre accompagné d'une caractérisation
approfondie des propriétés physico-chimiques ainsi que de I'étude des propriétés en compression

des systéme développés.

Finalement, les résultats de la derniére partie de cette thése sont extrémement encourageants. En
effet, il a été démontré que I'utilisation du tréhalose et du lactose permet de maintenir I'activité de la
biomolécule modéle testée, méme apres lyophilisation et compression. Par opposition avec le
mannitol dont la structure est cristalline aprés lyophilisation, c’est la structure amorphe des FD
tréhalose et FD lactose qui joue un réle important dans la conservation de I'activité biologique de la
LDH. De plus, I'étude de stabilité réalisée a permis de montrer que les systémes lyophilisés
permettent la conservation de I'activité de la biomolécule pendant plusieurs mois a température
ambiante et il en est de méme dans le cas de la compression de ces poudres lyophilisées. Par
comparaison, une protéine stockée en solution a température ambiante perd la majeure partie de son

activité enzymatique dés le lendemain de sa mise en solution.

Bien que ces résultats soient prometteurs, d’autres problématiques sont également a prendre en
compte quand il est question d’'une administration par voie orale. En effet, les biomolécules sont
instables dans les différentes parties du tractus gastro-intestinal. Le pH acide de I'estomac et la
présence de différentes protéases sont des obstacles a leur administration par la voie orale. Afin de
préserver leur activité biologique jusqu’au moment de leur libération, une des solutions envisageables
est 'enrobage des comprimés qui permettra une protection jusqu’au site de libération souhaité. La
forme comprimée est la forme par excellence qui autorise la construction de systemes a libération
différée ou contrdlée, ce qui en fait un atout majeur. De plus, dans le cas ou une absorption de la
biomolécule est requise, de nombreuses études déja réalisées ou actuellement en cours visent &
développer des stratégies d’amélioration de la biodisponibilité principalement via I'utilisation de
promoteurs d’absorption et/ou d’inhibiteurs enzymatiques. En perspective, des études ultérieures
pourraient donc consister a enrober les comprimés et/ou a optimiser la formulation afin d’améliorer la

biodisponibilité des biomolécules en fonction de l'effet thérapeutique recherché (action locale ou
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systémique) puis a tester les différents comprimés obtenus in vitro afin d'explorer la libération et la

conservation de l'activité biologique des biomolécules dans des milieux simulant le tube digestif.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Freeze-drying of biopharmaceutical products is the method of choice in order to improve their stability and

Freeze-drying storage conditions. Such freeze-dried products are usually intended for parenteral route administration. How-

iril;alose ever, many biopharmaceutical materials administered by parenteral route are used to treat local diseases
ablet

particularly in the gastro-intestinal tract. Therefore, many studies concentrate nowadays their effort on devel-
oping alternative dosage forms to deliver biopharmaceutical molecules by the oral route. Tablets are the most
popular solid pharmaceutical dosage form used for oral administration since they present many advantages, but
poor informations are available on the possibility of tableting freeze-dried powders. In this study, we evaluate the
compaction behavior of freeze-dried trehalose powder since trehalose is one of the most used cryo and lyo-
protectant for the lyophilisation of biopharmaceutical entities. Results show that freeze-dried trehalose powder
can be tableted while remaining amorphous and the obtained compacts present very specific properties in terms
of compressibility, tabletability, brittleness and viscoelasticity compared to the crystalline trehalose and

Compaction behavior
Mechanical properties

compared to classical pharmaceutical excipients.

1. Introduction

Biopharmaceutical molecules represent nowadays a major thera-
peutic class and their use gained lots of attention in the last decades
since they cover a large panel of therapeutic indications such as cancer,
auto-immune disorders, neurological diseases or metabolic disorders
(Kesik-Brodacka, 2018). Indeed, the COVID 19 pandemic has boosted
the biopharmaceutical market with the development of vaccines and
monoclonal antibodies against SARS CoV2 virus (Jaworski, 2021).

Biopharmaceutical active substances such as therapeutic proteins,
vaccines or cell and gene therapies are usually obtained and prepared in
liquid dosage forms intended for parenteral administration. However,
one major challenge in using biopharmaceutical molecules refers to
their complex and sensitive macromolecular structure making them
prone to physicochemical instabilities such as hydrolysis, deamidation,
aggregation or degradation when formulated as aqueous solution
(Butreddy et al., 2021). Therefore, dry solid state may be preferred in
order to improve their stability. Amongst the different drying strategies,
freeze-drying is the method of choice. Freeze-dried drug delivery sys-
tems present better biological stability and allow for better shipping,

storage and handling conditions (Liu & Zhou, 2021; Sharma et al.,
2021). Process control of freeze-drying implies both the choice of
formulation and process parameters and is essential to preserve bio-
pharmaceutical molecules and to achieve the required product quality
attributes (Hsein et al., 2022). Formulation strategies mainly consist in
adding cryo and lyoprotectors such as sucrose and trehalose, surfactants
such as polysorbate 20 or 80, polyols such as mannitol or glycine, or
choosing buffer salts to adjust the pH (Bjelosevic et al., 2020). Amongst
these excipients, the non-reducing sugar trehalose is the most widely
used as stabilizer both in commercial biopharmaceutical products and in
research papers. The stabilization mechanisms of trehalose during
freeze-drying are generally explained by the water replacement theory
and by the formation of amorphous materiallimiting molecular mobility
(Ohtake & Wang, 2011; Olsson et al., 2016).

Moreover, obtaining dry products opens the way to the development
of other dosage forms than those dedicated to the parenteral adminis-
tration. Then, developing oral route for biopharmaceutics has been the
goal of many studies in the last decades although it still remains highly
challenging since the absorption of such hydrophilic and high molecular
weight molecules is very limited (Haddadzadegan et al., 2022; Homayun
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et al., 2019; Madani et al., 2020; Olorunsola et al., 2023; Vass et al.,
2019). However, the oral administration of these molecules for the local
treatment of some gastrointestinal pathologies may be an interesting
option. Nevertheless, this administration will require additional
formulation steps to protect the biomolecules from degradation by
gastric acidity and by the gastrointestinal tract proteases (Choonara
et al., 2014; Homayun et al., 2019). For oral administration, tablets are
the most popular solid pharmaceutical dosage form since they present
many advantages such as being easy to take and improving patient
compliance. Other advantages from industrial standpoint, are the low
cost of production and above all, the absence of cold chain requirements
and sterility issues (Zhong et al., 2018). However, producing a tablet by
powder compaction from a freeze-dried (FD) solid requires additional
knowledge and very little information is available about the tableting
behavior of these powders. Therefore, the aim of this study is to inves-
tigate by a systematic approach, the compaction behavior of FD treha-
lose and finally, to conclude on a possible use in tablet formulations.
Then, a detailed analysis of the physico-chemical and mechanical
properties of FD trehalose tablets is carried out and discussed in com-
parison with crystalline trehalose and traditional pharmaceutical ex-
cipients commonly used in direct compression processes.

2. Material and methods
2.1. Materials

Trehalose dihydrate used for freeze-drying was generously given by
DFE Pharma (Goch, Germany) and the one used for direct compression
was generously given by Nagase (Kyoto, Japan). Three other excipients
were used to make tablets: anhydrous calcium phosphate (ACP)
(Anhydrous Emcompress®, JRS Pharma, Rosenberg, Germany), granu-
lated lactose monohydrate (GLac) (Tablettose® 80, Meggle, Wasser-
burg, Germany) and microcrystalline cellulose (MCC) (Vivapur® 12,
JRS Pharma Rosenberg, Germany). Magnesium stearate (Ligamed MF-2-
V) was obtained from Peter Greven (Bad Miinstereifel, Nordrhein-
Westfalen, Germany).

2.2. Freeze-drying

Freeze-drying was performed using a Cryotec® pilot freeze-dryer
(Montpellier, France). To perform lyophilization, 6 mL of trehalose so-
lutions (5 % w/v in water) were filled in 20 mL glass tubing vials,
partially stoppered with rubber stopper and placed on the same shelf of
the freeze-dryer. The freeze-drying cycle was carried out as follow, using
thermocouples to monitor the product temperature all over the freeze-
drying process:

- The freezing step started by cooling shelves to 5 °C with a cooling
rate of —1°C/min and held at 5 °C for 30 min. Shelves were then cooled
again to —5°C with a cooling rate of —1°C/min and held at —5°C for 30
min. This step was followed by a final cooling ramp down to —50 °C with
a cooling rate of —1°C/min. The final temperature of — 50 °C was held
for 2 h.

- During the primary drying step, shelves were heated to —20 °C at +
1 °C/min heating rate and the chamber pressure was decreased to 0.1
mbar. Shelves temperature was hold to —20 °C until the convergence of
the pressure values of pirani and capacitance manometers gauges was
observed.

- To perform the secondary drying step, shelves temperatures were
raised to + 25 °C at + 0.1 °C/min ramp rate then held isothermally for
12 h at a chamber pressure of 0.06 mbar.

At the end of the freeze-drying cycle, vials were closed under vacuum
in the freeze dryer before unloading.

2.3. Tableting

Tableting was performed using a “Styl’One” evolution tableting press
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(Medelpharm, Beynost, France) which is a single station press. The press
is equipped with force sensor (accuracy 10 N) and the displacements of
the punches are monitored with an accuracy of 0.01 mm.

Before compression, FD cakes (one vial corresponded to one tablet)
were gently ground with a mortar and a pestle. All sample preparation
steps were performed in 2 min to limit water uptake and all tablets were
produced in a room where the relative humidity was set between 45 and
55 % RH with a temperature of 22 °C.

Two kinds of flat-faced euro B punches were used. One set was round
with a diameter of 10 mm diameter. The other was a special set that
made it possible to obtain a so-called flattened disc geometry (Mazel
et al., 2016). The tablets obtained with this geometry had a diameter of
11 mm with a flat end of 30°. For all the experiments the compressed
powder was put manually in the die. An external lubrication system
using magnesium stearate was used to lubricate the punches and the die.
Compression pressures from 12.5 MPa to 250 MPa were applied to make
tablets (250 mg) using the force-driven mode of Analis software. FD
powders were compacted at a low and a high compression speeds cor-
responding to cycle times around 2 s and 70 ms respectively. The other
excipients were only compacted at the low speed for comparison
purposes.

2.4. Physico-chemical characterizations

2.4.1. Residual moisture content of FD samples

Residual moisture content in the samples was evaluated by Karl
Fisher Titration method using a titrator compact 20S (Mettler Toledo,
Greifensee, Switzerland) with anhydrous methanol as the sample sol-
vent (extra dry methanol (99.9 %, Acroseal®). Cakes were dispersed in
6 mL of anhydrous methanol and then 1 mL was titrated with Riedel-de
Haen Hydranal Composite 2 reagent (Hoechst Celanese Corp., Germany)
until the endpoint was reached. Experiments were carried out in tripli-
cate and the water content in % w/w was expressed as mean + SD.

2.4.2. Thermal behavior

DSC experiments were performed in 40 pL aluminum crucibles her-
metically sealed using a DSC3 instrument (Mettler Toledo, Switzerland)
equipped with a refrigerated cooling system (RCS). The glass transition
temperatures of the maximally freeze-concentrated solution (T’g) was
determined on 30 L of liquid formulations by applying the following
cycle: a temperature decrease from 25 to —50 °C at —1°C/min, followed
by an isotherm at —50 °C for 10 min and finally heating of the sample
from —50 °C to 25 °C at + 10 °C/min. For the determination of the glass
temperature (Tg) of solid samples (lyophilized samples and tablets)
about 5 to 10 mg of the samples were placed in the crucibles and sealed.
DSC was then carried out by an initial isotherm at 10 °C followed by a
ramp of temperature from 10 to 220 °C at a rate of + 10 °C/min. In all
experiments, an empty aluminum crucible crimped in the same manner
as the sample pans was used as reference. T and T’ correspond to the
midpoint of the glass transition in the heating scan of each DSC
experiment.

2.4.3. Scanning electron microscopy

The morphologies of FD samples and tablets were studied by scan-
ning electron microscopy (SEM) using the analyze mode (Hitachi
TM3000, Japan). For FD samples, a sharp blade was used to cut a thin
slice along the cylindrical axis of the cake. For tablets, samples were
either directly fixed to aluminium stubs with double-sided carbon tape
or broken diametrically in order to respectively visualize the external
and internal morphologies of the tablets.

2.4.4. DRX

The FD samples and tablets were analyzed with a benchtop powder
X-ray diffractometer (MiniFlex2, Rigaku, Japan) with Cu Ka radiation
(30 kV, 15 mA). Each scan was performed in the 26 range from 0 to 60°
with a scan speed of 5°/min.
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2.5. Compaction behavior
2.5.1. Tablet’s porosity and elastic recovery

Porosities (in-die and out-of-die) and elastic recovery (% ERT) were
calculated using equations (1) and (2) respectively.

&= 1 7ﬂapparent (1)
ppycno
ERT(%) = % % 100 @

Apparent density (papparent) Was calculated from tablet’s volume
(minimal volume under pressure, Vp,;, for in-die determination or final
volume of tablets, V¢ for out-of-die measurement). Powder’s pycno-
metric densities (ppycno) Were evaluated using a helium pycnometer
(Accupyc II 1340, Micromeritics, Mérignac) with a 1 em® cell and a cycle
of 20 purges and 20 measurements.

2.5.2. Heckel parameter

In die data were then used to apply Heckel model, in order to
determine Heckel parameter (Py). Py was obtained from the plot of the
natural logarithm of the reciprocal of in-die porosity as a function of
compression pressure (Heckel, 1961; Hersey & Rees, 1970). On this plot,
alinear regression was performed on its linear part where R? was greater
than 0.99.

Py was used to estimate the strain-rate sensitivity (SRS) which makes
it possible to characterize the influence of compaction speed on material
deformation (Roberts & Rowe, 1985). The equation of SRS index is:

Py —Py

)

SRS = x 100 3

where Py; and Py, are the mean yield pressure for compression cycle of
2000 ms and 70 ms, respectively.

2.5.3. Tablets’ mechanical properties

Diametral compression tests were performed using a TA.HD plus
texture analyzer (Stable microsystems, Surrey, United Kingdom) at a
constant speed of 0.1 mm.s ! and an acquisition frequency of 500 Hz.
The tests were performed in triplicate for each condition (compaction
pressure and formulation). The tensile strengths () of the tested tablets
were then calculated as follows (Fell and Newton, 1970):

2F

o(MPa) = ZDh

C)]
with F the force (N) required to break the tablet diametrically, h and D
the tablet’s thickness and diameter (mm).

Tablets’ brittle fracture index (BFI) were determined using the tab-
lets with the flattened geometry to evaluate the deformation behavior
under breakage and the sensitivity to a stress concentration (Croquelois
etal., 2017; Hiestand et al., 1977). This approach consists in comparing
the apparent tensile strength of a tablet with and without a hole at its
center. Holes of 1 mm of diameter were introduced at the center of the
tablet using a drill as described elsewhere (Croquelois et al., 2017). The
BFI was calculated using the following equation:

BFI =052 1) (5)
[
where ¢ and oy, are the apparent tensile strengths of tablets without
and with a centered hole, respectively.
Finally, in order to characterize the viscoelasticity of the tablets, the
damping ratio ({4) was determined using impulse excitation tests
following the methodology presented by Meynard et al., 2021.
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3. Results and discussion
3.1. Freeze-dried trehalose powder properties

The freeze-drying cycle used in this work was performed at a shelf
temperature of —20 °C during primary drying. It is well accepted that
the shelf temperature should be adapted to maintain, a product tem-
perature (Tp) below the product’s critical formulation temperature (T.)
during the steady state of the primary drying, in order to avoid collapse.
Moreover, it is classically accepted that T is few degrees above T’y in the
case of an amorphous formulation (Tang & Pikal, 2004). T’g of the
trehalose formulation used in this work was observed at —29 °C. This
value is consistent with those found in the literature (Bjelosevic et al.,
2020; Wang, 2000). A shelf temperature of —20 °C combined with a
chamber pressure of 0.1 mbar resulted in a T;, of —30 °C at the steady
state of the primary drying. This value is lower than T’ and correlates
with the cake appearance, since elegant cakes (Fig. 1) with a slight
shrinkage at the bottom of the vials but without any sign of collapse
were obtained (Awotwe Otoo et al., 2014).

Cake morphology was also observed by SEM in order to visualize the
internal structure. SEM images showed geometrical prism shaped cells
of various sizes similar to a sponge-like matrix (Fig. 2a). The variability
in pores dimensions between cells is related to the heterogeneity in the
ice crystal sizes formed during freezing. In fact, the shelves ramped
freezing method used in this study results in uncontrolled nucleation
temperature leading to heterogeneous ice crystals formation. The
described foam structure may correspond to “open-celled” foam struc-
tures or to “close-celled” with an outlet passageway through which
water vapors escape during drying (Liu, 2006). SEM images also showed
the presence of holes in the walls between adjacent cells (diameter be-
tween 5 and 10 um). Parker et al (2010) observed the presence of such
holes for a sucrose containing protein formulation in both conservative
and aggressive freeze-drying cycles (Parker et al., 2010). Therefore, the
presence of holes may correspond to local dry layer low resistance which
would allow water vapor flow through the wall cells during drying
(Searles et al., 2001).

FD trehalose cakes were further characterized in order to study their
physico-chemical properties. The residual moisture content of FD
trehalose measured by Karl Fischer titration method was determined at
0.52 + 0.06 %. This value is coherent for future applications since a
residual moisture content lower than 1 % is often required for the sta-
bilization of biopharmaceutics (Schneid et al., 2011) due to the obser-
vation that many degradation reactions are slowed down below this
level (Horn et al., 2018). However, overdrying may lead to protein
destabilization. Therefore, the process parameters of the freeze-drying
cycle can be optimized as a function of the optimal residual moisture
stability of the incorporated biomolecule (Schneid et al., 2011; Hsein
et al., 2022).

DRX and DSC techniques were used to analyze the physical state and
the chemical structure of trehalose FD powders. DRX showed a crys-
talline state for trehalose before freeze-drying and an amorphous state at
the end of the freeze-drying process (Fig. 3). The amorphous state of
trehalose after freeze-drying is consistent with the literature and is the
main reason for using trehalose as a highly efficient stabilizers during

Fig. 1. Macroscopic aspect of freeze-dried trehalose cake.
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HL D52 x500 200 um

Fig. 2. SEM images of freeze-dried trehalose cakes (a) with sample preparation conserving the sponge like structure, (b) with sample preparation disrupting the

freeze-dried cake structure (500x magnification).

the lyophilization process of biological molecules and the following
storage (Crowe et al., 1996; Sundaramurthi & Suryanarayanan, 2010).
The DRX results were consolidated by DSC measurements which
showed a glass transition temperature for FD trehalose powder (Tg =
103 + 3 °C), a feature of an amorphous material. This characteristic has
to be taken into consideration for FD bioproducts since the glass tran-
sition temperatures are related to the physical stability of an amorphous
formulation and determine the storage temperature and stability. Below
the Ty, biopharmaceuticals should be stable due to limited molecular
mobility and high viscosity while above Tg, the molecular mobility in-
creases, thus decreasing stability during storage. It is often suggested
that the FD amorphous product should be kept at 50 °C below its Tg
during the storage (even if this rule of thumb must be taken with pre-
caution because storage temperature also depends on the formulation)
(Duddu et al., 1997; Liu, 2006). In fact, 50 °C below the Tg is often
estimated to be the Kauzmann temperature. It is assumed that below the
Kauzmann temperature, any translational molecular mobility is
completely inhibited. It means that for a given formulation, the bio-
logical is optimally vitrified and there also optimally stabilized. More-
over, since water acts as plasticizer, the Ty value decreases when water
content increases. That is the reason why, all vials were closed under
vacuum in the freeze dryer chamber and opened just before tableting.
Finally, in the conditions of the chosen freeze-drying cycle, FD
trehalose presented a pycnometric density of 1.496 + 0.009 g.cm >
while the crystalline trehalose had a true density of 1.513 + 0.005 g.
cm™3. This slight decrease in true density due to amorphization is an
expected result (Bookwala et al., 2020) and was also observed by
(Bourduche et al., 2020) for maltitol and by (Stange et al., 2013) for
sucrose as well as by (Hancock et al., 2002) for a drug substance.

3.2. Physico-chemical properties of FD trehalose tablets

The tablets obtained from FD trehalose powder presented interesting
physico-chemical characteristics. First, the DRX and DSC results showed
that trehalose remained amorphous after compaction but a decrease in
T, values was observed (T in the range of 65 to 78 °C as a function of
tested tablet). The decrease in T value is most probably due to water
uptake during the sample grinding and during the die filling and tab-
leting (tablet moisture content around 4 % as determined by Karl Fischer
titration method). A better control of environmental conditions e.g.
lower ambient humidity could probably help maintaining higher T,
values if necessary for improving long term stability. The absence of
crystallization regardless of the applied pressure is an important indi-
cator which is of great interest for future applications when bio-
molecules such as proteins will be added to the formulation. These
results are in accordance with the results obtained by Eriksson et al

(2002) who demonstrated that FD trehalose remained amorphous after
tableting when compacts were conserved at 20 °C/0% RH. In addition,
they showed that the activity of alkaline phosphatase used as a model
protein was only conserved when trehalose tablets remained amorphous
(storage at 20 °C/0% RH). A significant or total loss of the protein ac-
tivity was observed when crystallization occurred respectively for tab-
lets stored at 60 °C/0% RH or when FD samples were preconditioned at
33 % or 45 % RH before tableting (Eriksson et al., 2002).

3.3. Compaction behavior of freeze-dried trehalose powders

3.3.1. Compressibility

Compaction behavior of FD trehalose powders was first evaluated by
studying the compressibility profiles. In order to study these properties,
the moisture content of the FD powder was an important parameter to
take into consideration. Since water acts as a plasticizer, the Ty value of
amorphous FD trehalose decreases when water content increases which
compromise the physical stability of the produced tablets. In addition, it
is established that moisture may influence the compaction behavior of
powder and tablets properties such as tablet strength and dissolution
rate (Elkhider et al., 2007). Therefore, all vials were closed under vac-
uum and were stored for maximum two days before tableting. In addi-
tion, FD cakes were gently ground using a mortar and a pestle and then
quickly filled manually in the die.

Compressibility of FD trehalose was evaluated by plotting the evo-
lution of porosity as a function of applied pressure in-die and out-of-die.
Out-of-die compressibility profile (Fig. 4) shows a reduction of porosity
to 50 % at an applied pressure of 12.5 MPa and to nearly 1 % at 250 MPa.
As expected, in-die compressibility profile showed lower porosity values
reaching —1% at 250 MPa since in-die profile includes tablet elastic
deformation (Ilic et al., 2013). We can note that this profile is specific of
trehalose in the amorphous FD form. Indeed, in-die and out-of die
compressibility profiles showed that crystalline trehalose presents
significantly lower porosity values specifically for compaction pressures
from 12.5 to 100 MPa indicating that trehalose in the crystalline form is
more compressible than the FD amorphous form at low pressures. In
parallel to compressibility, the internal morphology of the tablets was
observed with SEM (Fig. 5a-h). SEM images of broken FD trehalose
tablets showed randomly oriented sheets for applied pressures from 12.5
to 75 MPa indicating that the sheet structure of FD powders was
conserved after tableting. High porosity inside the tablets was also
observed in this range of pressures and the visible porosity decreased
with increasing pressure. These observations consolidate the values
obtained for out-of-die porosity as a function of axial pressure presented
on Fig. 4. It should be noted that above a pressure of 100 MPa, the
morphology changes and one can observed that particles start to merge
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Fig. 3. DRX diffractograms of trehalose powder before freeze-drying (a), FD trehalose powder (b), FD trehalose tablets obtained at compaction pressure of 50 MPa (c)

and 150 MPa (d).

resulting in a decrease in tablet’s porosity. The preservation of the FD
powder morphology inside the tablet as shown in Fig. 5 in addition to
the amorphous solid state of tableted FD trehalose (paragraph 3.2) can
be an asset for the protection of the structure of incorporated
biomolecules.

In a second step, FD trehalose compressibility profile was compared
to classical pharmaceutical excipients exhibiting different deformation
mechanisms and to some amorphous excipients. Chosen classical phar-
maceutical excipients were microcrystalline cellulose, anhydrous cal-
cium phosphate, and granulated lactose monohydrate. FD trehalose

exhibited out-of die compressibility profile quite similar to microcrys-
talline cellulose while crystalline trehalose’s compressibility profile was
closer to lactose (Fig. 4).

To understand the influence of the compression speed on
compressibility for FD trehalose, the strain rate sensitivity was calcu-
lated. Results showed a SRS value of 20 % suggesting a sensitivity to
compaction speed observed for a plastic deformation mechanism
(Roberts & Rowe, 1985). This value of SRS was the highest between the
tested excipients, characterized by SRSs of 12.8, 12.7, 5.5 and 3.5 for
crystalline trehalose, MCC, Lac and aCP respectively. It was also
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Fig. 4. Out-of-die and in-die compressibility profiles showing the evolution of the out-of-die (a) and the in-die porosity (b) as a function of applied axial compaction
pressure. For FD (freeze-dried) trehalose, 2000 ms and 70 ms refer to tableting cycle time, MCC refers to microcrystalline cellulose, Lac refers to lactose monohydrate

and aCP refers to anhydrous calcium phosphate.

interesting to observe the differences between the in-die compressibility
curves obtained at the two different speeds for FD trehalose. In fact, the
curves were superimposed at low pressures, separated at intermediate
pressures but tend to overlap again around 200 MPa, which correspond
to a pressure were the porosity of the tablet is very low. This kind of
behavior is coherent with a viscoplastic behavior (Desbois et al., 2022).

3.3.2. Plastic energy

The plastic energy considered is the total energy given to the powder
during the compaction cycle (i.e the total area under the curve force vs
thickness). The values were directly calculated by the Analis software.
As recommended by Wiinsch et al. (Wiinsch et al., 2021), the energy was
normalized by the volume of solid compacted which makes it possible to
compare products with different pycnometric densities. This energy is
one of the signature of the compaction behavior of a product and it was
also recently suggested that a low plastic energy could be related with
problems like capping (Meynard et al., 2022; Nakamura et al., 2012). Of
course, the plastic energy depends on the pressure used so comparison
must be done for tablets made under the same pressure. The values of the

compaction energies obtained for the different products for tablets made
at 150 MPa are presented in Table 1. Whereas crystalline trehalose had a
low plastic energy, similar to Lac, FD trehalose had the highest plastic
energy of all the studied products. As previously in the case of
compressibility, the freeze-drying process has a huge impact on the
plastic energy of trehalose.

3.3.3. Tabletability

The tabletability profiles were studied by measuring the tensile
strength of tablets obtained at different pressures. Tensile strength (TS)
is a crucial tablet property since tablets should reach the patient intact,
without any mechanical damage such as breaking, chipping or capping
(Yohannes & Abebe, 2021). It is generally considered that tablet TS
higher than 1.7 MPa will be sufficient to ensure adequate mechanical
resistance to maintain the physical integrity of the tablet throughout the
whole process of production, from compaction to packaging. TS as low
as 1 MPa could be adequate for small-scale production where the tablets
aren’t exposed to significant mechanical forces (Mccormick, 2005; Pitt
& Heasley, 2013). As shown in Fig. 6, FD trehalose tablets can be
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Fig. 5. SEM images of freeze-dried trehalose tablets obtained at 12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 and 250 MPa respectively (a-h) showing their internal structure
(500x magnification).
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Table 1
Plastic energy during the compaction cycle (at 150 MPa) for the tested
excipients.

Plastic energy J.cm™3)

FD trehalose Crystalline trehalose MCC Lac aCP

45.6 + 0.4 16.4 + 0.2 385+ 0.1 18.7 £ 0.0 37.1+0.5

obtained under very low compaction pressures with TS of 1.5 MPa and
2.8 MPa for compaction pressure of 25 MPa and 50 MPa respectively.
The comparison with the other products studied showed that the tab-
letability profile is very different from crystallized trehalose. On the
contrary it is very close to the one of MCC.

Nevertheless, the behavior of FD trehalose tablets under the test is
very different from the one obtained for MCC tablets, both obtained
under a compaction pressure of 50 MPa, as shown in Fig. 7. It is well-
known that under diametral compression MCC tablets behave in a

A Crystalline trehalose M FD trehalose (2000 ms)
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rather ductile manner, i.e. that the tablet does not behave as an elastic
solid until the failure (Gong & Sun, 2015; Mazel & Tchoreloff, 2023;
Procopio et al., 2003). This can be observed from the force displacement
curves obtained during the test. MCC tablet did not present sudden
failure but rather a slow rounding of the curve (Fig. 7). On the contrary
FD trehalose presented curves that corresponds to a brittle failure, i.e. to
a failure in the elastic domain (Fig. 7). In addition, the FD trehalose
tablets obtained under high compression pressures (higher than 75 or
150 MPa depending on the compression speed) exhibited a non con-
ventionnal breakage pattern during the diametral compression test. In
fact, not all tablets broke diametrically which led to a decrease in TS as
the compression pressure increased and to significant variability in the
results obtained.

The tabletability behavior was specific to trehalose in the amorphous
FD form since crystalline trehalose necessitated the application of a high
compaction pressures in order to obtain compacts with sufficient TS
(tablet strength of 1.44 + 0.02 MPa and 1.79 + 0.04 MPa at 150 MPa

@ FD trehalose (70 ms) ~ MCC X Lac + aCP
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Fig. 6. Tabletability profiles showing the evolution of tensile strength as a function of applied axial compaction pressure. For FD (freeze-dried) trehalose, 2000 ms
and 70 ms refer to tableting cycle time, MCC refers to microcrystalline cellulose, Lac refers to lactose monohydrate and aCP refers to anhydrous calcium phosphate.
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Fig. 7. Force displacement curves obtained during the diametral compression test for FD (freeze-dried) trehalose and MCC (microcrystalline cellulose) tablets

obtained at 50 MPa compaction pressure.
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and 200 MPa compaction pressure respectively). This difference can be
either due to the amorphous state of trehalose or to the specific texture
of the FD powder. Indeed, Bourduche et al. (2020) demonstrated that
amorphous maltitol presented good cohesion at low compaction pres-
sure unlike to crystalline maltitol (Bourduche et al., 2020).

Finally, the impact of the compaction speed on tabletability profiles
was evaluated for some compaction pressure values (25 to 250 MPa for
2 % speed and 25 to 200 MPa for 100 % speed). Considering the vari-
ability of the TS obtained it was difficult to see a real difference on the
results obtained at low pressures up to 100 MPa. For the two kinetic
conditions, trehalose FD showed an extremely cohesive behavior in this
range of low compaction pressures. Nevertheless, for high speed
compression, TS droped sharply at 150 MPa and at 200 MPa and lami-
nation was observed on the tablets. To counterbalance this lamination
effect, tests have been carried out by adding a precompression step. It
was found that using a precompression made it was possible to avoid
lamination. This defects might thus be classified as lamination type I
according to the classification proposed by Mazel et al. (Mazel &
Tchoreloff, 2022) i.e. to a lamination due to air entrapment. The drop in
TS at 150 MPa could therefore be due to internal defect that are related
to air entrapment most probably linked to the sheet texture of the FD
powders.

3.3.4. Brittle fracture index

The brittle Fracture index was introduced by Hiestand to charac-
terize the ability of a material to relieve stresses at points of stress
concentration and is supposed to be linked with the brittleness of the
tablet (Hiestand et al., 1977; Mazel & Tchoreloff, 2023). FD trehalose
BFI was determined by testing tablets obtained at the pressure of in-
terest, 25 MPa (tensile strength about 1.5 MPa), and gave a value of 1.12
indicating a high propensity to brittle fracture. This is coherent with the
brittleness behavior observed in the previous part of the failure curves.
This value is among the highest values that can be found in the literature
(Meynard et al., 2022; Okor et al., 1998). It should be noted that MCC
tablets obtained under the same pressure gave a very low BFI (Table 2)
which is well-reported in the literature and is also coherent with its
ductile failure behavior. No comparison can be done with other excip-
ients compressed at 25 MPa compaction pressure, since obtained tablets
at 25 MPa are too friable and no hole can be done into the tablets. In
order to compare the FD trehalose BFI to the other excipients (crystalline
trehalose, Lac and aCP), BFI was measured on tablets prepared at 150
MPa compaction pressure. It can be noted that the BFI normally in-
creases with the pressure (Croquelois et al., 2020). Results showed
(Table 2) that BFI values for MCC, Lac and aCP are far below the values
of 1.12 obtained for FD trehalose. The BFI value of the FD trehalose was
also significantly increased compared to the crystalline form. Then,
trehalose in the FD form was the only tested excipient which presented a
so high brittleness.

The brittleness of FD trehalose tablets was also observed during the
failure test through the failure patterns observed using high speed
camera. One example is given in Fig. 8. As it can be seen the central
fracture, which is expected in diametral compression test, was present
but other failure were also seen and tablets finally failed with multiple
fracture pattern. This observation gived a visual confirmation of the high
brittleness of the tablets and could also explain the variability observed

Table 2
Brittle fracture index (BFI) of tested excipients at different compaction pressure.
Compaction pressure (MPa) BFI
FD trehalose 25 1.12
Crystalline Trehalose 150 0.20
MCC 25 0.09
150 0.18
Lac 150 0.23
aCP 150 0.18
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in the tensile strength measurement of the FD trehalose tablets obtained
at high compression pressures.

3.3.5. Elastic recovery

Elastic recovery of tablets is also an important feature used in
compaction characterization. Indeed, a high elastic recovery is often
linked with adverse phenomena like capping or chipping (Hiestand
et al., 1977). The elastic recovery as a function of applied axial pressure
is presented in Fig. 9 for FD, crystalline trehalose, MCC, aCP and Lac.
Below 150 MPa, results obtained on FD trehalose tablets showed that the
elastic recovery decreaseed with increasing compaction pressure (from
6 % at 12.5 MPa to 2 % at 150 MPa) and that these values were
dependent on the speed of the compression cycle. Then no changes were
observed between 150 and 250 MPa. This behavior was different from
the one observed for the other products studied. MCC also presented an
initial decrease of the elastic recovery, but the values are much higher
than those of FD trehalose. It should be pointed out that crystalline
trehalose presented a very low elastic recovery around 2 % which is
similar to the one obtained for FD trehalose at high pressures (above
150 MPa). These results may be also linked with the differences
observed on the in-die versus out-of die compressibility curves.

3.3.6. Viscoelasticity

Viscoelasticity, is one of the components of the strain rate sensitivity.
It is also well-known that amorphous products are usually more prone to
present viscoelasticity (Alcoutlabi & Martinez-vega, 1999; Deshmukh
et al., 2020). This property was studied by measuring the damping ratio
based on impulse excitation technique (Meynard et al., 2021). Results
are shown in Fig. 10. Whereas crystalline trehalose presented low vis-
colelasticity like Lac and aCP, FD trehalose gave rise to a viscoelastic
behavior with a damping ratio similar to the one of MCC. This increase
in the viscoelastic behavior after freeze-drying can be attributed to the
amorphization and might also partially explain the influence of
compaction speed on the compressibility and the elastic recovery of FD
trehalose.

4. Conclusion

This study demonstrated that FD trehalose powder is characterized
by a specific and interesting compaction behavior which is different
from the other classical excipients. FD trehalose compressibility and
tabletability results have shown a behavior that seems to be similar to
the one of MCC. The large value of the SRS and the presence of a sig-
nificant viscoelastic behavior seems to point toward the same direction.
Nevertheless, contrary to MCC tablet which behave like a ductile ma-
terial during breaking tests, the tablets obtained for FD trehalose were
very brittle which can be seen from the failure profile obtained during
diametral compression but also by considering the BFI value which was
very high even compared with results found in the literature.

Another point that differentiate strongly FD trehalose from MCC was
the elastic recovery obtained after compression. The elastic recovery of
FD trehalose tablets decreased with the pressure and reached values
around 2 % which are very low. It is also interesting to note that the
amorphous structure of FD trehalose was not affected by the compaction
process.

Interestingly, FD trehalose exhibited also a compaction behavior
very different from its crystalline form.

This behavior is likely to be linked with the amorphous state of the
FD trehalose but also to the microstructure obtained. Nevertheless,
further is needed to understand this link.

Finally, this study is to our knowledge, the first one presenting a
complete evaluation of the compaction behavior of FD trehalose and
demonstrating that it is possible to tablet FD trehalose powder at low
compaction pressures which can be of great interest for biopharma-
ceutical applications since this will limit the mechanical stress under-
gone by the molecules.
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Fig. 8. Different failure patterns observed on freeze-dried trehalose tablets (50 MPa) during the diametral compression test showing the high propensity to brit-
tle fracture.
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Fig. 9. Evolution of the elastic recovery as a function of axial compaction pressure (for each compaction pressure, mean +/— SD, n = 3). For FD (freeze-dried)
trehalose, 2000 ms and 70 ms refer to tableting cycle time, MCC refers to microcrystalline cellulose, Lac refers to lactose monohydrate and aCP refers to anhydrous
calcium phosphate.
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refers to microcrystalline cellulose, Lac refers to lactose monohydrate and aCP refers to anhydrous calcium phosphate.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Most of biopharmaceuticals, in their liquid form, are prone to instabilities during storage. In order to improve
their stability, lyophilization is the most commonly used drying technique in the pharmaceutical industry. In
addition, certain applications of biopharmaceutical products can be considered by oral administration and

I;i?:::se tablets are the most frequent solid pharmaceutical dosage form used for oral route. Thus, the tableting properties
Mannitol of freeze-dried products used as cryo and lyoprotectant could be a key element for future pharmaceutical de-

velopments and applications. In this study, we investigated the properties that might play a particular role in the
specific compaction behavior of freeze-dried excipients. The tableting properties of freeze-dried trehalose, lactose
and mannitol were investigated and compared to other forms of these excipients (spray-dried, commercial
crystalline and commercial crystalline milled powders). The obtained results showed a specific behavior in terms
of compressibility, tabletability and brittleness for the amorphous powders obtained after freeze-drying. The
comparison with the other powders showed that this specific tableting behavior is linked to both the specific
texture and the physical state (amorphization) of these freeze-dried powders.

Mechanical properties

1. Introduction

The pharmaceutical industry is witnessing a growing interest in
developing tablets containing biopharmaceutical molecules, including
monoclonal antibodies, proteins, and RNA. Since the discovery of in-
sulin in 1921 (Vecchio et al., 2018), therapeutic peptides and proteins
have become a major focus of research, leading to significant thera-
peutic innovations (Haddadzadegan et al., 2022). Traditionally admin-
istered through parenteral routes, biomolecules face stability challenges
in liquid form, often requiring low-temperature storage. Alternative
administration routes like oral or buccal are gaining attention due to
advantages such as better patient compliance and improved drug de-
livery. Tablets, the most common oral dosage form, are preferred despite
biomolecules being initially in liquid form. Various drying techniques,
such as freeze-drying, are explored to obtain solid forms for tablet
production.

In order to stabilize the biomolecules during the drying processes,
formulations should contain cryo and lyoprotectants like sucrose and
trehalose (non-reducing sugars) or lactose (a reducing sugar);

* Corresponding author.
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surfactants like polysorbate 20 and polysorbate 80; bulking agents like
mannitol (a polyol) or glycine (an amino acid) and buffer salts to adjust
the pH and the tonicity (Bjelosevi¢ et al., 2020). Currently, tableting
properties of such freeze-dried (FD) excipients have not been extensively
described in the literature. Since development of oral route for bio-
pharmaceutics could be the goal of many studies, it is important to
investigate the behavior of these products, during and after compaction.
The mechanical properties of a powder can be changed depending on
many factors. For example, Persson et al. have demonstrated that the
compaction end point parameters, the compactibility and tabletability
rate parameters increased with the decrease in particle size of a-lactose
monohydrate (Persson et al., 2022). Tomar et al. have found that
moisture content may affects the physical and chemical properties of the
product during compaction, and their results showed that in order to
obtain satisfactory hardness for tablets, temperature and humidity must
be maintained in a specific limit (Tomar et al., 2017). Since FD excipi-
ents have a particular particle size and shape, a specific residual mois-
ture and could be amorphous or crystalline, it is important to consider
those aspects in a study on their tableting and mechanical properties.
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Hsein et al. investigated the physico-chemical and mechanical tab-
leting properties of freeze-dried trehalose and showed that the latter
presents very specific properties in terms of compressibility and tablet-
ability in comparison with crystalline trehalose (Hsein et al., 2023).
Compressibility profiles highlighted that FD trehalose is less compress-
ible than crystalline trehalose at low pressures, and more compressible
when pressure increases. On tablettabilty profiles of FD trehalose, it was
observed that tablets with high tensile strength (1.5 MPa) could be ob-
tained under very low pressures (25 MPa). The authors also demon-
strated that FD trehalose has a high propensity to brittle fracture and
that its brittleness was among the highest when compared to classical
pharmaceutical excipients found in the literature (Hiestand et al., 1977;
Hsein et al., 2023; Meynard et al., 2022). Therefore, our study aims to
identify the critical factors influencing these behaviors. Following the
changes observed in physical structure and texture of FD trehalose
compared to native crystalline trehalose powder, we conducted exper-
iments with other FD and crystalline excipients, including lactose
(amorphous after freeze-drying) and mannitol (crystalline even after
freeze-drying). By comparing these excipients, we sought to understand
the impact of physical structure on the tableting properties of FD pow-
ders. Additionally, spray-drying was performed on all three excipients to
create amorphous trehalose and lactose, as well as crystalline mannitol,
with distinct spherical particle textures. These differences in texture
aimed to elucidate the effect of powder texture on tableting properties
while keeping the physical structure constant. Lastly, we ground the
crystalline powders to assess the influence of texture on tableting
properties.

2. Material and methods

Three excipients were used for freeze-drying, spray-drying, milling
and for direct compression. Trehalose dihydrate (Biohale) and lactose
(Supertab 30 Gr) were obtained from DFE Pharma (Goch, Germany),
mannitol from Cooper (Melun, France) and magnesium stearate
(Ligamed MF-2-V) from Peter Greven (Bad Miinstereifel, Nordrhein-
Westafalen, Germany).

2.1. Powder manufacturing processes

2.1.1. Freeze-drying

Freeze-dried samples were produced using a cryotec® pilot freeze-
dryer (Montpellier, France). 6 mL of aqueous solutions of trehalose
dihydrate, lactose or mannitol (5 % w/v in water) were put in a 20 mL
vial and transferred in the freeze-dryer. The volume of the solution
corresponds to a height of 15 mm. For each of the excipients, a total of
90 vials were freeze-dried at once. Thermocouples were used during
freeze-drying cycles to monitor the shelves and product temperatures
and all cycles (Fig. Al supplementary data) were carried out as follow:

Freezing step: the samples were frozen by a cooling ramp of —1°C/
min, from 25 °C to —50 °C. The final temperature of —50 °C was held for
1 h 30 min to make sure that all the samples were frozen.

Primary drying: at the end of the freezing step, the shelves tem-
perature was risen to 25 °C at a rate of +1 °C/min and the chamber
pressure was decreased to 0.1 mbar. This temperature setpoint was held
until the pressure values of capacitance and pirani manometers gauges
came together. Then, the primary drying time was dependent on the
number of vials placed in the chamber. The primary drying time for all
three excipients and the total cycle time were respectively always
around 21 h and 28 h.

Secondary drying: At the end of the primary drying step, a tem-
perature of 25 °C and a chamber pressure of 0.1 mbar were maintained
for 3 to 4 h. Afterwards samples were sealed under vacuum, and then
stored at ambient temperature. For all three excipients, cakes had the
same global aspect: a height of 1.5 cm with no sign of collapse (Fig. A2
supplementary data).
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2.1.2. Spray-drying

Aqueous solutions of trehalose dihydrate, lactose or mannitol (10 %
w/Vv) were spray-dried (SD) on a Biichi laboratory spray dryer (Biichi
Mini Spray Dryer B-191, Buchegg, Switzerland). The liquid feed rate was
8.2 mL/min, the atomizing-air flow was 0.7 m3/h and the aspiration
vacuum was around 40 mbar. Tj,. was set on 110 °C based on the work
of Adler and Lee (Adler and Lee, 1999), where trehalose was spray-dried
in the presence of lactate dehydrogenase using different process condi-
tions (Tjper of 110 °C was found to be the optimal process condition to
preserve enzymatic activity). During the spray-drying, T,uqer could not
be controlled but it could be measured. For a Tiyer of 110 °C, Toyeer Was
around 60 °C for all the three excipients used. The yield obtained using
this process was dependent on the excipient used (powder present on the
wall surface of the cyclone was not considered as part of the yield), and
will be presented in the results section.

2.1.3. Milling

Crystalline trehalose, lactose and mannitol were ground using a vi-
bration mill (Restsch vibration mill MM 2000, Diisseldorf, Germany), in
dry conditions. 6 g of crystalline powder were introduced with one
grinding steel ball (20 mm @) in the steel grinding jar (nominal volume
of 25 mL) and ground for 8 min at a vibrational frequency of 26.6 Hz
(1600 RPM).

2.1.4. Tablet manufacturing

All tablets were manufactured on a compaction simulator Styl’One
Evolution (Medelpharm, Beynost, France) which is a single station press
equipped with displacement and force sensors associated with the upper
and lower punches (accuracy 10 N).

For each of the three excipients, FD, SD, commercial crystalline
powder (CCP) and commercial crystalline milled powder (CCMP) were
compressed. SD powders, CCP and CCMP were directly compressed
without prior preparation. FD cakes were gently ground using a mortar
and a pestle to obtain a powder (each FD vial was intended to form one
tablet and contained approximately 250 mg of powder) prior to
compression, in a room where relative humidity was maintained be-
tween 30 and 40 %.

The compactions were done in a room where the temperatures were
between 23 °C and 25 °C with a relative humidity between 30 % and 40
%. 250 mg of powder was weighted and then set manually in the die, as
fast as possible to limit water uptake. The default cycle of the machine
was used at the lowest speed possible (which corresponds to a cycle time
around 2 s). Furthermore, an external lubrification system using mag-
nesium stearate was used to lubricate the punches and the die.

Two types of euro B punches were used in this work. Except for the
determination of brittle fracture index, flat-faced round punches with a
10 mm diameter were used. As developed previously in (Mazel et al.,
2016), brittle fracture index was obtained from flattened disc geometry
tablets (punches with a flattened geometry, Fig. A3 in supplementary
data). The range of compaction pressure used for all experiments was
from 12.5 MPa to 250 MPa. Depending on the tensile strength obtained
with the different products, the lowest compaction pressure chosen was
the one giving a tablet with a sufficient cohesion to be handled.

2.2. Physico-chemical characterization of the powders

2.2.1. Karl fisher titration

The residual water content of FD and SD samples was measured by
the Karl Fisher titration method using a titrator compact 20S (Mettler
Toledo; Greinfensee, Switzerland). Anhydrous methanol (extra dry
methanol, 99 %, Acroseal®) was used to dissolve the samples. Before
titration, a blank measurement on methanol was done. FD cakes were
directly dispersed in 6 mL methanol in their original vials. 1 mL of the
mixture was added into the reaction vessel, and the water content of the
samples was obtained at the end of the titration after subtracting the
blank’s water content. Since all the SD powder was collected in the same
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vial, samples were weighted (10-20 mg), and directly added to the re-
action vessel, without dispersing in methanol. Water content was also
obtained at the end of the titration. Each experiment was carried out in
triplicate and water content was expressed in % w/w.

2.2.2. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC measurements were performed on all powders (FD, SD, CCP and
CCMP) using a DSC3 instrument (Mettler Toledo, Switzerland) equipped
with a refrigerated cooling system (RCS). About 10 mg of powders were
weighted and sealed in a 100 pL aluminum pan in a hermetically sealed
glove box (relative humidity = 7 %, temperature = 25 °C) and were
heated from 10 °C to 230 °C at a heating rate of 10 °C/min. During all of
the experiments, an empty aluminum pan similar to those containing the
sample was used as a reference.

2.2.3. X-ray diffraction (XRD)

Diffractograms of all samples were assessed using a benchtop powder
X-ray diffractometer (MiniFlex2, Rigaku, Japan) with Cu Ka radiation
(30 kV, 15 mA). Each scan was performed in the 26 range from 0 to 60°
with a step size of 0.1° and a scan speed of 5°/min.

2.2.4. Scanning electron microscopy (SEM)

The morphology of all powders (FD powders, SD powders, CCP and
CCMP) and tablets were studied by SEM using a tabletop microscope
(Hitachi TM3000, Japan). A sharp blade was used to cut thin slices of the
FD samples. The cut FD samples, intact tablets, tablets broken diamet-
rically and all other powders (SD, CCP et CCMP) were then fixed to
aluminum stubs with double-sided carbon tapes in order to visualize
their morphology.

2.2.5. Particle sizing

The size distributions of SD powders, CCP and CCMP were measured
using a laser diffraction particle size analyzer (Mastersizer 3000, Mal-
vern Panalytical, United Kingdom). Air injection pressures were
adjusted from 2 to 3 bar depending on the analyzed powder.

2.2.6. Density measurements

Pycnometric density (ppyeno) of all powders was measured using a
helium pycnometer (AccuPyc II 1340, Micromeritics, Norcross, GA,
USA) in triplicates, with a 1 cm?® cell using ten purges followed by ten
measurements. Cycle and purge fill pressures were both set at 19.5 psig
and the end equilibration rate was set at 0.0050 psig/min.

2.2.7. Specific surface area (SSA) measurements

Five-point Brunauer, Emmett and Teller (BET) measurements were
done using a Surface Area and Porosity Analyzer instrument (ASAP
2020, Micromeritics, Norcross, USA). Sample outgazing was performed
at a temperature of 60 °C until a pressure of 10> mmHg was reached.
The measurements were performed at a relative nitrogen pressure range
P/Pg from 0.05 to 0.2 (5 values of P/Pg) and at a temperature of — 196 °C.
For all measurements, it was controlled that the R? value of the BET
linear fit was higher than 0.999 and the specific surface area was
calculated according to the BET equation. For FD samples, multiple
cakes were combined (6-8) to achieve total area >1 m? for accurate
measurements. For all other powders (SD powder, CCP and CCMP), a
sufficient quantity was weighted for accurate analysis. All samples were
rapidly prepared in a low relative humidity room (30 %). Each mea-
surement was carried out in triplicate.

2.3. Tablet characterization

2.3.1. Porosity and elastic recovery
In-die and out-of die porosities were calculated using Eq. (1):
e=1— papparent (1)
Ppyeno
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where pgpparens is the apparent density calculated using the tablet’s
volume.

For in-die porosity, papparen: Was calculated using Vi, the minimal
volume under pressure measured directly with the compaction simu-
lator. In the case of out-of die porosity papparens Was calculated using Vy,
the final volume of the tablet, obtained from the tablet’s diameter and
thickness after ejection from the die. ppycno refers to the material density
measured by helium pycnometry.

Elastic recovery (% ER) could then be determined using Eq. (2):

Vi — Viuin

%ER = —— 2
Vmin ( )

2.3.2. Tablets strength properties

In order to draw tabletability profiles, diametral compression tests
were performed on 10 mm cylindrical tablets using a texture analyzer
equipped with a force sensor (500 + 0.1 N) (TA.HD, Stable micro-
systems, Surrey, United Kingdom). Speed and acquisition frequency
were respectively 0.1 mm-s~! and 500 Hz. Each kind of tablet was tested
in triplicate, the breaking force F (N) was measured and was then used to
calculate the tensile strength (o) using Eq. (3) (Fell and Newton, 1970):

_OF

= 2Dh 3

where D and h are respectively the tablet diameter and thickness.

Tablet Brittle Fracture Index (BFI) of all the tablets produced was
also determined. BFI is used to assess the sensitivity to a stress concen-
tration of tablets and tablet brittleness (Hiestand et al., 1977; Mazel and
Tchoreloff, 2023). BFI determination requires two kinds of tablets, with
and without a center hole. The tests were performed by diametral
compression, using 11 mm tablets with a flattened geometry (Croquelois
et al., 2017). Holes of 1 mm diameter were drilled at the center of the
tablets as described by Croquelois et al (Croquelois et al., 2017). For
each excipient, the tests were performed in triplicate. BFI could then be
calculated using Eq. (4):

1/0
BFI = 5 (—— 1) @

Oh

where ¢ and oy, are the apparent tensile strengths of tablets without and
with a centered hole, respectively.

3. Results and discussion
3.1. Powder’s physico-chemical properties

3.1.1. FD powders

Cakes visual appearance for trehalose, lactose and mannitol was
elegant and no collapse nor cracks were detected even if the shelf tem-
perature used for primary drying during the freeze-drying cycles of all
three excipients was quite high (25 °C), in order to achieve fast cycles.

The residual moisture (RM) content was measured in all FD samples
using Karl Fisher titration method. Trehalose and lactose contained
respectively a RM of 1.00 + 0.02 % and 1.00 + 0.05 % which is coherent
for future applications since a RM neighboring 1 % is required for sta-
bilization of biopharmaceutics (Schneid et al., 2011). RM couldn’t be
determined for FD mannitol because of its poor solubility in methanol,
but it is expected that it has a low RM after freeze-drying because of its
low hygroscopicity (Vanhoorne et al., 2020). Characterization of FD
trehalose, lactose and mannitol was then carried out with XRD mea-
surements to analyze their physical structure (crystalline or amorphous)
after freeze-drying. XRD results showed that after freeze-drying, treha-
lose and lactose were totally amorphous (Fig. 1 A and C) since no peaks
were detected on the diffractogram, while mannitol remained crystal-
line (Fig. 1 E), and was essentially formed by the p polymorph with a
minority of the o one. DSC consolidated the XRD results. FD trehalose
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Fig. 1. XRD patterns of (A) FD and SD trehalose, (B) CCP and CCMP trehalose,
CCMP mannitol.

and lactose are characterized by glass transitions, while FD mannitol
does not exhibit any T,. Experimental T, values obtained for FD treha-
lose and lactose are given in Table 1. Ty of dry amorphous trehalose and
lactose are given in the literature at values of 120 and 107 °C respec-
tively (Haque and Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005). But it is well
known that T values decrease with the increase of the RM (Haque and
Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005). Then, the experimental T, values
obtained are consistent with the corresponding RM content as described
in the literature (Haque and Roos, 2006; Roe and Labuza, 2005).

Cakes morphologies were assessed by SEM for each material to
visualize their internal and external morphologies. Viewed from above,
trehalose (Fig. 2A) and lactose (Fig. 2B) cakes surfaces presented similar
honeycomb structures and pore sizes, while mannitol presented a
different surface texture, more like a smooth surface with less pores
(Fig. 2 C). Cross sections imaging showed for trehalose and lactose the
same honeycomb structures constituted of very smooth leaflets (Fig. 2 D,
E). In the case of mannitol, a slight difference was seen with a texture
made up of rougher and more irregular leaflets (Fig. 2 F). These differ-
ences of appearance may be linked to the fact that trehalose and lactose
are amorphous after freeze-drying while mannitol crystallizes.

(C) FD and SD lactose, (D) CCP and CCMP lactose and (E) FD, SD, CCP and

Finally, the SSA and pycnometric densities of FD powders were
measured and are presented in Table 1. Rambhalta et al. have demon-
strated that the SSA could change depending on freeze-drying cycle
parameters and especially depending on the nucleation temperature
during freezing (Rambhatla et al., 2004). They also demonstrated that
crystalline FD mannitol has a SSA much higher than amorphous FD
sucrose. For the conditions chosen for our freeze-drying cycle, FD
trehalose and lactose are characterized by quite similar SSA (respec-
tively 0.950 + 0.060 m?/g and 1.060 + 0.018 m?/g), while mannitol
presented a higher one (2.780 + 0.084 mz/g) (Table 1). Those results
are consistent with Rambhaltas’ work. The pycnometric density mea-
surements of FD trehalose and lactose gave relatively low values in re-
gard to the one obtained with their crystalline forms (Table 1). This is an
expected result since the true density of a material decreases after
amorphization, as observed in other studies (Bookwala et al., 2020;
Bourduche et al., 2020). On the contrary, the pycnometric density was
practically the same for FD and CCP mannitol since FD mannitol
remained crystalline after freeze-drying.
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Fig. 2. SEM imaging of FD trehalose (A and D), FD lactose (B and E) and FD mannitol (C and F) (A, B and C are seen from above, D, E and F are cross sections).

3.1.2. SD powders

Exactly the same parameters were used for all three excipients during
the spray-drying cycles. When Tipje; was set at 110 °C, Toyer Was always
measured between 58 and 60 °C. Trehalose and lactose powders gave a
yield of about 50 %, lower than mannitol which gave a yield of about 85
%.

XRD measurements showed that SD trehalose was mostly amorphous
(Fig. 1 A). It could be noted the conservation of only one small peak at
20 = 23.8° which corresponds to the most intense peak seen on crys-
talline trehalose diffractogram (Megarry et al., 2011). The diffractogram
obtained with SD lactose showed that it was completely amorphous
immediately after spray-drying (Fig. 1 C). Finally, results showed that
mannitol was completely crystalline after spray-drying (Fig. 1 E), and
that the peaks profile was corresponding to those of f-mannitol poly-
morph (Cares-Pacheco et al., 2014). Water titration by Karl Fisher
technique showed that the SD powders presented higher RM than the FD
ones. SD trehalose presented a RM of 4 & 0.6 % and lactose of 5 + 0.3 %.
Crystalline mannitol is known to be non-hygroscopic, and because of its
non-solubility in methanol, its RM wasn’t measured. DSC measurements
showed no Ty for SD mannitol, but showed lower T, values for SD
trehalose and lactose compared to those obtained for FD powders (re-
sults shown in Table 1). Here too, since T depends on the % RM, these

HL D41 x800 100um D462

20230324

results are consistent with those found in the literature at the same RM
content as explained in the case of FD powders (Haque and Roos, 2006;
Roe and Labuza, 2005).

SD powder morphologies and size distributions were evaluated by
SEM (Fig. 3) and by laser diffraction particle size analyzer (Table 1). As
expected, all three SD excipients exhibit the same spherical morphology
with a particle diameter ranging between 1 pm and 10 um with a pre-
dominance of a medium size particle at around 3-6 um as shown in
Fig. 3. Particle size distribution confirmed these results. Table 1 shows
that 50 % of particles have a diameter smaller than 4.2, 5.2 and 3.5 pm
(Dsp) respectively for SD trehalose, lactose and mannitol.

Pycnometric densities were obtained, and higher values were noted
for SD trehalose and lactose, compared to the FD ones but lower when it
comes to compare SD mannitol to the FD one (Table 1). These results
could be somehow linked to the differences in the structure of the
powders.

SSA results for SD powders showed the same tendency as the FD
ones. Amorphous SD trehalose and lactose have also a similar SSA,
respectively 1.390 + 0.037 and 1.160 + 0.042 m?/g, which are much
lower than SD crystalline mannitol with a SSA of 2.370 + 0.074 m?/g.

HL D38 x800 100 um

Fig. 3. SEM imaging of SD trehalose (A), SD lactose (B) and SD mannitol (C).
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Table 1
Physico-chemical characterization of all three excipients used in this study.
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Excipient Experimental T % RM Pycnometric density (g/cm3) SSA (mz/g) Physical structure (XRD) Particle size distribution D,(50) (um)
FD trehalose 100 +£1.5°C 1+0.02% 1.45 + 0.02 0.95 + 0.060 Amorphous -
FD lactose 96 +£0.9°C 1+ 0.05% 1.39 + 0.008 1.06 + 0.018 Amorphous -
FD Mannitol 1.49 £+ 0.01 2.78 + 0.084 Crystalline -
SD trehalose 65 + 2.7 °C 4+0.6% 1.51 + 0.002 1.39 + 0.037 Amorphous 4.2
SD lactose 69 +£0.2°C 54+0.3% 1.51 + 0.006 1.16 + 0.042 Amorphous 5.2
SD Mannitol - - 1.43 £ 0.011 2.37 £ 0.074 Crystalline 3.5
Trehalose CCP - - 1.51 + 0.004 1.64 + 0.231 Crystalline 285
Lactose CCP - - 1.53 + 0.0003 0.45 + 0.099 Crystalline 100
Mannitol CCP - - 1.49 £ 0.001 0.23 + 0.058 Crystalline 69.6
Trehalose CCMP - - 1.53 + 0.0008 3.63 + 0.287 Crystalline 6.3
Lactose CCMP - - 1.55 + 0.001 3.39 + 0.090 Crystalline 6.8
Mannitol CCMP - - 1.50 + 0.0006 3.57 + 0.280 Crystalline 5.2

3.1.3. CCP and CCMP powders

Particle size distribution (Table 1), and SEM imaging (Fig. 4) showed
that as expected, milling reduced particle size and increased the SSA
(Table 1). Table 1 shows that the obtained CCMP powders exhibited the
highest SSA values regardless of the products.

Milling of raw powders was only done in the goal of changing their
texture, without amorphization, to evaluate the impact of the texture on
the tableting properties. All crystalline powders were analyzed by DSC
and XRD. DSC was done to prove that milling did not amorphize the raw
powders. As expected, all CCP and CCMP did not show any T, on DSC
graphs. XRD measurements were then performed to be sure that milling
did not result in a change of the basic polymorphic form of CCP. The
diffractograms of each of the ground and unground excipients showed
that no polymorphic changes occurred upon milling (Fig. 1 B, D, E),
which means that the grinding, in our experimental conditions, did not
lead to any change in the physical structure of the products.

3.2. Compaction properties of the tested powders
3.2.1. Compressibility

At first, all excipients compaction behaviors were assessed by the
study of their compressibility profiles. Knowing that moisture could

2023/02M18

influence compaction behavior (Elkhider et al., 2007) and since treha-
lose and lactose’s FD and SD powders are hygroscopic, compression was
performed rapidly after vials opening in a room with a relative humidity
around 35 %. CCP and CCMP powders were also compressed in the same
conditions. Compressibility profiles were evaluated by drawing the
evolution of in-die porosity as a function of the applied pressure (Fig. 5).
It can be noted that some of the profiles present apparent negative
porosities at high pressure. Two main phenomena can explain these
results. First, due to the compressibility of the solid itself, the particle
density of the powder in fact increases along with the applied pressure
(Wiinsch et al., 2019). As generally done in the literature, this effect was
not considered in the porosity calculation made in this study. At high
pressure this underestimation of the particle density can lead to
apparent negative porosity, as seen at high pressures for FD amorphous
products (Fig. 5 A, B). Another phenomena could be related with the
amorphous nature of the FD products. As amorphous products don’t
have a well-defined density (unlike crystalline powders), this density
can change (increase) during compression, and this can also lead to an
apparent negative porosity at high pressure when considering the
powder pycnometric density to calculate the porosity of the tablets.
FD trehalose and lactose in-die compressibility profiles seemed to
exhibit a quite similar evolution. As shown in Fig. 5 A and 5B, at low

o
3 w400

L D37 =400 200 um 0830 20230511

Fig. 4. SEM imaging of CCP trehalose, lactose, and mannitol (respectively A, B and C) and CCMP trehalose, lactose, and mannitol (respectively D, E and F).
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Fig. 5. In-die compressibility profiles of FD, SD, CCP and CCMP powders.

pressure (until 50-60 MPa) the in-die porosities of FD trehalose and
lactose are greater than those of SD, CCP and CCMP powders. But, at
pressure higher than 50 MPa, these FD powders give lower in-die
porosity than others. Mannitol seemed to have a different behavior
since the in-die porosity never became below than other powders and no
negative porosities were observed (Fig. 5 C).

Considering the three SD compressibility profiles, the same shape
was observed that clearly differs from all other powders. Fig. 5 A, B and
C show that their porosity rapidly decreases at near zero pressure, until
reaching approximately 40 %, then suddenly the curve deviation
change. At maximum pressure, porosity of SD powders is higher than the
one of FD powders for trehalose and lactose, while it is not the case for
mannitol. It is known that SD powders morphology and mechanical
properties are outlet temperature dependent (Littringer et al., 2013).
When spray-dried at relatively low temperatures (67 °C) like in our
study, spherical, rough and hollow particles are formed (Littringer et al.,
2013) with entrapped gas inside. Furthermore, moisture content in SD
particles is higher than freeze-dried and crystalline powders. Then,
difference in texture and high percentage of RM (since water works as a
plasticizer) can explain why the mechanical properties during
compression are so different from the freeze-dried or crystalline
powders.

When comparing CCP and CCMP compressibility profiles, it appears
that CCP gives always lower in-die porosities than CCMP which is
coherent with the literature (Persson et al., 2022). This is a little less
marked in the case of lactose. These results could be explained by the
fact that smaller particles of CCMP have more interactions one to the
other and are thus more cohesive, and as such, the powder bed develops
greater resistance to the compression resulting in a higher in-die
porosity.

The results above show that compressibility profiles are impacted by
the powders texture, but that it is also linked to their physical structures.
Indeed, as expected, for all powders tested, when their texture changes,
their compressibility profiles are also modified. Furthermore, the ob-
tained results show that when FD and SD powders are amorphous,
particular compressibility profiles are obtained when compared with
crystalline powders even if these are obtained by different drying
process.

SEM imaging of tablets helped in understanding these results. At low
pressures (in a range of 12.5-75 MPa), SEM imaging of SD and FD tablet
surfaces showed that the particles morphologies observed in the pow-
ders, spherical particles and randomly oriented sheets respectively, were
conserved (Fig. 6 A, C, E and G) and high porosity was also observed.
When the pressure was further increased, particles started to lose their
shapes to form smoother surfaces with less porosity, until reaching the
maximum pressure, where close to no porosity was observed (Fig. 6 B, D,
F and H). The exact same feature was observed when CCP and CCMP
were compressed.

Moreover, as reported in the Hsein et al. work, FD trehalose presents
a specific compressibility profile different from the crystalline one
(Hsein et al., 2023). In this study, it is also shown that amorphous FD
lactose had the exact same behavior than FD trehalose while it is not the
case for crystalline FD mannitol. These results show that the particular

behavior of FD trehalose and lactose is tightly linked to the amorphous
properties of the powders. Furthermore, when excipients were FD, SD or
even milled, leading to a change of their physical structure, texture or
both, the compressibility profile of each excipient is altered, and this
phenomenon is clearly linked to both the texture and the physical
structure of the powders.

3.2.2. Elastic recovery (ER)

Elastic recovery is an important tablet property to be investigated.
Fig. 7 represents the ER profiles as a function of applied pressures for all
trehalose, lactose and mannitol powders. Hsein et al showed that FD
trehalose has a specific ER profile different from crystalline trehalose
(Hsein et al., 2023). Results for FD trehalose show that at low pressures,
ER is the highest, and when pressure starts to increase, ER decreases
gradually, until a pressure around 100 MPa, where it stabilizes to
become pressure independent. ER profiles were different when it comes
to crystalline trehalose (CCP and CCMP powders) since an increase in
pressure, results in an increase in the ER before to stabilize and to
become independent of pressure.

In addition, FD lactose, FD mannitol, and SD trehalose, SD lactose
and SD mannitol exhibited the same behavior than FD trehalose.
Nevertheless, the profile is a little less marked for FD and SD mannitol.
That means that whether amorphous or crystalline, it is the specific
texture of SD and FD powders that is responsible for such a behavior
(Fig. 7 A, B, C).

For lactose and mannitol, CCP and CCMP exhibited similar profiles
than the one described above for trehalose. One interesting point is that,
after milling, all CCMP had lower ER than CCP for any given pressure.
That means that for these powders, the smaller the particle size, the
lower the ER.

3.2.3. Plastic energy

Plastic energy (PE) is the total energy given to the powder during the
compaction cycle. It can be normalized by the volume of solid com-
pacted to allow comparison of products with different material densities
(Wiinsch et al., 2021).

Hsein et al have shown that PE of FD trehalose is higher than those of
crystalline trehalose (Hsein et al., 2023). Here too, the same tendency
was found. FD trehalose, FD lactose and FD mannitol have all three a
higher PE, at any given pressure when compared to crystalline powders
(Fig. 8 A, B and C). In the case of mannitol, we observed an impact of
freeze-drying on the plastic energy (texture effect), but FD and SD
mannitol, which are both crystalline, have the same plastic energies.
However, in the case where FD and SD powders are amorphous
(trehalose and lactose), a higher plastic energy was found for the FD
powders compared to the SD ones, demonstrating a significant impact of
the texture of amorphous FD powders on plastic energy.

3.2.4. Tabletability

The diametral compression tests were done 24 h after compression,
in triplicate to evaluate the reproducibility. The tensile strength of
tablets was then calculated and the tabletability profiles were drawn for
all the tested products (Fig. 9 A, B, C). It is generally considered that a
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Fig. 6. SEM imaging of freeze-dried and spray dried tableted powders at different pressures.
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Fig. 7. Elastic recovery profiles of all trehalose powders (A), lactose powders (B) and mannitol powders (C).
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Fig. 9. Tabletability profiles of FD, SD, CCP and CCMP powders (A, B and C: test done 24 h after compression, D and E: test done immediately after compression).

tensile strength higher than 2 MPa is sufficient to ensure mechanical
resistance to maintain the physical integrity of tablets both during the
whole production process and till the delivery to the patient (Pitt and
Heasley, 2013).

As illustrated in Fig. 9A, B, and C for all three excipients, it was
consistently observed that the tensile strength and thus the tabletability
profile of CCMP is greater than that of CCP following the milling process.
Such a result was expected regarding the differences in particles size
distribution of the two kinds of products (Persson et al., 2022).

In the same manner, at low pressures for trehalose and lactose, and at
all the pressure range for mannitol, SD powder’s tabletability profiles
are similar to the CCMP (Fig. 9 A, B and C). That could be linked to the
fact that SD powders and CCMP have almost identical particle size.

More interestingly, at very low pressures, amorphous FD trehalose
and FD lactose exhibited high tensile strength since a value of more than
2 MPa is obtained from 50 MPa for FD lactose and even about 25 MPa for
FD trehalose. These values are significantly higher compared to those
observed with the SD, CCP and CCMP powders of trehalose and lactose.
Conversely, crystalline FD mannitol exhibited similar tensile strengths
compared to SD and CCMP mannitol. These results showed one more
time the effect of the amorphous FD texture compared to other forms of
the same products in terms of tablet’s mechanical properties.

Another interesting behavior is seen when it comes to amorphous FD
and SD powders (trehalose and lactose). Fig. 9A and B show that when

pressure increases, measurements variability highly increased for FD
and SD trehalose and lactose and that we obtain a drastic decrease of the
tensile strength in the range 100-200 MPa. This behavior was not
detected in the case of crystalline FD and SD mannitol. This variability
could probably be explained by the fact that amorphous tablets develop
numerous cracks immediately after compression (Fig. 10 A), and during
storage (Fig. 10 B) when the pressure was increased. These defects make
the diametrical compression test unreliable and thus variability in the
tensile strength results increases. Interestingly, at higher pressures (250
MPa) it was possible to obtain tablets with high tensile strength for both
FD trehalose and lactose. Explanation of this phenomenon is compli-
cated with the present results. A more in-depth study of the mechanism
of development of the cracks in the tablets would be needed to better
understand this point, but this is beyond the scope of the present work.

Conversely, crystalline mannitol tablets showed no signs of cracking
even for FD mannitol.

It could be then concluded from these results that while the tablet-
ability effect is likely associated with the amorphous FD powders
(texture-structure), the effect on tensile strength variability when the
compaction pressure is increased appears to be more related to its
amorphous nature, independently from its texture. In fact, the range of
compression pressure of interest when considering amorphous FD
powders (trehalose and lactose) is at remarkably low-pressure levels
(25-75 MPa) and should not exceed a hundred of MPa to avoid the risk
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Fig. 10. SEM imaging of trehalose tablets obtained at a pressure of 150 MPa (A) after compression (B) 18 h after compression.

of occurrence of cracks.

3.2.5. Brittle fracture index (BFI)

The BFI is an indicator that makes it possible to assess the sensitivity
of a tablet to a stress concentration which is linked with its brittleness
(Hiestand et al., 1977; Mazel and Tchoreloff, 2023). It is well known that
the BFI values are pressure dependent and are more elevated when
pressure is high (Croquelois et al., 2020; Hiestand et al., 1977).

The test was done for each material and powder on tablets obtained
at a pressure where they were sufficiently resistant and where the tensile
strength results were mostly reproducible. All perforated tablets were
visualized with the SEM, before diametral compression to be sure that no
cracks were created because of the drilling. When cracks were seen
during imaging, BFI tests couldn’t be performed. CCMP trehalose,
whether compacted at 75 MPa or 150 MPa, showed cracks after perfo-
ration, which made it impossible to perform the BFI determinations.
Moreover, it wasn’t possible to compress all SD powders at the same
pressure in order to compare them one to the other. Then, SD powders
for each excipient were compressed at the best as possible pressure in
terms of reproducibility and some CCMP excipients tablets were pro-
duced at those exact same pressures in order to compare SD and CCMP
powders (Table 2).

When it comes to compare the BFI values (Table 2) of SD lactose and
lactose CCMP (respectively 0.48 + 0.12 and 0.38 + 0.02) both com-
pressed at 50 MPa, there is no significant difference. The BFI values of
SD mannitol and mannitol CCMP compressed at 150 MPa (respectively
0.95 + 0.44 and 1.20 + 0.21) are also in the same order of magnitude.
Knowing that for both excipients the CCMP and SD powders have small
sized particles, and knowing that SD lactose is amorphous while SD

Table 2
Experimental BFI values of all three excipients.

Excipient Compaction pressure Calculated Brittle Fracture Index (BFI)
FD trehalose 25 MPa 1.90 + 0.17
FD lactose 25 MPa 1.60 + 0.49
FD mannitol 25 MPa 0.41 £0.18
SD trehalose 75 MPa 0.52 + 0.17
SD lactose 50 MPa 0.48 +0.12
SD mannitol 150 MPa 0.95 + 0.44
CCP trehalose 250 MPa 0.83 +0.01
CCP lactose 250 MPa 0.50 £+ 0.03
CCP mannitol 250 MPa 0.34 £ 0.02
CCMP lactose 50 MPa 0.38 + 0.02
CCMP mannitol 150 MPa 1.20 £ 0.21
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mannitol is crystalline, physical structure doesn’t seem to have an in-
fluence on the BFI in this case.

Hsein et al. results showed that FD trehalose has a much higher BFI
than crystalline trehalose (Hsein et al., 2023). Our results are consistent
with this previous work since we obtained the exact same trend with FD
trehalose’s BFI of 1.90 + 0.17 at a 25 MPa compaction pressure while
CCP trehalose’s BFI is only 0.83 + 0.01 at a 250 MPa compaction
pressure (Table 2). The same behavior is observed when comparing FD
lactose (BFI of 1.60 + 0.49 at a pressure of 25 MPa) to lactose CCP (BFI
of 0.50 & 0.03 at a pressure of 250 MPa). Knowing that BFI values in-
crease with higher pressures, the fact that the BFI of FD lactose tablets
obtained at a 25 MPa pressure is higher than the one of CCP trehalose
compressed at 250 MPa, means that FD lactose as FD trehalose are much
more brittle than CCP lactose and trehalose. Whereas when comparing
the BFI of crystalline FD mannitol (0.41 + 0.18) compressed at 25 MPa
to the BFI of CCP mannitol compressed at 250 MPa (0.34 & 0.02), even if
it shows that FD mannitol is more brittle than CCP mannitol, the effect is
much less than in the case of trehalose and lactose.

Based on the results described above, one more time, the specific
texture of amorphous FD powders seems to play an important role when
it comes to tablet’s brittleness.

4. Conclusion

According to all the results described above, it was shown that the
texture and the physical structure, both have singular or combined im-
pacts on the tableting properties of the studied powders.

This study showed that FD trehalose has indeed the same particular
behavior in terms of tableting properties when compared to Hsein
et al.’s previous results. In addition, lactose, which was also amorphous
after freeze-drying behaved very similarly. It seems therefore that the
particular texture of amorphous FD powder is the main reason behind
those specific tableting properties and that this behavior is not limited to
the chemical structure of trehalose.

Furthermore, the only property obtained that was completely inde-
pendent from the texture, and that was only influenced by the physical
state of the powder (amorphous or crystalline) is the high variability of
tensile strength measurements at relatively high pressures. This is due to
cracks developed in the tablet after compression. This is a problem that
could be easily overcome when it comes to compress amorphous FD
powders since these powders have a high tensile strength at very low
pressures. It is thus possible to compress these powders using a very low
pressure (<50 MPa) since no signs of defects are seen but the tensile
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strength is high enough and the test’s reproducibility is at its best.

If this work made it possible to better understand the behavior of
freeze-dried products during compaction, further is needed to under-
stand the mechanisms that can explain, at the microscopic level, the
trends demonstrated. In conclusion, these findings represent the initial
phase in the journey towards industrialization. As previously stated, the
ultimate objective of this research is to achieve the development of
tablets made of freeze-dried powders containing biomolecules. We
established that these powders can be compressed at a relatively low
pressure to yield tablets with sufficient cohesion. Nevertheless, manual
compression is currently employed due to the poor flow of the FD
powders. Next challenge would thus be to improve the processability of
the powder to make it suitable for industrial processes.
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