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Introduction générale

L’eau est a I’origine de la vie sur terre et y est indispensable. Sa disponibilité, tant en quantité
qu’en qualité constitue la base du développement de toute société et le prérequis de toute activité
humaine. Les sources de pollution de I’eau peuvent étre classées en deux catégories : les sources
localisées qui incluent entre autre les rejets industriels ou encore les installations de traitements
d’eaux usées, ainsi que des sources plus difficilement tracables qui incluent les écoulements de

sédiments, engrais, produits chimiques, déchets d’animaux de ferme...

L’eutrophisation est une forme singuliére mais naturelle de pollution de certains écosystemes
aquatiques qui se produit lorsque le milieu recoit trop de matieres nutritives assimilables par
différentes algues ou cyanobactéries' et que celles-ci proliferent.

Cette prolifération perturbe 1’écosystéme et est a 1’origine de plusieurs problémes. Les
cyanobactéries peuvent étre toxiques pour les mammiferes et pour ’homme en particulier, ce qui
peut aller jusqu’a des cas d’intoxications graves. Le contact direct avec les cyanobactéries, lors
de baignades par exemple, peut également affecter la santé. De plus, I’invasion algale des
milieux aquatiques conduit non seulement a une formation d’écume a odeur pestilentielle mais
aussi a la détérioration esthétique de ces milieux. En France, de nombreuses réserves d’eau
douce se trouvent actuellement contaminées par les «blooms » > de cyanobactéries. Des

traitements de I’eau sont alors nécessaires.

Actuellement, divers traitements sont utilisés pour pallier les problemes d’eutrophisation. Les
traitements mécaniques utilisent, par exemple, des faucardeuses’ pour enlever les algues
accumulées a la surface. Cependant, le traitement subséquent de ces algues reste délicat. En
effet, les bruler provoque des dégagements de vapeurs toxiques. Les traitements chimiques
impliquent le déversement de produits algicides a base de sulfate de cuivre ou encore des
colorants organiques synthétiques qui permettent de limiter la prolifération des algues en
bloquant la pénétration de la lumiere dans I’eau et ainsi I’activité photosynthétique nécessaire a
la croissance des algues (effet algistatique)4. Certes ces traitements sont tres efficaces mais leurs
impacts sur le reste de I’environnement ne sont pas négligeables. Enfin, il existe également des
traitements que l’on peut qualifier de naturels qui font appel a des plantes présentant

naturellement des activités algicides ou algistatiques. Parmi les traitements naturels les plus

! Paerl, H.W. and J. Huisman, Blooms Like It Hot. Science, 2008. 320(5872): p. 57-58.

? Terme anglais couramment employé et désignant une « prolifération relativement rapide ».

3 Machines destinées a faucher les algues

* Morin, R., Contréle et élimination des algues dans les étangs piscicoles. Direction de l'aquaculture et du
développement durable. Québec, Canada. 2007.
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utilisés, nous citerons le dépot de paille d’orge’. Suite a la dégradation de cette derniére par les
bactéries et les champignons présents naturellement dans les milieux aquatiques, des composés
polyphénoliques initialement localisés dans les parois des cellules végétales sont libérés
progressivement dans le milieu aqueux environnant et exercent une action inhibitrice de la
croissance des algues. La paille d’orge apparait donc comme un outil efficace de lutte biologique
contre les algues dans les eaux de surface®. Parmi les composés polyphénoliques, identifiés
comme molécules efficaces pour inhiber la croissance des cyanobactéries et lutter contre les
blooms algaux, nous pouvons citer I’acide gallique et certains de ses esters’. Ces composées

présentent 1’avantage d’étre des molécules d’origines naturelles biocompatibles.

éco-durables pour lutter contre les invasions algales dans les systemes lentiques. Cette these
s’inscrit dans le cadre de ce projet, porté par la société « BioCapTech » et financé par la Région
Lorraine et I’Union Européenne (FEDER). Ce projet rassemble sept laboratoires de recherches
(dont 5 unités de recherche ayant I’Université de Lorraine comme tutelle, parmi lesquelles le
Laboratoire de Chimie physique Macromoléculaire, LCPM) et cinq PME lorraines. Les travaux
décrits dans ce mémoire ont été réalis€s au LCPM. Notre contribution a consisté, dans un
premier temps, a maitriser 1’élaboration de particules nano- et micrométriques couvrant une large
gamme de taille allant de 0,1 pm a 1000 um. En nous fondant sur I’expertise du LCPM dans
I’¢laboration de nanospheres de poly(acide lactique) (PLA) recouvertes de dérivés amphiphiles
de dextrane, un polysaccharide bactérien non ionique (Figure 1), ’enjeu consistait a étudier de
facon systématique les différents procédés permettant d’obtenir non seulement des objets de
taille nanométriques mais aussi micrométriques avec des distributions granulométriques

relativement étroites.

> Iredale, R.S., A.T. McDonald, and D.G. Adams, A series of experiments aimed at clarifying the mode of action of
barley straw in cyanobacterial growth control. Water Research, 2012. 46(18): p. 6095-6103.
6 Lim, B.J., et al., Application of barley straw to dammed river for algal control. Desalination and Water Treatment,
2015. 54(13): p. 3728-3736.

Lu, Y.P., et al., Inhibition of Camellia sinensis (L.) O. Kuntze on Microcystis aeruginosa and isolation of the
inhibition factors. Biotechnology Letters, 2013. 35(7): p. 1029-1034.
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Dextrane modifié

Substance active

Figure 1 : Particule matricielle

L’objectif principal était d’encapsuler des dérivés polyphénoliques appartenant a la famille
des esters de D’acide gallique dans les vecteurs particulaires ¢laborés et d’étudier leurs
mécanismes de libération dans différents milieux. Nous souhaitions mettre en évidence
I’influence de la taille des particules sur aussi bien la quantité encapsulée que sur le profil de

libération.

Dans le premier chapitre de ce mémoire nous ferons 1’inventaire des principaux vecteurs de
substances actives décrits dans la littérature. Nous décrirons les conditions d’obtention et les
applications des vecteurs de type particulaire notamment dans le domaine de la cosmétique, du
textile, de I’agroalimentaire ainsi que dans le domaine environnemental. Les différents procédés
« batch » et continus permettant 1’obtention de nano- et microparticules avec des caractéristiques
maitrisées seront également décrits. La présentation des objectifs de cette these sera enfin

détaillée et mise en perspective au regard de 1’état de 1’art.

N

Le deuxieme chapitre est consacré a toutes les informations relatives aux produits et
protocoles expérimentaux utilisés dans ce travail. Nous présenterons les caractéristiques des
matériaux utilisés, la méthode de synthese du stabilisant macromoléculaire (dextrane modifié)
ainsi que les différentes procédures expérimentales d’¢élaboration et de caractérisation des nano-
et microparticules de PLA chargées en substances actives. Toutes les techniques analytiques

utilisées seront décrites de maniere détaillée.

Le chapitre 3 examinera les conditions de préparation de particules par nanoprécipitation et
par émulsion-évaporation de solvant avec des tailles bien maitrisées et des distributions de tailles
étroites. Les conditions opératoires permettant I’obtention de particules dans les domaines de
taille n°1 (0,1 wm - 1 wm) et n°3 (100 wm — 1000 wm) seront établies. Une étude détaillée des
caractéristiques des particules obtenues sera présentée, a savoir la quantité de dextrane déposé a

la surface des particules et la stabilité colloidale en fonction de la force ionique dans le cas des
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nanoparticules, et enfin la stabilité des suspensions au cours de la lyophilisation pour I’ensemble

des particules obtenues.

Dans le chapitre 4, nous décrirons le procédé d’émulsion-diffusion de solvant avec
émulsification dans un systéme microfluidique qui permet I’élaboration de microparticules du
domaine de taille n°2 (1 pum - 100 pm). Les différentes étapes de fabrication de ces particules,
allant de la mise au point du dispositif expérimental jusqu’a 1’identification des conditions

opératoires permettant I’obtention des microparticules, seront abordées dans ce chapitre.

Le chapitre 5 concernera |’encapsulation d’esters de 1’acide gallique dans les différentes
particules de PLA. Les conditions expérimentales permettant de maximiser les quantités
encapsulées seront présentées. Les particules élaborées ont été caractérisées en termes de tailles,
morphologies et quantités de SA encapsulées. Le taux de recouvrement en dextrane modifié a été
évalué ainsi que la stabilité colloidale des nanoparticules préparées. Les cinétiques de libération
des SA a partir des particules des domaines de tailles n°1 et n°3 seront suivies et les phénomenes

limitant cette libération seront identifi€s.

Les résultats présentés dans le dernier chapitre de cette these porteront sur les études
préliminaires d’utilisation de ces vecteurs pour des applications phytosanitaires. D’une part nous
examinerons la transposition du procédé d’élaboration des nanoparticules, de I’échelle du
laboratoire (25 mL) a DI’échelle pilote (I L). D’autre part des essais sur [’efficacité des
nanoparticules chargées en substances actives pour le traitement des plans d’eau contenant des
cyanobactéries seront décrits et nous ameneront a définir les quantités requises pour atteindre les

effets souhaités.

Enfin, une conclusion générale rassemblera les principaux résultats et esquissera quelques

perspectives.
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1.1. Vecteurs de substances actives et domaines d’application
1.1.1. Les vecteurs de substances actives

L’utilisation de systémes physico-chimiques pour I’encapsulation et la libération contrdlée
dans le temps de substances actives (SA) suscite un vif intérét dans un nombre croissant de
domaines. Encapsuler une SA a I’intérieur d’un vecteur permet effectivement de 1’isoler du
milieu extérieur et donc de la protéger surtout lorsque cette substance est volatile,
photosensible, thermosensible,.... De plus, contrler la libération d’une molécule dans un
environnement permet d’en réduire la toxicité et les effets secondaires. Ces systémes peuvent
étre concus et adaptés pour [I’encapsulation de molécules aussi bien hydrophiles
qu’hydrophobes ce qui revient a augmenter virtuellement la solubilit¢é des molécules
encapsulées dans le milieu ol elles sont destinées a agir [1].

De nombreux systemes de vectorisation sont décrits dans la littérature. Ainsi, seuls les vecteurs
les plus utilisés ainsi que leurs caractéristiques seront présentés de facon synthétique dans ce

qui suit.
1.1.1.1. Les nano- et microparticules

Les nano- et microparticules sont des vecteurs ayant une taille inférieure au micrometre dans
le cas des particules nanométriques et entre 1 et 1000 um pour les micrométriques. Deux
catégories sont habituellement définies : les particules matricielles (nano- ou microspheres) et

les particules réservoirs (nano- ou microcapsules).

Matrice Ecorce polymére

polymére \ \
/

Ceeur liquide
(@) (b)
Figure 2: (a) nano/microsphére (b) nano/microcapsule.

Les particules matricielles sont des particules solides sphériques. Elles peuvent avoir une

surface aussi bien lisse que rugueuse. Une SA encapsulée se trouvera dispersée/solubilisée dans
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la matrice polymere [2-4]. Dans le but d’assurer la stabilité colloidale de ces particules, des
stabilisants moléculaires [5] et/ou macromoléculaires sont utilisés [6, 7]. Pour une méme SA
encapsulée dans un méme polymere, la libération de la SA encapsulée dans des particules
matricielles se trouve prolongée lorsque le diametre des particules augmente.

Les capsules, quant a elles, sont des systémes vésiculaires de type cceur-écorce solide. Le
ceeur de la capsule, généralement liquide, peut contenir des substances lipophiles ou
hydrophiles selon les cas. L’écorce est formée par un polymere qui sert a protéger et contenir
ce cceur liquide. Les SA peuvent étre véhiculées a I’intérieur de la capsules sous forme
dissoute, liquide ou dispersée, dans I’écorce ou dans le cceur liquide.

Plusieurs polymeéres biocompatibles et biodégradables ont été employés pour 1’élaboration
aussi bien de la matrice des spheres que des écorces des capsules. Ces polymeres peuvent €tre
classés en deux familles, les polymeres naturels et les polymeres synthétiques [8]. Le Tableau 1
regroupe les polymeres les plus utilisés pour élaborer les vecteurs de SA.

Les polymeres naturels sont beaucoup utilisés pour élaborer des vecteurs de SA micrométriques
[9, 10]. Cependant, les polymeres synthétiques sont largement utilisés pour 1’élaboration aussi
bien des nano- que des microparticules car ils possedent certains avantages. Ainsi, leur
composition chimique est facilement modulable, un controle de la distribution de leurs masses
molaires ainsi qu’une maitrise de leurs architectures peuvent également étre obtenus par des
méthodes de synthese macromoléculaire appropriées. Il est a noter que les polyesters
aliphatiques comme le poly(acide lactique) (PLA), le poly(acide lactique-co-acide glycolique)
(PLGA) ou le poly(e-caprolactone) (PCL) par exemple sont beaucoup utilis€s pour
I’¢laboration de vecteurs de SA du fait de leur biocompatibilité et biodégradabilité [11]. IIs sont

aussi agréés par la FDA (Food and Drug Administration).
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Tableau 1: Polymeres naturels et synthétiques utilisés pour 1'élaboration des nano- et

microparticles.
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De nos jours, plusieurs produits pharmaceutiques commerciaux contiennent dans leurs

formulations des particules matricielles ou a cceur liquide (Tableau 2).

Tableau 2: Exemples de produits commerciaux contenant des microparticules ou des
microcapsules [11, 12].

PI‘Odlllt. SA Application Industrie
commercial
CIPRO® Ciprofloxacine Infection microbienne Bayer Inc
KV Ph tical
Micro-K® Chlorure de potassium Hypokaliémie arcn(l)aceu fea
. M Ph
Nopap™ Paracétamol Douleurs et fievre ayne } arma
International
Fortovase® Saquinavire HIV Roche
Lupron Depot® Acétate de leuprolide Cancer de prostate TAP
Trelstar ™ Depot Pamoate de triptoréline Cancer de prostate Pfizer
Risperidal® Risperidone Neuroleptiques Johnson &Johnson
1.1.1.2. Les agrégats de polymeéres

I s’agit d’agrégats de macromolécules amphiphiles [13, 14] formant spontanément, en milieu
aqueux, un systeme de type coeur-écorce, lorsque la concentration des macromolécules dépasse
une valeur critique. Les macromolécules amphiphiles s’auto-organisent en regroupant leurs
parties hydrophobes a I’intérieur de I’agrégat, alors que leurs motifs hydrophiles restent en
périphérie, en contact avec les molécules d’eau. Cet arrangement est similaire aux micelles

obtenues avec des petites molécules de tensioactifs (Figure 3).

Téte polaire
hydrophile

Micelle

Figure 3: Micelle sphérique de tensioactif.
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Les micelles de tensioactifs moléculaires peuvent se dissocier par dilution en milieux aqueux.
En revanche, les agrégats de polymeres peuvent se maintenir a des dilutions treés importantes
selon la structure des macromolécules. De tels systemes physico-chimiques sont utilisés dans des

formulations pharmaceutiques commerciales (Tableau 3).

Tableau 3: Exemples de produits commerciaux contenant des agrégats de polymeres [13].

e Polymere Application Industrie
commercial
Ni Kayaku Co.,
NKO12 PEG-PGIu(SN38) Cancer du sein tppon Rayaku €0
Japan
Ni Kayaku Co.,
NK105 PEG-PAsp Cancer de 1’estomac 'ppon Rayaku Lo
Japan
Ni Kayaku Co.
NK 911 PEG-PAsp Cancer du pancréas tppon Rayaku 0.,
Japan
PM Cancers du sein
Genexol PEG-PLA . Samyang Co., Korea
Cancer du pancréas

1.1.1.3. Les dendrimeéres

Les dendrimeres sont des polymeres fortement branchés, avec des parametres
macromoléculaires bien contrdlés (B ~ 1,005) (Figure 4). Ils sont constitués d’un cceur central,
d’unités branchées comportant des groupements fonctionnels terminaux. Leur taille peut varier
delal5nm.

Des SA peuvent étre encapsulées dans le cceur des dendrimeres ou a leur surface par le biais
de liaisons covalentes.

Les premiers dendriméres ont été formés par le poly(amidoamine) élaborés par 1’équipe de
Tomalia et al. [15]. Ils sont employés dans plusieurs domaines notamment la chimie, la

nanotechnologie, la biomédecine ainsi que les sciences pharmaceutiques [16-19].
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DIAMETERS
Engineerable sizes (1to 15 nm)
(1 nm/generation)

INTERIOR VOID SPACE
« Nano-container encapsulation
properties

CORES
« Small molecules
« Nanoparticles, metals
+ Polymers, latexes
* Dendrimers

INTERIOR BRANCHING
* Robust covalent framework
+ Derived from traditional
monomer
« Architecture may be engineered
to include functionality

SURFACE GROUPS (Z),
» Hydrophilic: cationic, anionic & neutral
+ Hydrophobic: aliphatic & aromatic
« Combinations of surface groups

Figure 4 : Représentation schématique d’un dendrimére comportant 4 points de
branchement [19].

1.1.1.4. Les liposomes

IIs font partie de la famille des vésicules et sont constitués d’une ou plusieurs bicouches de
phospholipides. Les liposomes ont un diametre qui peut varier de quelques dizaines a quelques
milliers de nanometres. Ils ont le principal avantage d’étre a la fois non toxiques et
biodégradables, du fait de leur composition en phospholipides qui sont des constituants naturels

des membranes biologiques.

Surface
hydrophile

Bicouche
hydrophobe
Figure 5: Liposome.

Les liposomes permettent d’encapsuler aussi bien des molécules hydrophiles dans leur cceur
aqueux que des molécules hydrophobes dans leur bicouche.

Les liposomes ont été les premiers systemes utilisés pour la libération des antibiotiques et
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plusieurs chercheurs se sont basés sur le principe des liposomes pour développer de nouveaux
systemes de libération. Dans le domaine pharmaceutique, les liposomes sont reconnus comme
les systémes d’encapsulation et de libération de SA antibactériennes les plus utilisés. Les
liposomes permettent d’assurer une vectorisation ciblée des SA et de réduire leurs éventuelles
toxicités. De plus, les liposomes ont déja montré leur efficacité pour 1’encapsulation de la
Doxorubicine ce qui permet de diminuer fortement sa toxicité cardiaque. Il en est de méme pour
la néphrotoxicité de 1’Amphotéricine B [20]. IIs permettent également d’éviter 1’apparition
d’effets secondaires au moment de 1’administration sous-cutanée, intra-dermique ou intra-
musculaire, que I’on observe avec certains principes actifs irritants. Ainsi, plusieurs produits
pharmaceutiques, qui contiennent dans leur formulation des liposomes, sont commercialisés

depuis des années (Tableau 4).

Tableau 4: Exemples de produits pharmaceutiques commerciaux utilisant des liposomes
dans leurs formulations [21].

PI‘Odlllt. SA Application Industrie
commercial
AmBiosome Amphotericine B Graves 1pfect10ns NeXstar‘
fongiques Pharmaceuticals
. .. Sarcoma de Kaposi Sequus
Doxila Doxorubicine (Cancer) Pharmaceuticals
DaunoXome Daunorubicine Sarcoma de Kaposi NeXstar‘
(Cancer) Pharmaceuticals

1.1.2. Domaines d’application des vecteurs particulaires de SA (nano- et

microparticules)

De nos jours, les recherches scientifiques se tournent de plus en plus vers le développement
de nouveaux produits innovants et de nouvelles technologies. Dans le cas des industries
cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques, ces dernieres investissent des millions de dollars
dans le développement des technologies innovantes leur permettant d’obtenir des produits
révolutionnaires avec des propriétés bien déterminées. L’utilisation de vecteurs pour
I’encapsulation de molécules actives, ardomes ou colorants ou autres substances, sert a protéger
ces différentes molécules et a induire leurs libérations et en conséquence leurs actions de
manieres ciblées.

Les vecteurs de SA de type nano-/microparticules et nano-/microcapsules trouvent leurs

application dans divers domaines : pharmaceutique, alimentaire, cosmétique,.... Nous avons
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essay¢ d’évaluer la part des travaux scientifiques associée a chaque domaine utilisant ces

vecteurs. Pour cela, nous nous sommes basés sur les résultats des recherches effectuées sur la

base de donnés « Web of Knowledge » en associant dans chaque recherche un des mots-clés

suivant : « nanoparticle », « microparticle », « nanocapsule » ou « microcapsule » avec I’un des

termes suivants : « drugs », « cosmetics », « electronics », « pesticide», « anti-algal », « textile »

ou «food » (Figure 6 (a) et (b)). Les résultats obtenus confirment bien que le domaine

pharmaceutique reste le domaine ou se retrouve la grande majorité des travaux publiés dans la

littérature scientifique sur les nano-et microparticules ainsi que sur les nano-et microcapsules.

Nano-/microparticle
2%

1% —_0%

20 B drug
B cosmetics
M electronics
M pesticide

B anti-algal
| textile
i food

5%
0%

2%

2%
0%

Nano-/microcapsule

B drug
B cosmetics
M electronics

M pesticide

B anti-algal
[ textile
i food

(a)

(b)

Figure 6: Part des travaux publiés jusqu’au mois d’Avril 2016 mentionnant les (a) Nano-
/microparticles ou (b) Nano-/microcapsules en fonction des domaines d’applications —
recherche dans la base de donnés « Web of Knowledge »

L’utilisation des vecteurs de SA dans le domaine pharmaceutique [22-25] étant largement

décrite dans la littérature et I’objet de cette these n’étant pas dans ce domaine, nous avons choisi

d’axer notre recherche bibliographique sur d’autres domaines d’application comme la

cosmétique, le textile, 1’agroalimentaire et les emballages, ainsi que [’agriculture et

I’environnement.
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1.1.2.1. Cosmétique

Les industries cosmétiques sont constamment a la recherche de technologies innovantes. Ces
derniéres années, l’intérét porté a la microencapsulation et au développement de produits
composés de vecteurs, dans lesquels des parfums, des conservateurs ou des huiles essentielles
sont encapsulés, est en plein essor.

Wattanasatcha et al. [26] se sont intéressés a I’¢laboration de nanoparticules de
méthylcellulose/éthylcellulose (1:1) dans lesquelles le thymol a été encapsulé. Le thymol est une
substance antibactérienne qui permet d’agir contre I’E.coli, P.aeruginosa ainsi que S.aureus par
exemple. L’équipe de Wattanasatcha a élaboré des nanoparticules ayant un diametre égal a 420 +
118 nm incorporées dans plusieurs formulations cosmétiques et contenant du thymol. Dans le cas
de lotions cosmétiques, la présence de nanoparticules contenant du thymol a permis d’éviter le
développement des bactéries citées plus haut pendant toute la période du test qui est égale a 3
mois. Dans le cas ou le thymol est incorporé directement dans la formulation la prolifération
bactérienne n’est stoppée que pendant 2 a 4 semaines maximum en utilisant les mémes
concentrations initiales de thymol.

Fernandes et al. [27] ont développé des nanoparticules de PLLA/colorant pour le traitement des
troubles de follicules pileux. Ces particules présentent 1’avantage de traiter les follicules pileux
en pénétrant dans leurs bulbes sans atteindre 1’épiderme. L’utilisation des nanoparticules dans la
formulation de tels produits permet de véhiculer la SA jusqu’a la cible et d’avoir une meilleure
efficacité du traitement. L’efficacité thérapeutique de ces nanoparticules sur le traitement des
follicules pileux, leurs stabilité colloidale maintenue durant plus de 6 mois, I’absence de toxicité
sur les cellules de la peau ainsi que ’efficacité d’encapsulation et de libération de molécules
modeles lipophiles (Rouge de Nil) et hydrophiles (Isothiocyanate de fluorescéine - FITC) font
que ces nanoparticules sont des formulations intéressantes pour le développement de nouveaux
produits cosmétiques.

Le 3-4 méthylbenzyldiene camphre (4-MBC) est un filtre UV largement utilisé dans les
formulations cosmétiques solaires. Cependant, plusieurs études ont montré qu’il peut provoquer
des effets de perturbation endocrinienne. Monti et al. [28] ont encapsulé cette SA dans des
microparticules élaborées a partir du Eudragit® RS 100 (poly(acrylate d’éthyle-co-méthacrylate
de méthyle-co-chlorure de méthacrylate de triméthylammonium éthyle) 1:2:0.1) dans le but de
les incorporer ensuite dans des formulations cosmétiques d’écran solaire. La présence de
microparticules de 4-MBC a permis d’avoir une libération prolongée du 4-MBC. En libérant

progressivement cette SA, le risque d’irritation de la peau est réduit. De plus, le 4-MBC se
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trouve protégé contre la photodégradation en étant encapsulé a I'intérieur des microparticules.
Une comparaison entre la présence ou I’absence (dans la formulation cosmétique) de
microparticules de 4-MBC sur la pénétration du 4-MBC a travers une peau reconstituée a été
effectuée. La présence de microparticules de 4-MBC ayant une taille égale a 30 um dans la
formulation étudiée a permis d’éviter une pénétration du 4-MBC dans la peau pendant toute la
durée du suivi (300 minutes). Lorsque cette SA n’est pas encapsulée, sa pénétration a lieu deés les

premieres minutes.
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Figure 7 : Pénétration du 4-MBC (ug cm’?) a travers la peau en fonction du temps
(épiderme reconstitué) [28]

Les microparticules ont été aussi utilisées dans des formulations de crémes antirides. Kim et
al. [29] ont choisi d’encapsuler le rétinyl rétinoate (RR), une substance possédant des propriétés
antirides, dans des microparticules de PLA. L’encapsulation de cette SA permet de la protéger
contre la chaleur, la lumicre et I’oxygeéne qui peuvent déclencher des réactions de dégradation.
Les microparticules élaborées ont une taille moyenne égale a 12,8 um. L’utilisation de créemes
formulées avec des microparticules contenant le RR est plus efficace que ’utilisation de crémes
formulées avec du RR non encapsulé. La présence de microparticules permet une meilleure
pénétration du RR dans la peau et par la suite une meilleure efficacité du traitement.

Nous avons présenté des exemples de nano- et microparticules matricielles utilisées dans des
formulations cosmétiques. Dans ce méme domaine, I’encapsulation des huiles essentielles et des

parfums se fait plus dans des particules réservoirs (nano- ou microcapsules) [30, 31].
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1.1.2.2. Textile

Le domaine du textile s’é¢tend du textile classique utilis¢ pour I’habillement au textile
technique utilisé dans le domaine médical, sportif ou encore dans les cosmétotextiles (parfum,
substance hydratante pour la peau,...). La tendance générale est de donner de plus en plus de
fonctionnalités aux textiles pour qu’ils soient conformes aux attentes techniques des
consommateurs. Ces fonctionnalités peuvent étre intrinseques aux fibres (Tableau 5) ou peuvent

étre apportées par la fixation de particules dans lesquelles des SA sont encapsulées.

Tableau 5: Exemples de fibres commerciales présentant des propriétés de
fonctionnalisation intrinseques.

Nom
commercial de Origine Application Réf.
la fibre
Cocona ® (37.5) Noix de coco Fabrication de Véteme'nts imperméables [32]
plus respirant
Milkofil ® Caséine du lait Sti}r@lat%on de la circglati‘on sanguine [33]
Amélioration de la respiration de la peau
Pulpes du pin bl ) . .
Lenpur ® v thJ CuaE:(lia ane Propriétés anallergiques et anti-odeurs [34]
Combinaison entre Fabrication de vétements 1égers,
Sportwool ™ la laine Mérino et le élastiques, respirant anti-odeur et [35]
polyester protégeant des UV
TENCEL ® Cellulose Propriétés sup/erabso.rbantes et [36]
thermorégulatrices

Depuis plusieurs années, 1’intérét porté a la fonctionnalisation du textile par la fixation de
nano- et microparticules ne cesse d’augmenter [37, 38]. L’encapsulation de SA dans des
particules fixées sur le textile permet, selon les cas, d’améliorer les propriétés olfactives du tissu,
d’y apporter des propriétés antibactériennes, autonettoyantes ou encore retardatrices de flamme.
Le tissu peut également acquérir des propriétés thermorégulatrices par encapsulation de
matériaux a changement de phase. L’utilisation de ces vecteurs de SA pour le textile a permis le
développement des textiles « intelligents » (Tableau 6). Ces derniers trouvent leur application
dans plusieurs domaines : médical, sportif, militaire ou méme cosmétique (cosmétotextile).

Il est a noter que, dans le domaine du textile, le terme microcapsule (ou nanocapsule) est

utilisé pour désigner aussi bien des particules a cceur huileux que des particules matricielles
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(spheres) [39]. Dans plusieurs cas, il n’est pas évident de savoir si les objets décrits dans des
publications sont des spheres ou des capsules a cceurs huileux.

Goetzendorf-Grabowska et al. [40] se sont intéressés, depuis quelques années, a 1’¢laboration
de particules PLA-Triclosan. Ces microspheres (diametre = 3 um) a vocation antibactérienne ont
été imprégnées sur des fibres de viscose non tissées. Récemment, ces mémes auteurs [41] ont
fixé ces mémes microspheres sur des fibres de polyester et de polypropylene dans le but de
développer un nouveau filtre a air a partir de tissu fonctionnalisé. La nature de la fibre utilisée
pour le textile ainsi que la technique d’imprégnation ont toutes les deux une influence sur la
fixation des microparticules et sur I’efficacit¢ du maintien de I’activité du tissu. Les tests
préliminaires de I’utilisation d’un filtre a air fabriqué a partir d’un tissu de polyester
fonctionnalisé en utilisant les microparticules de PLA-Triclosan ont montré que 1’activité

antimicrobienne peut étre maintenue jusqu’a 12 mois.

Tableau 6: Exemples de nano- ou microparticules commerciales utilisées dans les textiles
« intelligents ».

Nom Caractéristiques des c . .
. p Application Industrie
commercial substances encapsulées
Vétements avec un indice SPF
. ¢élevé qui permettent d’assurer Particle
SunCaps® Ecran solaire qui b i .
une bonne protection contre les | Sciences, Inc.
rayons UV
J&C
Vitatek® Vitamine E Vétements, gants, chaussettes Microchem,
Inc.

Vétements (T-shirts qui
EuraTherm® Thermochrome changent de couleur en EURACLI
fonction de la température)

Combinaisons militaires

ComforTempTechnology
® développée par la NASA | Combinaisons de ski . J&C
Thermasorb ) Microchem,
Matériau a changement de | Chaussures de sport Inc.

phase (Ex: paraffine)

Dans le but de fonctionnaliser les tissus a I’aide de nano- ou microparticules, plusieurs
procédés peuvent étre utilisés. Parmi ces procédés, on peut trouver le foulardage, 1’enduction, la
pulvérisation...[42-45]. Afin d’avoir une bonne adhésion des particules au textile, un composé

supplémentaire doit étre ajouté a la formulation de particules. Ce composé est appelé liant et est
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choisi non seulement en fonction de la dispersion de nano- ou microparticules utilisée et de la
nature du textile mais aussi en fonction de la technique choisie pour la fixation et des
caractéristiques attendues (douceur, souplesse...).

Plusieurs textiles fonctionnels ont été développés ces dernieres années [46, 47]. L’évolution
de la technologie a permis de commercialiser de tels produits qui faisaient partie, quelques

dizaines d’années plutdt, du domaine de la science fiction (Tableau 6).
1.1.2.3. Alimentaire et emballage

L’encapsulation de SA antioxydantes, antimicrobiennes, probiotiques ou autres dans des
nano- ou microparticules et I’utilisation de ces derniéres aussi bien dans la formulation
alimentaire que dans les emballages [48-53] [54] a suscité un grand intérét ces dernicres années
(Figure 8).

En effet, I’encapsulation de ces substances dans des systémes matriciels nano- ou
micrométriques permet les libérer de maniere contrdlée, ciblée et avec des concentrations fixées,
tout en les protégeant contre la perte de leur activité [52, 55]. En fonction de la cinétique de
libération désirée, I’encapsulation sera effectuée a partir de vecteurs nano- ou micrométriques
[56]. Dans ce qui suit, nous allons présenter quelques uns des exemples de la littérature qui

concernent aussi bien les aliments que les emballages.
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Figure 8: Evolution du nombre d'articles de revues et de brevets scientifiques qui traitent
la microencapsulation pour des application dans le domaine alimentaire entre 1970 et 2014
[54].
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1.1.2.3.1. Aliments

Les ardmes alimentaires sont introduits lors de la formulation d’un produit. Cependant, la
plupart des ardbmes sont tres volatils. La microencapsulation était donc la solution pour remédier
aux problemes de volatilité. Plusieurs études ont examiné 1’influence de la nature du matériau
constituant les nano- ou microparticules dans lesquels 1’encapsulation a lieu ainsi que le procédé
utilis€ sur D’efficacité de 1’encapsulation des ardmes [57]. Parmi les aromes utilisés dans
I’industrie alimentaire, nous pouvons citer le L-menthol. Ce dernier est un ardme présent sous
forme solide. Il possede une température de fusion entre 41 et 43°C et est tres volatil [58]. Ce
probleme de volatilité limite son utilisation. Pour y remédier Yoshii et al. [59] ont encapsulé le
L-menthol dans des microparticules formées par de la maltodextrine et de la gomme arabique.

L’encapsulation de colorants a été aussi 1’objet de plusieurs travaux. En plus d’étre un
colorant naturel, le curcumin présente des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires ainsi
qu’anticancéreuses. Cependant, sa faible solubilité dans I’eau limite sa solubilité dans les
produits alimentaires et réduit son absorption dans I’organisme. Récemment, Gomez-Estaca et
al. [60], ont étudié I’encapsulation du curcumin dans des microspheres de gélatine. Les
microparticules élaborées présentent un diameétre entre 0,5 a 1,2 pm. L’évaluation de la solubilité
dans 1’eau a montré que la solubilité du curcumin dans 1’eau passe de 2 mg/L dans le cas ou il
n’est pas encapsulé a 77,2 mg/L dans le cas ou il est encapsulé dans la gélatine. Concernant sa
bio-accessibilité in vitro dans un milieu simulé de digestion gastrointestinale, une augmentation
est aussi notée (0,23 a 2,63 ug/100 pg de curcumin) méme si elle est moins prononcée que celle
de la solubilité. L’application de ces particules a la matrice modele alimentaire a montré une
meilleure dispersion de la couleur jaune (apportée par le curcumin) et une amélioration de
’activité antioxydante lorsque des microparticules sont utilisées dans la formulation plutdt que
lorsque le curcumin commercial est utilisé directement. En effet, la quantité présente dans la
matrice et qui est bio-accessible, est plus importante dans le cas ou le curcumin est encapsulé
dans les microparticules.

Il est a noter que I’¢élaboration de particules nano- ou micrométriques matricielles dans la
littérature, pour des applications alimentaires, est beaucoup moins représenté que 1’é¢tude des
nano- ou microcapsules. Ceci peut s’expliquer par la nature des SA alimentaires qui sont

encapsulées et qui sont le plus souvent liquides [61, 62].

26



Etude bibliographique : Partie 1 - Vecteurs de substances actives et domaines d’application

1.1.2.3.2. Emballages

Les emballages alimentaires protegent les aliments du milieu extérieur, ils les conservent et
constituent aussi le support des informations nutritionnelles destinées aux consommateurs. De
nos jours, beaucoup de matériaux polymeres sont utilisés a la place des emballages plus
conventionnels (en verre, céramique ou métal). En effet, les emballages en polymere présentent
I’avantage d’avoir une faible masse, un coiit de production peu élevé et sont tres faciles a
produire. Cependant, ces emballages présentent 1’inconvénient d’étre moins rigides que les
emballages classiques [63] et relativement perméables aux gaz et a la vapeur d’eau [51]. Pour
remédier a ces problémes et dans le but d’améliorer les propriétés mécaniques et thermiques des
emballages alimentaires, les chercheurs se sont intéressés a l’incorporation de substances
spécifiques dans les emballages permettant de renforcer leurs propriétés, d’améliorer leurs
performances (« active packaging ») ou de fournir des informations sur I’historique et/ou sur la
qualité des aliments (« smart packaging ») [56, 64, 65]. Dans ce qui suit, nous allons présenter
des exemples de nano- et microparticules utilisées dans les emballages pour renforcer certaines
de leurs caractéristiques.

Des nanoparticules d’argent ou encore de TiO; qui ne contiennent aucune SA présentent des

caractéristiques permettant par leur présence dans certaines formulations de renforcer les
propriétés thermiques, mécaniques ou méme antibactériennes des emballages [66].
Dans le cas des emballages actifs (« active packaging »), ’emballage ne joue pas uniquement un
role de barriere protectrice passive comme pour les emballages conventionnels, mais plutdt il
interagit avec les aliments de la maniere souhaitée. Ces emballages peuvent contenir de
particules dans lesquelles des substances antimicrobiennes ou antioxydantes sont encapsulées. Di
Maio et al. [67] se sont intéressés a 1’¢laboration d’un film de PLA actif, en y incorporant des
microparticules de PLA (160 um), dans lesquelles une substance anti-oxydante (c-tocophérol) a
été encapsulée. Ce film présente des propriétés optiques et barriéres a 1’oxygene similaires a
celles d’un film de PLA mais sa ductilité se trouve largement améliorée par la présence des
microparticules. Cette amélioration de la ductilité du film est due a la SA qui, par sa présence,
plastifie le PLA. Des tests préliminaires sur la durée de conservation du brocoli frais dans ce film
actif ont été effectués. Il a été démontré que ce légume peut étre conservé dans un tres bon état
durant plus d’un mois. La libération progressive de I’antioxydant encapsulé dans les
microparticules est responsable de la bonne conservation du brocoli.

Le nispalin® est une protéine antibactérienne thermosensible qui perd son activité lorsqu’elle

est exposée a des températures €levées, ce qui est le cas des températures utilisées lors de
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I’élaboration des films de PLA/nispalin® qui peuvent atteindre 190°C. Pour éviter la perte
d’activité antibactérienne du nispalin®, Liu et al. [68] ont essayé d’encapsuler cette protéine dans
des microparticules de pectine (30 um) puis de préparer des films de PLA en y incorporant ces
microparticules. Les résultats d’évaluation de I’activité antimicrobienne ont montré que les films
incluant ces microparticules sont thermorésistants et peuvent empécher le développement du L.
monocytogenes (10 minutes a 160°C). En revanche, la présence des microparticules
pectine/nispalin® dans les films provoque une diminution de certaines propriétés mécaniques.
Néanmoins, ce film peut étre utilis€ comme couche interne dans des emballages actifs
multicouches.

Woranuch et al. [69, 70] ont étudié I’encapsulation de I’eugénol dans des nanoparticules de
chitosane. Cette SA phénolique d’origine naturelle présente des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes et a été utilisée précédemment en pharmacie, cosmétique et alimentaire [71, 72].
Cependant, comme la plupart des composés phénoliques dérivés des plantes, 1’eugénol est
sensible a 1’oxygeéne, a la lumiére ainsi qu’aux hautes températures. L’exposition de
nanoparticules de chitosane/eugénol (80 - 100 nm) a des températures élevées (155°C) a montré
que I’activité antioxydante de I’eugénol est maintenue.

L’incorporation de ces nanoparticules dans des films préparés par extrusion, a partir de
mélanges de farines thermoplastiques, a permis de leur conférer une activité antioxydante

maintenue méme a 170°C [70].
1.1.2.4. Agriculture et environnement

Le changement climatique, 1’urbanisation, I’exploitation continue des ressources naturelles et
environnementales ainsi que 1’accumulation des fertilisants et pesticides dans la nature,
présentent un réel danger pour I’environnement dans le monde. Cependant, la demande mondiale
en production agricole ne cesse de croitre en raison d’un accroissement démographique
continu (la population mondiale pour 2050 est estimée entre 6 a 9 milliards d’individus [73]).
C’est pourquoi, il est nécessaire d’optimiser cette production en minimisant les pertes
notamment dans les champs (en utilisant par exemple des insecticides ou des pesticides) et en
améliorant sa qualité et son rendement (en utilisant par exemple des engrais et des fertilisants)
[74].

Ces dernieres années de nouvelles formulations comportant des SA encapsulées dans des
nano- ou microparticules sont en cours de développement, notamment des polymeres et des SA

biodégradables et/ou d’origine naturelle [75, 76]. Dans la littérature, les publications
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scientifiques qui traitent 1’encapsulation des SA agricoles (pesticides, fongicides, fertilisants,...)
peuvent étre classées en deux catégories. La premicre catégorie concerne I’évaluation de
I’efficacité de I’incorporation des nano- ou microparticules, dont le processus de préparation est
déja connu, dans des formulations de produits agricoles. Un autre groupe de travaux explore la
conception de nouveaux vecteurs a base de polymeres renfermant des SA spécifiques a des
traitements appliqués en agriculture [76]. Plusieurs revues sont aujourd’hui disponibles dans la
littérature et décrivent les différentes formulations de pesticides, fongicides, insecticides ou
autres encapsulés dans des nano- ou microparticules matricielles [76-78]. Dans ce qui suit, nous
présenterons des exemples de particules matricielles dans lesquelles des SA biocides ont été
encapsulées.

Boehm et al. [79] ont étudié¢ I’encapsulation d’un insecticide permettant le traitement des
plantes de cotton infectées par des Aphidoidea. L’insecticide a ¢été encapsulé dans des
nanospheres de PCL ayant une taille égale a 135 nm. Une comparaison entre les résultats
obtenus par application directe d’une suspension classique de SA avec une suspension de
nanoparticules comportant I’insecticide a ét¢ effectuée. Il s’est avéré que dans les deux cas une
action rapide sur les Aphidoidea a lieu. Cependant, la plus faible taille des nanoparticules permet
d’assurer une meilleure pénétration de 1’insecticide dans les plantes et d’avoir une action plus
ciblée.

Martin et al. [80] se sont intéressés a 1’¢laboration de microsphéres de PEG,
polyvinylpyrolidone (PVP) et d’alginate de sodium pour I’encapsulation de la roténone, une
substance possédant des propriétés insecticides et extraite de plantes tropicales (derris elliptica).
La roténone présente une faible solubilité dans I’eau et est photodégradable, ce qui fait que son
activité est perdue au bout de 2 a 3 jours apres une application directe. Des particules de PEG,
PVP et d’alginate, dans lesquelles la roténone a été encapsulée, ont été préparées a 1’aide d’un
fluide supercritique. La taille des microparticules obtenues varie entre 0,7 et 1,5 um et
I’efficacité d’encapsulation variait entre 40 — 53 % pour la PVP et 98 — 100 % pour le PEG et
I’alginate. Ce dernier étant le polymere a plus faible cofit, les microparticules Alginate/Roténone
sont donc intéressantes pour des applications dans des formulations insecticides.

D’autres chercheurs ont étudié 1’encapsulation du Tébuconazole, une molécule fongicide, dans
des nanoparticules de PMMA ou poly(styréne-co-anhydride maléique) (PSMA) [81]. L’objectif
est de réduire sa phyto-toxicité et de prolonger sa durée d’activité. Actuellement, il existe un
produit commercial a base Tébuconazole commercialisé par Bayer sous le nom Raxil ® pour le
traitement des céréales contre la rouille brune (puccinia recondita). L utilisation de ce produit en

exces peut endommager les graines et réduire la germination. Plusieurs formulations de
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particules ont été élaborées. La taille des microspheres obtenues varie entre 4 et 13,5 um avec un
pourcentage d’efficacité d’encapsulation élevé variant entre 94,8 et 98,3 %. Des essais de bio-
efficacité de certaines formulations, comportant les microparticules de Tébuconazole, ont été
réalisés in vitro sur des feuilles de blé infectés par la rouille brune (aprés dix jours d’infection,
Figure 9).

Les formulations a base de microparticules dans lesquelles le Tébuconazol se trouve encapsulé
agissent sur la rouille brune. L’utilisation de la formulation PSMA/PVA 70/30 (le poly(vinyl
acétate) (PVA) est utilisé comme plastifiant de la matrice PSMA) avec différentes concentrations
dans le sol assure la meilleure bio-efficacité et montre des résultats comparables a ceux obtenus

en appliquant le Tébuconazol directement sur les feuilles.
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Figure 9: Evaluation de I’intensité de ’infection des feuilles du blé 28 jours apres
I’application du traitement contenant les microparticules dans le sol comparé a un modéle
(sans aucun traitement pour le sol), a un traitement par le Raxil® et 4 une pulvérisation
foliaire [81].
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Perera et al. [82] ont étudié I’encapsulation de I’ Atrazine dans des nanospheres de PCL et ont
ensuite évalué I’efficacité des formulations comportant ces nanoparticules sur 1’é¢limination des
mauvaises herbes. L’Atrazine est un herbicide qui permet 1’¢élimination des herbes indésirables
lors de leur pré- ou post-développement. Ces herbes entrent en compétition, en ce qui concerne
I’apport en lumiére, en nutriments et en eau, avec le produit agricole et génent sa croissance.
Neéanmoins, ’injection de cette substance directement peut induire une perte dans son activité
biologique et peut aussi interagir avec d’autres composés et provoque sa dégradation et la
contamination du sol par bioaccumulation des SA dégradées ou qui n’ont pas atteint leurs cibles.
Une solution possible pour remédier a tous ces problémes revient donc a encapsuler I’ Atrazine

dans des nanospheres. Les nanoparticules de PCL/Atrazine ont un diametre égal a 408,5 + 2,5
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nm et présentent une efficacité d’encapsulation en herbicide élevée (92,7 + 1,2%) ainsi qu’une
bonne stabilité colloidale maintenue pendant 90 jours. Un suivi in vitro a montré que ’herbicide
encapsulé n’a aucun effet sur les organismes non ciblés du milieu mais il est trés efficace sur les
organismes-cibles par comparaison a 1’effet de I’herbicide ajouté directement. Ceci confirme que
I’encapsulation améliore la bio-disponibilité¢ de I’herbicide. La réduction des concentrations et
des quantités d’herbicides appliquées dans le milieu a traiter aide a réduire les effets toxiques

subis par les organismes non ciblés.

1.1.2.5. Lutte contre les espéces envahissantes dans les plans d’eau

Plusieurs facteurs dont certains provenant des activités humaines (pollution, eutrophisation),
conduisent a des développements de cyanobactéries ou d’efflorescences algales trés importants
voire envahissants dans des plans d’eau naturels ou artificiels. Ces phénomenes indésirables
posent de nombreux problemes (notamment de biodiversité et de santé publique) et ont aussi des
colits sociaux-économiques. Pour y remédier, I’usage de produits algicides tels que le sulfate de
cuivre constitue un moyen certes efficace mais pas sans conséquence. Il est en effet néfaste sur
I’environnement en particulier du fait de sa toxicit¢ pour de nombreuses especes non ciblées
[83]. Dans le but de concevoir des traitements ayant moins d’impact environnemental, plusieurs
stratégies sont envisageables parmi lesquelles nous citerons 1’emploi de SA plus spécifiques des
especes envahissantes ciblées et la libération contrdlée dans le temps et dans 1’espace de produits
inhibant la croissance des algues ou des cyanobactéries.

La recherche de nouvelles SA a suscité beaucoup d’intérét de la part des scientifiques,
notamment a propos des substances sécrétées par certaines especes aquatiques (plantes ou micro-
organismes) dans le but d’inhiber la croissance d’autres especes (on parle de substances
allélopathiques) [84]. Dans la méme idée, la décomposition de certains végétaux en milieu
aquatique produit des molécules qui inhibent la croissance des algues [85]. Le cas de la paille
d’orge est certainement le plus connu et il est méme a 1’origine de produits commercialisés [86-
88]. La principale difficulté réside dans I’identification des SA responsables des effets observés
et dans la possibilité d’en disposer en quantités suffisantes pour les utiliser dans la formulation
de traitements. Des molécules de la famille des polyphénols ont été identifées [84], en particulier

I’acide gallique [89, 90] et certains de ses esters [91] (Figure 10).
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Figure 10: Acide gallique (R = H) et ses esters (R # H).

L’autre piste mentionnée plus haut consiste a développer des vecteurs de SA algicides
permettant de libérer localement des quantités adaptées de molécules actives dans le but de
réduire le plus possible les effets indésirables et d’accroitre 1’efficacité du traitement. Cette
stratégie est complémentaire a la précédente. L’¢tude de la littérature démontre que cette
derniere voie a été tres peu explorée (Figure 6, page 20). Plus précisément, 4 articles seulement
évoquent 1’encapsulation et la libération controlée de substances visant a inhiber la croissance
d’algues ou de cyanobactéries. Ils sont tous parus a partir de 2013. Deux SA ont été considérées
dans ces travaux en question : I’artémicinine [92, 93] et I’acide linol¢ique [94, 95]. Les vecteurs
sont des particules polymeres millimétriques constituées d’alginate et de chitosane réticulés
physiquement par du chlorure de calcium et chimiquement par du glutaraldéhyde. Hormis ces
travaux, aucune autre étude n’aborde 1’encapsulation de SA dans la conception d’un traitement

contre les especes envahissantes des plans d’eau.

1.1.3. Conclusion et objectifs du travail de thése

Dans cette premiere partie bibliographique, nous avons exposé les principaux vecteurs de SA
évoqués dans la littérature. Nous nous sommes intéressés a la présentation des différents
domaines d’applications de ces vecteurs (cosmétique, textile, alimentaire, emballage, agriculture
et environnement) en dehors du domaine thérapeutique, qui est de loin le plus représenté dans la
littérature scientifique.

Cette revue bibliographique a fait ressortir que 1’usage de vecteurs particulaires dans des
traitements visant a inhiber la croissance des algues et des cyanobactéries dans les plans d’eau
douce n’a pratiquement jamais été rapporté, a part dans quelques études tres récentes. C’est dans

ce contexte que se situe ce travail de theése. Son objectif est la mise au point d’un traitement
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contre certaines especes invasives des plans d’eau douce (algues et cyanobactéries) avec un
moindre impact sur D’environnement. Dans ce but, notre stratégie consistera a utiliser
I’encapsulation dans des particules matricielles, afin d’avoir un traitement confiné spatialement
et d’assurer une libération progressive des SA algicides ou algistatiques. L’identification de SA
spécifiques des especes ciblées et sans effets sur la faune et la flore est un des objectifs du projet
BioCapTech mais n’entre pas dans le champ de ce travail de thése. En conséquence, nous avons
choisi d’utiliser des molécules modeles, ayant une structure chimique similaire a celles de
substances identifiées dans la littérature. Les molécules retenues sont les esters de 1’acide

gallique du type gallate de n-alkyle (Tableau 7).

Tableau 7 : Esters de I'acide gallique de type gallate de n-alkyle a encapsuler.

Formule générale Nom de la substance R

0 OR
Gallate d’éthyle (GE) CH,CH;
Gallate de propyle (GP) | (CH;),CH;
Gallate d’octyle (GO) | (CH;);CHj
Gallate de nonyle (GN) | (CH;)sCH;3
HO OH Gallate de lauryle (GL) | (CH;);;CH3

OH

Ces composés présentent des propriétés, antioxydantes [96-100] antibactériennes [101, 102],
anticancéreuses [103, 104], antivirales [105], antivieillissement [106] et méme fongicides [107-
109]. Ils sont notamment utilisés dans des applications alimentaires [107, 110, 111], cosmétiques
[99, 112] ou thérapeutiques [113]. Toutefois, a notre connaissance, I’encapsulation de ces esters
d’acide gallique dans des particules matricielles ou des capsules n’a jamais été rapportée.

Dans la deuxieme partie de notre étude bibliographique, nous allons nous intéresser aux procédés
batch d’¢laboration de ces particules matricielles submicroniques et micrométriques. Le principe
de chaque procédé sera exposé. Les parametres ayant une influence sur la taille des particules

obtenues seront aussi analysés.
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1.2. Elaboration de particules matricielles par procédés discontinus

1.2.1. Introduction

Les procédés d’¢laboration de particules matricielles nano- et micrométriques décrits dans la
littérature peuvent étre classés en deux groupes : les procédés chimiques qui utilisent des

monomeres et incluent une étape de polymérisation [114-116] et les procédés physico-chimiques

utilisant des polymeres synthétisés par ailleurs [117, 118].

Procédeés d’élaboration de particules

Voie physique

Polymeére

Dialyses
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I'émulsification

Fluide
supercritique

Nanoprécipitation

Figure 11: Procédés d'élaboration de particules submicroniques et micrométriques.
Nous allons concentrer cette partie bibliographique sur les procédés discontinus (en batch)
utilisés pour 1’¢laboration des nano- et microparticules a partir de polymeres préformés. Nous
allons présenter le principe de chaque procédé, la gamme de taille de particules accessible ainsi

que les différents parametres opératoires ayant une influence sur la distribution de tailles des

particules obtenues.

Dispersion

Spray-drying

Voie chimique

Monomére

Mini-émulsion Micro-émulsion

Radicalaire
contrdlée

Coacervation

Interfaciale

Nanoparticules

et/ou

Microparticules

34

Polymérisation

Emulsification
en absence de
tensioactif

Emulsification
conventionnelle




Etude bibliographique : Partie 2- Elaboration de particules par procédés discontinus

1.2.2.  Principaux procédés discontinus utilisés pour I’élaboration des

particules

1.2.2.1. Nanoprécipitation

La nanoprécipitation a été développée par Fessi et al. vers la fin des années 80 [119]. Ce
procédé d’¢laboration de nanoparticules nécessite 1’emploi de deux solvants miscibles. Le
polymere est solubilis€é dans un solvant organique (bon solvant pour le polymere) [120]
contenant éventuellement la SA a encapsuler. La solution de polymere est ajoutée goutte a goutte
et sous agitation modérée dans un second solvant miscible au premier et non-solvant du
polymere (le plus souvent de I’eau), appelé phase continue. Cette derni¢re contient généralement
au moins un tensioactif permettant la stabilisation des particules formées. La diffusion spontanée
du solvant dans la phase aqueuse entraine une précipitation du polymere, et la formation de
nanoparticules solides (Figure 12). Le solvant organique est ensuite éliminé par évaporation ou

par dialyse.

Phase organique

Solvant miscible
dans 'eau
+ Polymeére (£SA)

Addition
goutte a
goutte
Suspension
Phase aqueuse — gy de
nanoparticules

Eau + stabilisant

Diffusion du solvant

Agitation +
Elimination du solvant

Figure 12: Préparation de nanoparticules par nanoprécipitation (adaptée de [121]).

La nanoprécipitation est I’un des procédés batch les plus utilisés pour la fabrication des
nanoparticules. En effet, dans la littérature, plus de 50% des nanoparticules utilisées pour la
vectorisation des médicaments sont préparées par nanoprécipitation [122]. Cette méthode permet

d'obtenir des objets de taille submicronique [119, 123].
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Fernandes et al. [27] se sont intéressés a 1’¢laboration de nanoparticules de PLA par
nanoprécipitation pour y encapsuler des colorants capillaires. L’influence de la technique de
mélangeage sur la taille des particules ainsi que sur la polydispersité a été testée. Les méthodes
de mélangeage utilisées sont 1’agitation mécanique, la sonication ainsi que I’homogénéisation a
I’aide d’un homogénéisateur haute pression. La méthode qui conduit aux tailles les plus petites et
avec la distribution de tailles la plus étroite est I’agitation mécanique. La sonication permet
d’obtenir des tailles de particules de 1’ordre de 180 nm alors qu’avec 1’homogénéisation les
tailles des particules sont de 1’ordre de 600 nm. La comparaison entre la sonication et 1’agitation
mécanique a montré que la taille moyenne des nanoparticules obtenues est presque identique
mais que la distribution de tailles est plus large dans le cas de la sonication. Les auteurs
attribuent cette différence au fait que, lors de 1’agitation, I’ajout de la phase organique dans la
phase aqueuse continue se fait goutte a goutte, ce qui permet une meilleure diffusion de la phase
organique dans la phase continue et assure la précipitation d’agrégats de polymere de maniere
uniforme [124].

De Oliveira et al. [125] ont examiné 1’¢laboration des nanoparticules de PLGA, en absence de
tensioactif, par nanoprécipitation et plus particulierement 1’influence de la concentration en
polymere dans la phase organique sur la taille des particules formées. En augmentant la
concentration en PLGA de 1,4 g/LL a 15 g/L les auteurs observent que la taille des particules
augmente de 50 nm a 130 nm. Cette augmentation est attribuée au fait, qu’en augmentant la
concentration en PLGA les interactions polymere-polymere sont favorisées lors de I’inter-
diffusion solvant/eau [2, 126]. D’autre part, les auteurs évoquent que 1’augmentation de la
concentration en polymeére induit ’augmentation de la viscosité de la phase organique ce qui
peut ralentir la diffusion de la phase organique vers la phase aqueuse et conduit a la formation de
particules de tailles plus importantes.

L’influence de la nature du solvant organique utilisé a été aussi étudiée. Galindo-Rodriguez et
al. [126] ont montré que la nature du solvant a une influence sur la taille des nanoparticules
formées et en particulier les interactions solvant-eau. La formation de nanoparticules plus petites
est observée dans le cas d’une bonne affinité entre le solvant et I’eau, ce qui est attribué a une
inter-diffusion plus rapide.

D’autres parametres opératoires ont été évoqués dans la littérature, la température, la masse
molaire du polymere ainsi que la tension interfaciale entre le solvant et le non-solvant mais ils
n’ont pas une influence significative sur la taille moyenne et la largeur de la distribution de

tailles des particules [127, 128].
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Globalement, ce procédé est facile a mettre en ceuvre et I’enjeu réside dans le choix du
polymere/solvant/Non-solvant.

La détermination du diagramme ternaire polymere/solvant/Non-solvant permettra de définir la
«zone Ouzo » qui représente la zone ol la nanoprécipitation est possible. Dans cette zone du
diagramme, délimitée par le courbe spinodale (courbe de limite de stabilité) et la courbe binodale
(courbe de limite de miscibilité), la solution de polymere est suffisamment diluée pour étre
métastable. La nucléation et la croissance des nanoparticules de polymere peuvent alors avoir

lieu.

Binodal
line

Solvent

Figure 13: Diagramme ternaire polymere/solvant/Non-solvant et limites de la zone
« Ouzo » : nanoprécipitation et effet « Ouzo » [127].

Ce procédé peut étre extrapolable de 1’échelle du laboratoire a 1’échelle industrielle.
Néanmoins, c’est un procédé qui s’applique uniquement a la préparation de nanoparticules, c'est-

a-dire avec des diametres inférieurs a 1 um.

1.2.2.2. Procédé basé sur I’émulsification

Beaucoup de procédés basés sur I’émulsification sont utilisés dans la littérature pour préparer
aussi bien des nano- que des microparticules. Dans ce qui suit, nous distinguerons les procédés

selon le type d’émulsion (simple ou double) et selon I’étape d’élimination du solvant.
1.2.2.2.1. Emulsion- Evaporation de solvant (E-ES)

Les particules préparées par E-ES [129-134] peuvent étre élaborées a partir d’émulsions

simples ou doubles.
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a) Emulsion simple

Le principe consiste a former une émulsion a partir de deux phases non miscibles. Dans le cas
d’une émulsion directe, la phase continue (le plus souvent I’eau) contient un stabilisant de
I’émulsion. La phase dispersée est composée d'un solvant organique volatil (par exemple
dichlorométhane, chloroforme, acétate d’éthyle) contenant un polymere dissous et
éventuellement la SA a encapsuler. La phase organique est dispersée dans la phase continue sous
forme de nano- ou microgouttelettes selon la technique utilisée pour I’émulsification [135, 136] :
sonication, homogénéisation a haute pression, agitation mécanique par UltraTurrax ... Les
particules sont obtenues apres évaporation du solvant organique sous agitation a température
ambiante, a pression réduite (Figure 14).

Plusieurs parametres ont une influence sur la taille des particules obtenues [129-131, 137] a
savoir les concentrations en polymere et en tensioactif, les conditions d’émulsification, la

température ...

Phase organique

Solvant non miscible
avec 'eau + Polymeére
(£SA)
—>
e

Phase aqueuse Pré-émulsification
Eau + stabilisant (émulsion grossiére)

Suspension de
nanoparticules

Elimination Emulsion fine

du solvant

Figure 14: Préparation de nanoparticules par émulsion-évaporation de solvant (adaptée de
[121)).

Jefferey et al. [5] ont montré qu’une augmentation de la concentration en polymere entraine
une augmentation de la taille des particules. Ainsi, en variant la concentration en PLGA (85 :15)
par exemple de 6 (%w/v) a 20 (%w/v), la taille des particules augmente de 5,7 um a 26,1 um. Ce
résultat général peut, selon les cas, €tre expliqué de différentes facons. En augmentant la

concentration en polymere, on augmente la probabilité de collision entre les particules en
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formation, ce qui conduit a une augmentation de la taille des particules finales. Une autre
explication est que la viscosité de la solution de polymere augmente avec la concentration en
polymere, ce qui affecte I’étape d’émulsification. Enfin, si chaque goutte formée conduit a une
particule (cas de la fabrication de nanoparticules), alors la taille des particules apres élimination
du solvant augmentera nécessairement avec la concentration du polymere sauf si la taille des
gouttes diminue en proportion. Sansdrap et al. [138] ont examiné 1’influence de la vitesse
d’agitation mécanique et de la concentration du stabilisant Hydroxypropyl méthyl cellulose
(HPMC) sur la taille de particules de PLGA. Avec une concentration en HPMC fixée a 1,6
(%w/w), la taille des particules formées passe de 38,1 um a 13,7 pum en augmentant la vitesse
d’agitation de 250 rpm a 1600 rpm. Lorsque la vitesse d’agitation est fixée a 800 rpm,
I’augmentation de la concentration en HPMC de 0,4 (%w/w) a 2,5 (%w/w) conduit a une
diminution de la taille des particules de 28,5 pm a 12,9 um. Les effets des deux parametres
examinés traduisent 1I’importance de 1’étape d’émulsification qui est, dans cet exemple, controlée
par la vitesse d’agitation et la quantité de stabilisant disponible. Ces résultats sont cohérents avec
ceux de Lemoine et al. [139] qui se sont intéressés a I’élaboration de nanoparticules de PLGA
stabilisées par du poly(alcool vinylique) (PVA).

Mainardes et al. [140] ont décrit I’influence du rapport volumique phase organique /phase
aqueuse sur la taille des particules dans le cas de 1’élaboration de nanoparticules de PLGA
recouvertes de PVA pour encapsuler une molécule hydrophobe (Praziquantel). La taille des
particules diminue légérement lorsque ce rapport volumique augmente. Cette tendance ne peut
pas étre expliquée par 1’étape d’émulsification. Toutefois, le fait que les auteurs aient augmenté
le volume de solvant organique sans modifier la quantit¢é de polymere, implique que la
concentration en PLGA dans la phase organique diminue, ce qui semble étre le facteur dominant.

L’effet de la température a aussi été exploré et il s’est avéré que ce parametre n’a pas
d’influence sur la taille des particules mais plutot sur la morphologie et sur la quantité de SA
encapsulée dans les particules. Les études [141] de FU et al. ont montré que des microparticules
préparées a 40°C renferment une quantité de SA (Huperzine-A) plus faible que celles préparées a
des températures inférieures. Ceci a €été attribué au fait que des pores se forment dans les
particules suite a 1’évaporation rapide du solvant organique (dichlorométhane) a 40 °C et
conduisent a une perte de SA par diffusion.

Le procédé d’émulsion-évaporation de solvant peut présenter une faible efficacité et peut
méme étre totalement inadapté dans le cas d’une émulsion directe huile/eau (H/E) pour

I’encapsulation d’une substance hydrophile. Dans ce cas, la SA aura tendance a se solubiliser
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majoritairement dans la phase continue (eau) lors de 1’émulsification. La préparation d’une

émulsion double peut étre une solution a ce probleme.

b) Emulsion double

La méthode d’émulsion double (Figure 15) permet d'obtenir des objets a matrice hydrophobe
(PLA par exemple) encapsulant une SA hydrophile dissoute dans des (micro-/nano-) domaines

aqueux.

Formation de |8
premiare

Phase aqueuse
interne (E4)
Eau+ 34 amulslen E,/H

Phase organique (H)
Sohvant non misciole
avec [eau + Polymere
+ Tensloactif 1
ﬁ

Fhase aqueuse Fnrrnatlnn de
Externe (E ) I'emulsicn
Ezu + Tenslocactht 2 double E, J'H.nEk

Suspension de
milcropartlcules

Ewvaporation du
solvant
Figure 15: Préparation des microparticules par double émulsion-évaporation de solvant

(Emulsion E{/H/E,).

Une double émulsion est préparée par dispersion d’une premiere émulsion (réalisée a partir
d’une phase aqueuse contenant une substance a encapsuler et le premier tensioactif et d’une
phase organique dans laquelle le polymere hydrophobe est dissous) dans une phase aqueuse
contenant un deuxieme tensioactif. Les deux types de tensioactifs sont alors utilisés : hydrophobe
ou protecteur colloidal stabilisant I’interface interne E/H de la premiere émulsion et hydrophile
stabilisant I’interface externe H/E de la deuxiéme €mulsion. Le solvant organique est ensuite
éliminé par évaporation sous pression réduite par exemple [142-144].

Igbal et al. [145] ont rapporté I’influence de plusieurs parametres sur la taille de particules de
PCL. IIs ont montré qu’en variant le temps de sonication lors de la premiére émulsification et en

gardant fixe le temps d’émulsification appliqué lors de la deuxieéme émulsification aucun
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changement de taille des particules n’est observé. Inversement, si on garde fixe le temps
d’émulsification de la premicre émulsion, I’augmentation progressive du temps de sonication
pour la formation de la deuxieme émulsion induit une diminution considérable dans la taille des
particules. Cette derniere passe de 677 nm a 351 nm quand le temps d’émulsification augmente
de 2 a 10 min. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Bilati et al. [146]. Parmi les autres
parametres ayant une influence sur la taille des particules, nous citerons les volumes des phases
aqueuses interne et externe. Ibraheem et al. [147] ont montré que le volume de la phase aqueuse
interne n’a aucun effet sur la taille des particules obtenues apres évaporation de solvant, alors
qu’une augmentation du volume de la phase aqueuse externe entraine une diminution de la taille
des particules finales. Les auteurs attribuent cette variation a la diminution de la viscosité de
I’émulsion. Parikh et al. [148] ont expliqué ces résultats par le fait qu’en augmentant le volume
de la phase aqueuse externe la fréquence de collision entre les gouttelettes diminue et par
conséquent le phénomene de la coalescence se trouve réduit. Li et al. [149] se sont intéressés a
I’influence du volume de la phase aqueuse externe sur la morphologie de microparticules. En
augmentant ce volume, la porosité des microparticules augmente, ce qui est attribué a
I’accélération de la diffusion du solvant.

Les procédés impliquant la préparation d’émulsions multiples ont été développés
essentiellement dans le but d’encapsuler des SA hydrophiles [134]. De fait, ce sont des
émulsions doubles du type E/H/E qui sont employées alors que d’autres types comme E/H/H ou

E/H/H/H [150] sont nettement moins décrits dans la littérature.
1.2.2.2.2. Emulsion-Diffusion de solvant (E-DS)

Ce procédé a été développé par Leroux et al. [151]. Il differe des procédés précédents par
I’étape d’extraction du solvant organique, ou I’évaporation est remplacée par une étape de
diffusion dans un grand volume d’eau. Ce procédé va donc faire intervenir un solvant organique
qui doit avoir une miscibilité non nulle avec 1’eau. L'addition ultérieure d’eau apreés 1’étape
d’émulsification provoque la diffusion du solvant organique dans la phase aqueuse (a cause de sa
miscibilité partielle avec 1’eau) et finalement la formation des particules par précipitation du
polymere (Figure 16). Le solvant organique résiduel peut éventuellement étre éliminé de la phase
aqueuse par évaporation a pression réduite [118, 152] ou par dialyse [118, 152]. Néanmoins,
I’étape d’évaporation n’a pas d’influence sur la taille des particules car elles sont déja formées
suite a la diffusion de la totalit¢ de la phase organique constituant 1’émulsion dans le grand

volume d’eau utilisé [153].
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Figure 16: Préparation des nanoparticules par émulsion diffusion (adaptée de [121]).

L’influence des paramétres de formulation sur la taille des particules formées par E-DS a été
rapportée dans la littérature [153-155]. La concentration du polymere et du stabilisant ainsi que
la vitesse et le temps d’émulsification ont des effets similaires a ceux observés dans le cas de
I’émulsion-évaporation de solvant (paragraphe 1.2.2.2.1- a)). Kwon et al. [154] ont montré que la
température joue un role important sur la taille des particules finales. La taille de particules de
PLGA recouvertes de PVA passe de 204 nm (a 25°C) a 170 nm (a 60°C), ce qui est attribué a
I’accélération de la diffusion du solvant.

Le volume d’eau dans lequel la diffusion a lieu joue un rdéle important sur la taille des
particules obtenues par émulsion diffusion. Imbrogno et al. [156] se sont intéressés au volume
d’eau nécessaire pour la diffusion du solvant contenu dans les gouttelettes formées par
émulsification membranaire dans le but d’obtenir des microparticules de PCL ayant des formes
sphériques et des distributions de tailles monomodales. Ils ont montré que le temps nécessaire
pour la solidification des particules, ainsi que leurs tailles sont relativement sensibles au volume
utilisé pour la diffusion du solvant. Ils ont décrit leurs résultats en calculant le rapport du volume
d’eau utilisé dans 1’étape de diffusion (V) au volume minimal nécessaire pour solubiliser la
totalité du solvant organique (Vineorique)- En faisant varier ce rapport de 6 a 0,5, le temps de
solidification des microparticules formées passe de moins d’une seconde a 2h. Ce rapport a aussi
une influence importante sur la distribution de taille des particules obtenues : le Span diminue de
1,5 a 0,5 quand le rapport volumique diminue de 6 a 0,5. Ces résultats indiquent que le choix
d’un rapport Vsa/Vineorique SUpérieur ou égal a 3 semble a privilégier.

Les polymeres les plus utilisés pour €élaborer les particules par émulsion-diffusion de solvant

sont le PCL, le PLA, le PLGA ainsi que l’Eudlragit® [157]. 1 est possible d’adapter la technique
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d’émulsification utilisée ainsi que les conditions de diffusion du solvant selon la taille des
particules visées. Ainsi, cette technique peut étre particulierement intéressante d’autant plus que

son extrapolation a I’échelle industrielle peut étre envisagée.
1.2.2.2.3. Emulsion-salting out (E-SO)

Bindschaedler et al. [158] on développé le procédé d’émulsion-salting out. Ce procédé [118,
159] consiste a préparer une émulsion H/E sous agitation mécanique vigoureuse. Cette émulsion
est obtenue en ajoutant une solution de polymere et de SA dans 1’acétone a une solution aqueuse
saturée en soluté (soit des molécules tres hydrophiles comme le saccharose soit des électrolytes
comme Mg(C,H30,),, CaCl,, MgCl,) et contenant un stabilisant. La saturation de la solution
aqueuse par le sel empéche la diffusion de I’acétone dans I’eau et permet 1’obtention d’une
émulsion (alors que 1’acétone est miscible avec 1’eau pure). Cette émulsion est ensuite diluée par
une quantité suffisante d’eau afin de provoquer la diffusion de 1’acétone vers la phase aqueuse
(sous I’effet de la diminution de la force ionique), ce qui permet d’obtenir des particules par
précipitation du polymere. Avant de récupérer les particules obtenues, une étape de purification
est nécessaire pour éliminer le sel et le solvant (Figure 17). Le procéd¢é d’émulsion-salting out
peut étre vu comme une extension du procédé d’émulsion-diffusion a des solvants totalement
miscibles a I’eau. Plusieurs études se sont intéressées a 1’élaboration de particules par émulsion

salting-out [128] (Tableau 8).
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sel |

Dilution Evaporation du solvant 1
En ajoutant le +
solvant 2 sans sel Elimination du sel par lavages

Figure 17: Préparation des nanoparticules par E-SO ( adaptée de [121]).
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Tableau 8: Exemple de nanoparticules préparées par E-SO [128].

Taille des
. Substance de . . p
Polymere ) Solvant organique particules Réf.
salting-out
(nm)
PDLLA Mg(C2H;0)4 Acétone 295 [160]
H,O
PEO MgCl,.6H,O Acétone 280403 [161]
PLGA MgCl,.6H,O THF >200 [162]
PLGA CaCl, Acétonitrile 480 [163]
PDLLA MgCl,.6H,0 Acétone/Acétate 100-400 [164]
d’¢éthyle
PDLLA MgCl,.6H,O Acétone 279+10 [165]
PDLLA MgCl,.6H,0 Acétone 248 [166]
EUDRAGIT .
1100-55 MgCl,.6H,0 Acétone 174-557 [167]
PTMC MgCl,.6H,O THF 183-316 [168]
PEO-PLGA MgCl,.6H,O Acétone 190+70 [169]
PMA NaCl HCl 100-250 [170]
1.2.2.3. Coacervation simple

Il existe deux types de coacervation dits «simple » et « complexe ». Nous allons nous
intéresser a la coacervation simple destinée a 1’¢élaboration de particules matricielles (Figure 18).
Dans le cas de la coacervation complexe ce sont plutdt des capsules qui seront obtenues. Le
procédé de coacervation simple [171, 172] consiste a provoquer une séparation de phase a partir
d’une solution de polymeére (aqueuse ou organique), en modifiant la température, en ajoutant un
électrolyte ou un deuxieme polymere (agent de coacervation). Deux phases liquides sont alors
formées : I'une riche en polymere appelée coacervat et I’autre, contenant tres peu de polymere.
Les conditions du procédé doivent permettre de contrdler la taille des particules de coacervat.
Les caractéristiques thermodynamiques des systémes (ternaires, quaternaires, ...) mis en ceuvre
vont avoir une influence importante sur les résultats obtenus. Dans des conditions optimales, une
SA présente dans la solution initiale de polymere se retrouvera au sein des gouttelettes de

coacervat.
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Figure 18: Préparation des microparticules par coacervation simple d’apres Nesterenko

et al. [172].

De nombreux parametres ont une influence sur la stabilité de ces gouttelettes qui ont tendance
a s’agréger (type de polymeére, concentration, vitesse d’agitation du systéme, vitesse d’ajout et
viscosité de 1’agent de coacervation). Les gouttelettes, une fois récupérées sont durcies ou
réticulées par un agent de solidification, lavées, filtrées ou centrifugées puis séchées. Ce procédé
permet I’encapsulation de molécules hydrophiles et lipophiles. La coacervation fait partie des
procédeés les plus complexes d’élaboration de particules puisqu’elle fait intervenir a la fois des
propriétés physico-chimiques et thermodynamiques.

Nihant et al. [173] ont étudié 1’encapsulation de protéines a I’intérieur de particules de PLGA
par coacervation simple. Ils ont montré que la diminution de la vitesse d’agitation lors de la
dispersion de la solution de SA dans la solution de polymere induit une augmentation de la taille
des gouttelettes et par suite celle de la taille des particules formées. Ils ont montré aussi que
I’utilisation d’une vitesse de dispersion supérieure a 400 rpm implique une diminution des tailles
des particules (la taille des microparticules passe de 51,5 um a 40 um en passant de 400 rpm a
800 rpm), alors qu’une vitesse inférieure a 300 rpm ne permet pas la récupération de
microparticules et une précipitation des gouttes de coacervat a lieu. Ceci peut étre expliqué soit
par le fait qu’en diminuant la vitesse de dispersion la cinétique de recouvrement des gouttes de
phase aqueuse par le coacervat devient trop lente soit que la formation de grosses gouttelettes
recouvertes de coacervat provoque une instabilité en accélérant le processus de coalescence des

gouttelettes. D’autre expériences ont ¢t¢ menées en gardant fixe la vitesse de dispersion et en
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testant I’influence de la variation vitesse d’agitation lors de 1’ajout de 1’agent de coacervation
(une phase d’huile siliconée). Il s’agit du poly(diméthylsiloxane) (PDMS). 1l a alors été
démontré que la stabilit¢ des gouttelettes de coacervat n’est pas maintenue et que la taille des
particules augmente, en augmentant la vitesse d’agitation. La surface des particules dépend aussi
de la vitesse d’addition du PDMS. Dans le cas ou la vitesse d’ajout est faible, la surface des
particules est plus lisse. En effet la morphologie des particules et la rugosité de la surface dépend
de la vitesse de précipitation du polymeére. Une faible vitesse d’agitation permet 1’obtention de
particules ayant une surface plus lisse avec une distribution de taille de particules plus étroite,
mais avec des tailles plus grandes. Thomasin et al. [171] se sont intéressés aussi a 1’influence de
la concentration en polymere (PLGA), du M,, ainsi que la viscosité de I’agent de coacervation

sur la distribution de taille des particules (Figure 19).
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Figure 19: Evaluation de I’influence (a) de la concentration du polymére, de la M, et (b) de
la viscosité de ’agent de coacervation sur la distribution de taille des particules de PLGA
élaborées par coacervation [171].

1.2.2.4. Dialyse

Le principe de cette méthode consiste a dissoudre un polymere dans un solvant organique
approprié et mettre la solution dans une membrane de dialyse avec un MWCO adéquat. Les
dialyses sont effectuées contre un non solvant du polymere. La dialyse est une méthode simple et
efficace pour la préparation de nanoparticules avec des distributions de tailles assez étroites [174,

175].
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Figure 20: Principe de 1'élaboration de particules par dialyse.

Le déplacement du solvant de I’intérieur de la membrane de dialyse vers le milieu extérieur
entraine 1’agrégation progressive du polymere. Cette diminution progressive de la solubilité du
polymere contenu dans la membrane de dialyse conduit a des suspensions assez uniformes de
nanoparticules. Jusqu’a présent, le mécanisme de formation de nanoparticules par dialyse n’est
pas completement compris. Certains auteurs estiment qu’il repose sur les mémes principes que la
nanoprécipitation [176].

Lee et al. [177] ont étudié 1’élaboration des nanoparticules de PLA-POE par dialyse en
utilisant le N,N-Diméthylformamide (DMF) comme solvant. Akagi et al. [178] se sont intéressés
a I’élaboration de particules poly(y—acide glutamique) (PAG) en utilisant différents solvant
(DMSO, DMEF, N,N-diméthylacétamide (DMAc), N-méthyl-2-pyrrolidinone (NMP) et
chloroforme). Il s’avere que la nature du solvant organique modifie la distribution de tailles des
particules formées. Cette différence au niveau des distributions de tailles est attribuée a la
solubilit¢ du PAG dans chaque solvant utilisé et a la vitesse de diffusion du solvant organique
vers 1’eau lors de la dialyse. En effet, le partage du solvant entre I’eau le polymeére et la SA est
trés complexe et a une influence directe sur la taille des particules formées. Jung et al. [179] ont

rapporté des résultats similaires.
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Figure 21: Distribution de taille des particules de PAG élaborées avec différents solvant

organiques [178].

Ryu et al. [180] ont étudié 1’encapsulation du Clonazépam dans des nanoparticules de PCL-b-
PEG-b-PCL obtenues par dialyse. La taille des particules est significativement influencée par la
masse molaire du bloc PCL dans le copolymere utilisé pour préparer les nanoparticules. Cette
augmentation de taille entre des nanoparticules est attribuée a 1’augmentation de la masse
molaire ainsi qu’a la longueur des chaines des blocs de PCL dans les copolymeres utilisés

(Tableau 9).

Tableau 9: Evolution de la taille des nanoparticules de Clonazépam/ PCL-b-PEG-b-PCL en
fonction de la masse molaire du bloc PCL dans le copolymére (cceur des nanoparticules).
Les masses du copolymere et du Clonazépam initiales sont respectivement égales a 40 et 20

mg [180].
M ,du PCL dans le Taille des
Echantillon copolymére partiCUIeS
(g/mol) (nm)
CEC-1 4810 24,6 £2,2
CEC-2 7500 33,4 +10,4
CEC-3 15860 62,1 £4,7

* CEC : PCL-b-PEG-b-PCL

Au final, le procédé par dialyse est le plus souvent utilis€é pour I’élaboration de

nanoparticules dont les tailles sont entre 40 nm et 650 nm [128].

1.2.2.5. Spray drying

Le principe du « spray-drying » (nébulisation-séchage ou atomisation séchage) est basé sur la

nébulisation d’une formulation liquide contenant le polymere et la SA pour les transformer en
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particules solides apreés séchage (Figure 22). Une buse d’atomisation permet la formation d’un
aérosol. Ce dernier est mis en contact avec un flux d’air chaud ou d’azote comprimé dans une
chambre de dessiccation permettant un séchage rapide. Une étape de récupération des particules
est ensuite nécessaire pour isoler la poudre obtenue de 1’air contenant le solvant vaporisé [181,
182]. Une perte significative de produit peut avoir lieu suite a 1’adhésion des particules sur les
parois du dispositif. L’utilisation d’un traitement de surface antiadhésif peut étre envisagée le cas

échéant.

Hot territory

Liquid solution

Solution droplets
Spray nozzle

Figure 22: Elaboration de particules par le procédé « Spray-drying » [155].

Palmieri et al. [183] ont été les premiers a utiliser le procédé de « spray-drying » pour
Iélaboration de microparticules paracétamol/ Eudragit® RS, Eudragit® RL ou éthylcellulose. Les
microparticules obtenues en sortie du procédé ont des tailles comprises entre 25 et 55 um et ne
sont pas parfaitement sphériques. Elles sont constituées par des agrégats de particules plus
petites sphériques ou non. Parmi les parametres les plus influents sur la taille et la distribution de
taille on peut citer la concentration du polymere, la viscosité de la formulation liquide contenant
le polymere (qui peut étre une solution, une émulsion ou une suspension) ainsi que la géométrie
de la buse. Rizi et al. [184] ont utilisé différentes concentrations en Euragit L100 (1, 2,5 et 5%
w/w) et ils ont montré que plus la concentration est faible plus la taille des particules finales est
petite. Plusieurs explications sont possibles. En diminuant la concentration du polymere dans la
solution, on diminue la probabilit¢ d’agrégation des particules et on augmente le temps
d’évaporation nécessaire pour atteindre la limite de solubilit¢ du polymere. Ces deux effets
peuvent conduire a la formation de particules plus petites. Il a également été démontré que la
viscosité a une influence importante sur la taille des particules. Comme la concentration en
polymere a un effet (plus ou moins marqué) sur la viscosité des solutions, la viscosité de la
solution initiale lors du processus de « spray-drying », va déterminer la taille des gouttes formées
au cours de la pulvérisation par la buse et par la suite la taille de la particule [185]. D’autres

parametres liés au procédé doivent étre mentionnés : le diameétre de la buse de ’atomiseur, la
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température a laquelle les produits sont injectés dans le spray-dryer ainsi que le débit du flux
d’air de séchage [186].

Ce procédé permet aussi bien d’obtenir des particules nanométriques que micrométriques et
en plus il est extrapolable a 1’échelle industrielle. Néanmoins, I’un des principaux problémes li€s

a ce procédé est le colit élevé de cette technologie.

1.2.2.6. Utilisation de fluides supercritiques

L’utilisation de fluides supercritiques dans les procédés d’¢laboration de particules a suscité
beaucoup d’intérét dans le contexte du développement de procédés « verts » et qui permettent de
préparer des particules ne contenant aucune trace de solvants organiques. Le point critique est le
point qui défini les conditions supercritiques de n’importe quel substance, dans le diagramme de
phase pression — température (T., P;). Au dela de ce point, s’étend le domaine supercritique ou
les propriétés physiques du fluide sont intermédiaires entre celles des liquides et des gaz (densité
élevée avec une faible viscosité). Le fluide supercritique le plus utilisés dans ces procédé est le
CO; (noté scCO,) notamment du fait de 1’accessibilité des conditions critiques (T, = 31°C, P, =
7,29 MPa) du CO, pour une utilisation dans 1’industrie [187]. Selon le rdle du scCO, (en tant que
solvant, non-solvant ou soluté), on peut distinguer trois procédés de fabrication de particules
(Figure 23).

Dans le cas ou le scCO; est un solvant, on parle de procédé RESS (Rapid Expansion of
Supercritical Solutions) (Figure 23-(a)). Ce procédé consiste a dissoudre un soluté dans le scCO;
puis a le recristalliser grace a une brusque détente a travers une buse. Le scCO, redevient alors
gazeux, ce qui entraine la formation de particules solides. L’utilisation du scCO; se trouve
toutefois limitée par la faible solubilité de la plupart des molécules dans ce fluide (notamment les
macromolécules). Il est alors nécessaire d’avoir recours a un co-solvant [188].

Dans un deuxieme type de procédé le scCO, est utilis€ comme non-solvant. Ce procédé est
appelé procédé SAS ou GAS (respectivement Supercritical Anti-Solvent et Gaz Anti-Solvant)
(Figure 23-(b)). Le principe de ce procédé consiste a pulvériser un mélange solvant — polymere
dans le scCO, par exemple. La diffusion du scCO, dans le solvant crée une diminution de la
solubilité du polymere. Ce transfert de masse conduit a une rapide saturation du soluté ce qui
entraine la nucléation de particules. Un large panel de polymeres peut étre utilisé pour fabriquer
des particules par cette technique. Un intérét particulier a été porté au biopolymeres comme le
PLA, le PLGA, les polysaccharides ou le PCL.

Le troisieme type de procédé utilisant les fluides supercritiques est le procédé PGSS (Particle
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from Gaz Saturated Solution) (Figure 23-(c)). Son principe consiste a dissoudre un gaz sous
pression dans un produit fondu. Le gaz dissous va plastifier la matrice et va permettre ainsi sa

pulvérisation. La détente du gaz disperse le produit en fines gouttelettes qui seront rapidement

solidifiées par abaissement de température.

(a)
scCO2

Solute dissolve in
organic solvent

R solvent

Solute dissolve Precipitaion of Precipitation of particles
in scCO; particles through by scCO; addition
a nozzle

(c)
scCO2

. Precipitaion of
.SCC02 dissolved particles through
in melted solute a nozzle

Figure 23: Les technique d’élaboration de particules utilisant le CO, supercritique (a)
RESS (b) GAS/SAS (C) PGSS (adapté de [189]).

Le procédé d’¢laboration de particules par fluide supercritique peut fonctionner aussi bien en
batch qu’en continu. Dans cette partie nous allons nous intéresser a 1’élaboration de nano-et
microparticules par fluide supercritique en batch.

Plusieurs parametres ont une influence aussi bien sur la taille que sur la morphologie des

particules obtenues par ce procédé. Parmi ces parametres nous pouvons citer : la masse molaire
moyenne du polymere utilisé, le ratio massique Gaz/Polymere, la température, la pression ainsi
que la taille de I’orifice de la buse de vaporisation.
Tom et al. [190] ont montré que I’élaboration de particules de PLA par RESS est possible malgré
sa faible solubilité dans le scCO,. Les microparticules obtenues ont une taille comprise entre 10
et 20 um. Néanmoins, les particules formées montrent des tailles irrégulieres. L’utilisation de
I’acétone comme co-solvant a permis d’obtenir des particules de PLA de taille réguliére entre 4
et 25 pym.

La température et la pression font partie des parametres ayant le plus d’influence sur la
morphologie et la distribution de taille des particules formées en présence de scCO,. Nous

prendrons I’exemple de particules formées par le procédé PGSS (Tableau 10).
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Tableau 10: Influence de la température et de la pression sur la morphologie et la
distribution de taille des particules élaborées par PGSS [191].

7 Température 7 Pression

Distribution de Distribution de

oot taille des particules dupkeisy taille des particules

Effets antagonistes :
7 Largeur de la

7 Sphér1c1té distribution

- .. N Largeur de la
7 Solubilité héricité LT
Solubilité et sphéricité distribution

o 7 Cisaillement=®» 7fibres L
7 Diametre moyen N~ Diametre moyen

L’influence de la taille de la buse de vaporisation a été testée par Mawson et al. [192]. Des
particules de fluoropolymere ont été préparées par le procédé RESS. Deux tailles de buses ont
été utilisées 30 et 50 um de diametre. La taille des particules obtenues varie entre 0,3 et 5 pm.

De plus Nalawade et al. [193] se sont intéressés a I’influence de la forme et du diametre de la
buse utilisés. En utilisant le bisphénol propoxylate, une augmentation du diametre de la buse est
accompagnée de la formation de particules de plus en plus petites. Ceci est attribué a une

diminution des contraintes élongationnelles.

1.2.3. Elaboration de particules recouvertes de polysaccharides

amphiphiles : Dextranes modifiés

Un grand nombre de particules obtenues a partir de polymeres de synthese (cf. Tableau 1-
chapitre bibliographique Partie 1) possedent des surfaces a caractere hydrophobe. Il est donc
nécessaire de recouvrir ces surfaces dans le but de les rendre hydrophiles afin d’utiliser ces
particules en dispersion aqueuse, ce qui est essentiel dans différents domaines notamment
biomédical, cosmétique ou autres. Plusieurs polymeres ont été utilisés depuis des années pour
assurer cette fonction. Nous pouvons citer le PEG [194, 195], des copolymeres amphiphiles a
bloc (PEG-PLA par exemple [196-198]) ou des copolymeres greffés (possédant une chaine
principale hydrophile avec des groupements hydrophobes en chaines latérales ou inversement)

par exemple les polysaccharides amphiphiles [6, 199].

Ces dernieres années, I’intérét porté a 1’¢élaboration les vecteurs de SA biocompatibles et
biodegradables est en plein développement. Les polysaccharides amphiphiles, possédant ces

propriétés, sont de plus en plus utilisés pour 1’¢élaboration de particules nano et/ou
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micrométriques. En effet, mis a par leur bicompatibilité et biodégradabilité, ils présentent
d’autres avantages. La présence de ces polymeres a la surface de nanoparticules permet d’assurer
la stabilité colloidale des suspensions. De plus, la fonctionnalisation de leur surface est possible
graice a la présence de plusieurs groupements réactifs (par exemple hydroxyle ou acide
carboxylique). Ces groupements réactifs peuvent €tre mis a profit pour fixer de facon covalente
des groupements spécifiques conduisant a un ciblage actif des particules.

Le LCPM a ¢étudi¢ depuis prés de 20 ans [’utilisation de dérivés du dextrane comme
polymeres amphiphiles pour formuler des nanoparticules ayant des tailles et des caractéristiques
bien maitrisées. Les propriétés de dérivés du dextrane ont été rigoureusement décrites dans
plusieurs theses effectuées préalablement au LCPM [200-202]. Le dextrane est un
polysaccharide produit par un grand nombre de microorganismes a partir du saccharose,
majoritairement issu de la fermentation de sucres de betterave. Pour la production commerciale
du dextrane, la bactérie Leuconostoc mesenteroides (souche B512-F) est souvent employée. La
dextrane-sucrase est une enzyme présente dans ces organismes et qui se complexe avec le
saccharose et conduit a la formation de fructose et d’un dextrane dit « natif » [203]. Celui-ci
possede une masse molaire €élevée et une large distribution de masses molaires. Il est constitué
majoritairement par I’enchainement d’unités glucopyranoses liées en o(1—6) avec un nombre
variable de liaisons a(1—2), a(l1—3)et au(1—4) [204]. Ce dextrane « natif » est ensuite soumis a
une hydrolyse partielle en milieu acide, suivie d’un fractionnement par 1’éthanol ou le méthanol.
Ceci conduit a I’obtention de chaines de dextrane plus courtes et essentiellement linéaires. Ainsi,
nous pouvons considérer la structure du dextrane commercial comme principalement linéaire et

constitu¢ d’enchainement d’unités glycopyranoses liées en a(1—6) (Figure 24).
Les dextranes sont généralement désignés par I’intermédiaire de leur masse molaire moyenne

en masse (M, ) sous le nom générique (TMW ) avec la masse molaire exprimée en kg/mol.

OH

oH—®
OH o

OH
OH—
OH
OH
OH
OH +

n

Figure 24: Structure linéaire du dextrane avec des enchainements en o.(1—6)
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Le dextrane est un polysaccharide non ionique. Grace a sa biodégradabilité et
biocompatibilité, il est utilis¢é dans plusieurs applications surtout dans les domaines
thérapeutiques et médicaux, par exemple comme substitut de plasma sanguin.

Des dérivés du dextrane, obtenus par modification hydrophobe, peuvent étre préparés en faisant
réagir ce polysaccharide avec des époxydes aliphatiques, ce qui conduit a la fixation covalente de
groupements hydrocarbonés aliphatiques le long des chaines (Figure 25). Le taux de substitution
d’un dextrane modifi¢ (noté t) est défini comme le nombre moyen de groupements
hydrocarbonés fixés sur 100 motifs glucopyranose. Ce taux de substitution est utilisé pour
caractériser 1’étendue de la modification chimique. Ce taux de substitution est déterminé
expérimentalement par analyse RMN 'H. Il est parfois également noté Degré de Substitution
(DS). En premiere approximation, il sera admis que la répartition des groupements aliphatiques
le long des chaines est statistique méme si elle n’est pas une caractéristique aisément accessible
expérimentalement. Dans le cas de la fixation de groupements hydrocarbonés a partir de

I’époxyoctane (n = 5), les dextranes obtenus seront notés DexCe-t.

CH,—CH—{ CHj— CH;
H

Figure 25 : Structure chimique du DexCg-t (avecn=35) -t = pores

La modification du dextrane par des chaines alkyle conduit a des polymeres présentant des
propriétés amphiphiles qui les rendent utilisables comme stabilisants macromoléculaires. Leur
capacité a s’adsorber durablement aux interfaces huile/eau (H/E) est notamment utilisée pour la
préparation d’émulsions H/E afin d’obtenir des nanoparticules avec des applications dans le

domaine biomédical ou cosmétique [6, 201, 205].

Dans ses travaux de these [202], Céline Rouzés a étudié 1’influence du taux de substitution sur

la tension superficielle a I’interface eau/air et interfaciale dans un systeéme eau/dodécane. Les
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résultats obtenus ont montré que les DexCg-t présentent des propriétés tensioactives, d’autant
plus marquées que t augmente. Par exemple, le DexCg-20 présente des propriétés tensioactives
comparables a celles d’un tensioactif comme le dodécylsulfate de sodium (SDS). Toutefois,
lorsque t devient supérieur a ~30%, les polyméres obtenus ont une solubilité¢ dans 1’eau tres
faible, ce qui limite leur utilit¢ pour préparer des dispersions aqueuses. Cependant, ces
polymeres « tres substitués » possedent une solubilité non négligeable dans certains solvants
organiques [206].

Les dérivés amphiphiles du dextrane ont été préalablement appliqués a la préparation de
nanoparticules en utilisant différents procédés physico-chimiques : la nanoprécipitation [6] et
I’émulsion-évaporation de solvant [7, 207] essentiellement (Tableau 11). Dans de nombreux
travaux, le cceur des particules était constitué de PLA. Dans ces procédés, les dérivés
amphiphiles du dextrane s’adsorbent de maniere irréversible a la surface des particules
hydrophobes de PLA, via un ancrage physique des groupements Cg en surface. Ainsi, il se forme
autour des particules de PLA une couronne hydrophile de boucles de dextrane. Cette couche
superficielle confere, pour des valeurs de t judicieusement choisies, une excellente stabilité
colloidale aux suspensions, méme a des forces ioniques élevées. De plus, le grand nombre de
groupements hydroxyle présent en surface offre des possibilités de fonctionnalisation ou
d’ancrage chimique des particules [7].

A notre connaissance, 1’utilisation de dérivés amphiphiles du dextrane pour la préparation de

microparticules n’a jamais €té rapportée dans la littérature par quelque procédé que ce soit.
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Tableau 11: Exemples de particules matricielles élaborées par des procédés batch et qui utilisent des dextranes modifiées dans leur

formulation.
Méthode o
HEEIINIRIIET Coeu.r s Mécanisme responsable du recouvrement d’élaboration DI c* e 2 Réf.
en Dextrane particules e ol (nm) (mV) (mg/m”)
La modification du dextrane par les chaines
Dex-CH hydrophobes du cholestérol permet leur
*CH: Cholestérol PLA ancrage dans le cceur PLA. Un E-ES 100-200 -11,9 ND [208]
' enchevétrement entre les greffons du
cholestérol et les chaines du PLA a lieu.
L’auto-organisation du copolymere (Dex-g-
xPLA, - g-yN3) lors du processus de
Dextane | pLA | Nanopéelpiation ennane wne agrésaion | \onoprccipiation | 125131 | ND | ND | [7)
dextrane permettant I’obtention de particules
de PLA recouvertes de Dextrane.
L’addition du CuBr a I’émulsion entraine la
formation du Dex-g-xPLA,-g-yN3 a
o—alkyne | I’interface liquide/liquide par chimie—click,
DexNs -15 PLX ce qui perqmet d(fl: créI;r des liaisons E-ES 150 -20 6,42 7]
covalentes entre la couronne de dextrane et
le coeur de PLA
Dextran- | Le Dex-ester décanoate (DS = 15%) soluble
ester dans 1’eau vient s’adsorber a la surface des
De)ftran—ester décanoate | nanoparticules  autogénérées par les N < cipitati 20-200 ND ND 209
?;ga;(;s (DS=25, | copolymeres de Dex-ester décanoate ayant anoprecipitation i [209]
80 et un DS >25 et qui sont solubles dans la phase
150%) organique.
La modification du Dextrane par des
DexPs PLA groupements phénoxy hydrophobes permet E-ES 150-200 -7,5 4,6 [207]

leurs ancrages a la surface hydrophobe du
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PLA. Un enchevétrement a lieu entre les
groupements phénoxy et les chaines de
PLA proches de la surface.

DexCe-15

PLA

La modification du Dextrane par des chaines
alkyles en Cg permet de créer des point
d’ancrage avec la surface hydrophobe du
PLA. Un enchevétrement a lieu entre les
chaines alkyles pendantes et les chaines de
PLA proches de la surface (résultats
confirmés par DSC).

E-ES

160

ND

[210]

DCXC10—7

PLA

L’adsorption du DexCy-7 a la surface du
PLA a lieu de maniere physique sans
ancrage. C’est un résultat confirmé par DSC
ou aucune miscibilité n’a été détecté entre le
PLA et le dodecanol (qui joue le rdle des
chaines en C12 greffées au Dextrane).

E-ES

180

ND

[210]

Dex-g-PCL

PCL

Le copolymere Dex-g-PCL, étant dispersé
dans un meélange eau/Acétate d’éthyle ou
DCM, migre a ’interface liquide/liquide des
gouttes formées par I’émulsification. Par
évaporation de solvant, des nanoparticules
de PCL recouverte de Dextrane sont
formées.

E-ES
(Migration
interfaciale/Evaporati
on de solvant)

45-140

ND

ND

[211]

Dex-g-PLA

PLA

Le copolymere Dex-g-PLA, étant dispersé
dans un mélange eau/DCM, migre a
I’interface liquide/liquide des gouttes
formées par 1’émulsification. Par
évaporation de solvant, des nanoparticules
de PLA recouverte de Dextrane sont
formées.

E-ES

200

4,6

[212]

*: Potentiel zéta

**. Taux de recouvrement en Dextrane
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1.2.4. Conclusion et objectifs du travail de these

Dans cette deuxieme partie bibliographique, nous nous sommes intéressés aux procédés
physico-chimiques discontinus les plus utilisés pour 1’¢laboration de particules nano- et
micrométriques. Nous avons défini chaque procédé et nous avons présenté les parametres
opératoires ayant une influence sur la taille et la morphologie des particules préparées.

A T’issue de la premiére partie bibliographique, nous avions mis en évidence 1’intérét et
I’originalité au regard de I’état de 1’art, de préparer des systémes particulaires de libération
contrdlée de substances algicides « modeles », les esters aliphatiques de I’acide gallique. Compte
tenu du caractére hydrophobe de ces substances, de 1’usage envisagé en milieu naturel et de
I’expertise du laboratoire, nous avons choisi d’utiliser des particules de PLA recouvertes de
dérivés amphiphiles du dextrane. La présence des chaines de dextrane en surface est intéressante
dans I’optique de fixer de facon covalente les particules sur des supports (fibres tissées par
exemple) permettant de confiner le traitement dans des zones définies de plan d’eaux naturelles
ou artificielles.

Par ailleurs, nous explorerons tout particulierement comment, selon le choix du procédé de
préparation, obtenir des particules avec des distributions de tailles bien définies et ayant des
tailles moyennes variant entre 0,1 um et 1000 pm, c'est-a-dire allant du domaine des
« nanoparticules » jusqu’a la limite inférieure du domaine des « particules millimétriques ».

L’objectif est de mettre en évidence I'impact du domaine de taille des particules sur
I’efficacité d’encapsulation des molécules actives, la vitesse de libération de ces molécules, le
cout de fabrication et la facilit¢ d’utilisation. Comme nous 1’avons vu, si la préparation de
nanoparticules de PLA recouvertes de dextrane a 1’échelle du laboratoire est déja bien connue, il
n’en est pas de méme pour la fabrication de particules avec des diametres supérieurs au
micrometre pour lesquelles il n’existe aucune référence. De plus, a notre connaissance, la
préparation et la comparaison de suspensions de particules couvrant un aussi large domaine de
taille et obtenues a 1’aide des mémes constituants (PLA, dextrane, esters d’acide gallique) n’ont

encore jamais été rapportées.
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1.3. Procédé continu d’élaboration de particules : Microfluidique

1.3.1. Introduction

Le développement des procédés continus pour 1’¢laboration de particules matricielles est en
plein essor. Parmi ces procédés, nous pouvons citer 1’utilisation du scCO, en combinant le
procédé RESS avec le SAS [213] (le principe de 1’utilisation du scCO, est détaillé dans la partie
2 de ce chapitre bibliographique (paragraphe II.6) portant sur les procédés discontinus), en
opérant par scCO,/Emulsion-Extraction [214], par spray-drying [215] ou encore par
microfluidique [216, 217].

Dans cette partie, nous allons nous intéresser a 1’utilisation des procédés microfluidiques pour

I’¢laboration de nano- et microparticules matricielles.

1.3.2. Généralités sur la microfluidique

1.3.2.1. Rapide historique de la microfluidique

La microfluidique est la science qui étudie la manipulation des fluides en petits volumes (10™
a 10" litres) confinés dans des canaux de dimensions micrométriques (10 a 1000 pm). Ces
canaux peuvent étres d’origines naturelles ou synthétiques [218, 219]. La microfluidique est une
technique en plein développement et qui peut étre utilisé dans différents domaines (analytique,
électronique, physique, chimie, biomédecine, pharmacie,...[219-223]). Malgré les nombreux
avantages qu’elle présente [219], ’emploi de la microfluidique a une échelle industrielle n’en est
cependant qu’a ses premieres années.

Dans le but d’améliorer la performance des colonnes utilisés pour des séparations
chromatographiques (pour la chromatographie gaz ou liquide), les chercheurs se sont intéressés a
la réduction des diametres de ces colonnes. Ces premieres recherches de miniaturisation ont été
menés dans les années 1950 [224]. Le premier systeme microfluidique a ainsi vu le jour en 1979
a 'université de Stanford, lorsque Terry et al. [225] ont développé un mini analyseur d’air pour
chromatographie gazeuse sur un support en silicone. Au fil des années, les travaux sur la
miniaturisation des systémes et I’amélioration de leurs performances ont gagné de plus en plus
d’intérét. Depuis le début des années 1990, le nombre de publications traitant de la

microfluidique ne cesse de croitre [226].
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Les premiers travaux sur 1’¢laboration de particules en utilisant des microsystemes
microfluidiques ont commencé au début des années 2000. En une quinzaine d’année, environ
500 articles ont été publiés. L’encapsulation de SA dans des particules ¢€laborées par
microfluidique a été abordée ultérieurement. C’est au début de 1’année 2005 que les premiers
essais d’encapsulation utilisant ce procédé ont été publiés. Martin-Banderas et al. [227] ont été
parmi les premiers a encapsuler un antibiotique hydrophile (le sulphate de gentamicine) dans des
particules de PLGA en utilisant la microfluidique. Mis a part les microspheres [228], plusieurs
types de vecteurs de SA peuvent étre €élaborés par microfluidique a savoir les microcapsules

[229-232], les microgels [233-235], les vésicules [236, 237]...
1.3.2.2. Avantages et inconvénients

La microfluidique présente plusieurs avantages [238]. En effet, I'utilisation de dispositifs de
dimensions micrométriques réduit le volume des réactifs, généralement assez coliteux, utilisés en
biologie ou en médecine, par exemple [226]. La consommation des réactifs est ainsi 1000 a
10000 fois plus faible que dans le cas des méthodes conventionnelles. De plus, I'utilisation de
microréacteurs peut permettre d’un point de vue industriel de passer d’opérations discontinues a
une production continue et d’intensifier ainsi les procédés. Un autre avantage de la
microfluidique est de permettre une sécurité accrue en raison des faibles dimensions. En effet,
les transferts de chaleurs, par exemple, sont plus faciles dans les microcanaux, ce qui peut limiter
les emballements thermiques et les risques associés [239]. Un controle plus précis de la
température devient possible. D’autre part, pour des applications pharmaceutiques, 1’utilisation
de la microfluidique est particulicrement intéressante pour la synthese de médicament a
libération contrdlée : une production de particules avec des tailles trés bien contrdlées et avec
une tres grande régularité est possible, ce qui permet d’atteindre un coefficient de variation
CV%?® inférieur 2 5%. La miniaturisation assure également une portabilité plus facile des
dispositifs, ce qui permet d’effectuer des analyses dans presque n’importe quel endroit.

La contrepartie des faibles dimensions des systemes utilisés en microfluidique est que les
forces de surfaces (tension de surface, rugosité de la surface, Van der Waals...) sont dominantes.
Ceci rend certaines réactions réalisables a 1’échelle macroscopique plus difficiles a mettre en
ceuvre [240].

La question des quantités produites par microfluidique est le principal probleme limitant

I’extrapolation de ce procédé de 1’échelle du laboratoire a 1’échelle industrielle. La principale

¥ Le rapport entre 1’écart type et le diamétre moyen des particules formées multiplié par 100
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réponse apportée a ce probleme est la mise en parallele de microsystemes. Cependant, cette mise
en parallele des flux peut s’avérer complexe et peut engendrer une mauvaise distribution des
flux. Ceci induit au final une diminution du controle du procédé et des performances. L’entretien
des microsystemes est aussi un autre probleme a ne pas négliger. Il est alors nécessaire de
s’équiper d’un nombre de microsystéme supérieur aux besoins pour pouvoir maintenir une

production réguliere en intégrant des arréts pour nettoyage.
1.3.3. Emuilsification

Deux familles de systemes microfluidiques sont fréquemment utilisées pour élaborer des

émulsions: les systemes a microcanaux et les systemes a microcapillaires (Figure 26).
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Figure 26: Représentation des systeémes microfluidiques les plus utilisés. Systemes a
microcanaux (a) en Terrace (b) en jonction T (c) en Flow-Focusing. Microsystéme a
capillaire (d) en co-écoulement (e) en écoulement croisé (f) en Flow-Focusing. Pc et Pd
représentent respectivement la phase continue et la phase dispersée [218]

Les systemes formés par des microcapillaires peuvent €tre rapidement fabriqués a partir de
capillaires en verre et sont résistants aux solvants organiques. Néanmoins, les opérations
d’alignement de capillaires sont un peu délicates. Les systeémes en microcanaux sont préparés par
des procédés de microfabrication comme par microfraisage, micro-usinage par laser, par
lithographie, ou par moulage en utilisant un large panel de matériaux (métaux, verre, polymeres).
Leur fabrication nécessite un peu de temps mais 1’avantage de ces systémes c’est qu’ils sont

faciles a manipuler et peuvent €tre mis en parallele pour augmenter le volume de la production.
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Nous allons nous intéresser aux systemes microfluidiques a microcanaux. Par définition, un
canal ayant des dimensions inférieures au micrometre est un microcanal. Dans ces conditions, le
nombre de Reynolds (Re) qui représente le rapport entre les forces d’inertie et les forces de
viscosité se trouve inférieur a 1. L’écoulement est donc dominé par les effets visqueux.
L’¢écoulement des fluides est alors laminaire.

Dans le cas ou les fluides utilisés dans le microsysteme sont miscibles, un écoulement stratifié
a lieu. Le mélange entre les deux fluides a I’interface est alors un phénomene purement diffusif.
Hitt et al. [241] ont établi des relations entre la position de 1’interface observée entre des fluides
miscibles circulant dans un microsysteme, le débit et les viscosités des fluides. Kamholz et al.
[242] ont utilisé les écoulements stratifiés pour déterminer des parametres physico-chimiques
(viscosité, coefficient de diffusion, pH...) de différentes espéces. Le taux d’occupation de
chacune des strates a été étudié€ par Larsen et al. [243] en fonction de leurs débits et viscosités.

Lorsque les fluides utilisés sont non miscibles, trois types d’écoulements peuvent étre
observés dans les microcanaux : a gouttes, stratifi¢ ou annulaire. Dans le cas d’un écoulement a
gouttes, le fluide formant les gouttes est la phase dispersée alors que le fluide environnant est la
phase continue. Lorsque le diametre des gouttes est inférieur a la largeur du canal, des
gouttelettes parfaitement sphériques sont obtenues. Dans le cas ol la dimension des gouttelettes
est supérieure a la largeur du canal, des gouttelettes plutdt allongées sont obtenues. Nous
pouvons parler d’écoulement stratifi¢ lorsque les fluides immiscibles s’écoulent parallélement.
L’écoulement annulaire, quant a lui, est une forme dérivée de I’écoulement stratifié. L’un des
fluides s’écoule a proximité des parois et un filet continu du deuxieme fluide se crée au milieu du
canal.

Dans notre cas, nous allons nous intéresser plutdt aux écoulements a gouttes. Ces gouttes

pourront générer des particules apres 1’intervention d’une étape de solidification appropriée.

1.3.3.1. Formation de gouttelettes a I'intérieur du microsystéme

Le processus de formation de gouttelettes par microfluidique pour 1’obtention d’émulsions
directes ou inverses (H/E ou E/H) a lieu lorsque deux phases non miscibles, sont mises en
contact a I’'intérieur d’un microcanal. Un cisaillement est appliqué aux deux fluides non
miscibles a la jonction ou ils entrent en contact. Ce cisaillement va déformer I’interface entre les
deux fluides jusqu’a la formation d’une goutte. Les conditions de formation d’une goutte sont
décrites par le nombre adimensionnel Ca (appelé nombre capillaire) qui compare les forces de

cisaillement aux forces interfaciales.
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Ca=—— Eq. 1

pest la viscosité dynamique du fluide constituant la phase continue (Pa.s), U est la vitesse du
fluide au niveau de la surface (m.s'l) et o est la tension interfaciale entre les deux fluides (N.m'l).
La formation de gouttes n’est possible que si le nombre capillaire est supérieur a une valeur
critique Ca,, qui dépend des conditions d’écoulement et du rapports des viscosités dynamiques
des deux fluides.

Plus le cisaillement appliqué est important plus le diametre des gouttelettes obtenues a
I’intérieur du canal est faible. Dans la littérature [244], plusieurs géométries de canaux sont
utilisées pour former des émulsions. Nous allons nous intéresser plutot aux géométries en

jonction T [226, 245, 246] et en « Flow-Focusing » [247-249].

1.3.3.1.1. Jonction T

Thorsen et al. [246] ont été les premiers chercheurs a avoir utilisé la jonction T pour la
génération de gouttes dans les microcanaux. Leurs travaux ont porté sur 1’¢élaboration
d’émulsions inverses E/H en utilisant différentes phases continues (décane, tétradécane,
hexadécane) avec plusieurs concentrations en Span 80. L’influence de la pression relative
appliquée sur la taille et la morphologie des gouttes formées a été mise en évidence. Thorsen et
al. ont expliqué la formation des gouttelettes de I’émulsion a I’intérieur d’un microsysteme en T
comme suit : une goutte se détache suite a une compétition entre la tension de surface (tendant a
retenir la goutte dans le canal secondaire ou la phase dispersée circule) et les forces visqueuses
(tendant a détacher la goutte par cisaillement).

Garstecki et al. [251] ont proposé une autre explication au mécanisme de formation de
gouttelettes dans une jonction en T. La phase continue circule dans le canal principal et la phase
dispersée est amenée perpendiculairement par un canal secondaire. La formation de gouttelette
est liée a une chute de pression. Cette derniere est due a la présence de la phase dispersée dans le
canal principal et qui géne le passage de la phase continue. Lorsque la chute de pression a travers

la phase dispersée devient trop importante, une goutte se détache.
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Figure 27: Génération de gouttes dans une jonction T : (a) taille des gouttes inférieure au
diameétre du canal principal [250], (b) gouttes allongées et confinées par les parois du canal
principal (« plot ») [251].

Les deux explications proposées par Thorsen et al. et par Garstecki et al. ne sont pas
contradictoires. En effet, la formation des gouttelettes dépend forcément de la mouillabilité
partielle ou nulle de la surface du canal par les phases continue ou dispersée [252]. Ainsi, dans le
cas ou la phase dispersée mouille 1égérement les parois des carnaux du microsysteme, ou dans
celui ou le canal principal est plus large que le canal secondaire, le détachement des gouttes est
da a une compétition entre la tension de surface et le cisaillement visqueux. Dans certains, il est
méme possible de former des gouttes dont le diametre est inferieur a la largeur du canal principal
(Figure 27-a). Dans le cas ou la phase continue mouille entierement les parois des microcanaux,
et que le canal principal est de taille similaire a celle du canal secondaire voir plus petite, la
goutte se détachera a cause de la chute de pression a travers elle dans le canal principal. Dans
cette situation, il est impossible de former des gouttes de diamétre absolu inférieur a la largeur du
canal principal (Figure 27-b). On aura donc formation de «plots» plus au moins allongés plutot

que de gouttes.
1.3.3.1.2. « Flow-focusing (FF)»

Anna et al. [253] ont été les premiers a étudier la génération de gouttes par une jonction de
type FF dans un microsysteme. Le principe de cette technique repose sur I’injection d’une phase
dispersée au milieu de deux entrées de phase continue. Le cisaillement de la phase continue
s’exerce a la périphérie du flux d’entrée de phase dispersée : elle est ainsi pincée par la phase

continue jusqu’a la formation d’une goutte (Figure 28) [254-256].
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Figure 28: Formation de gouttelettes a l'intérieur d'une jonction en FF [257]

Il existe aussi une autre forme de la jonction en FF qui est dite « Shear-Focusing (SF)» [258].
Dans ce cas, la phase dispersée est injectée au milieu de deux entrées de phase continue et
I’ensemble de ces trois courants est dirigé vers un rétrécissement. Ce dernier induit une
accélération de la vitesse des deux phases a cet étranglement, ce qui augmente le cisaillement
appliqué a la phase dispersée. Le co-flux laminaire ainsi créé passe a travers une constriction, ce
qui ’affine et induit éventuellement la formation des gouttelettes a la sortie de 1’étranglement
(Figure 29).

L’intérét de cette méthode réside principalement dans la largeur de la gamme de taille des
gouttes accessible, celles-ci pouvant indifféremment étre plus grandes ou plus petites que la taille
de la constriction. Dans des conditions bien controlées de flux ou de pression, la taille des
gouttes obtenues est extrémement reproductible. D’autre part, leur fréquence de génération est
relativement élevée, ce qui convient pour un certain nombre d’applications, particulierement

dans le cas de formation d’émulsions destinées a I’élaboration de microparticules.
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Figure 29: Jonction en « shear-focusing » dans un systeme microfluidique (adaptée de
[253])).

1.3.3.2. Facteurs ayant une influence sur la formation des gouttes dans un

microsystéme

Parmi les parameétres qui ont le plus d’influence, on peut citer la mouillabilité du matériau
constituant les parois du microsysteme et les débits des phases continue et dispersée (ainsi que le

rapport des débits des phases).
1.3.3.2.1. Mouillabilité de la surface des canaux

La mouillabilité est ’aptitude d’un liquide a s’étaler sur la surface d’un solide. L’utilisation de
la notion d’angle de contact est intéressante pour décrire le comportement d’un liquide au
contact d’une surface solide.

En microfluidique, la formation d’émulsions directes ou inverses (H/E ou E/H) dépend de la
mouillabilité du matériau constituant les canaux du microsysteme. Le liquide constituant la phase
continue doit mouiller les parois des canaux. Pour une goutte d’un liquide A en contact avec un

solide S, I’angle de contact 0 se calcule a partir de la relation de Young :

65 = 6SA + GA.COs O Eq. 2

0S, OSA et oA représentent respectivement la tension superficielle du solide S, la tension

interfaciale entre le solide S et le liquide A et la tension superficielle du liquide A. La valeur de

I’angle de contact permet de caractériser la mouillabilité de la surface :
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pour 6 = 0°, le liquide mouille parfaitement le solide

pour 0 <6 <90°, la mouillabilité du solide par le fluide est bonne

pour 90 <0 < 150°, la mouillabilité du solide par le fluide est faible

au-dela de 150°, le fluide est considéré comme non-mouillant.

La Figure 30 illustre les mesures d’angle de contact d’une goutte sur une surface donnée.

TR E P Y A AT AN R R P T ST NS 5~ e BN T 0 NS S ~""\".!-
R0 R RN TR R i R CL RSN TR RO R U TR ™ Rew i B R C ¢ JUSV A TR

GOrSE A

Surface hydrophile Surface hydrophobe

Figure 30: Illustration de ’angle de contact d’une goutte d’eau avec une surface hydrophile
et une surface hydrophobe.

Pour avoir la formation d’une émulsion avec des gouttes monodisperses dans un systéme
microfluidique, la nature de la surface doit étre similaire a celle de la phase continue : hydrophile
pour une émulsion H/E et hydrophobe pour une émulsion E/H [259]. Ainsi Liu et al. [260] ont
rapporté I’impossibilité de former une émulsion H/E dans un microsysteme hydrophobe fabriqué
a partir de polymere acrylique. Ils ont observé un fil de phase huileuse mouillant la surface de
maniere continue sans aucune formation d’émulsion.

Le PDMS est largement utilisé pour la fabrication de systemes pour la microfluidique.
Néanmoins, ce matériau est hydrophobe. Pour élaborer des émulsions H/E, il est donc nécessaire
d’effectuer un traitement de surface préalable pour rendre hydrophile la surface des canaux du
microsysteme. Plusieurs méthodes sont proposées dans la littératures et peuvent étre classées en
deux types : les traitements par voies seches (plasma oxygene /Argon [261, 262], décharge de
corona [263]...) et ceux par voies humides (traitement chimique par le piranha/KOH [264],
dépot de dépdt de multicouches de polyélectrolytes [247]...). Certains chercheurs ont proposé
des traitements de surface impliquant des fixations de groupements par liaisons covalentes qui
permettent de conférer un caractere hydrophile permanent a la surface du PDMS [265, 266]. La
plupart de ces traitements n’ont été appliqués qu’a des surfaces planes et pas a des systemes

fermés comme les systémes microfluidiques. Il est a noter que I'utilisation du plasma oxygéné
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reste la méthode d’hydrophilisation de surface la plus rapportée et utilisée dans la littérature du
faite de la simplicité et de la rapidité du traitement. Néanmoins, cette méthode reste limitée par le
réarrangement des chaines de PDMS qui font que la surface retrouve son hydrophobie quelques
minutes voire quelques heures (parfois quelques jours apres) en fonction des temps d’exposition
au plasma et du mode de conservation des surfaces traitées [267, 268]. Le traitement, de
microsystemes scellés, avec du plasma oxygéné reste une opération délicate du faite que la
surface a traiter peut ne pas €tre exposée de la méme maniere au plasma créant ainsi des
hétérogénéités au niveau de I’hydrophilisation [264].

La nature et la concentration du stabilisant utilisé pour stabiliser I’émulsion a également une
influence sur la tension interfaciale entre les deux fluides immiscibles choisis pour la formation
de I’émulsion, ce qui modifie la taille des gouttes formées [269]. L’influence du pH des fluides

utilisés a aussi été décrite [270].
1.3.3.2.2. Débits des phases continue et dispersée

Dans un systeme microfluidique, la contrainte de cisaillement que subit ’interface entre les
deux phases liquides dépend des valeurs des débits de chaque phase, ainsi que de la géométrie de
la jonction. Les débits des phases continue et dispersée sont notés respectivement Q. et Qq. Plus
le rapport Q./Qq est €levé, plus la contrainte de cisaillement appliquée a I’interface est grande
plus la taille des gouttelettes de 1’émulsion formée est petite [253]. Ainsi, pour un Qq fixe, la
taille des gouttes diminue quand le débit de la phase continue augmente, alors qu’en maintenant
fixe Q., la taille des gouttes augmente avec Qg [250, 271]. Garstecki et al. [251] ont utilisé un
microsysteme en jonction T pour former des émulsions E/H. Leurs observations expérimentales
illustrent les tendances évoquées (Figure 31 (a) et (b)).

De plus, d’autres parametres ont une influence sur la taille des gouttes formées : les viscosités

des fluides utilisés, la géométrie des microsystemes ainsi que les dimensions des canaux.
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Figure 31: Evolution de la taille des gouttes d’une émulsion E/H formée dans un
microsysteme en jonction T en fonction (a) de Q4 en gardant Q. fixe (b) de Q. en gardant
Qq fixe, Qq et Q. représentent Qy.¢er €t Q,i respectivement [251].

1.3.4. Elaboration de particules de polymeére par microfluidique

Les avancés dans la microfluidique ont contribué au développement de la fabrication de
divers types de vecteurs par ce procédé (Figure 32).
Comme nous ’avons décrit précédemment, la génération de gouttelettes isométriques repose sur
I’utilisation d’écoulements laminaires et controlés de fluides. La maitrise de la taille des gouttes
de I’émulsion formée a I’intérieur du microsystéme est un facteur important car c’est cette taille
qui va contrOler la taille des microparticules obtenues apres solidification des gouttes. La

méthode de solidification la plus appropri€ée dépend de la nature des constituants employés.
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Figure 32: Vecteurs préparés par microfluidique et natures des matériaux qui les
constituent [272].

1.3.4.1. De la goutte a la particule : processus de solidification

Parmi les procédés de solidification les plus utilisés, nous citerons la polymérisation
radicalaire (avec un amorcgage thermique, photochimique ou ionique), la polycondensation,
I’extraction de solvant ou encore I’auto-assemblage. Le choix de la méthode de solidification
appropriée dépend du précurseur liquide, du type de particules désiré, des propriétés physico-
chimiques et des applications finales visées pour les objets. Le Tableau 12 présente les
différentes méthodes évoquées dans la littérature [273, 274] pour solidifier des dispersions
liquides, €laborées par des systemes microfluidiques. Nous nous sommes concentrés sur les
résultats relatifs aux jonctions T et en FF.

Les méthodes utilisées pour solidifier les gouttes formées dans les microsystemes sont diverses
et permettent d’obtenir des nano- et microparticules. Le choix du processus de solidification des
particules dépend des caractéristiques prioritaires visées: isométriques, non agrégées,

nanomeétriques, micrométriques....
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Tableau 12: Récapitulatifs des différentes méthodes de solidification de particules
rapportées dans la littérature.

Diametre
Géométrie du ) - . Composition des des p
e Méthode de solidification T particules Réf.
(nm)
Auto-assemblage Organosilane 100-600 [275]
Polymérisation radicalaire
déclenchée thermiquement a Poly(divinylbenzene) 50-200 [276]
I’extérieur du microsystéme
POI}(;I;ICCISSECIE?: r:;llllc;léalre Norland Optical
o P . | Adhesive 60 (NOA 60 60-100 [277]
exposition aux rayons UV a R .
e g . . Polymere photsensible)
I’intérieur du microsystéme
Poly(1,6-hexanediol
Réaction déclenchée par une Y(diacrylate) 30-120
Jonction T exposition aux UV a [278]
I’extérieur du microsystéme Poly (Isobornyle 90-190
acrylate) )
e : : [279]
Réticulation ionique Alginate de calcium 70-220
280
Changement de phase Agarose 90-110 [280]
(par refroidissement)
Evaporation de solvant PLGA 400-500 [281]
[216]
Diffusion de solvant PLA 6-50
Chitosane modifié par
Auto-assemblage des groupements 0,216-0,73 | [282]
hydrophobes
Polymérisation radicalaire
déclenchée thermiquement PDMS 100-125 [283]
a ’extérieur du
Flow-Focusing microsysteme
Polymérisation radicalaire Dextran modifié par
déclenchée par une un méthacrylate
exposition aux rayons UV d’hydroxyéthyle 10 [284]
a Pextérieur du (Dex-HEM)
microsystéme
Polymérisation radicalaire Divinylbenzene 20-1000 [285]
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déclenchée par une
exposition aux rayons UV
a I’intérieur du

microsysteme
Poly(éthyléne glycol)
ithi 250-350
Réaction de chimie click Dithiol + Acr}/late de [286]
polyglycérol
hyperbranché

Alginate de calcium 50-2000 [287]

Réticulation ionique

Chitosan 100-800 | [288]

Changement de phase
. Agar 176-750 [289]

(par refroidissement)

. Polyuréthane-
Polycondensation Polybutadienediol 40-50 [290]
PLGA 42 [291]
Evaporation de solvant -
Polyfluoréne 0,150-2 [292]
Diffusion de solvant Silice 7.50 [293]
1.3.4.2. Exemple de particules élaborées par microfluidique

1.3.4.2.1. Nanoparticules

Kuehne et al. [292] ont étudié I’élaboration de particules de polyfluoréne (PFO) dans un
systtme microfluidique avec une jonction en FF de dimensions 20 x 20 pmz. Les gouttes
produites sont récupérées dans un volume assez important de phase continue ou diffuse le
solvant organique (tolueéne), ce qui induit la formation des particules. La suspension de particules
est ensuite mise sous agitation afin de finaliser 1’évaporation de solvant. En augmentant la
concentration en PFO de 5.107 g/L 2 0,5 g/L la taille des particules varie de 150 nm a 2 pm. De
plus, les nanoparticules obtenues sont sphériques et isométriques avec un CV% inférieur a 10%

(Figure 33).
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0.01 0.1 i
Polymer concentration ¢/ g/L

Figure 33 : (a) Formation des gouttes dans le microsysteme en FF (b) Diameétre des
particules en fonction de la concentration en PFO. Micrographie MEB des particules ayant
un diametre (d) 150nm (e) 200 nm.

Figure 34: (a) Elaboration de nanoparticules de PLGA par microfluidique associé a une
extraction de solvant (a’) Formation de la goutte d’eau et de la goutte de PLGA-DMSO dans
des jonction T (b’) Chambre de fusion : fusion de la goutte d’eau avec le PLGA- DMSO
induisant [’extraction du DMSO et la précipitation du PLGA (c’) Chaque goutte formée est un
réservoir d’'une centaine de particules. (b) Dispositif expérimental global du procédé
d’élaboration de nanoparticules de PLGA par extraction de solvant ce syst¢éme comprend :
trois entrées, une chambre de fusion et un réservoir de collecte de particules. Adapté de
Hung et al. [294].
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Hung et al. [294] se sont intéressées au développement d’un systeme microfluidique
permettant I’obtention in sifu de nanoparticles de PLGA par extraction de solvant. La Figure 34
présente le microsysteme utilisé ainsi que les différentes parties qui le constituent. Le rapport du
débit de la phase aqueuse et de la phase PLGA+DMSO a une forte influence sur la taille des
particules. Ainsi, en passant d’un rapport 1:4 a un rapport 1:1 le diametre moyen des
nanoparticules obtenues diminue de 500 a 70 nm

Valencia et al. [295] ont examiné 1’¢laboration de nanoparticules de PLGA et de PLGA-
Lipide dans un microsystéme a jonction FF avec des tailles allant de 35 a 180 nm. Kolishetti et
al. [296] ont préparé des nanoparticules de PLA avec un diametre égal a 100 nm et dans

lesquelles une SA a base de Pt(IV) a été encapsulée.
1.3.4.2.2. Microparticules

Des microparticules de PLA/PLGA ont aussi été obtenues dans des systemes microfluidiques
avec des diametres allant de quelques micrometres a plusieurs centaines de micrometres. Les
distributions de tailles des microparticules obtenues sont généralement étroites et ont un CV
inférieur a 5%. Xu et al. [297] ont réalisé 1’¢laboration de microparticules de PLGA dans
lesquelles ils ont encapsulé du bupivacaine. Des microparticules isométriques avec des tailles
entre 10 et 40 um ont été obtenues par émulsion-évaporation de solvant. Le systeme utilisé est en

PDMS avec une jonction FF.

& continuous phase

& dispersed phase

Round-
" bottomed
flask

tubing suspended in solution
during collection of samples

B

1% PVA in Tris buffer \

PLGA/drug in DCM —»

1% PVA in Tris buffer I 400 pm

Figure 35: Elaboration de microparticules de PLGA par un systéme a jonction FF (A)
Schéma du dispositif (B) Formation des gouttes (C) Micrographie MEB des
microparticules obtenues (Adapté de [297]).
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Dans ce méme travail, une comparaison a été faite entre la cinétique de libération de la
bupivacaine a partir des particules uniformes élaborées en systeme microfluidique et a partir
d’autres particules élaborées par agitation mécanique (ultraturrax) et qui présentent des
distributions de tailles relativement larges. Il s’est avéré que, plus la taille des particules est
uniforme (pour le méme diametre moyen), plus la cinétique de libération est lente. L’effet burst
habituellement observé avec des particules élaborées par agitation mécanique n’a plus lieu et la
libération se trouve retardée. Le burst provenait en effet, pour les particules classiques d’une
libération rapide a partir des plus petites particules, dont le rapport surface sur volume est bien
plus élevé que pour le reste de la suspension. He et al. [298] ont examiné 1’encapsulation et la
libération du Paclitaxel encapsulé dans des microparticules de poly(L-lactic acid) (PLLA). Les
particules obtenues ont une taille entre 30 et 50 um avec un coefficient de variation inférieur a
4%. Le microsysteme utilisé est en PDMS et un traitement préalable, avec du plasma oxygéné,

de la surface des canaux du microsysteme était nécessaire pour rendre la surface hydrophile.
1.3.4.2.3. Stabilisant utilisés dans la formulation des particules

La plupart des travaux utilisent soit un tensioactif moléculaire tel que le dodécylsulfate de
sodium (SDS) [277, 299], soit un stabilisant macromoléculaire amphiphile comme le PVA [217,
291, 298, 300] pour stabiliser les objets formés et diminuer éventuellement la taille des
gouttelettes et donc la taille des objets formés par microfluidique. Dans une étude les auteurs
utilisent un copolymere dibloc amphiphile le PEG-PLA [216]. Avec ce stabilisant
macromoléculaire, des microparticules avec des tailles allant de 6 a 50 um ont été élaborées.

Des polymeres amphiphiles ont aussi été utilisés dans quelques exemples pour assurer la stabilité
de microcapsules (PDLLA-b-PDMAEMA [301]) ou encore pour préparer des vésicules [302]
par auto-assemblages (POE-b-PAD).

Actuellement, sauf erreur ou omission de notre part, ’utilisation de polysaccharides
amphiphiles comme stabilisant macromoléculaire pour élaborer des particules dans un systeme
microfluidique n’a jamais été rapportée dans la littérature. L utilisation de dextrane modifié¢ pour
formuler des microparticules en utilisant ce procédé continu sera donc étudiée pour la premiere

fois au cours de cette these.
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1.3.5. Conclusion et objectifs de la these

Depuis plusieurs années, I’intérét porté a 1’élaboration de particules nano- ou micrométriques
de taille et morphologie contrdolées ne cesse de croitre de part leurs vastes domaines
d’applications. Les méthodes conventionnelles comme la nanoprécipitation et 1’émulsion-
évaporation de solvant (par ultraturrax ou sonication...) permettent 1’¢laboration en masse de
particules mais présentent aussi de nombreux challenges. Pour cela, ces dernieres années, les
chercheurs se sont intéressés de plus en plus au développement des procédés microfluidiques qui
permettent de contrdler parfaitement la taille, la composition ainsi que la morphologie des
particules obtenues. Dans cette partie, nous avons essayé de balayer les différents aspects relatifs
a la microfluidique et nous avons présentés les différentes méthodes utilisées pour élaborer des
particules par ce procédé. Des exemples de nano- et microparticules de polymeres préparées
dans la littérature ont été présentés mais la liste n’est pas exhaustive.

Durant ce travail de thése, nous examinerons 1’utilisation de systéme microfluidiques pour la
préparation de microparticules de PLA recouvertes de dextranes amphiphiles avec des diametres
entre 1 et 100 um. Nous comparerons ce procédé avec les procédés d’émulsion-évaporation de

solvant comportant une étape d’émulsification par agitation mécanique.
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1.4. Conclusion générale et objectifs de la these

Cette thése porte sur I’¢élaboration et la caractérisation de particules matricielles, dans
lesquelles des SA algicides sont encapsulées. 1l était donc nécessaire de définir les vecteurs de
SA les plus utilisés dans la littérature et de voir les différents domaines dans lesquels ils peuvent
étre appliqués. Etant donné que I’utilisation de particules matricielles pour des applications
pharmaceutiques a été déja présentée dans plusieurs theses effectuées au LCPM, nous avons
préféré nous concentrer sur d’autres domaines d’application possibles pour ces particules et nous
avons mis en évidence que trés peu de travaux concernaient 1’application visée, a savoir les
traitements des plans d’eau naturels ou artificiels. Les SA modeles retenues sont les esters

aliphatiques de I’acide gallique.

L’¢élaboration de particules matricielles nano- et micrométriques sera effectuée par différents
procédés. Pour cela, nous nous sommes intéressés dans la deuxieme partie de la synthese
bibliographique aux procédés batch qui peuvent étre utilisés pour concevoir ces particules ainsi
qu’aux différents parametres ayant une influence sur leurs tailles et morphologies. La
nanoprécipitation et 1’émulsion-évaporation de solvant apparaissent comme particulierement

pertinents.

Pour cloturer ce chapitre bibliographique, nous nous sommes intéressés aux procédés
continus d’¢laboration de particules matricielles et plus précisément a la microfluidique. Les
caractéristiques de ce procédé, les parametres ayant une influence sur la formation des émulsions
a Dintérieur des systemes microfluidiques et sur la taille des particules élaborés ainsi que la

méthode de récupération des particules ont été détaillés dans cette partie.

La taille des vecteurs de SA fait partie des facteurs qui ont une influence aussi bien sur la
quantité de SA encapsulée que sur sa cinétique de libération. Il €tait donc intéressant d’évaluer la
possibilité d’¢laborer des particules chargées en SA (esters aliphatiques de I’acide gallique), a
partir du méme polymere (PLA) et stabilisant (dextrane amphiphile), avec des tailles et
morphologies contrdlées balayant une large gamme de taille et de comparer les différentes

caractéristiques et cinétiques de libération obtenues (Figure 36).
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Substance active algicide
Recouvrementen dextrane
modifié

Coeur en PLA

Figure 36: Particules de PLA recouvertes dextrane modifié renfermant une substance
active algicide qu'on vise a élaborer (1) domaine (0,1 pm — 1 pm) (2) domaine (1 um — 100
um) (3) domaine (100 um - 1000 um)

Dans la littérature, certains travaux se sont intéressés a 1’étude simultanée de nano et
microparticules. Venkatpurwar et al. [303] ont rapporté 1’encapsulation du Cycloprine (CsA)
dans des nano- et microparticules de PLA ayant respectivement des tailles de 280 nm et 1,21 um.
Les particules ont été é€laborées par émulsion-évaporation de solvant. Le comportement
hématologique et biochimique des rats (Sprague Dawley (SD)), auxquels certaines doses de
particules ont été injectées, a été évalué. Apres 28 jours de suivi, les nano- ou les microparticules
agissent de la méme maniere sur les rats étudiés. Il est a noté que ces chercheurs ont montré que
leurs lot de microparticules contenait une quantité assez importante de nanoparticules. Stloukal
et al. [304] se sont intéressés a ’encapsulation d’un herbicide (Metazachlor: MTZ) dans des
nano- et microparticules de PLA par émulsion-évaporation de solvant. Trois gammes de tailles
de particules ont été élaborées (600 nm, 800 nm et 8 um). L’efficacit¢ d’encapsulation est par
définition le pourcentage de la masse de substance active encapsulée par rapport a la masse de
SA introduite initialement. Pour le MTZ encapsulé dans ces particules, D’efficacité de
I’encapsulation (EE%) a atteint 65% pour certaines formulations. La comparaison entre les
différentes cinétiques obtenues pour les nano- et microparticules PLA/MTZ a confirmé que la
cinétique de libération est inversement proportionnelle a la taille des particules et qu’elle est
plutdt proportionnelle a la quantité d’herbicide encapsulée. En effet, le MTZ plastifie le PLA et

peut avoir une influence sur la cinétique de libération.
A notre connaissance, il n’existe pas d’autres travaux qui comparent les caractéristiques de

nano- et microparticules chargées en SA. De plus, les travaux disponibles comparent des tailles

plutdt proches variant de quelques centaines de nanometres a quelques micrometres.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

2.1. Réactifs et solvants

Deux échantillons de PLA ont été utilisés au cours de cette these. Les particules élaborées a
I’échelle du laboratoire ont été préparées a partir d’un échantillon de PLA amorphe fourni par
Sigma-Aldrich alors qu’un échantillon de PLA semi-cristallin fourni par Natureplast a été utilisé

pour préparer les particules a I’échelle pilote (Tableau 13).

Tableau 13 : Comparaison entre les propriétés des échantillons de PLA fournis par Sigma
Aldrich (utilisé a I’échelle du laboratoire) et Natureplast (utilisé a I’échelle pilote).

Caractéristiques PLA sigma-Aldrich PLA Natureplast

M,, (g/mol)* 4,8.10* 4.10*

p’ 1,3 1,8

Ratio L/D 50/50 95/5
T, (°C)° 53 60

T (°C)* - 150

Prix 250 euros/5g 10 euros/kg
aetb: respectivement masse molaire moyenne en nombre et dispersité déterminées par

chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion de lumiére multi-angle
(SEC-MALYS) dans le THF (voir paragraphe 2.2.7.1- chapitre 2).

cetd: respectivement température de transition vitreuse et température de fusion
déterminées par calorimétrie différentielle a balayage modulée (MDSC) (voir
paragraphe 2.2.2.3- chapitre 2)

Les réactifs nécessaires a la syntheése du dextrane modifié sont le dextrane natif T4(Q (produit
par la bactérie Leuconostoc Mesenteroides), I’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH)
ainsi que le 1,2 époxyoctane. Ils sont tous fournis par Sigma-Aldrich. Le solvant utilisé est le
DMSO (grade HPLC, Sigma Aldrich). La procédure de syntheése du stabilisant macromoléculaire
est décrite dans le paragraphe 2.2.1.1 de ce chapitre.

Le PVA hydrolysé (87%-89%) avec un Mw = 13000- 23000 g/mol fourni par Sigma-Aldrich
été utilis€ pour 1’é¢tude paramétrique d’élaboration des nanoparticules de PLA par
nanoprécipitation.

Les SA étudiées sont 1’acide gallique, le gallate d’éthyle, de propyle et de lauryle fournis par
Sigma-Aldrich. Le gallate d’octyle est fourni par abcr. Le gallate de nonyle a été, quant a lui,

synthétisé et fourni par le SRSMC (Laboratoire Structure et Réactivité des Systemes
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Moléculaires Complexes - UMR 7565), unité de recherche partenaire du projet BioCapTech.
L’eau déminéralisée (Milli-Q par le systeme de filtration Millipore) est utilisée pour
I’¢élaboration des particules alors que 1’eau désionisée est utilisée pour les dialyses. L’acétone,
I’acétate d’éthyle (AcOEt), le dichlorométhane (DCM) et le tétrahydrofurane (THF) utilisés sont
de qualité HPLC.
L’azoture de sodium (NaNj3), le chlorure de sodium (NaCl) ainsi que le phénol (C¢HgO) font

partie des réactifs utilisés et qui sont aussi fournis par Sigma-Aldrich.

2.2. Méthodes et procédures expérimentales

2.2.1. Syntheése du dextrane modifié

2.2.1.1. Procédure expérimentale

Dans le but de synthétiser un DexCg-t avec un taux de modification de 1’ordre de 15%, une
procédure a été adaptée des travaux effectués par Maxime Laville [1] et Elise Rotureau [2] (voir
Figure 37). Pour cela, 10 g dextrane natif T40 sont dissous dans 100 mL de DMSO (grade
HPLC, Sigma Aldrich) a 40°C. La solution est agitée pendant 1 h jusqu’a la solubilisation
complete du dextrane natif. 25 g de TBAOH et 3,6 mL de 1,2 époxyoctane sont ensuite ajoutés
et la solution obtenue est maintenue sous agitation a température ambiante pendant 48 h.

L’élimination du TBAOH et des sous-produits de réaction se fait par dialyse contre un
mélange eau désionisée/éthanol 96 % (50/50 v/v) pendant 8 jours, puis contre de 1’eau désionisée
pendant 5 jours. L’eau de dialyse est changée 2 a 3 fois par jour. Apres dialyse, la solution est
lyophilisée pendant 48 h. Le rendement massique obtenu en dextrane modifié est quasi
quantitatif.

Il est a noter que, bien qu’en opérant toujours dans les mémes conditions, le taux de

modification obtenu peut varier entre 13 et 23 %
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Figure 37: Synthese du DexCg-t.

La fluctuation de la température ambiante a laquelle se déroule la réaction est
vraisemblablement la cause de la variation de t car le réacteur de synthése n’a pas été
thermostaté. Quoi qu’il en soit, nous verrons dans le chapitre III que les particules élaborées avec
des dextranes dont le taux de modification varie entre 14 et 20%, présentent des caractéristiques

tres voisines.
2.2.1.2. Détermination du taux de modification par RMN 'H

Le taux de modification d’un dextrane modifié est déterminé par une analyse RMN 'H du
polymere synthétisé. Les spectres RMN 'H sont enregistrés a 25°C & I’aide d’un spectrométre
Briiker Avance 300 MHz. Les spectres RMN 'H des divers DexCs synthétisés sont réalisés dans
le DMSO-ds en présence de quelques gouttes de D,O pour éliminer les signaux relatifs aux
protons hydroxyle des unités glucosidiques qui entourent le signal du proton anomere (Ha). En

éliminant ces pics, le risque de surestimer 1’intégration du Ha est réduit (Figure 38).
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Figure 38 : Spectre RMN "H d’un DexCg dans le DMSO-d; analysé (a) sans D,0 et (b) avec
ajout de DO.

Sur les spectres RMN 'H obtenus, nous pouvons identifier les 13 protons (¢’, d’) de la chaine
alkyle (0,7-1,5 ppm), ainsi que le proton anomere (Ha) de chaque unité glucosidique du dextrane
qui est situé vers 4,7 ppm. Les protons (a’, b’) de la chaine alkyle résonnent sous le massif
correspondant aux protons glucosidiques (3-4 ppm).

Le taux de modification peut étre alors facilement calculé a partir des pics du Ha d’une unité

dextrane et des pics ¢’ et d” correspondants a 13 protons de la chaine Cs.

ACHZ + ACH3
13

R Eq.
A, q-3

Avec : Acm, Achs et Ap, correspondant respectivement a 1’aire des pics attribués aux protons

(¢), (d’) et (Ha).
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2.2.2. Caractérisation des SA (GO et GN)

2.2.2.1. Détermination de la solubilité maximale des SA dans I’eau et dans

les solutions de Dextrane modifié

Les solubilités maximales, dans 1’eau et dans des solutions de dextrane modifié, des SA
étudiées (GO et GN) sont déterminées par RMN "H. Afin d’évaluer cette solubilité maximale, il
faut saturer une solution d’eau lourde (D,O) ou de dextrane modifi€é dans D,O (a une
concentration bien déterminée) avec un exces de SA. Cette solution est mise sous agitation
pendant 24 h puis centrifugée a 13000 rpm (18300 g) pendant 45 minutes. La concentration de
SA dans le surnageant récupéré, apres centrifugation, est égale a la solubilité maximale de cette

SA dans la phase aqueuse étudiée.

H u(p) T
3
4) oH |
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(b) (e} (d) (e)

iy
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Figure 39: Exemple de spectres RMN '"H du GO a sa solubilité maximale dans : (a) D,O (b)
une solution de DexCg a ([DexCg]=10 g/L dans D,0), en utilisant le phénol comme
référence externe.

Pour déterminer la solubilité maximale des SA dans 1’eau, une masse connue d’une molécule

dite «référence externe » (my) est ajoutée a un volume exact (V) de la solution de D,O
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saturée en SA. La référence externe utilisée dans notre cas est le phénol (ph) car aucun de ses
pics caractéristiques n’interfére avec un des pics caractéristiques de la substance a doser (Figure
39). L’ajout d’une référence n’est pas indispensable dans le cas ou I’on souhaite déterminer la
solubilité des SA dans des solutions de dextrane modifi€ car ce dernier peut servir comme
référence interne (pic du H anomere : Ha) pour calculer la solubilit¢é maximale des SA.
Cependant, 1’ajout du phénol peut étre un moyen supplémentaire de vérification de la validité des
calculs des solubilités maximales des SA dans ces solutions.

Les solubilités maximales dans 1’eau et dans les solutions de dextrane modifi¢ sont calculées a

partir des aires des pics (Eq. 4 et Eq. 5).

Aa M ‘A
m”h{ Am )[ M Phj Eq. 4

N
sol*™ sol
A M
Mpexc,— ( 7A j( 5 M j
SM 54/ pexc, = = - Pt Eq' ]
‘ 2"nsol'dsol
Avec : SMsa/ eau € SMsa/ pexce-r: solubilité maximale de la SA respectivement dans 1’eau

et dans une solution de dextrane modifi€ ;

SA:GOouGN;

Aa, Anm et Ap,: aires respectives des 2 protons (a) de la SA (7,1 ppm pour GO ou
GN), des 2 protons (m) du phénol (7,3 ppm) et du proton anomere (Ha) du DexCe-t
(5 ppm) dans D,O ;

Mg, : masse molaire de la SA utilisée : 282,33 g/mol pour le GO et 296,36
pour le GN ;

M;h: masse molaire du phénol (94,11 g/mol) ;

Mpexcs-T: masse molaire de 1’unité monomére du DexCe-t calculée par la

formule : M. , =7xXM . 190 +(100—7)xM

Dextrane
ou 1 le taux de modification du dextrane

M ,.c6100= 290 g/mol

M =162 g/mol

Dextrane™
mg, et dy. représentent respectivement la masse et la densité (densité du

D,0O :1,11 g/cm3) de la solution de SA analysée.
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2.2.2.2. Evaluation du pouvoir tensioactif des SA

Des mesures de tension superficielle ont été réalisées pour des solutions aqueuses saturées en
GO et en GN afin d'évaluer leur pouvoir tensioactif.

La technique de mesure de la tension superficielle (o) utilisée dans cette étude est celle de
I'anneau de Lecomte Du Noily. Ce systeme consiste a étirer un ménisque du liquide étudié au
moyen d'un anneau en platine. Le fil doit avoir une section uniforme aussi circulaire que possible
et le plan de l'anneau doit étre parfaitement parallele a la surface du liquide. Dans un premier
temps, 1'anneau est plongé sous la surface du liquide. La cuve contenant le liquide est ensuite
lentement abaissée et I'on mesure simultanément la résultante verticale des forces s'exercant sur
I'anneau en s'étant au préalable affranchi du poids de I'anneau. Quand I'anneau atteint la surface,
il ne la traverse pas mais I'étire en formant un ménisque, augmentant ainsi l'aire interfaciale.

Les solutions de SA ayant une concentration égale a leur solubilité maximale dans I’eau sont
préparées suivant le protocole présenté (paragraphe 2.2.2.1). Pour les mesures de tension de
surface, I’eau Milli-Q est utilisée pour préparer les solutions saturées en SA. Les mesures de
tension superficielle sont effectuées a I'aide d'un tensiometre Kriiss K20 EasyDyne, automatique,
qui donne directement la valeur de 6. Un bain thermostaté a 25°C est utilisé afin que la
température de mesure soit identique pour tous les échantillons.

Les solutions a analyser sont placées dans des cristallisoirs utilisés comme des cellules de
mesure. Ces derniers sont préalablement nettoyés avec de 1’acide sulfurique afin d’éliminer toute
trace organique puis rincés abondamment a l'eau, a l'acétone et enfin séchés. L'échantillon de
solution, soit 20 mL, est introduit dans la cellule de mesure et laissé au repos 12 h pour permettre
la saturation de I’interface par le tensioactif. Un temps d'attente d'un quart d'heure est respecté
avant la mesure pour permettre la stabilisation en température.

Pour chaque échantillon, cinq mesures successives sont effectuées et une valeur moyenne est

calculée.

2.2.2.3. Evaluation de la miscibilité des SA avec le PLA par MDSC

La calorimétrie différentielle a balayage (ou Differential Scanning Calorimetry) est une
technique permettant de suivre la variation d’enthalpie d’un échantillon en fonction du temps ou
de la température, sous une atmosphere donnée. Cette méthode repose sur 1’aspect différentiel de
la mesure : deux fours jumeaux sont placés dans une enceinte calorimétrique, I’un contenant une

référence (creuset vide) et l’autre un creuset contenant I’échantillon. La comparaison des
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températures des deux fours, fournies par un thermocouple, permet a un générateur de puissance
de moduler le flux thermique pour maintenir identiques les températures des deux fours. Ainsi,
on peut mesurer 1’énergie absorbée ou dégagée par I’échantillon analysé.

Il est alors possible de mettre en évidence et de quantifier certains phénomenes physiques

(fusion, cristallisation) ou chimiques (variation d’enthalpie (AH) et de chaleur spécifique (Cp)).

De ce fait, la pureté et/ou les caractéristiques de changement d’état d’un composé donné peuvent
étre étudiées. Dans le cas des polymeres, il est notamment possible de déterminer la température
de transition vitreuse Tg, I’existence de phases cristallines, la température de fusion Tf ou encore
d’examiner la compatibilit¢ d’un mélange de polyméres ou d’un polymére avec une autre
substance.

Les analyses réalisées au cours de cette these ont été effectuées par DSC modulée (MDSC).
L’emploi de deux vitesses de chauffage : moyenne (linéaire) et modulée (sinusoidale) permet
d’obtenir en méme temps une bonne résolution et une meilleure sensibilité comparativement a
une DSC classique.

En MDSC, le flux de chaleur total est séparé en deux parties : un flux inversible (qui répond
linéairement a la variation de la vitesse de chauffage) et un flux non inversible (qui dépend du
temps et de la température absolue et donc qui ne répond pas linéairement a la variation de la
vitesse de chauffage). Le flux inversible permet de détecter la capacité calorifique (Cp), la
température de transition vitreuse (T,) ou la température de fusion (Ty), tandis que le flux non
inversible permet d’observer par exemple des phénomenes tels que la cristallisation,
I’évaporation, la réticulation, la décomposition.

Les analyses thermiques sont réalisées en utilisant un calorimetre Q2000, TA Instruments. La
procédure consiste a faire subir a I’échantillon trois cycles de chauffage et de refroidissement de
-25°C a 200°C (ou 220°C) sous flux continu d’azote avec une vitesse constante de 5°C/min, en
modulant +1°C chaque 40 s. Des masses connues d’échantillon (10 — 15 mg) sont introduites
dans des creusets en aluminium (Tzero Aluminium) et placées dans le passeur automatique de
I’appareil. Un creuset vide de masse connue servant de référence y est aussi placé.

Pour évaluer la miscibilité du PLA avec les SA étudiées, des mélanges PLA/SA sont préparés
puis analysés par MDSC. La procédure de préparation des échantillons consiste a dissoudre
pendant 24 le mélange PLA/SA dans 2 mL d’acétone, qui est un solvant commun. L’acétone est
ensuite évaporée a 37 °C pendant 3 h dans une étuve ventilée (Thermoshaker). Le séchage est

finalisé en mettant 1’échantillon a 1’étuve sous vide pendant toute une nuit a 90 °C.
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Figure 40 : Thermogrammes obtenus par MDSC (a) pour un mélange PLA/GN 80/20 (b)
pour un mélange PLA/GN 50/50.
Les Figure 40 (a) et (b) représentent respectivement un thermogramme obtenu lorsque le PLA
et la SA analysée sont bien miscibles (Ty du PLA modifi€e, pas de pic de fusion de la SA) et un
thermogramme enregistré dans le cas d’une miscibilité partielle de la SA avec le PLA (T,

modifiée et présence d’un pic de fusion attribué a la SA en exces).

2.2.3. Elaboration des particules

2.2.3.1. Procédés discontinus : nanoprécipitation et émulsion-évaporation

de solvant

2.2.3.1.1 La nanoprécipitation

10 mL d’une solution aqueuse de DexCe-1 a la concentration souhaitée sont préparés. Les
phases organiques utilisées sont des solutions d’acétone (5 mL) contenant du PLA ou un
mélange PLA/SA. La quantité de matiere totale dans la phase organique a été maintenue €gale a
50 mg pour toutes les expériences. Le débit d’addition de la phase organique dans la phase
aqueuse est égal a 0,3 mL/min dans toutes les expériences.

Aprées addition dans la phase aqueuse, 1’acétone est évaporée a 37°C pendant 1h30 dans le
Thermoshaker. Les particules obtenues sont lavées dans le but d’éliminer le dextrane modifié
non adsorbé a la surface des particules ainsi que la SA qui n’a pas été encapsulée. Le processus
de lavage consiste a centrifuger trois fois la suspension de nanoparticules obtenue apres

évaporation de solvant (Centrifugeuse GR20-22 JOUAN avec un rotor ayant un diametre de 14,5
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cm, 13000 tr/min, 18300 g, pendant 45 minutes a 15°C). Apres chaque centrifugation, le
surnageant est retiré puis remplacé par 10 mL d’eau MilliQ et la suspension est redispersée
durant 10 minutes dans un bain a ultrason.

La distribution de tailles des nanoparticules est déterminée avant et apres les opérations de

lavage pour chaque échantillon, par granulométrie laser.
2.2.3.1.2 L’émulsion -évaporation de solvant (E-ES : huile/eau)

Un volume v d’acétate d’éthyle (AcOEt) contenant du PLA ou un mélange PLA/SA a une
concentration C est ajouté a une solution de DexCg a une concentration C’. Pour obtenir des
nanoparticules, la solution est soumise a 1 min de vortex (pré-émulsification) puis soumise aux
ultrasons dans la glace a des puissances et des temps variables. La sonde a ultrasons est couplée a
un amplificateur Bioblock Scientific vibracell 75043, placé dans une enceinte capitonnée. Apres
émulsification, I’acétate d’éthyle est évaporé sous agitation a 37°C pendant 1h 30 min dans le
Thermoshaker. Les particules obtenues sont lavées par centrifugation, ainsi que décrit ci-dessus
pour la nanoprécipitation.

I est a noter que les nanoparticules élaborées par émulsion-évaporation de solvant présentent
dans certains cas, des tailles nettement plus petites que celles obtenues par nanoprécipitation.
Dans ce cas, les centrifugations sont effectuées a 16000 tr/min (28000 g) pendant 45 minutes a
15°C.

Pour obtenir des microparticules avec des tailles situées dans le domaine 100 um-1000 pm, la
pré-émulsification s’effectue en mélangeant la phase organique et aqueuse sous agitation
manuelle pendant 1 minute. L’émulsion obtenue est ensuite maintenue sous agitation magnétique
pendant 30 minutes.

La suspension de particules est ensuite mise a évaporer a 37°C pendant 1h dans une étuve
ventilée. Au bout de 30 minutes d’évaporation, 4 mL d’eau Milli-Q sont ajoutés a 1’émulsion
afin de limiter I’évaporation de 1’eau qui risquerait de provoquer une agrégation irréversible des
particules. Les particules obtenues sont ensuite centrifugées (13000 tr/min pendant 15 minutes a
15°C) et lavées. La redispersion dans un bain a ultrason n’est plus indispensable car les
microparticules se redispersent facilement apres chaque lavage.

Dans le cas des nanoparticules, la lyophilisation des suspensions conduit a une agrégation
irréversible des particules. Pour éviter cette agrégation, les particules lavées sont lyophilisées
(Iyophilisateur LABCONCO) en présence d’un cryoprotecteur (D-(+)-Trehalose dihydrate,

Sigma-Aldrich) a raison de 10 mg par mL de suspension.
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2.2.3.2. Procédé continu : émulsion-diffusion en géométrie microfluidique

2.2.3.2.1 Procédure de fabrication du systéme microfluidique

a) Préparation du wafer (Substrat : support du moule)

La premiere étape consiste a préparer le moule qui sera utilis€é pour fabriquer les
microsystemes. Pour cela, un wafer en silicium est tout d’abord nettoyé et séché. La présence de
la moindre impureté sur le wafer pourrait empécher la résine d’adhérer a la surface et
endommager le motif imprimé. Le nettoyage est réalis€ en deux étapes. La premicre étape
consiste a plonger le wafer dans I’acétone afin de dissoudre les dépdts organiques, puis dans un
bain a ultrasons (10 min) et enfin a sécher ce substrat. La deuxieme étape consiste a plonger le
wafer dans de 1’éthanol puis a le sécher. Une alternative a cette préparation consiste a nettoyer le
substrat par une solution de « mélange piranha » (mélange eau oxygénée //acide sulfurique

1/3/712/3 (v/v)). Cette méthode n’a pas été utilisée dans notre cas.
b) Dépot et cuisson de la résine SU-8 sur le Wafer

Le SU-8 est une résine photosensible négative couramment utilisée dans la fabrication de
microsystemes. Apres avoir déposé la résine sur le wafer, nous attendons quelques secondes. Le
cycle de fonctionnement de la tournette du spinner (SPIN150) est divisé en deux parties : dans
un premier temps, il s’agit de faire tourner le substrat et la résine a 500 rpm pendant 10 secondes
en appliquant une accélération de 100 rpm/s. Puis dans un second temps, il s’agit de faire tourner
I’ensemble a 2000 rpm pendant 30 secondes en appliquant une accélération de 100 rpm/s. Dans
notre cas, 1’accélération est maintenue identique car le SPIN150 ne permet pas de modifier
I’accélération entre deux étapes d’'un méme programme. La résine est versée sur le substrat
directement a partir de la bouteille. Une fois le dépdt effectué, il est nécessaire de solidifier la

résine a 95°C pendant 45 min.
c) Exposition aux UV

Cette étape sert a définir la forme du motif du moule qu’on souhaite obtenir par
photolithographie. Pour cela, un masque formé de zones opaques et transparentes est déposé sur
le wafer couvert par le film SU-8 photosensible. L’ensemble subit une exposition a la lumiere

UV pour amorcer la réaction de réticulation de la résine (Figure 41- (a) et (b)).
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Figure 41 : Exposition aux UV et développement d'une résine photosensible négative [3].

La dose d’irradiation est ajustée en fonction de I’épaisseur du film. Elle dépend aussi bien du
temps d’irradiation que de I’intensité de la lumiere UV (a2 365 nm). Une surexposition entraine
une dégradation du réseau: la création de radicaux libres permet une meilleure adhésion du film
sur le substrat, mais diminue la résolution des surfaces texturées. C’est pourquoi un compromis
entre 1’adhésion et la résolution des microstructures doit étre trouvé. Dans notre cas, nous avons
choisi de travailler dans les conditions suivantes : 2 minutes d’irradiation a 50 % de la puissance
maximale que peuvent fournir les émetteurs de 1’appareil (~ 12,5 mW).

Une étape de développement de la résine est ensuite nécessaire (Figure 41 - (¢)). Comme la
résine SU-8 2100 est une résine négative, seules les parties non exposées aux rayons UV lors de
I’insolation vont se dissoudre sous I’action du développeur SU-8. On trempe 1’ensemble substrat

et résine dans le développeur pendant 15 a 17 minutes sous agitation.
d) Ringage et séchage du moule

Le wafer est ensuite nettoyé a 1’éthanol pour enlever ’excédent de résine et séché. Nous
avons des lors un moule en résine SU-8 pour la réalisation d’un microsystéme. L’ensemble du
matériel utilisé est placé sous une hotte a flux laminaire qui, a 1’aide de différents filtres,
empéche D’entrée de toute poussiere. Ces poussieres pourraient boucher les microcanaux

fabriqués.
e) Coulage et démoulage du PDMS

Une fois I’empreinte du moule en résine réalisée, il s’agit de fabriquer les microcanaux en
utilisant le PDMS. Dans un premier temps, il faut peser et réaliser le mélange entre 1’huile
siliconée (base) et I’agent réticulant (Kit SYLGARD® 184 Silicone Elastomer fourni par Dow

Corning). Pour obtenir un matériau ayant de bonnes propriétés mécaniques, un mélange
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base/agent réticulant égal a 10/1 est utilisé. Le mélange est dégazé a I’aide d’une pompe a vide
afin d’¢éliminer les bulles d’air. Le mélange de PDMS est ensuite versé sur le wafer de silicium.
La cuisson est réalisée a 120°C pendant une heure ce qui permet d’obtenir les propriétés
physiques attendues. Une fois que le PDMS est solidifié, le systeme doit refroidir avant de
procéder au découpage et a la récupération des microsystemes en PDMS sur lesquels se trouvent

les empreintes du moule choisi.
f) Traitement plasma et collage

Cette étape permet d’assurer la bonne adhésion du PDMS a la lame de verre et ainsi d’avoir
une étanchéité sans ajout de colle, qui pourrait obstruer les microcanaux. Le plasma oxygéné est
utilisé pour assurer 1’activation de la surface du PDMS et de la lame de verre qui permettra le
collage irréversible des deux surfaces.

La plaque de PDMS sur laquelle I’empreinte du moule est gravée ainsi que la lame de verre
sont introduites dans I’enceinte du dispositif du plasma oxygéné. Afin d’obtenir une enceinte
contenant seulement de 1’oxygene, on fait le vide jusqu’a 0,2 mbar, on introduit ensuite de
I’oxygene jusqu’a 0,3 bar puis on refait de nouveau le vide jusqu’a 0,2 mbar. Cette opération est
répétée trois fois pour bien purger ’enceinte de 1’oxygeéne. Aprés cette étape, le vide est
maintenu jusqu’a 0,1 mbar puis le plasma oxygéné est mis en marche pendant 40 s. Ensuite,
I’oxygene est introduit progressivement dans I’enceinte tout en contrdlant la vanne d’oxygene.
Au bout de 1 a 2 minutes, le vide est cassé avec I’oxygene. Une fois que le vide est cassé, il faut
rapidement coller le PDMS a la lame de verre (en serrant bien les deux parties 1’une contre
’autre). Pour assurer un bon collage des deux compartiments, nous avons remarqué que le fait de
placer le microsysteme collé a I’étuve pendant 2 heures a 60°C renforce la bonne adhésion du
PDMS a la plaque de verre.

Les différentes étapes de fabrication d’un systéme microfluidique sont schématisées dans la

Figure 42.
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Figure 42 : Etapes de fabrication d’un systéme microfluidique (adaptée de McDonald et al

[4D).

2.2.3.2.2 Dimension des canaux du microsystéeme fabriqué

Les dimensions du systeme microfluidique ont été déterminées précisément en utilisant un

microscope optique.
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Figure 43 : Photographies du systéme microfluidique préparé (géométrie des microcanaux
en FF) (a) en taille réelle (b) microscope optique avec un grossissement x 5 : zoom sur la
constriction (jonction) en FF avec identification des dimensions du microsysteme élaboré.

118



Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Le microsysteme utilisé est un FF systtme formé de canaux rectangulaires. La largeur du
canal est de 230 um et sa profondeur est de 47 um. Il est a noter que le canal amenant la phase
dispersée en contact avec la phase continue présente un étranglement de diametre égal a 200 um
a I’intersection avec le canal ou arrive la phase continue. L’ensemble des trois courants rencontre
un deuxieme rétrécissement ayant un diametre égal a 116 um qui permet induit une accélération
de la vitesse des deux phases a cet étranglement, ce qui augmente le cisaillement appliqué a la
phase dispersée Ce rétrécissement permet d’avoir une taille de goutte beaucoup plus petite que le

diametre du canal de sortie.

2.2.3.2.3 Elaboration des particules par émulsion-diffusion en systéme

microfluidique

L’¢laboration des microparticules du domaine 1 pum -100 pum a été réalisée par émulsion-
diffusion dans le systeme microfluidique décrit précédemment (paragraphe 2.2.3.2.1). L’¢tape
d’émulsification a lieu a I’intérieur du systéme microfluidique.

La phase aqueuse est une solution de DexCq (5 g/L) saturée en AcOEt et selon les cas saturée
ou non en SA. La phase organique quant a elle est une solution dans I’AcOEt de PLA (10 g/L)
ou d’un mélange PLA/GO (PLA 8 g/L et GO 2 g/L). Les entrées du syst¢eme microfluidique ont
été reliées a des seringues fixées sur des pousse seringues en utilisant des tubes en PTFE,
permettant ainsi le controle du débit de chaque phase. Des aiguilles sont nécessaires pour assurer
la connexion entre les seringues et les tubes en PTFE; Les seringues utilisées sont en verres avec
un piston en PTFE fournies par la société « Hamilton ». Le volume de la seringue utilisée pour la
phase dispersée est égal a 10 mL alors que celui utilisé pour la phase continue est égal a 100 mL.
Les pousse seringues utilisées sont achetés de chez « Harvard Apparatus » et sont a double
position permettant ainsi de fixer deux seringues en méme temps et de mettre ainsi en
fonctionnement deux microsystemes en parallele. Pour nos expériences, deux pousse seringues
doubles sont utilisés. Chaque pousse seringue est dédié a une phase (continue ou dispersée). La
formation des émulsions est observée a 1’aide d’une caméra a haute résolution (CANON EOS
70D).

Apres la formation de 1’émulsion dans le microsysteme (dans les conditions optimales), la
dispersion doit étre introduite directement dans un grand volume d’eau pour assurer une bonne
diffusion de ’AcOEt a I’extérieur des gouttelettes permettant 1’obtention de microparticules

isométriques avec des tailles controlées.
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Par ce procédé, les suspensions de microparticules obtenues sont tres diluées et les
microparticules sont récupérées par filtration (filtre de porosité 1,2 um, systeme MilliPore) Les
particules déposées sur le filtre sont abondamment rincées avec I’eau afin de bien éliminer le
dextrane modifié non adsorbé a la surface des microparticules. Apres les lavages, les

microparticules sont récupérées et redispersées dans un faible volume d’eau (5 mL).

2.2.4. Caractérisation des particules

2.2.4.1. Granulométrie par diffraction laser

2.2.4.1.1 Principe

Un granulometre a diffraction laser a été utilisé pour caractériser les distributions de tailles

des particules (Mastersizer 2000© Malvern Instruments-Cellule : Hydro 2000up).

Laser

Source de lumiére bleue
Cellule de mesure -
P
- A

Détecteurs

- g =

Figure 44 : Granulomeétre Mastersizer 20000©.

Le montage optique de ce granulometre est un montage de Fourier inverse utilisant une
lentille de 550 mm de distance focale. Les particules sont soumises a un faisceau laser focalisé.
Le systeme utilise alternativement deux longueurs d’onde : I’une provenant d’un laser a gaz
hélium-néon polaris¢ en vertical a 633 nm (faisceau rouge) et 1’autre d’une diode
électroluminescente émettant un faisceau bleu a 466 nm. La tres grande stabilité en température,
en puissance et en longueur d’onde du laser a gaz hélium-néon garantit la précision de la mesure
des particules de plus grosses tailles. L’adjonction du faisceau bleu sur ce granulométre permet
d’augmenter la résolution submicronique mais également la sensibilité. L appareil est utilisé en
voie liquide et permet la mesure de taille de particules sur une gamme comprise entre 0,02 et
2000 um. Les résultats sont traités avec le logiciel Mastersizer 2000.

De nombreux modeles théoriques ont été développés afin de décrire le phénomene. En
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particulier, la théorie de Mie permet de prévoir la diffusion de la lumiere par les particules
sphériques, en tenant compte de la maniere dont la lumiere traverse la particule ou est absorbée
par celle-ci. Il faut alors connaitre 1’indice de réfraction et 1’absorption des particules dans
I’échantillon. Chaque taille de particule posséde sa propre image de diffraction. Le Mastersizer
capte les images de diffraction générées par I’ensemble des particules dans I’échantillon et, en se
basant sur la théorie de Mie, calcule les tailles des particules et la distribution de celles-ci. En
l'absence de particules, un faisceau laser (Hélium-Néon) converge au centre du détecteur grace a
la lentille placée en sortie de la cellule de mesure. En revanche, si des particules se trouvent dans
la cellule de mesure, la lumiere est diffractée sur les autres éléments du détecteur (cellules
photosensibles réparties autour du point central et dont la surface augmente avec leur position
angulaire). L’angle de déviation de la lumicre est inversement proportionnel a la taille de la
particule. La lentille a la particularit¢ de récupérer la lumiere diffusée par un ensemble de
particules de méme taille et de la superposer sur les mémes portions du détecteur. Ainsi, I'image
de diffraction obtenue rassemble la diffraction de toutes les particules de 1’échantillon.

L’appareil donne alors la taille des particules sous la forme d(0,1), d(0,5) et d(0,9) ainsi que la
distribution des tailles en prenant comme base le volume des particules. Ainsi d(0,1) représente
le diamétre de particule en dessous duquel se trouve 10% du volume de 1’échantillon, d(0,5) le
diamétre en dessous et au dessus duquel se situe 50% du volume de 1’échantillon et d(0,9) le

diameétre en dessous duquel se situe 90% du volume de I’échantillon.
2.2.4.1.2 Détermination des paramétres de mesure

La mesure par le Mastersizer nécessite la réalisation d’un blanc. Dans le cadre de ces travaux,
le blanc est effectué avec une solution d’eau milliQ. Une SOP (Procédure Opératoire
Standardisée dans laquelle les différents parametres de mesure sont introduits (dispersant : Eau,
indice de réfraction 1,3 ; indice de réfraction du PLA :1,4 ; vitesse d’agitation 1500 rpm) est
lancée et la mesure peut débuter. Le blanc est effectué : ’appareil détecte I’image de diffraction
du blanc qui sera ensuite soustraite a I’image de diffraction de I’échantillon.

Quelques gouttes de la suspension de particules sont alors ajoutées dans la cellule de mesure
et ’analyse est effectuée. L appareil donne alors la distribution de tailles en volume de particules

ainsi que les valeurs d(0,1), d(0,5) et d(0,9).
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2.2.4.1.3 Généralités sur 'analyse d’une distribution de taille des particules

Nous allons présenter les différents parametres fournis par le Mastersizer apres chaque mesure
d’échantillon et définir les relations qui peuvent décrire au mieux les distributions de tailles
obtenues (Figure 45).

Les diamétres moyens en surface et en volume ainsi que la surface spécifique Sp (m*/g) sont
définies de la maniere suivante :

e D[32] =% (fi di’) / 2(fi di®): diametre moyen en surface (ou diametre moyen de
Sauter),

e D[4,3]=X (fi di4) [ Z(fi di3): diametre moyen en volume,

e Sp (m%g) = 6 / d*D[3,2] : surface spécifique, fournie par le granulometre et
calculée a partir du D[3,2].

Avec d = masse volumique du polymere ; pour le PLA, d est égale a 1,25 g/cm’
Dans la littérature, différents parametres sont utilisés pour décrire les résultats
granulométriques obtenus. Parmi ces parametres on peut citer 1I’étendue moyenne de la taille des

particules (Mean Range of particle size) aussi appelé Span.

d(0,9) - d(0,1)

Span: MR = 4(0.5) Eq. 6
18 Particle Size Distributi
16
14 n
T 12
@ 10
E 8
= 6
“ A
2
TN\
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Particle Size (um)

Figure 45: Comparaison entre trois distributions de taille de nanoparticules obtenues dans
différentes conditions (-) Echantillon 1 (-) Echantillon 2 (-) Echantillon 3
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Tableau 14: Comparaison entre les parametres caractéristiques des nanoparticules des
échantillons 1, 2 et 3.

d@©,1) [d(0,5) |d(©,9) |D[32] | D[43]| Sp
Echantillon 5 Span
(pm) | (um) | (pm) | (um) | (pm) | (m7/g)
Echantillon1 | 0,065 | 0,112 | 0,196 | 0,101 | 0.196 | 47,3 | 1.1
Echantillon 2 | 0,194 | 0,296 | 0,656 | 0,300 | 0,367 | 16,0 | 1,6

Echantillon 3 0,215 | 1,214 | 9,582 | 0,581 | 13,112 | 8,3 7,7

Au cours de ces travaux de these, les mesures effectuées ayant été tres nombreuses, il était de
ce fait nécessaire de trouver des parametres qui nous permettent de décrire et de comparer les
différentes distributions de tailles obtenues sans avoir a présenter a chaque fois les distributions
de tailles correspondant aux suspensions analysées. Pour une distribution monomodale en taille
des particules, le Span est de 1’ordre de 0,8 - 1,2. Le Span a été choisi comme parameétre pour
décrire la largeur de la distribution de taille obtenue. Nous pouvons remarquer que sur les
exemples donnés (Figure 45 et parametres caractéristiques dans le Tableau 14), plus la

distribution de tailles s’¢élargit et devient multimodale plus le Span est élevé.

2.2.4.2. Microscopie électronique a transmission (MET)

Les caractérisations morphologiques des particules entre 0,1 et 100 um sont effectuées a
’aide d’un microscope électronique a transmission Philips CM200 opérant a 200 kV (résolution
par point : 0,27 nm, résolution en lignes : 0,14 nm), équipé de deux caméras CCD (rapide et HR)
et d’un spectrometre de dispersion d’énergie des photons X.

Dans le cas des nanoparticules, la procédure de préparation de 1’échantillon est la suivante.
Une goutte de la suspension est déposée sur une grille en cuivre. Aprés 3 minutes, ’exces de la
solution est éliminé & I’aide d’un papier filtre. Une goutte d’une solution aqueuse d’acétate
d’uranyle a 2% en masse (contrastant) est ensuite ajoutée sur la grille. Apres 1 minute, I’exces de
cette solution est absorbé a I’aide d’un papier filtre. La grille est finalement séchée pendant 5
minutes a I’air libre avant d’introduire 1’échantillon dans le microscope.

Dans le cas des microparticules, I’agent contrastant n’est pas utilisé.

2.2.4.3. Microscopie optique

La caractérisation morphologique des microparticules entre 100 pm et 1000 pm a été réalisée
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en utilisant un microscope optique (Zeiss).
Pour chaque analyse, une goutte de I’échantillon de microparticules a été déposée sur une

lamelle de verre puis observée avec un microscope optique équipé d’une caméra.
2.2.4.4. Encapsulation de SA dans les particules

La quantité de SA encapsulée dans les particules est déterminée par RMN 'H (Figure 46).
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Figure 46 : Exemple de spectre RMN 'H de (a) nanoparticules de GO/PLA dans DMSO-d;
avec deux gouttes de D,O (b) microparticules de GO/PLA dans DMSO-ds en présence de
phénol comme référence externe.

Le taux d’encapsulation (TE%) est défini comme étant le rapport de la masse de SA
encapsulée (Mgsa-encapsuiée) SUr la masse SA introduite dans la phase organique initiale (msa-initiale)
(Eq. 7). Afin d’évaluer le taux d’encapsulation, un volume de 4 mL de chaque suspension de
particules est prélevé, lavé et lyophilisé. Le solide obtenu est ensuite dissous dans 0,7 mL de
DMSO-ds en présence de deux gouttes de D,O. La masse de SA totale encapsulée est calculée a

partir de ’Eq. 8 sur chaque lot analysé (a partir du spectre RMN 'H des particules avant dialyse a

o).
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m ,
TE(%) — [ SAencapsuleej‘ 100 qu 7

mSA—iniriale

Avec :
Mga-initiale - Masse de SA initialement introduite dans la phase organique

Msa-encapsulée: Masse de SA encapsulée dans les particules. Cette masse est calculée a

partir de 1’équation

I1[A M
mSA—en(‘apsulée(mg/ gPLA) = E[?J-[#JIOOO Eq. 8

L PLA
ou:
Msa-encapsulée : masse de SA encapsulée ;
A,et A : Aires correspondant respectivement aux 2 protons (a) de la SA (GO ou GN)
(6,9 ppm) et au proton L du PLA (5,2 ppm) ;
Msa : Masse molaire de la SA utilisée : 282,33 g/mol pour le GO et 296,36 g/mol pour
le GN ;

Mpya : Masse molaire de I’'unité monomere du PLA : 72 g/mol.

2.2.5. Propriétés de surface des particules recouvertes de Dextrane

2.2.5.1. Détermination des taux de recouvrement en Dextrane des

particules

Sur le spectre RMN 'H obtenu pour des nanoparticules (Figure 46 - (a)), il est possible
d’identifier les pics relatifs aux protons du PLA et du DexCg et ainsi de quantifier la quantité de
DexCs¢ par rapport a la quantité de PLA présente. En utilisant les masses molaires des unités
monomeres de chacun de ces composés, il est ainsi possible d’évaluer la masse de DexCg présent

a la surface des particules par unité de masse de PLA (Eq. 7).
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A MDexC -7
M. (Mg /! gPLA) =£ 1o j( ‘ j
pee AL MPLA Eq. 9

Avec :
Ap, et Ap: Aires respectives du proton anomere du DexCs-t (4,7 ppm) et du proton du
PLA (5,2 ppm).
Mpexce.T: masse molaire de I’unité monomere du DexCg-1 calculée par la formule :

MDexCﬁfz' =7x MDEXCG—IOO + (1 00— T) x M

Dextrane
ou T: le taux de modification du dextrane

M DexCy—100 = 290 g/mol

M =162 g/mol

Dextrane™

M ,,, : Masse molaire de 1’unité monomeére du PLA (72 g/mol)

En calculant la masse de DexCe-t présente a la surface des particules par unité de masse de

PLA, nous pouvons alors remonter au taux de recouvrement en divisant cette masse par la

surface spécifique des particules (Eq. 8).

DexCg—1 (mg/gPLA)
Sp

m
F(mg/m2) = Eq. 10

Avec :
Mpec,—. - Masse du DexCe-1 présente a la surface des particules par gramme de PLA

calculée a partir de I’Eq. 9 (mg/g PLA) ;

Sp : Surface spécifique des particules déterminée a partir des résultats

granulométriques (m?/g).

En pratique, le taux de recouvrement ne peut étre déterminé que pour les nanoparticules car
celles-ci posseédent une grande surface spécifique (plusieurs dizaines de mz/g PLA) et
contiennent donc une quantité de dextrane suffisante pour la détermination par RMN 'H. La
surface spécifique des particules micrométrique est beaucoup trop petite (<1 m?*/g PLA), pour

que les signaux provenant du dextrane soient détectables.
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2.2.5.2. Détermination de I’épaisseur de la couche de Dextrane a la surface

des particules

2.2.5.2.1 Notion de Potentiel Zéta (Zétasizer)

La présence de groupes chargés a la surface d’une particule affecte la distribution ionique
dans la région interfaciale entre la particule et le liquide (Figure 47). Il en résulte une
augmentation de la concentration en contre-ions pres de la surface de la particule, qui peut étre
modélisée sous la forme d’une double couche électrostatique. La couche de Stern correspond a la
région la plus proche de la surface et comporte des contre-ions fortement liés. La seconde couche
(couche de Gouy-Chapman) est plus diffuse et son épaisseur dépend de la force ionique du
milieu. Plus on s’¢loigne de la surface de la particule, plus le potentiel de la couche diffuse

diminue.

Surface de ' ) -
la particule | «—— Plan de glissement ou de cisaillement
'

|
1+ Potentiel de surface ¥,
'

Potentiel

++ ++ 4+ +++7

Couche
de Stern

Couche diffuse

Distance dans la solution

Figure 47: Représentation de la double couche électrostatique a la surface d’une particule.

Quand un champ électrique est appliqué a travers un électrolyte, les particules en suspension
qui possedent une charge électrique sont attirées vers 1’électrode de charge opposée, alors que la
force de frottement subie par les particules s’oppose a ce mouvement. Lorsque 1’équilibre entre
ces deux forces est atteint, les particules se déplacent a vitesse constante. Leur vitesse dépend
donc du champ électrique, du milieu et de la charge de la particule. Sous 1’effet des forces de
frottement, la couche d’ions diffuse est arrachée jusqu’a un certain plan appelé plan de
cisaillement. Le potentiel mesuré au niveau de ce plan de cisaillement est appelé potentiel zéta
©.

Pour une particule donnée dans un champ électrique donné, quelle que soit la composition

ionique du milieu, la distance de la surface au plan de cisaillement reste la méme. En pratique, le
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potentiel £ que nous avons évalué n’est pas celui mesuré par 1’appareil (calculé en utilisant

I’approximation de Smoluchowsky), mais est recalculé a partir de la mobilité électrophorétique

ug (exprimée en cm2-V™'-s™") des particules, selon I’équation modifiée de Booth :

o) -<()
C(mV) =251 E_ / /

5 f1+3c{EJ +4C4(Ej>
fi il

ot E=7520 u, et f estle facteur de correction de Henry qui tient compte de la déformation

Eq. 11

du champ électrique autour des particules. Les effets de relaxation sont pris en compte par les

coefficients C;et C,. Une méthode permettant de déterminer f;, C;, C, et de calculer le potentiel

¢ a partir de la taille, de la mobilité électrophorétique £ des particules, et de la concentration
saline du milieu a été décrite par Deshiikan et Papadopoulos [5]. Cependant, lorsqu’une particule
chargée est recouverte d’un polymere neutre et que la couche de polymeére est supérieure a
I’épaisseur du plan de cisaillement x, il y a déplacement de ce plan de cisaillement, de la distance
x a une distance de la surface notée Apz. On observe alors une diminution du potentiel £, qui tend
vers z€ro au fur et 2 mesure que la quantité de polymere déposé et que I’épaisseur Apz de la
couche interfaciale augmentent. Gouy et Chapman ont alors proposé une relation exprimant
I’évolution du potentiel ¢ en fonction du paramétre de Debye-Hiickel ky, (m™) et de I’épaisseur

Apz de la couche de polymere a la surface:

z
in | anh| 245 || =i | tanh [ Z9Y0 || =k, xa,,
4k, T 4k, T Eq. 12

Avec :
- ¥y le potentiel de la surface du cceur de la particule.
- Zvalence de la solution saline en présence
- e : Charge ¢lémentaire de 1’¢lectron : 1,602176565 10°C
- kg : Constante de Boltzmann : 1,381.10'23 JK!

- T : Température absolue du milieu : 298 K
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L’¢épaisseur de la couche diffuse quant a elle, est égale a I’inverse du paramétre ky et dépend

de la force ionique du milieu.

) /2

1000.e*>.Na.) (C,.Z,)
k, (nm™) =10’ i

Eq.1
ek, T q- 13

Avec C; et Z;, les concentrations et valence des ions en présence dans le milieu.

En mesurant le potentiel Zéta a différentes forces ioniques (Cj) et en reportant

Zeg . . .
In | tanh Ak T en fonction de ky, on obtient une courbe dont la pente a faible valeur de ky
B

est égale a Apz la distance de la surface au plan de cisaillement. A, peut étre assimilée dans

notre cas a I’épaisseur de la couche de dextrane recouvrant la surface des particules.

o 25|

A

Pente=-A,, N

> Ku

Figure 48: Détermination de Apz, d’apreés la mesure de potentiel { au niveau du plan de
cisaillement des particules, calculé par la relation de Gouy-Chapman, et en fonction du
parametre de Debye-Hiickel ky.

Ceci est effectivement vrai pour de faibles forces ioniques, c'est-a-dire lorsque 1’épaisseur Apy
est inférieure a celle de la couche diffuse (1/ky). Par contre, lorsque Apz est supérieure a (1/ky) la

courbe s’incurve et les valeurs tendent vers zéro L’épaisseur Apz ne peut donc plus étre

déterminée a partir des valeurs du potentiel Zéta mesurées a des forces ioniques plus élevées.
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2.2.5.2.2 Principe de la mesure

Le but est de mesurer le potentiel Z€éta des nanoparticules a différentes concentrations en
NaCl est de caractériser 1’épaisseur ¢lectrocinétique de la couche interfaciale de dextrane.

La mobilité électrophorétique est mesurée dans des solutions de NaCl de concentration
variable (de 10° 2 10 mol/L) a I’aide de I’appareil Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments).
Pour cela, quelques gouttes de suspension de nanoparticules sont ajoutées a 5 mL d’une solution
de NaCl de fagon que la concentration finale en nanoparticules soit d’environ 0,01 % en masse.
La cuve d’analyse est tout d’abord rincée avec de 1’eau Milli-Q, puis avec la suspension a
analyser. Enfin, cette cuve est remplie avec la suspension de nanoparticules, en veillant a ne pas
introduire de bulles d’air.

Les valeurs de potentiel sont tracées en fonction de la concentration en NaCl. A 1’aide de
I’équation de Booth modifiée, puis de la relation de Gouy et Chapmann, on parvient a estimer
I’épaisseur de la couronne polysaccharide (Apz). Cette technique n’est applicable qu’aux

nanoparticules.
2.2.5. Stabilité colloidale dans les solutions salines

Les particules colloidales sont toujours sujettes a un mouvement brownien et les collisions
entre les particules qui en résultent sont fréquentes. La stabilité colloidale des dispersions est
donc déterminée par les interactions entre les particules pendant une collision. Les
nanoparticules de PLA non recouvertes développent des interactions répulsives de nature
électrostatique entre elles. Le recouvrement de la surface par une couche de dextrane amphiphile
génere des interactions stériques répulsives entre les particules. La stabilité colloidale des
suspensions de nanoparticules a été caractérisée en évaluation la force ionique minimale
conduisant a la floculation. L’augmentation de la force ionique écrantant les répulsions
électrostatiques provenant du PLA, elle permet donc d’apprécier I'impact de la présence des

boucles de dextrane en surface.
2.2.4.2 Principe de la mesure de turbidimétrie

Toutes les mesures de floculation ont été réalisées par tubidimétrie. En effet, 1’instabilité¢ du
systeme se manifeste par une augmentation soudaine de la turbidité t de la dispersion. Quand le
rayon des particules est inférieur a A/5, la théorie de Rayleigh est applicable et la turbidité de la

suspension est donnée par I’Eq. 14:
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r=Bn,V’
Eq. 14

Avec :
- B est une constante optique
- np est le nombre initial de particules
- Vest le volume des particules
De plus, la valeur de la turbidité peut-&tre obtenue a partir de la densité optique (DO) de la

suspension selon I’Eq. 15 :

7=2303DO/1
Eq. 15

Avec 1 I’épaisseur de I’échantillon.

Dans le cas des microparticules, le rayon des particules est largement supérieur a A/5. Dans
ces conditions la théorie de Rayleigh n’est plus applicable. De ce fait, ces expériences n’ont été
réalisées pour les suspensions de nanoparticules.

Sachant que la formation d’agrégats de particules conduit & une augmentation de la turbidité
de la dispersion, la méthode de turbidimétrie consiste a mesurer la densité optique de la
suspension, dans le domaine visible a 1’aide d’un spectrophotometre. Il est ainsi possible
d’observer 1’évolution d’un systeme colloidal au cours du temps et/ou en fonction de la

température. L’évolution de la turbidité en fonction du temps est donnée par I’Eq. 16:

r=Bn,V’ (1 +2.k.n, .t) Ea 16
q.

Avec k la constante de vitesse de floculation.

En réalité, les courbes expérimentales 1=f(t) s’incurvent rapidement car la diffusion de
Rayleigh n’est plus applicable dés que les agrégats sont constitués de plus de deux particules.
Long et al [6] ont alors imaginé une méthode permettant de détecter de faibles degrés de
floculation pour les dispersions colloidales. Cette technique est basée sur la mesure de la
turbidité dans une plage adaptée de longueurs d’onde (400 — 600 nm), et sur le calcul de la pente
des droites (log DO) en fonction de (log A). La valeur absolue de cette pente (Inl) est environ
égale a 3-4 pour une diffusion de Rayleigh, en absence de diffusion multiple. Au fur et a mesure

que la taille des particules augmente, la valeur de Inl diminue, du moins tant que les agrégats
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présentent une taille intermédiaire entre les domaines d’application de la diffusion de Rayleigh et
de la théorie de Mie. Enfin, il est important de souligner qu’en ’absence de diffusion multiple la
valeur de Inl ne dépend pas de la concentration en latex de la dispersion colloidale, dans les

conditions utilisées.
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Figure 49: Exemple de suivi de la stabilité colloidale de nanoparticules de PLA stabilisées
par le DexCg-17 et élaborées par nanoprécipitation dans des solutions de NaCl a différentes
concentrations.

Une décroissance importante de la courbe Inl=f(force ionique) correspond ainsi a une
augmentation de la turbidité et donc a une floculation de la suspension. Plus le facteur Inl est
grand et plus la taille des particules présentes dans la suspension est faible. La Figure 49
représente le facteur |n|, indicateur d’une floculation de la suspension, en fonction de la
concentration en NaCl dans le milieu dans le cas de nanoparticules recouvertes de DexCe-17

préparées par le procédé de nanoprécipitaion.
2.2.4.3 Mode opératoire

Nous avons mesuré la variation de DO des dispersions diluées dans plusieurs solutions de
concentrations croissantes en NaCl : 10 M, 107 M, 107 M, 10! M, 1M,2Met4d M.

Des cuves spectrophotométriques sont remplies avec 3,5 mL de chaque solution de NaCl. 0,5
mL de suspension de nanoparticules sont ensuite ajoutés dans chaque cuve. Les cuves sont

agitées manuellement et laissées au repos pendant une heure.
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Les DO sont mesurées par un spectrophotometre (UVikon-XL Bio-Tek Instruments) avec un
balayage entre 450 nm et 700 nm (mesures tous les 50 nm). Pour chaque concentration en NaCl,
la courbe log (DO) en fonction de log (A) est tracée et la pente Inl calculée. La courbe
représentant les valeurs absolues des pentes n en fonction de la concentration en sel reflete la

stabilité colloidale des particules en fonction de la force ionique du milieu (Figure 49).
2.3.  Suivi de la cinétique de libération

2.3.5. Procédure par dialyse pour les nanoparticules : méthode indirecte

La cinétique de libération de la SA a partir des nanoparticules est suivie par dialyse des
particules contre un grand volume d’eau, a température ambiante, en utilisant une membrane
(SpectrafP0r® Membrane Dialysis Products, MWCO: 12-14 kD) fournie par SpectrumLabs®. La
suspension de particules obtenue apres lavage est répartie dans différents boudins de dialyse (4
mL de suspension dans une membrane ayant une longueur égale a 30 cm et une largeur égale a
10 mm). Les boudins sont mis a dialyser dans des éprouvettes contre 2 L d’eau distillée sous
agitation (environ 200 rpm). L’eau utilisée pour la dialyse est changée en moyenne 2 fois par
jours. Dans ces conditions de dialyse, les conditions « sink » sont vérifiées, a savoir que la
concentration de SA libérée dans ’eau est toujours largement inférieure a sa concentration de
saturation. Les suspensions dialysées sont ensuite prélevées une a une au cours du temps puis
lyophilisées. Une analyse RMN 'H, dans le DMSO-ds en présence de 2 gouttes de D,0O, de
chaque échantillon prélevé au cours du temps permet de déterminer la quantité de SA qui n’a pas
été libérée (présente a I’instant t dans les particules analysées) et de remonter par calcul a la

quantité de SA libérée.

mSA_lihérée/t = mSA_enmpsulédtO - mSA_ encapsuléd't Eq_ 17

Avec : Mg, ipae - Masse de SA libérée a I’instant t

Mgy ancapsutcas, - Masse de SA totale encapsulée calculée a partir de I’'Eq. 8 en se basant

sur le spectre RMN 'H des particules avant dialyse, au temps ¢

My pneapsuica: - Masse de SA encore encapsulée a 'instant t calculée a partir de I’Eq. 8

en se basant sur le spectre RMN 'H des particules dont la dialyse est arrétée a ’instant t.

Il est a noter que, dans notre cas, pour avoir des spectres RMN 'H bien interprétables, la
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masse minimale de particules analysées doit étre égale a 10 mg, ce qui correspond a 4 mL de

suspension /boudin de dialyse.
2.3.6. Procédure pour les microparticules

Le suivi de la cinétique de libération des microparticules a été effectué dans un milieu
tamponné (Tris(hydroxyméthyl)aminométhane/HC1 0,05M, pH=8,6). 20 mg d’azoture de sodium
ont été ajoutés a 100 mL de solution tampon (0,02 % (w/w)) dans le but d’éviter un
développement bactérien susceptible de se produire lorsque la libération se fait sur une longue
durée (plusieurs mois).

Les microparticules sont réparties dans différents tubes Eppendorf de volume égal a 1,5 mL.
Dans chaque tube, 20 mg de microparticules sont introduits dans 1 mL de la solution tampon. A
ce pH, les esters d’acide gallique sont tres solubles dans 1’eau car les fonctions OH aromatiques
sont déprotonées (pKa=8,16 pour le GO par exemple [7]) et les conditions « sink » sont
éventuellement respectées. L’ensemble des tubes Eppendorf est mis sous agitation pendant
plusieurs mois. Tous les 20 jours, 1’agitation est arrétée. Un des échantillons, de chaque lot de
particules, est prélevé, centrifugé (mini centrifugeuse, 15 minutes a 13000 rpm/cycle), lavé 2
fois, congelé dans ’azote liquide, lyophilisé puis analysé par RMN 'H (Figure 39-(b)) alors
qu’un renouvellement du milieu de libération est appliqué aux autres échantillons.

Dans les conditions précédentes, I’hypothese de la dégradation du PLA est envisageable et ne
permet donc pas d’utiliser les signaux du PLA comme ceux d’une sonde interne. Nous avons
alors utilisé une sonde externe pour doser la SA encapsulée dans les particules a un instant t
donné. Ceci permet de remonter a la quantité libérée a I’instant t, a partir des 20 mg de particules
introduites initialement, mais sans prendre en compte le PLA. Dans ce cas, le pic (b) de la SA
sera compar¢ a un des pics caractéristiques du phénol utilis€ ici comme référence. L’Eq. 17 est
utilisée pour le calcul de la mga.jibereet (Figure 39 (b)). Cependant, dans ces conditions, la m ga-

encapsulée/t S€ra définie par 1I’équation I’Eq. 18.

_ Aa MSA
mMP—SA_encupsuléq, _mph' A_ ’ M Eq. 18

m ph

Avec :
MMP-SA_encapsuléerr - Masse de SA encapsulée dans les microparticules a I’instant t

exprimée en mg ;
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my;,: Masse de phénol introduite dans le volume de DMSO-ds utilisé pour dissoudre
les microparticules analysées exprimée en mg ;

A, et Ay Aires respectives des protons (a) de la SA (6,9 ppm pour GO et GN) et des
protons (m) du phénol (7,15 ppm) ;

Mgsa: Masse molaire de la SA utilisée : 282,33 g/mol pour le GO et 296,36 g/mol
pour le GN.

M;h: Masse molaire du phénol (94,11 g/mol).

2.4. Suivi de la dégradation du PLA par Chromatographie d’Exclusion

Stérique

2.4.5. Principe de la SEC

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) est une chromatographie en phase liquide
dans laquelle la phase stationnaire est un gel réticulé poreux disposé dans une colonne
chromatographique et gonflé par la phase mobile. La séparation est basée sur la rétention
sélective des macromolécules en solution en fonction de leur volume hydrodynamique. Le
couplage de cette technique avec la diffusion de la lumiere (SEC-MALLS) permet d’estimer les
masses molaires moyennes des polymeres sans avoir recours a un étalonnage, a condition que le
dn/dc du polymere dans 1’¢éluant soit connu.

La théorie de la diffusion de la lumiere par des solutions de polymeres émane des travaux de
Debye et Zimm [8]. L’équation générale reliant I’intensité de la lumiére diffusée par une solution

diluée de polymere de masse molaire moyenne en masse M,, a un angle 6 est la suivante :

KC _ 1 (1 one+ 207 p n2?
ARy M, 28 Tgpe e Sy
_ An’n®dn . AR = Iy T2
=N, dc ¢ T,V

Avec :

C : la concentration massique du polymere en solution

A,:le second coefficient de Viriel
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A : la longueur d’onde incidente

Ry le rayon de giration moyen de la pelote macromoléculaire

0 : I’angle de mesure par rapport au rayon incident,

Ny: le nombre d’Avogadro

n : I’indice de réfraction du solvant, ARy: le rapport de Rayleigh

Ig:I'intensité de la lumiére diffusée par le volume V, mesurée a la distance r de 1’échantillon

et I 'intensité de la lumiere incidente.

Dans notre étude, I’¢luant est le THF. L’appareillage est constitué d’'une pompe Waters 515
(débit = 1 mL/min), d’un dégazeur AF (waters in-line), d’une boucle d’injection de 100 uL et
d’une série de trois colonnes PLgel 5um, 300 mm 7,5 mm, (10% A, 10° A, 10* A) avec une pré-
colonne de méme type. Un détecteur de diffusion de la lumiere de modele mini Dawn Treos
(Wyatt Technology Corporation) (A = 658 nm) est situé a la sortie des colonnes. Il est constitué
de trois photodiodes qui mesurent D’intensité¢ diffusée a 45, 90 et 140°. Un réfractometre
différentiel de type OPTILAB rex (Wyatt Technology Corporation) est également installé en
série. L’appareil est équipé d’un passeur d’échantillon de type Waters 2707 et d’un régulateur de

température qui permet de faire les analyses a 40 °C.
2.4.6. Procédures expérimentales

Une masse donnée de microparticules est récupérée puis dissoute dans le THF de maniere a
avoir des solutions de polymere de concentration égale a 5 g/L.. Les solutions analysées par SEC
sont préparées la veille dans le THF, puis filtrées sur des filtres Millex HA de 0,2 um. Le dn/dc
utilisé est égal a 0,054 L/g.

Ces analyses nous ont permis de déterminer les masses molaires moyennes du PLA et

d’apprécier sa dégradation éventuelle au cours des 4 mois de suivi de la libération.

2.5. Répétabilité des résultats et estimation des erreurs expérimentales

2.5.5. Répétabilité

Les expériences effectuées au cours de cette these ont toutes été réalisées au moins deux fois
dans des conditions identiques. Les résultats présentés dans ce manuscrit sont donc relatifs aux

moyennes des résultats obtenus pour chaque expérience refaite au moins deux fois.
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2.5.6. Incertitude sur le taux de recouvrement

L’incertitude sur les valeurs du taux de recouvrement a été estimée a partir d’un calcul faisant
intervenir ’erreur expérimentale sur la masse de DexCq-t (g/gPLA) ainsi que sur la surface
spécifique.

Le taux de recouvrement est défini par ’Eq. 10. L’incertitude relative sur le taux de

recouvrement est exprimée par I’Eq. 19.

A(I') _ A(mDexCG—z- (mg/ gPLA)) N A(Sp)

Eq. 19
I Mporc, - (mg/ gPLA) Sp
Avec
Mperc, - (Mg ! gPLA) : définie par I’Eq. 9.
Sp : surface spécifique et est égale a Sp —L (Cf.2.24.1.3)
p: pécifiq g d.D[3,2] .2.2.4.1.3).
L’incertitude sur le taux de recouvrement peut alors étre exprimée comme suit :
AD) _ A(4,,) A4  AD[B2) Eq.20

r A

Ha

A, D[3,2]

A(A . . . . . e
Avec : (Ayo) : Incertitude relative sur 1’aire du pic H anomére du dextrane modifi¢ (Ha)
Ha

correspondant & I’erreur expérimentale de la RMN 'H : +/- 0,025.

M: Incertitude relative sur l’aire du pic (L) du PLA correspondant a 1’erreur
L

expérimentale de la RMN 'H : +/- 0,025.

A(D[3.2) . SN -

W : Incertitude relative a la mesure du diametre moyen en surface par

granulométrie : +/- 0,10.

L’incertitude absolue est définie a partir de I’Eq. 20 :

A(T)=0,15T Eq. 21
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Au cours de ces travaux de these la valeur maximale obtenue pour des taux de recouvrement
. P P < 2 .« . 2
non surestimés est égale a 3,5 mg/m~ et la valeur minimale est de 2 mg/m”.

L’incertitude relative est alors comprise entre :
0,3<A(N)<0,525

L’incertitude relative par rapport au taux de recouvrement sera maintenue égale a sa limite

supérieure : A(I') = 0,5 pour tous les résultats présentés dans ce manuscrit.
2.5.7. Cinétiques de libération : barres d’erreurs

Pour les courbes de cinétique de libération, les limites des barres d’erreurs représentées sont
estimées a partir d’un calcul d’incertitude, sur les % de SA libérées, faisant intervenir 1’erreur
expérimentale relative 2 la RMN 'H.

Le calcul de I’incertitude absolue sur le % de SA libérée est détaillé ci-dessous.

Le % de SA libérée est définie comme suit :

_ SAlibéréed t
ToSAypirs,, = — S 100

Eq. 22

SAencapsuée/t

Estimer I’incertitude sur le %SA ineren revient a estimer 1’incertitude absolue de ——3alibérédt

mSA encapsuée/t,

L’incertitude relative est alors calculée de la maniére suivante :

Al Mspiipéréer | _ A(mSAlibe’rée/t) + A(mSAenwpmfe/ tn) Msliverée t
i Eq. 23

mSA encapsuée/ t, m SAlibérée t m SAencapsuée /1, m SAencapsuée | t,

I1 est a noter que I'incertitude relative calculée pour la masse de SA (indifféremment pour SA

encapsulée ou libérée) peut s’exprimer sous la forme suivante :

A(mg,) _ ACA) N A(A) N A(mp,,)
My A A Mpp4

a

Eq. 24
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Avec : Almp) : Incertitude relative sur la masse du PLA (erreur de la balance), pour simplifier
Mpp4
les calculs nous allons négliger ce parametre.
A(4,)

: Incertitude relative sur 1’aire du pic (a) de la SA correspondant a 1’erreur

a

expérimentale de la RMN H: /- 0,025.

M: Incertitude relative sur 1’aire du pic (L) du PLA correspondant a I’erreur

L

expérimentale de la RMN 'H: 4/ 0,025.

L’incertitude absolue peut alors s’exprimer a partir de I’Eq. 24 par :

A(my,) =0,05.my, Eq. 25

En utilisant ’Eq. 25, le développement de I’Eq. 23 permet de calculer ’incertitude absolue

relative au rapport SAlibéréd

mSAencapsué’e/to

Al Msativraar | _) 1
2
mSAencapsuée/to Eq- 26

L’incertitude relative ou I’erreur évaluée par rapport au %SA encapsulée est alors égale a +

10%.

Les limites des barres d’erreurs présentées sur les courbes de libération sont alors définies de
la maniere suivante :
e Limite inférieure = %SA - 10%

e Limite supérieure = %SA + 10%
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Chapitre 3 : Elaboration de particules de PLA par procédés discontinus

3.1. Introduction et objectifs

L’objectif du travail présenté dans ce chapitre est de définir les conditions de préparation de
nanoparticules (diametres entre 0,1 et 1 um) et de microparticules (diametres entre 1 um et 1000
um) de PLA recouvertes par une couche hydrophile de dextrane. Une fois 1’¢laboration de ces
particules maitrisée, ces particules seront utilisées pour encapsuler 1’acide gallique et ses esters
(Cf. Chapitre 5).

Le PLA (Figure 50) est un polyester aliphatique qui peut étre obtenu selon deux voies. D’une
part, on a I’acide lactique racémique (un mélange 50/50 des énantioméres L- et D-) qui est
obtenu par voie pétrochimique a partir de ressources non renouvelables. D’autre part, on a la

voie fermentaire a partir de ressources renouvelables, telles que 1’amidon et les sucres simples

[1].

Figure 50: Unité de répétition du PLA

Les deux isoméres L et D de I’acide lactique permettent de synthétiser 3 dimeres cycliques

différents (Figure 51).

0O (e}

HO HO
OH 4 OH
H CH, HC H
Acide L-lactique Acide D-lactique
(o} o} (e}

L-lactide Méso-lactide D-lactide

Figure 51: Structure des différents isomeres L et D de I’acide lactique ainsi que des diméres
correspondants.

L’acide lactique obtenu peut étre utilisé comme monomere pour I’obtention de PLA par
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polycondensation. Cependant, les polymeres obtenus par cette voie sont limités a de faibles
masses molaires moyennes.

Par dépolymérisation des oligomeres de PLA, le lactide (dimere cyclique de I’acide lactique)
est formé. Des PLA de masses molaires moyennes plus élevées peuvent ensuite étre obtenus par

polymérisation par ouverture de cycle du lactide [2, 3] .

Direct

Polycondensation Oligomer N i
- Polycondensation e
Solid-State & "\.’A
Polycondensation -H,0 él ; é Melt Polycondensation
Chain Cat, A ? kHZO,Cat.,A
Extension Low molecular Coupling W b
/ weight Prepolymer Agents e
Azeotropic & -’\’A
o p Dehydration é A é
Polycondensation -H,0 e
o , —> > Poly (Lactic Acid)
Enzymatic
‘ Polymerization Ring Opening -H,0
Lactic Acid Polymerization | Cat.,A
\l -H -H,0

Poly Depolymerization

% * : e i
Ri - Cat, A ) - Cat, A o &
ing Opening »
Polymerization - - [ ] ’\24&—) W‘
jon 9 7

Low molecular
weight Prepolymer

Figure 52: Méthodes de synthése du PLA [4].

Différents types de PLA avec des proportions variables en unité monomere L et D peuvent
étre obtenus. Le rapport en unité monomere L sur D a un effet sur les propriétés
macromoléculaire du PLA synthétisé. En effet, ce rapport modifie la cristallinité du PLA, sa
température de transition vitreuse (Ty), sa température de fusion (Ty) ainsi que le choix du
procédé de mise en forme du polymere [5, 6].

Le PLA présente plusieurs avantages. Mis a part sa haute tenue mécanique et son aptitude a
étre thermoformé, il se trouve que c’est un polymere biocompatible et biodégradable. Pour cela,
ces dernicres années, l’intérét porté a ce polymere ne cesse d’augmenter. Son domaine
d’application s’étend de I’industrie de I’emballage aux applications biomédicales (sutures,
implants, libération contrélée...).

La dégradation enzymatique du PLA est connue. Cependant, sa dégradation par I’eau est bien
plus rapide. La vitesse de dégradation du PLA dépend de nombreux parametres (masse molaire,
taux de cristallinité, pH et température du milieu dans lequel s’effectue I’hydrolyse) [3, 7]. La
taille des objets constitués de ce polymere a également une influence sur la vitesse de
dégradation du polymere. La dégradation des objets de petites dimensions (fils, nanoparticules)

est bien contrdlée, alors que la dégradation des objets de plus grande taille (supérieur au mm)
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(vis, plaques) est plus complexe. Ainsi, dans le cas d'objets massifs, la dégradation est plus
rapide a l'intérieur qu'en surface. Ce phénomene est appelé dégradation hétérogene. Dans tous les
cas, une fois que 1’objet est placé dans un milieu aqueux, l'eau commence a pénétrer et des
liaisons ester sont clivées par hydrolyse, conduisant a la formation d'extrémités acide
carboxylique et d’acide lactique qui contribuent a 1’acidification du milieu et autocatalysent la
réaction hydrolytique [8, 9]. Concernant I’hydrolyse en surface, du PLA, I’autocatalyse est lente
car les extrémités acides carboxyliques formées peuvent étre neutralisées par le milieu tamponné
environnant, que ce soit in vitro ou in vivo. En ce qui concerne 1’hydrolyse a I’intérieur d’objets
de taille nanométrique, les produits de dégradation (monomere, dimere, trimere, etc.) formés au
cceur peuvent facilement diffuser et se solubiliser dans le milieu environnant, ce qui limitent
I’autocatalyse. Au contraire, 1’autocatalyse s'exprime intégralement au cceur d’objets plus
massifs, ce qui se traduit par une différenciation surface/intérieur de ’objet. L’acide lactique
formé s’accumule au cceur de 1’objet et 1’autocatalyse s’accélére [10]. Cette différenciation
s’amplifie au fur et & mesure de la dégradation, et, a la fin, les macromolécules de I’intérieur sont
toutes réduites a des oligomeres solubles qui migrent a travers la couche superficielle pour ne
laisser qu’une coquille vide. Cette dernicre continue alors a se dégrader a faible vitesse.

Compte tenu de I’application visée, le PLA a donc été choisi pour des raisons évidentes de
biodégradabilité et de biocompatibilité de ses produits de dégradation [4, 11, 12].

L’utilisation des dérivés amphiphiles du dextrane pour la modification de surfaces
hydrophobes et la formulation de nanoparticules a surface hydrophile a été étudiée au laboratoire
et elle est tres utilisée pour la formulation de nanoparticules a visée thérapeutiques
essentiellement [13-20]. Dans le contexte de ce travail, les polymeres amphiphiles obtenus par
modification chimique du dextrane présentent aussi l’intérét de comporter de nombreux
groupements hydroxyle réactifs au sein des chaines, qui pourront ensuite €tre mis a profit pour
fixer ces particules de facon covalente sur des supports.

Dans ce chapitre, nous nous concentrerons sur la définition des conditions d’élaboration de
particules a 1’échelle du laboratoire, c'est-a-dire de volumes de suspensions de 1’ordre de 10 mL.
La question de la transposition de certains modes opératoires a une échelle supérieure (1 L) sera
abordée au chapitre 6.

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre consacré a 1’état de I’art (Cf. chapitre
bibliographique), les principaux procédés physico-chimiques utilisés pour I’obtention de ces
particules sont basés, soit sur des méthodes de précipitation par diffusion de solvant, soit sur des

méthodes d’émulsification H/E suivie de 1’évaporation du solvant. Concernant cette seconde
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méthode, selon le domaine de tailles de particules visé, I’émulsification peut étre réalisée soit

sous I’action d’ultrasons, soit sous I’action d’un cisaillement mécanique.

3.2. Préparation de nanoparticules

3.2.1. Nanoprécipitation

Nous avons d’abord opté pour la nanoprécipitation, méthode qui permet de fabriquer des
particules submicroniques avec une agitation mécanique peu intense [21-23]. Le PLA qui forme
le cceur de la particule est dissous dans 1’acétone. Cette solution est ensuite additionnée goutte a
goutte sous agitation modérée a une solution aqueuse dans laquelle est solubilisé le DexCe. La
diffusion spontanée de 1’acétone dans la phase aqueuse entraine une précipitation du polymere et
I’adsorption du DexCg en surface des particules. L’acétone est ensuite éliminée par évaporation
au « Thermoshake ». Une suspension de nanoparticules de PLA recouvertes de chaines de

dextrane est alors obtenue (Figure 53).

Phase organique solution de

Solution aqueuse

Pré‘r:::)iitda: o Déplacement
. . de solvant
> —_ O O = o ° o
;B,ﬂ?o % 23 :d;:;?gn o @ | (diffusionde ° ° °
6
@ la surface des . solvant‘ (]
particules 4+ évaporation)

Suspension de particules

PLA dans I'acétone (volatile et de Dexc, a coeur PLA
miscible a I'eau) hydrosoluble et recouverte
de DexC;

Figure 53: Préparation des nanoparticules par nanoprécipitation.

L’acétone est un solvant classiquement utilisé pour la nanoprécipitation du PLA. Toutefois, le
choix de I’acétone comme solvant est aussi fondé sur le fait que les molécules qui seront
encapsulées (esters aliphatiques de I’acide gallique) y sont solubles. Nous reviendrons sur ce

point au chapitre 5.
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3.2.1.1. Mise au point de la nanoprécipitation

Le principe de la nanoprécipitation est bien décrit dans la littérature [21-24]. Nous avons en
premier défini les conditions opératoires permettant d’obtenir des suspensions de nanoparticules
aux caractéristiques répétables et avec des distributions granulométriques monomodales.

Dans ce but, le dispositif expérimental (Figure 54) a été mis au point. Dans un premier temps,
ces expériences ont été faites en utilisant un échantillon commercial de PVA (poly(alcool

vinylique) comme stabilisant macromoléculaire en lieu et place du DexCs.
3.2.1.1.1. Dispositif de la nanoprécipitation

La phase aqueuse contenant le stabilisant macromoléculaire est maintenue sous agitation dans
un bécher. La solution organique de PLA dans I’acétone est injectée dans la phase aqueuse a
I’aide d’une seringue. Cette derniére est fixée sur un pousse seringue qui permet de maintenir le

débit d’injection égal a 0,3 mL/min (Figure 54).

Aiguilled Bécherf

kdScientific

i

Poussel_—»

seringuel

Elévateur

Plaquel’agitationl
(vEEitessell’agitation)d

(a)@ (b)=

Figure 54: (a) Dispositif expérimental de nanoprécipitation (b) vue de dessus du bécher.

3.2.1.1.2. Etude paramétrique de la nanoprécipitation

Dans cette partie, nous garderons inchangés les dimensions du bécher (volume égal a 25 mL
et diametre égal a 28 mm), la taille du barreau magnétique (25 mm), le débit d’injection de la

solution organique (0,3 mL/ min), le volume de phase aqueuse (10 mL), la concentration du PLA
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dans la phase organique (10 mg/mL), le volume de phase organique (5 mL) et la concentration
en PVA (10 g/L).
Les parametres que nous avons fait varier sont :
- ladistance (d) entre le centre du bécher et la pointe de I’aiguille (Figure 54-b).
- la position (h) qui représente la distance entre la pointe de 1’aiguille et la surface
du liquide (phase aqueuse) (Figure 54-a).
- lavitesse (v) de rotation du barreau magnétique (Figure 54-a).

En maintenant la vitesse de rotation du barreau magnétique égale a 250 rpm et en opérant
avec une aiguille plongeant dans la phase aqueuse a une distance (h) égale a -2 cm par rapport a
la surface de la phase aqueuse, I’influence de la position (d) de la pointe de ’aiguille a été testée.
Aucune modification significative de la taille des particules n’a été observée (Tableau 15). Le
Span (Cf.chapitre 2 - paragraphe 2.2.4.1) des distributions granulométriques est de 1’ordre de 1,

ce qui traduit une distribution des tailles de particules monomodale.

Tableau 15 : Diametres caractéristiques et Span des distributions de tailles de
nanoparticules de PLA recouvertes de PVA en fonction de la position (d) de I’aiguille dans
le bécher et en fonction de la hauteur (h) de I’aiguille dans le bécher. Pour les autres
conditions voir texte.

d (cm) (clrln) Position de ’aiguille (:g:f)) 121[131’12)] Span
1,2 -2 Pres de la paroi du bécher 137 121 1,06
-2 Entre la paroi du bécher et le vortex 133 114 1,16

0.9 2 Plongée dans la solution 133 114 1,16
0,9 +1 Au-dessus de la solution 187 172 0,96
0,0 -2 Au centre du vortex 154 138 1,01

L’étude de I’influence de la hauteur h de I’aiguille sur la distribution des tailles et la taille
moyenne des particules a été réalisée avec la vitesse d’agitation du barreau égale a 250 rpm et la
distance d égale a 0,9 cm.

Les tailles des particules sont 1égerement plus €levées quand 1’injection se fait avec la pointe
de l’aiguille située au-dessus de la phase aqueuse (Tableau 15). Une faible évaporation de
I’acétone lorsque la pointe de 1’aiguille est a 1’extérieur de la phase aqueuse pourrait justifier
cette variation. A partir de ces résultats, la position de 1’aiguille a été fixée a h = -2 cm (aiguille
plongeant dans la solution).

Deux valeurs de vitesse d’agitation ont été testées : 250 rpm et 500 rpm. Au-dela de 500 rpm,

la formation de mousse est importante et les résultats obtenus ne sont plus reproductibles
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(Tableau 16). La distribution des tailles des particules obtenues reste inchangée. Ces résultats
nous permettent de mieux cerner le role de 1’agitation mécanique dans le procédé de
nanoprécipitation.

Cette agitation doit permettre une circulation rapide du fluide de fagon a ce que l’'inter-
diffusion de I’eau et de 1’acétone conduise a la formation de nanoparticules dispersées dans
I’ensemble du volume. Ainsi, la probabilit¢ de collision entre particules en formation ou non
recouvertes par le stabilisant DexCg se trouve minimisée. Par contre, la taille des particules
individuelles formées par nanoprécipitation n’est pas influencée par cette vitesse d’agitation car

les contraintes de cisaillement correspondantes sont bien trop faibles.

Tableau 16: Diametres caractéristiques et Span des suspensions de nanoparticules de PLA
recouvertes de PVA en fonction de la vitesse d’agitation. Pour les autres conditions voir

texte.
. ey s d(0,5) | D[3,2]
Vitesse d’agitation (rpm) (nm) (nm) Span
250 133 114 1,16
500 130 117 1,05

Dans la suite de notre travail, les valeurs de d, h, et v seront fixées respectivement a 0,9 cm, -2

cm et 500 rpm.

3.2.1.2. Préparation de nanoparticules de PLA en présence de DexC¢-T

Les conditions opératoires définies précédemment ont €té utilisées pour élaborer des
nanoparticules recouvertes de dextrane modifié (DexCes-t). La distribution des tailles de
particules obtenue apres évaporation de 1’acétone en utilisant le DexCs-16 comme stabilisant est
parfaitement superposable avec celle obtenue en utilisant le PVA (Figure 55).

Ce résultat est conforme a ce que 1’on trouve dans la littérature, a savoir que la taille des
particules produites par nanoprécipitation dépend essentiellement de la nature du polymere et de
celle du solvant. Le role du stabilisant est avant tout de s’adsorber suffisamment vite a la surface
des particules formées de facon a empécher leur agrégation. La nature exacte du stabilisant n’a
pas d’impact significatif sur la taille des particules individuelles. Dans le but de confirmer ce
résultat, nous avons utilisé différents polymeres amphiphiles dérivés du dextrane et différant par

leur taux de substitution.
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Particle Size Distribution
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Figure 55: Distributions de tailles des nanoparticules de PLA élaborées par
nanoprécipitation en utilisant le DexCg-16 ou le PVA comme stabilisant (phase organique :
PLA (10 g/L) dans 5 ml d’acétone, phase aqueuse : stabilisant (10 g/L) dans 10 mL d’eau, débit

d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse 0,3 mL/min, d = 0,9 cm ; h=-2cm;
vitesse d’agitation = 500 rpm).

3.2.1.2.1. Influence du taux de modification Tdu DexC6-t

Des études précédentes du laboratoire ont démontré que les DexCe possedent des propriétés
tensioactives d’autant plus marquées que t augmente [16, 25].

Nous nous sommes intéressés a I’influence du taux de modification du dextrane sur la taille
des particules €laborées par nanoprécipitation. La concentration du DexCe-t dans la phase
aqueuse a été fixée a 10 g/L (Tableau 17).

Comme nous pouvons le constater aucune variation notable des caractéristiques des objets n’a
été observée avec la variation de tentre 14 et 21 %. Nous pouvons également remarquer que
dans tous les cas, des distributions monomodales sont obtenues (Span~1). Les tailles des
nanoparticules mesurées par granulométriec ne sont pas significativement différentes. Ceci
confirme le résultat du paragraphe précédent, c'est-a-dire que le caractere tensioactif du
stabilisant utilisé dans la nanoprécipitation n’est pas un parametre qui, dans le groupe de

polymeres examinés, controle la taille des particules formées.
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Tableau 17 : Diametres caractéristiques, Span et taux de recouvrement en fonction du taux
de modification du dextrane modifié (phase organique : PLA (10 g/L) dans 5 mL d’acétone,
phase aqueuse : DexCs-7 (10 g/L) dans 10 mL d’eau, débit d’injection de la phase organique

dans la phase aqueuse 0,3 mL/min ; d = 0,9 cm; h = -2 cm, vitesse d’agitation = 500 rpm).

0,5
d(0,5) | D[3,2] >
T (nm) (om) Span (mg/mz)

14 148 127 1,10 2,3
16 143 130 0,97 2,2

17 158 139 0,98 2,5
21 141 130 0,89 2,8

Ce résultat est important car, comme nous 1’avons mentionné dans le paragraphe décrivant la
synthese de DexCe-t (Cf. chapitre 2 - paragraphe 2.2.1.2), les taux de modification t du dextrane
(représentant le nombre de chaines alkyles greffés par 100 unité glucose) sont difficilement
contrOlables. Pour des conditions de synthese voisines, T varie de 14 a 23 %. En pratique cela
signifie qu’une certaine variabilit¢ dans la production de DexC6-t ne doit pas impacter les
caractéristiques des suspensions de nanoparticules produites par ce procédé.

Les taux de recouvrement des particules ont également été comparés et s’averent identiques a
la précision expérimentale pres (Tableau 17). Cette caractéristique dépend certainement de la
nature exacte du stabilisant macromoléculaire. Cependant, pour une série homologue de
polymeres amphiphiles telle que celle utilisée dans ces expériences, la différence n’est pas

significative.

3.2.1.2.2. Récupération et conditionnement final des nanoparticules

Apres élaboration, les nanoparticules sont lavées par centrifugation afin d’éliminer le DexCg-1
non adsorbé sur leur surface. Comme I’adsorption des dextranes amphiphiles est cinétiquement
quasi-irréversible (cas de nombreux polymeres amphiphiles), ces lavages ne modifient pas la
quantité de polymere recouvrant la surface des particules. Les procédures expérimentales
utilisées pour le lavage et la centrifugation des particules sont décrites dans le chapitre matériels
et méthodes (paragraphe 2.2.3.1). Les nanoparticules centrifugées sont ensuite redispersées
pendant 20 minutes aux ultrasons dans 10 mL d’eau. Les distributions des tailles de particules

avant et apres lavages sont superposables ce qui montre qu’une bonne redispersion est assurée et
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confirme que la surface des particules est toujours recouverte d’une couche de polymere
amphiphile (Figure 56).

Un conditionnement final des nanoparticules est également indispensable afin qu’elles
puissent étre utilisées ultérieurement comme vecteur de SA (Cf.chapitre 5). En effet, la
conservation de suspensions aqueuses de nanoparticules renfermant une SA est difficilement
envisageable en raison des risques importants de diffusion de la molécule active dans le
surnageant et aussi du fait des volumes importants que cela représente. Une congélation rapide
(dans 1’azote liquide) suivie d’une lyophilisation permettra ainsi de stopper la diffusion et de
figer la composition du systeme, en obtenant des nanoparticules sous forme solide. Cependant, il
est nécessaire que les nanoparticules se redipersent facilement apres ce traitement. Or une
agrégation et irréversible des particules a été observée lors des essais de redispersion dans 1’eau
(Figure 56).

Cet effet peut-étre expliqué par le fait que, pendant la congélation brutale de la solution
aqueuse par 1’azote liquide, I’eau se cristallise brusquement en amenant les particules a se
concentrer dans la zone non cristallisée. La concentration en particules y augmente au fur et a

mesure de la congélation jusqu’a induire une agrégation irréversible des particules.
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Figure 56: Distributions granulométriques de suspensions de nanoparticules de PLA
élaborées par nanoprécipitation avant lavage, apres lavage , apres lyophilisation et
redispersion (phase organique : [PLA] = 10 g/L dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse : [DexCy-
14] = 10g/L dans 10 mL H,O débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse 0,3
mL/min, d = 0,9 cm; h = -2 cm, vitesse d’agitation=500 rpm).

Pour obtenir une redispersion parfaite des suspensions apres lyophilisation, il est nécessaire
d’ajouter un cryoprotecteur tel que le tréhalose (10 mg/mL de suspension) avant la lyophilisation
(Figure 57) [26, 27]. Le cryoprotecteur €tablit de nombreuses liaisons hydrogeéne avec I’eau ainsi

qu’avec la couche superficielle de dextrane. Les interactions entre le sucre et I’eau conduisent a
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une phase amorphe congelée, [26, 27]. Les interactions entre les molécules de cryoprotecteur et

la couche superficielle de dextrane vont limiter les interactions entre particules et faciliter la

redispersion.
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Figure 57 : Distributions granulométriques de suspensions de nanoparticules de PLA
élaborées par nanoprécipitation avant lavage, apres lavage, apres lyophilisation et
redispersion en présence de tréhalose (10mg /mL de suspension) ([PLA] = 10 g/L dans 5 mL
d’acétone, [DexCs-14] = 10 g/L dans 10 mL H;O, débit d’injection de la phase organique dans
la phase aqueuse, d, h, et vitesse d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/min, 0,9 cm, -2 cm et
500 rpm).

Dans ce travail, nous n’avons pas examiné I’influence de la quantité de tréhalose ajoutée a la
suspension sur la distribution des tailles de particules obtenue apres redispersion. Cependant, les

résultats de la littérature indiquent que des quantit€és moins importantes pourraient étre

suffisantes [26, 28].
3.2.1.2.3. Stabilité colloidale des nanoparticules de PLA

Les particules colloidales dispersées dans un milieu sont toujours sujettes a un mouvement
brownien et les collisions entre les particules qui en résultent sont fréquentes ce qui peut affecter
leur stabilité. C’est une caractéristique importante pour I’application de libération controlée.
Ainsi, la dispersion doit étre aussi bien stable au stockage que lors de son utilisation. Cette
stabilité colloidale est reliée notamment a I’état de surface de la particule et a la force ionique du
milieu de dispersion. Elle résulte d’un équilibre entre les forces attractives de Van der Waals et
les forces répulsives existant entre les particules lorsque celles-ci se rapprochent [29]. Quand les
forces attractives dominent, les particules adherent les unes aux autres et la dispersion flocule.
Par contre, le systeme se maintient a 1’état dispersé, si les forces répulsives sont suffisamment

importantes. Alors que les forces de Van der Waals sont toujours attractives entre des particules
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de méme composition, la répulsion entre particules peut provenir de deux effets : répulsion
électrostatique pour des particules de charge identique et répulsion stérique lorsqu’une couche de
polymere est présente a la surface des particules. Pour que cette stabilisation stérique soit
effective, cette couche de polymere en surface doit étre suffisamment épaisse pour maintenir les
particules a une distance supérieure a la portée des forces de van der Waals (plus généralement
des interactions attractives quelles qu’elles soient).

La stabilité colloidale des suspensions de nanoparticules de PLA a été étudiée par
turbidimétrie (spectroscopie UV-visible entre 450 nm et 650 nm) dans des solutions aqueuses de
NaCl avec différentes forces ioniques (Figure 58). La turbidité des suspensions colloidales peut
étre reliée a leur densité optique (DO). Celle-ci a donc été suivie en fonction de la concentration
en NaCl dans le milieu dispersant. Cette étude permet d’obtenir le parameétre [n| (Cf. chapitre 2 -
paragraphe 2.2.5.3) qui permet de détecter une variation de la taille des particules et leur

floculation.
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Figure 58: Stabilité colloidale de suspensions de nanoparticules de PLA élaborées par
nanoprécipitation et recouvertes: () de DexCg-17 ou (M) de DexCg-21 ou non recouvertes
de dextrane modifié (A) (/PLA]= 10 g/L dans 5 mL d’acétone, [DexCs-14]= 10g/L dans 10
mL H,O, débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse, d, h, et vitesse
d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/min, 0,9 cm, - 2 cm et 500 rpm).

Dans le but de confirmer la relation directe entre le parametre Inl et la taille des
nanoparticules, des mesures granulométriques ont été réalis€es pour les échantillons de

nanoparticules de PLA recouvertes de DexCs-17 et celles recouvertes de DexCq-21 dont la

stabilité dans les solutions salines a été suivie par turbidimétrie (Figure 59). Nous pouvons ainsi
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voir qu’une augmentation du diamétre moyen en surface est observée a partir d’une
concentration en NaCl égale a 10°M et de 1 M respectivement pour les suspensions de
nanoparticules recouvertes de DexCg-21 et DexCg-17. Ceci confirme les résultats obtenus par
turbidimétrie et qui montrent qu’a partir des concentrations citées précédemment les suspensions
de particules correspondantes floculent. Dans la suite de ce travail, la stabilité colloidale sera

caractérisée par des mesures de turbidimétrie.
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Figure 59 : Suivi du D [3,2] des suspensions de nanoparticules de PLA élaborées par
nanoprécipitation et recouvertes: (®) de DexCg-17 ou (M) de DexCs-21 en fonction de la
concentration en NaCl (/PLA]= 10 g/L dans 5 mL d’acétone, [DexCs-14]= 10g/L dans 10 mL
H>0, débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse, d, h, et vitesse d’agitation
fixés respectivement a 0,3 mL/min, 0,9 cm, - 2 cm et 500 rpm).

Les particules de PLA non recouvertes, floculent & partir d’une concentration en NaCl de 10
M. A cette concentration en NaCl, les forces attractives de Wan der Waals deviennent donc
supérieures aux forces de répulsion électrostatiques a la suite de I’effet d’écrantage provenant de
I’¢lectrolyte en solution.

Avec des particules recouvertes de DexCg-17, la stabilité colloidale est maintenue jusqu’a une
concentration en NaCl égale a 1 M. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus précédemment
au laboratoire avec des dérivés amphiphiles de dextrane (notamment des DexC6-1) [15, 16, 18,
25] et prouvent que la couche neutre de dextrane adsorbée a la surface des particules est a

I’origine de forces de répulsion stérique. Ces dernieres permettent de maintenir la stabilité

colloidale des suspensions dans les solutions salines de force ionique élevée (1 M) alors que les
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répulsions électrostatiques provenant de la surface du cceur de PLA (les seules a exister dans le
cas de nanoparticules non recouvertes) n’ont plus aucun effet dans ces conditions.

Cependant, nous observons que les suspensions de nanoparticules recouvertes par le DexCg-
21 ont un comportement similaire a des particules non recouvertes et floculent a partir d’une
concentration en NaCl de 10*M. Une explication probable de ce phénomene de déstabilisation
est que, a des taux de modification élevées, les groupements hydrophobes du dextrane modifié
ne sont pas tous en contact avec la surface du PLA [30]. Ainsi, une partie des groupements
hydrocarbonés se trouvent dans les boucles de polysaccharide en contact avec la solution
aqueuse. Ceci entraine ’agrégation des particules quand la force ionique augmente car la
présence de ces groupements hydrocarbonés entraine I’effondrement des boucles de
polysaccharide qui se trouvent en conditions de mauvais solvant et ne produisent plus
d’interactions répulsives entre particules

Suite a ces observations, nous n’avons utilis¢é comme stabilisants de nos différentes

formulations étudiées que des DexCe-1 ayant des taux de modification compris entre 14 et 20%.

3.2.1.2.4. Morphologie des nanoparticules de PLA stabilisées par le dextrane

modifié

Les nanoparticules élaborées ont été caractérisées par microscopie électronique a transmission
(MET). Les conditions d’analyse sont décrites dans le chapitre 2 (paragraphe — 2.2.4.2). Les
nanoparticules présentent une morphologie sphérique avec une distribution de tailles similaire a
celle obtenue par 1’analyse granulométrique de la suspension de nanoparticules (Figure 60). Ces

observations viennent conforter les résultats de granulométrie laser.

Figure 60: Micrographie MET de nanoparticules de PLA élaborées par nanoprécipitation
(10 mg/mL de suspension) en présence de contrastant (/PLA] = 10 g/L dans 5 mL d’acétone,
[DexCs-14] = 10 g/L dans 10 mL H>O, débit d’injection de la phase organique dans la phase
aqueuse, d, h, et vitesse d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/min, 0,9 cm, -2 cm et 500

rpm).
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3.2.2. Emulsion-évaporation de solvant

L’obtention de nanoparticules par ce procéd¢ est tres bien décrite dans la littérature [31-34] et
a déja été réalisée au laboratoire [18, 20]. La procédure expérimentale d’¢laboration de
nanoparticules par E-ES est détaillée dans le chapitre matériels et méthodes (paragraphe 2.2.3).

L’¢étude paramétrique de 1’¢laboration de nanoparticules par ce procédé a été effectuée en
gardant la concentration en PLA dans la phase organique égale a 50 g/L. Le stabilisant
macromoléculaire (DexCq-1) est dissous dans la phase aqueuse a une concentration égale a 10

g/L. Le volume de la phase aqueuse est maintenu a 10 mL.

3.2.2.1. Elaboration des nanoparticules par E-ES

3.2.2.1.1. Choix du solvant

Comme dans le cas de la nanoprécipitation, le choix du solvant organique se fonde sur la
solubilité des molécules a encapsuler. Contrairement aux solvants chlorés (tres souvent employés
dans les travaux de la littérature), 1’acétate d’éthyle s’est avéré étre un trés bon solvant, a la fois
pour le PLA et les SA a encapsuler (voir chapitre 5 pour une discussion plus détaillée). Nous
avons donc choisi d’utiliser ce solvant pour toutes les expériences qui vont suivre. L’acétate
d’éthyle est partiellement miscible a I’eau, a raison de 1 mL/10 mL eau. Nous avons considéré

que cette miscibilité n’est pas modifiée dans les solutions de DexCe-.
3.2.2.1.2. Influence du taux de substitution 7 du DexCg

De facon similaire a notre étude sur le procédé de nanoprécipitation, nous avons d’abord
controlé I'influence de t sur les caractéristiques des particules obtenues, en termes de taille,
redispersion apres centrifugation et taux de recouvrement I" en dextrane de la particule. Quelque
soit le taux de modification, les dimensions des particules obtenues avant lavages sont

identiques. Leurs distributions granulométriques sont monomodales avec un Span proche de 1

(Tableau 18).

Apres lavage, les particules recouvertes de DexCe-22 ont tendance a s’agréger, avec
apparition d’amas dont la taille est comprise entre 100 et 1000 um. Ceci peut étre rapproché des
résultats de stabilité colloidale de suspensions de nanoparticules (cf. paragraphe 2.2.5.3) et est

vraisemblablement dii au taux de substitution de ce polymere. Des groupements Cg se trouvent
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au sein des boucles de polysaccharide en contact avec la phase aqueuse. Ces groupements sont a

I’origine d’une agrégation entre les particules lors des lavages par centrifugation.

Tableau 18 : Tailles (d(0,5) et D[3,2]), distributions de tailles (Span) et taux de
recouvrement des nanoparticules de PLA obtenues avec différents DexCgq-t (avant et apres
les étapes de lavages) (phase organique : v = 2 mL (50 mg PLA/ mL AcOEt) ; phase aqueuse
non saturée en AcOEt : 10 mL DexCgs-16, DexCs-20 ou DexCs-22, 10 g/L ; ultrason (US) :
puissance (60 watts), 50% cycle actif, 2 min).

Avant lavages Apres lavages
d(0,5) D[3,2] d(0,5) D[3,2] I'(x0,5)
T Span Span 5
(nm) (nm) (nm) (nm) (mg/m”)
16 93 87 0,95 96 94 0,92 3,4
20 91 80 1,01 93 83 1,10 3,3
22 106 98 1,01 116 112 1800 nd

En ce qui concerne les taux de recouvrement en dextrane I" des particules, aucune différence
significative n’a été observée en fonction de 1. Il est a noter que les I" obtenus sont du méme
ordre de grandeur que ceux précédemment obtenues au LCPM pour des nanoparticules de PLA
élaborée par E-ES en utilisant CH,Cl, comme solvant [16, 25]. On peut toutefois observer que
les taux de recouvrement en dextrane I des particules obtenues par E-ES (3,4 +0,5 mg/m?) sont

légerement supérieurs a ceux des particules obtenues par nanoprécipitation (2,5 +0,5 mg/mz).

3.2.2.2. Caractérisation des nanoparticules de PLA obtenues

Les caractéristiques des nanoparticules de PLA obtenues par E-ES sont similaires a celles des
nanoparticules élaborées par nanoprécipitation. Les nanoparticules obtenues sont bien stables
lors des étapes de lavages (des lors que le taux de substitution du dextrane ne dépasse pas 20%)
et se redispersent parfaitement apres lyophilisation en présence de cryoprotecteur. La stabilité
colloidale dans les solutions salines des suspensions de nanoparticules obtenues par E-ES
confirme les résultats obtenus avec les suspensions de nanoparticules ¢€laborées par
nanoprécipitation : le taux de modification du dextrane joue un rdle important sur le maintien de
la stabilité colloidale dans les solutions salines a force ionique élevée. Le taux de modification

du dextrane utilisé doit étre compris entre 14% et 20%.
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Le procéd¢ d’élaboration des nanoparticules n’a pas d’influence sur les caractéristiques
morphologiques ni sur la stabilité colloidale des nanoparticules obtenues. Les nanoparticules
élaborées ont été caractérisées par MET (Figure 61). Comme précédemment, nous observons que

les nanoparticules présentent une morphologie sphérique avec une distribution de tailles similaire

a celle obtenue par I’analyse granulométrique.

O
5 @

Figure 61: Micrographie MET de nanoparticules de PLA élaborées par E-ES
(phase organique : 2 mL PLA (50 mg PLA/mL AcOEt) ; phase aqueusel0 mL DexCgs-16, DexCs-
20 ou DexCgs-22, 10 g/L non saturée en AcOEt, US 60 watts, 50% cycle actif, 2min).

Nous disposons donc de deux procédés permettant, a 1’échelle du laboratoire, de préparer des
particules de PLA recouvertes de chalnes de dextrane et ayant des distributions de tailles

monomodales et centrées sur environ 100 nm.

3.3. Etude paramétrique de procédés pour [I'obtention de

microparticules

L’objectif de ce paragraphe est d’obtenir des particules de tailles micrométriques, avec des
diametres compris entre 1 et quelques centaines de micrometres environ (domaine n°2 et n°3 de

la Figure 62), avec des distributions de tailles contr6lées et monomodales.
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Substance active algicide
Recouvrementen dextrane

Coeuren PLA

Figure 62: Microparticules de PLA recouvertes de DexC¢-t: domaines de tailles visés.

3.3.1. Précipitation

A notre connaissance, |’utilisation de la précipitation pour la préparation de microparticules
(de fagon analogue a la nanoprécipitation) n’est pas décrite dans la littérature.

Nous avons montré (paragraphe 3.2.1.1.2) que I'utilisation de solution de PLA dans I’acétone
a la concentration de 10 g/L. permet d’obtenir des particules dont le diamétre moyen D[3,2] ~
140 nm.

Nous avons donc essayé de préparer des microparticules en conservant le méme procédé mais
en augmentant significativement la concentration en PLA dans I’acétone. Pour cela, nous avons
augmenté la concentration en PLA dans ’acétone, de 10 a 15, 20 et 25 g/L tout en gardant les
conditions opératoires précédemment optimisées pour la nanoprécipitation (voir paragraphe

3.2.1.1.2).
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Figure 63 : Distribution de taille des particules obtenues pour différentes concentrations en
PLA dans la phase organique: 15g/L, 20 g/L. et 25 g/L (volume de la phase organique = 5
mL, volume de la phase aqueuse 10 mL, concentration en DexCes-14 =10g/L, débit d’injection de
la phase organique dans la phase aqueuse, d, h, et vitesse d’agitation fixés respectivement a 0,3
mL/min, 0,9 cm, -2 cm et 500 rpm).

Tableau 19 : Caractéristiques de taille (d(0,5) et D[3,2]), de distribution de taille (Span)
obtenues avec différentes concentrations en PLA, avant lavage des particules (volume de la
phase organique = 5 mL, volume de la phase aqueuse 10 mL, concentration en DexCs-14
=10g/L, deébit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse, d, h, et vitesse
d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/min, 0,9 cm, -2 cm et 500 rpm).

[PLA] | d(0,5) | D[3,2]
(g/L) | (nm) | (nm)
15 | 189 | 184 | 0,97
20 | 198 | 197 | 240
25 | 616 | 297 | 1,50

Span

L’évolution de taille des particules en fonction de la concentration du PLA est bien observée
(Figure 63 et Tableau 19). Cependant, le domaine de tailles des particules obtenues est toujours
submicronique et il est difficile d’augmenter d’avantage la concentration en PLA. En effet, le
principal probleme rencontré est que ’aiguille de la seringue plongeant dans la phase aqueuse se
bouche au bout d’un certain temps par précipitation du PLA. Ce phénomene est d’autant plus
important que la concentration en PLA est élevée.

Nous avons alors tent¢ d’injecter la phase organique dans la phase aqueuse en gardant
’aiguille a I’extérieure de la phase aqueuse. Néanmoins, il s’est avéré que cette méthode n’est
pas non plus adéquate car on obtient la formation d’un film de PLA a la surface de la phase

aqueuse (phénomene déja mis en évidence lors des essais de nanoprécipitation).
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Pour une concentration en PLA en phase organique égale a 50 g/L, nous avons varié la vitesse
d’agitation (entre 200 rpm et 400 rpm), le débit d’injection, la position de 1’aiguille (dans/hors la
phase aqueuse), le diametre du bécher, le volume de la phase aqueuse (de 10 mL a 50 mL, en
gardant la méme concentration en DexCg). Cependant, tous ces essais se sont avérés infructueux,
a savoir que la formation d’agrégats de PLA ou de films est observée dans tous les cas.

Nous n’avons pas réussi a obtenir des microparticules en utilisant cette technique de

précipitation.

3.3.2. Emulsion-évaporation de solvant (E-ES)

3.3.2.1. Emulsification avec les ultrasons

Nous avons d’abord repris les conditions expérimentales précédentes utilisant les ultrasons

pour fournir de I’énergie lors de I’émulsification.
3.3.2.1.1. Expériences avec une énergie de sonification constante (60 watts)

a) Influence de la concentration en PLA

Nous avons fait varier la concentration en PLA dans I’AcOEt de 25 a 250 g/L, en gardant
constant le volume de la phase organique, le volume et la concentration en dextrane modifié de
la phase aqueuse, la durée de la pré-emulsification au vortex ainsi que la durée et la puissance de

la sonification (Figure 64 et Tableau 20).
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Particle Size Distribution
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Figure 64: Distribution granulométrique des suspensions de particules obtenues avec
différentes concentrations en PLA dans I’acétate d’éthyle (25, 50, 100, 150, 200 et 250 g
PLA/L) (phase organique : PLA dans 2 mL AcOEt ; phase aqueuse : 10 mL DexCs-20 (10
g/L) saturée en AcOEt; Vortex : 1 min ; US : 60 watts 50% cycle actif 2min).

Tableau 20: Tailles (d(0,5) et D[3,2]) et distribution de tailles (Span) des suspensions de
particules obtenues en fonction de la concentration en PLA dans la phase organique,
avant les étapes de lavages (phase organique : PLA dans 2 mL. AcOEt ; phase aqueuse : 10
mL DexCe-20 (10 g/L) saturée en AcOEt; Vortex : 1 min ; US : 60 watts 50% cycle actif
2min).

[PLA] | d(0,5) | DI[3,2]
(g/L) | (nm) | (nm)
25 90 86 0,84
50 92 81 1,02
100 105 96 1,09
150 163 140 | 1,39
200 239 207 | 4,34
250 504 350 | 12,43

Span

Le diametre moyen des particules augmente avec la concentration en PLA dans I’AcOEt mais

également la largeur des distributions de tailles (surtout pour les concentrations en PLA

supérieures a 150 g/L pour lesquelles le Span devient tres élevé).

La solution contenant 250 g PLA/L AcOEt est extrémement visqueuse, si bien qu’un film se

forme a la surface du cristallisoir lors de 1’évaporation. D’apres les masses molaires moyennes

de I’échantillon de PLA et en utilisant la relation de Mark-Houwink établie pour des solutions de
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PLA dans I’AcOEt [35], la concentration critique de recouvrement est de 1’ordre de 14 g/L. Les
conditions pour lesquelles le Span augmente de fagon significative correspondent donc a des
concentrations en phase organique supérieures a 10 fois cette concentration critique, ce qui
correspond au domaine dit « semi-dilué enchevétré » et peut expliquer ces observations [36].
Apres lavage des particules, les distributions granulométriques ne sont pas significativement
modifiées. Les taux de recouvrement en dextrane, I’ (mg/mz), déterminés par RMN 'H sont tous

du méme ordre de grandeur, a I’erreur expérimentale prés (Tableau 21).

Tableau 21: Taux de recouvrement en dextrane des particules obtenues avec différentes
concentrations en PLA, déterminés apres lavage des particules.

[PLATT 55 150 | 100 | 150 | 200 | 250
(g/L)

+
F(—O’Sz) 27025123 |25(30(33
(mg/m’)

En conclusion, I’augmentation de la concentration du PLA dans I’AcOEt ne semble pas
permettre d’obtenir des microparticules de taille bien définie et dont la distribution de taille soit

monomodale, notamment a cause des propriétés physiques de la phase organique.

b) Influence du rapport volumique entre la phase organique et la phase

aqueuse

Toujours dans le but d’augmenter la taille des particules produites, nous avons augmenté le
rapport volumique phase organique/phase aqueuse et tous les autres parametres du procédé étant
maintenus inchangés (Figure 65).

Le fait d’augmenter le rapport volumique phase organique/phase aqueuse entraine une légere
augmentation de la taille des particules, mais celles-ci restent toutefois submicroniques. Par

ailleurs, les distributions de tailles s’¢largissent et deviennent finalement multimodales (Tableau
22).

168



Chapitre 3 : Elaboration de particules de PLA par procédés discontinus

Particle Size Distribution

20
18
16
14
12

Volume (%)

ns? N B . S -
01 0.1 1 10 100 1000 3000

Particle Size (um)

_oON-bO\

Figure 65: Distribution granulométrique des suspensions de particules de PLA obtenues
avec 1, 2, 3, 6, et 8 mL de phase organique (AcOEt - 50 g PLA/ L) et 10 mL de phase
aqueuse saturée en AcOEt DexCgs-20 a 10 g/L. Avant les étapes de lavages (Vortex I min,
US : 60 watts, 50% cycle actif, 2 minutes).

Tableau 22: Tailles (d(0,5) et D[3,2]), distributions de tailles (Span) et taux de
recouvrement par le DexCgs-20 des particules de PLA obtenues avant les étapes de lavages
en fonction du rapport volumique phase organique/phase aqueuse (phase organique : AcOEt
-50 mg PLA/ mL) et 10 mL de phase aqueuse saturée en AcOEt DexCs-20 -10 g/L. Vortex 1 min,
US :60 watts, 50% cycle actif, 2 minutes).

Volume de la
phase organique R’ d(l(l(r)l’ls)) ?1[1?1’12)] Span
(mL)
1 0,1 90 86 0,34
2 0,2 92 81 1,02
3 0,3 109 104 1,16
6 0,6 193 152 1,17
8 0,8 263 242 3,87

* : Rapport du volume de la phase organique/volume de la phase aqueuse

Tableau 23: Taux de recouvrement en dextrane des particules obtenues, déterminé apres
lavage des particules (phase organique : AcOEt - 50 mg PLA/ mL) et 10 mL de phase aqueuse
saturée en AcOEt DexCs-20 -10 g/L. Vortex 1 min, US :60 watts, 50% cycle actif, 2 minutes).

PLA

112368
(mL)
LE05) |5 7104 102220/ 21
mg/m
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Les résultats obtenus (Tableau 23) indiquent une 1égeére diminution des taux de recouvrements
lorsque R augmente mais les différences sont peu significatives. La concentration en DexCg-20
restant dans la solution aqueuse ([DexCgl¢q) aprés évaporation du solvant peut étre calculée a
partir de la surface spécifique (Sp) des particules obtenues et de la masse de PLA introduite

(Tableau 24).

[DexC6 L,q = I'mDexcé)iniziale_ Sp.F.mPLAJ/Va ’ Eq. 27

avec

[Dex C ]éq : Concentration de DexCg-t dans la phase aqueuse apres évaporation de solvant

Mpercy, : Concentration initiale de DexCg dans la phase aqueuse.
initiale

Sp: Surface spécifique moyenne des particules (m?/g).
I': Taux de recouvrement des particules en DexCg (mg DexCe-1 / m?).
mpr4 : Masse de PLA (mg).

Vag: Volume de la phase aqueuse égal a 10 mL dans ce cas

Tableau 24: Concentration en DexCg dans la solution aqueuse a I’équilibre apres
évaporation de solvant (phase organique : AcOEt - 50 mg PLA/ mL) et 10 mL de phase
aqueuse saturée en AcOEt DexCs-20 -10 g/L. Vortex 1 min, US :60 watts, 50% cycle actif, 2
minutes).

PLA
1|2
P 306/ 8
SP 615|582 | 484 | 27 | 222
(m”)
[DeXC6]éq
92 | 86 | 84 |84 8.1
(g/L)

On peut constater (Tableau 24) que la concentration en DexCs-t dans la phase aqueuse a
I’équilibre reste dans tous les cas supérieure a 8 g/L. donc amplement suffisante pour obtenir
I’abaissement maximal de tension interfaciale et le plateau de l’isotherme d’adsorption du
dextrane a la surface du PLA (1g/L dans les deux cas) [16, 17].

Des expériences ont également été effectuées avec des volumes de solution de PLA plus

élevés mais dans tous les cas, un film de PLA se forme a la surface des cristallisoirs apres
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évaporation de 1I’AcOEt, traduisant une stabilité¢ insuffisante de 1’émulsion durant 1’étape

d’évaporation.

c) Influence de la concentration en DexCg

La derniere série d’expériences a consisté a diminuer la concentration du DexCe-t dans la

phase aqueuse. Le volume de la solution de PLA est de 6 mL (50 g PLA/L AcOEt), volume qui

avait conduit, dans les conditions précédentes, a une distribution monomodale des tailles de

particules (Figure 66, Tableau 15Tableau 25).
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Figure 66 : Distributions granulométriques des particules obtenues avant lavages avec
[DexCe-20] =1, 2, 5, 10, et 20 g/L. dans une phase aqueuse saturée en AcOEt (Vaq=10 mL)
(phase organique : 6 mL d’acétate d’éthyle (50 mgPLA/mL), Vortex 1 min ; US : 60 Watts

pendant 2 min, 50% cycle actif).

Tableau 25: Tailles (d(0,5) et D[3,2]) et distributions de tailles (Span) des suspensions de
particules de PLA obtenues avant lavages avec différentes [DexC¢-20] (phase aqueuse : v
=10 mL, phase organique : 6 mL d’acétate d’éthyle (50mgPLA/mL), Vortex 1 min ; US : 60
Watts pendant 2 min, 50% cycle actif).

[DexCq] | d(0,5) | D[3,2]
Span
(@L) | (nm) | (nm)

1 1287 | 649 78
2 629 448 | 1,69
5 295 255 1,68
10 193 152 | 1,17
20 112 101 1,17

171



Chapitre 3 : Elaboration de particules de PLA par procédés discontinus

Tableau 26: Taux de recouvrement en dextrane des particules obtenues apres lavage des
particules (phase aqueuse : v =10 mL, phase organique : 6 mL d’acétate d’éthyle
(50mgPLA/mL), Vortex 1 min ; US : 60 Watts pendant 2 min, 50% cycle actif).

[DexCs]

1|2]5]10]20
(g/L)
TE0S) 1 1122192020
(mg/m”)

D’une maniére générale, lorsque la concentration en dextrane dans la phase aqueuse diminue,
la taille des particules augmente mais les distributions granulométriques s’¢largissent (Figure 66,
Tableau 25 et Figure 26). En dessous de 5 g/LL en DexC6, les distributions sont multimodales et

aucune population de taille bien définie n’est obtenue.

d) Bilan des expériences utilisant une étape de sonification a puissance

constante (60 watts) pendant 2 minutes

Afin de résumer I’ensemble des essais réalisées précédemment, nous avons représenté
I’évolution du d(0,5) et du D[3,2] de I’ensemble des expériences précédentes en fonction du
rapport Voo X[PLA] / V,qX[DexCe], autrement dit le rapport entre la masse su PLA et la masse de
DexCe-7, noté mppa/mpexce (Figure 67).

On peut noter que le d(0,5)et le D[3,2] augmentent de maniere quasi linéaire avec
mpra/Mpexce. Cette tendance est similaire a celle qui a ét€ mise en évidence pour des émulsions
de dodécane dans I’eau stabilisées par des DexCq-t [19] et pour des nanoparticules de PLA
stabilisées par des dérivés du dextrane modifi€és par des groupements phénoxy [37]. Cette
tendance démontre que 1’étape d’émulsification est déterminante pour la taille des particules

obtenues.
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Figure 67: Evolution du d(0,5) et du D[3,2] en fonction de mpya/mpexce.

La largeur de la distribution de tailles des particules augmente de facon tres accentuée lorsque

le rapport mpp a/mpexcs dépasse 2,5 (Figure 68).
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Figure 68: Evolution du Span en fonction de m PLA/m DexCs.

Ce n’est qu’avec les plus faibles concentrations en dextrane dans la phase aqueuse que I’on
parvient a former des microparticules. Malgré cela, dans aucun des cas, nous n’avons pu éviter la
formation conjointe de nanoparticules.

Dans le paragraphe suivant, nous étudierons I’influence de la puissance et de la durée de
sonification, a de faibles concentrations en dextrane de maniere a conserver un rapport

mepy, A/ MpexCo élevé.
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3.3.2.1.2. Influence de la puissance et de la durée de sonification a faible [DexCg]

Dans le paragraphe précédent (3.3.2.1.1), les plus grandes particules sont obtenues en
diminuant le rapport mppa/Mmpexcs, €n particulier avec des solutions aqueuses a faible
concentration en DexCq-t. Ainsi, les expériences décrites dans ce paragraphe, ont été réalisées
avec des solutions aqueuses ayant des concentrations en DexCg-t inférieures ou égales a 2g/L.

Par ailleurs, nous verrons par la suite dans le paragraphe 3.3.2.2.2. que des nanoparticules de
PLA sont systématiquement formées quand la solution est homogénéisée au vortex pendant plus
de 20 s. Afin de limiter ce phénomeéne, les solutions n’ont été¢ soumises par la suite que 15 s a
I’agitation au vortex avant sonification, contrairement aux expériences précédentes (vortex 1

min).
a) Puissance de sonification

Des premiers essais ont été réalisés avec une puissance de 15 watts. Un film de PLA se forme
a la surface de la suspension apres sonification.

En augmentant la puissance a 30 watts, les distributions granulométriques des particules
obtenues sont relativement comparables a celles des particules obtenues apres émulsification a
60 watts (a concentration en dextrane équivalentes) et le Span des objets reste tres élevé (Figure

69). Dans tous les cas, des distributions de tailles multimodales et trés larges sont obtenues.
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Figure 69: Distribution granulométrique des particules obtenues avec différentes
concentrations en DexCg et différentes puissances de sonification (1 g DexCg¢/L, 60 watts, 2 g
DexCy/L, 60 watts, 1 g DexCgq/L 30 watts et 2 g DexC¢/L, 30 watts) (phase organique : 6 mL
PLA (50 mgPLA/mL), phase aqueuse :10 mL DexC6-20 saturé en AcOEt, Vortex 15s, US : 2 min
50% cycle actif).
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b) Influence de la durée de sonification

Dans un second temps, nous avons fait varier la durée de sonification, de 2 min a 30 s, en
maintenant la puissance des ultrasons a 30 watts, la concentration de la phase aqueuse en
dextrane a 1 g/L, le volume de la solution de PLA a 6 mL et la concentration en PLA a 50 g/L.
Dans tous les cas, les distributions de tailles de particules sont similaires a celles présentées dans
la Figure 69.

La durée de la sonification n’a donc aucune influence significative sur la taille des particules

obtenues.
c) Influence de la concentration en DexCs-T

L’utilisation d’une concentration en DexCe-1 inférieure a 1 g/L a été examinée (Figure 70).
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Figure 70: Distribution granulométrique des particules obtenues avec différentes
concentrations en dextrane = (0,25 g DexCg/L, 0,5 g DexCy/L et 1 g DexC¢/L (phase
organique: 6 mL PLA (50 mgPLA/mL), phase aqueuse: 10 mL DexCs-20, x g/L saturée en
AcOEt, vortex : 15 s, US : 30 watts, 1 min 50% cycle actif).

Dans le cas ol la concentration en DexCe-1 est égale ou supérieure a 0,5 g/L, les distributions
granulométriques sont tres étendues, avec la formation conjointe de nano- et microparticules.
Dans le cas ou la concentration en DexCe-t est de 0,25 g/L, une population majoritaire de
microparticules est obtenue. Toutefois, ces microparticules ont des tailles tres élevées, avec une
distribution relativement large, comprise entre 100 et 1000 pum.

Des expériences similaires ont été réalisées dans les mémes conditions avec une durée de

sonification réduite a 30 s. Dans ces conditions, les résultats obtenus sont identiques a ceux
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présentés dans la Figure 70 ce qui confirme 1’absence d’influence de la durée de sonification
(paragraphe 3.3.2.1.2-a).

L’utilisation d’ultrasons comme moyen d’émulsification ne semble pas permettre d’obtenir
des particules micrométriques de tailles maitrisées avec des distributions granulométriques
monomodales, c’est pourquoi nous nous sommes intéressés a d’autres méthodes

d’émulsification.

3.3.2.2. Emulsification par agitation mécanique

Dans ce paragraphe, les méthodes d’émulsification choisies sont cette fois basées sur le
cisaillement du mélange H/E par I'utilisation d’un ultraturrax (UT), d’un vortex ou d’une

agitation magnétique.
3.3.2.2.1. Ultraturax (UT)

a) Influence de la concentration du PLA

Les premiers essais d’émulsification avec I’UT ont ¢été effectués en utilisant des
concentrations de PLA égales 50 et 75 g/L, avec une concentration en DexC¢ égale a 5 g/L. La
vitesse de I’UT a été fixée a 11000 rpm (P1l). L’émulsification par UT a été effectuée
directement sans pré-émulsification par un vortex. Au cours de I’émulsification, nous avons
essay¢ de balayer I’'UT dans la solution pour s’assurer que le méme cisaillement était appliqué en
tout point de notre systeme

Les distributions de tailles des particules sont quasiment identiques pour les deux
concentrations en PLA (Figure 71). Dans tous les cas, les distributions sont multimodales avec

un mélange de nano-et microparticules sur un intervalle tres large.
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Figure 71: Distributions granulométriques des particules de PLA obtenues pour différentes
concentrations en PLA (phase organique : 1 mL PLA 50 et 75 mg PLA / mL), phase
aqueuse :10 mL DexCs-18, 5 g/L saturée en AcOEt, UT 11000 rpm, 1 min).

Pour tenter d’améliorer les résultats, nous avons augmenté le rapport mpypa/mpexce €n utilisant
une concentration en PLA dans la phase organique plus élevée, égale a 150 g/L (300 mg dans 2
mL) et en utilisant 10 mL d’une solution de DexCs-16 (5 g/L). Cette fois-ci, la phase aqueuse n’a
pas été saturée en AcOEt contrairement aux autres expériences décrites dans ce chapitre. Compte
tenu de la solubilité de I’AcOEt dans ’eau, cela revient a saturer la phase aqueuse en AcOEt,
avec un volume de phase organique qui devient alors égal a 1 mL, et une concentration en PLA
de 300 g/L. Cette facon de procéder permet de diminuer la concentration en PLA initiale
dissoute dans 1’acétate d’éthyle car les solutions de PLA dans I’AcOEt a 300 g/L. sont tres

visqueuses et difficiles a prélever.
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Figure 72: Distributions granulométriques des particules de PLA obtenues pour deux lots
réalisés dans les mémes conditions et émulsifiés par UT (phase organique: 2 mL PLA (150
mgPLA/mL), phase aqueuse: 10 mL DexCs-16, 5 g/L non saturée en AcOEt, UT 11000 rpm, 1

min).
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Les distributions de taille obtenues sont multimodales et t¢émoignent de la présence aussi bien
de particules nanométriques que de particules micrométriques (Figure 72). Néanmoins, la
population de particules submicroniques est plus faible que précédemment et 1’allure de la

distribution est quasiment reproductible.
b) Influence de la concentration en DexC¢-18

Suite a ces résultats, il semblait donc intéressant d’étudier 1’influence de la concentration en
dextrane modifié sur la taille et la distribution granulométrique des particules pour des
formulations utilisant une concentration en PLA égale a 50 g/L et a 300 g/L. Comme
précédemment, la concentration en PLA égale a 300 g/L est obtenue par ajout de 2 mL de PLA,

a la concentration de 150 g/L, dans une solution aqueuse de dextrane non saturée en AcOEt.

e Cpra=50 g/L dans AcOEt

Les distributions granulométriques des particules de PLA obtenues avec différentes

concentrations en dextrane modifié sont présentées dans la Figure 73.
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Figure 73: Distribution granulométrique des particules de PLLA obtenues pour différentes
concentrations en dextrane : 0,5, 1 et 5 g/L. (phase organique : 1 mL PLA (50 mg / mL), phase
aqueuse : 10 mL DexCs-18, saturée en AcOEt, UT : 11000 rpm, 1 min).

e Cpra=300 g/L dans AcOEt

Les distributions granulométriques des particules de PLA obtenues avec différentes

concentrations en dextrane modifié sont présentées dans la Figure 74.
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Figure 74 : Distibution granulométrique des particules obtenues pour différentes
concentrations en dextrane 2, 3, 5 et 10 g/LL (2mL PLA (150 mg /mL) /10 mL DexCs-18 non
saturé en AcOEt, UT 11000 rpm, 1 min).

Compte tenu de la tres grande polymétrie des distributions granulométriques obtenues dans
ces séries d’expériences, il est difficile de tirer une conclusion quant a I’influence de la
concentration en dextrane sur la taille des particules.

Pour conclure concernant les résultats obtenus en faisant varier le rapport m ppa/ m pexce,
toutes conditions expérimentales égales par ailleurs :

- les distributions granulométriques sont toutes multimodales, avec a la fois un mélange de
nano- et microparticules de toutes tailles, dans des proportions variables mais toujours avec un
Span tres élevé (> a 2)

- I’évolution du d(0,5) et du D[3,2] en fonction de mppa / Mpexce est difficile a maitriser et a

interpréter (Tableau 27).

Tableau 27: Evolution du d(0,5), du D[3,2] et du Span en fonction de m PLA / m DexCg
pour les particules de PLA élaborées par émulsification par UT (UT 11000 rpm, 1 min,
phase organique : *1 mL AcOEt, 10 mL solution de DexCg saturée en AcOEt, **2 mL AcOEt, 10
mL solution de DexCgs non saturée en AcOEt).

[PLA] | [DexC6] MPLA/mDexC, d(0,5) | D[3,2] Span
g/L g/L (um) | (um)

50" 5 1 0,269 | 0,320 | 10,3
50° 2 2,5 0279 | 0,329 | 25
50° 0,5 10 0,758 | 0,426 | 9,3
150" 10 3 17 0907 | 3.2
150" 5 6 16 | 0,906 | 102
150" 3 10 18 0390 | 8,6
150 2 15 19 | 0573 | 4,7
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c) Influence du temps d’émulsification

Nous avons réalisé quelques expériences en modifiant le temps d’émulsification. Les résultats
sont présentés dans la Figure 75.

Aucune modification notable dans la taille des particules n’a été observée. Les distributions
des tailles des particules ne sont pas modifiées par la diminution du temps d’émulsification, dans
le domaine de temps étudié. Les distributions restent multimodales et le Span tres élevé.
L’utilisation de I’agitation mécanique par ultraturax durant 1’étape d’émulsification ne permet

donc pas d’atteindre les objectifs fixés en termes de distributions de tailles de particules

micrométriques.
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Figure 75: Distribution granulométrique des particules obtenues pour différentes durées
d’émulsification (30s, 1 min) (phase organique: 1 mL PLA (75 mg /mL), phase aqueuse: 10 mL
DexCs-18 5 g/L saturée en AcOEt, UT 11000 rpm).

3.3.2.2.2. Vortex

Dans ce paragraphe, nous avons utilisé le seul vortex comme méthode d’émulsification. Nous
avons ¢étudié I'influence du temps d’agitation au vortex pour une concentration en DexCg-20
égale a 2, 1 ou 0,5 g/L. Nous avons également évalué I’influence de la concentration en PLA
dans I’AcOEt, en la faisant varier de 50 a 10 g/L.

A titre d’exemple, nous ne présenterons que les résultats obtenus avec une concentration en
DexCs de 1g/L (dans une phase aqueuse de 10 mL d’eau saturée en acétate d’éthyle). Au cours
de ces essais, la concentration du PLA a été gardée inchangée et égale a 50 g/L dans un volume

d’AcOEt égal a 6 mL.
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Figure 76: Distributions granulométriques obtenues pour différentes durées
d’émulsification (a) (10 min, 5 min, 2,5 min) et (b) (1 min, 40s, 20 s) (phase organique: 6mL
PLA (50 mg / mL), phase aqueuse: 10 mL DexCgs-20 1 g/L saturée en AcOEY).

Les distributions de tailles de particules (Figure 76(a) et (b)) sont toutes multimodales

quelque soit la duré d’émulsification par vortex.
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Figure 77: Evolution du (®) d(0,5) et (M) D[3,2] en fonction de la duré d'émulsification par
le vortex (phase organique :6mL PLA (50 mg / mL), phase aqueuse : 10 mL DexCs-20 1 g/L
saturée en AcOEt)

Comme nous pouvons le constater (Figure 77), en diminuant la durée de I’émulsification la
taille des particules augmente. En effet, la durée d’émulsification controle la taille des
gouttelettes de PLA/AcOEt formées et donc celle des particules de PLA apres évaporation du
solvant organique. L’augmentation de la taille des particules peut étre expliquée par le fait que
lorsque la durée de cisaillement est trés faible, le stabilisant n’a pas le temps de s’adsorber

convenablement a la surface des gouttelettes pour les stabiliser. Des gouttelettes plus grandes se
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forment lorsqu’une durée courte d’émulsification est utilisée. A partir d’une durée
d’émulsification égale a 60 secondes, la taille des particules obtenues ne varie plus de fagon
sensible.

Ce procédé n’a pas €té retenu pour 1’¢élaboration de microparticules car indépendamment des

temps de vortex utilisés, les distributions sont multimodales.
3.3.2.2.3. Agitation magnétique

Afin de trouver des conditions plus favorables pour 1’obtention de particules micrométriques,
nous avons effectué plusieurs séries d’expériences en employant une agitation magnétique pour
émulsifier la phase organique (PLA/AcOEt) dans une phase aqueuse de DexCe-16. Le détail de

ce procédé est donné dans le chapitre matériels et méthodes (paragraphe - 2.2.3.1.2)
a) Optimisation du procédé
i.  Dispositif d’agitation

Nous avons tout d’abord essayé d’optimiser la configuration du systéme d’agitation
magnétique en étudiant 1’influence de la longueur du barreau magnétique par rapport au diametre
du bécher utilisé. Trois types de barreaux de dimensions différentes ont été testés. Les conditions
opératoires sont les suivantes :

- Le diametre du bécher utilisé a été fixé a 28 mm

- Phase aqueuse : 10 mL de solution de DexCqs-16 a 5 g/L saturée en AcOEt
- Phase organique : 1 mL de solution de PLA a 150 g/L d’AcOEt

- Vitesse d’agitation : 500 rpm, durée d’émulsification 30 min.

Lorsque le barreau magnétique est trop gros, un film de PLA finit par se former a la surface
du barreau lors de la précipitation et dans le méme temps, on observe la formation de gros
agrégats. Dans le cas ou le barreau magnétique est de dimension (25,5) (longueur 1 = 25 mm et
hauteur h = 5 mm), on observe un film de PLA beaucoup plus faible sur le barreau que sur les
autres barreaux utilisés. Le phénomene de formation de film de polymere est relativement
marginal et vraisemblablement 1i€¢ a la concentration élevée du PLA dans la phase organique.
Afin de limiter cette formation de film, toutes les expériences qui suivront seront effectuées avec
ce barreau magnétique.

Des essais préliminaires ont été effectués en variant la procédure d’injection de la phase
organique dans la phase aqueuse. L’ajout de la phase organique dans la phase aqueuse a I’aide

un pousse seringue avec un débit fixé a 0,3 mL/min ainsi que I’injection en « one-pot » de la
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phase organique dans la phase aqueuse pendant que cette derniere est mise sous agitation ne nous
ont pas permis d’obtenir des émulsions avec des caractéristiques convenables. A chaque fois de
grosses pertes en PLA sont occasionnées soit par le dépot d’un film sur le barreau soit par
formation d’agrégats en solution. C’est pourquoi une étape intermédiaire de pré-émulsification
est nécessaire. Cette dernicre est assurée par une agitation manuelle pendant une minute du tube
contenant le mélange des deux phases (organique et aqueuse) permettant ainsi 1’obtention d’une

premiere émulsion grossiere qui sera ensuite plus facilement cisaillée par agitation magnétique.
ii.  Influence de la concentration en PLA

L’influence de la concentration du PLA utilisée pour la formulation de particules
micrométriques a été étudiée. En effet comme nous 1’avons vu précédemment, la concentration
est un parametre clé dans la formulation des émulsions H/E car elle peut modifier

considérablement la viscosité de la phase organique.
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Figure 78: Distributions granulométriques des particules de PLA obtenues avant lavages
en utilisant une concentration en PLA de 75g/L, 100g/L. ou 150g/L. dans 2 mL AcOEt.
(phase aqueuse : 10 mL DexCg-16 (5 g/L) non saturée en AcOEt, Vitesse d’agitation : 500 rpm,
durée d’émulsification 30 min).

Comme précédemment décrit, dans le cas ou la concentration en PLA dans 1’AcOEt est égale
a 150 g/ L, on observe un léger dépdt de PLA sur le barreau magnétique. Ce dépodt a été retiré
avant les mesures de tailles. Des microparticules de taille élevées sont obtenues des distributions
de tailles de particules assez larges (Figure 78 et Tableau 28).

En revanche, dans le cas ou la concentration en PLA est égale a 75 ou 100 g/L, des
microparticules de tailles élevées sont obtenues, avec une distribution granulométrique beaucoup
plus étroite. Dans ces deux derniers cas, les tailles obtenues sont comparables et les distributions

de tailles sont quasiment superposables.
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Tableau 28: Evolution du d(0,5), du D[3,2] et du Span des particules de PL A obtenues
avant lavages avec différentes concentrations en PLA (phase organique : 75g/L, 100g/L ou
150g/L dans 2 mL AcOEt, phase aqueuse : 10 mL DexCgs-16 (5 g/L) non saturée en AcOEt,
Vitesse d’agitation : 500 rpm, durée d’ émulsification 30 min).

[PLA] |d(0,5) | D[3,2]
(mg/mL) | (um) | (um)
75 276 34 | 1,31

100 298 262 | 1,29
150 362 138 | 1,75

Span

Sur la base de ces résultats, la concentration en PLA a été fixée a 100 g/L dans les essais qui

vont suivre.
iii.  Influence de la vitesse d’agitation

Dans le but d’obtenir les distributions granulométriques les plus étroites possibles avec des

tailles de particules bien définies, nous avons examiné I’influence de la vitesse d’agitation.
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Figure 79: Distributions granulométriques des particules obtenues en utilisant une vitesse
d’agitation égale a : 500 rpm, 1000 rpm, et 1300 rpm (phase organique : 2 mL de PLA (100
mg / mL AcOEt), phase aqueuse : 10 mL DexCgs-16 (5 g/L) non saturée en AcOEt, durée
d’émulsification 30 min).
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Figure 80: Evolution de la taille des particules obtenues en fonction de la vitesse d'agitation
() D (3,2) (®) d(0,5) (phase organique : 2 mL de PLA (100 mg / mL AcOEt), phase aqueuse :
10 mL DexCgs-16 (5 g/L) non saturée en AcOEt, durée d’émulsification 30 min).

Nous pouvons constater que le fait d’augmenter la vitesse d’agitation de 500 a 1000 rpm
permet de diminuer la taille des particules de maniere assez significative. Dans ce dernier cas, le
Span de la distribution en taille des particules est cependant 1égerement plus élevé. Ces résultats
sont similaires a ceux obtenues par Sansdrap et al [38] qui ont étudié I’influence de la vitesse
d’agitation sur la taille des particules de PLGA. La taille des particules de PLGA obtenues passe
de 38,1 um a 13,7 um en augmentant la vitesse d’agitation de 250 rpm a 1600 rpm. En effet,
I’augmentation de la vitesse d’agitation permet de fournir plus d’énergie ce qui favorise la
division de la phase organique en gouttelettes de plus petites tailles.

Au dela de 1000 rpm, la taille des particules la taille des particules €laborées est de I’ordre de
quelques centaines de micrometres et la vitesse d‘agitation n’a plus d’influence détectable sur les
distributions granulométriques mesurées.

Pour la suite, la vitesse d’agitation a été fixée a 1000 rpm.
iv.  Influence du rapport volumique phase organique / phase aqueuse

Le volume de phase aqueuse saturée en AcOEt a été varié de 10 a 4 mL, en gardant inchangé,

le volume de phase organique (2 mL) (la Figure 81 et la Figure 82).
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Figure 81: Distributions granulométriques des particules de PLA avant lavage avec : 10, 8,
6, et 4 mL de phase aqueuse saturée en AcOEt (phase organique : 2 mL PLA (100 mg / mL
AcOEt), phase aqueuse : x mL DexC6-16 5 g/L, vitesse d’agitation : 1000 rpm, durée
d’émulsification : 30 min).

A volume de phase organique constant, la diminution du volume de la phase aqueuse (de 10 a
4 mL) entraine une augmentation de la taille des particules obtenues. Les distributions
granulométriques obtenues sont décalées vers les tailles les plus élevées. Une distribution de

taille monomodale et étroite est obtenu pour le plus faible rapport volumique phase

aqueuse/phase organique.
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Figure 82: Evolution du (l)D[3,2] et (®) d(0,5) en fonction du rapport volumique phase
aqueuse /phase organique (x mL DexCs-16 5 g/L/ 2 mL PLA (100 mg / mL AcOEt), Vitesse
d’agitation : 1000 rpm, durée d’émulsification 30 min).
Suite a ces résultats, nous avons fixé le rapport volumique a 2. Ce rapport semble le plus

adéquat pour avoir des distributions de tailles monomodales et bien définies avec des tailles bien

controlées dans I’intervalle 100 pm — 1000 um (Figure 62).
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b) Caractérisation des microparticules obtenues
i.  Stabilité aux lavages et a la lyophilisation

Les distributions de tailles de particules avant et apres lavages et redispersion des suspensions
ont été comparées. D’autre part les suspensions de particules, apres les étapes de lavages ont été
lyophilisées sans addition de cryoprotecteur puis leurs distributions de tailles de particules ont
été controlées apres redispersion dans 1’eau (Figure 83).

Les résultats démontrent que, a toutes les étapes de traitement des suspensions de

microparticules de PLA, les distributions de tailles de particules restent identiques.
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Figure 83: Distributions de tailles de microparticules de PLA déterminées avant lavages,
apres lavages et apres lyophilisation et redispersion (phase organique : PLA 100g/L dans 2
mL d’AcOEt, phase aqueuse :4 mL de DexCs-16 5g/L saturée en AcOEt, vitesse 1000 rpm, durée
d’émulsification 30 minutes).

I1 est a noter que cette fois les microparticules de PLA ont été lyophilisées sans aucun ajout de
cryoprotecteur. La bonne redispersion apres lyophilisation témoigne de la moindre sensibilité des
les microparticules a la congélation et a la lyophilisation par rapport aux nanoparticules. Cette
redispersion est également une preuve indirecte de la présence des chaines de dextrane en
surface des particules. La présence de dextrane modifi¢ en surface des particules n’a pas pu étre
vérifiée directement par RMN 'H. En effet, compte-tenu de la faible surface spécifique des

microparticules, les signaux du dextrane modifié dans ces conditions ne sont pas détectable

notamment le signal du H anomere.
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ii.  Morphologie des microparticules de PLA élaborées

Les microparticules élaborées dans les conditions optimisées ont été caractérisées par
microscope optique (Figure 84).
Les microparticules obtenues présentent des morphologies sphériques. La comparaison entre

la taille observée par microscope optique permet de confirmer les valeurs mesurées par

$o 0
fa.

Figure 84: Observation par microscope optique d’une suspension de microparticules de
PLA élaborées par E-ES (phase organique : PLA 100g/L dans 2 mL d’AcOEt, phase
aqueuse :4 mL de DexCgs-16 5g/L saturée en AcOEt, vitesse 1000 rpm, durée d’émulsification 30
minutes).

granulométrie.

3.4. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les études paramétriques de 1’¢élaboration de particules
nano- et micrométriques de PLA stabilis€es par des DexCs-t. Le but €tait de maitriser
’¢laboration de particules de PLA avant de commencer les essais d’encapsulation des SA dans
ces vecteurs matriciels.

En premier lieu, nous nous sommes intéressées a 1’élaboration des particules nanométriques
du domaine n°1 (100 nm - 1 pm) aussi bien par un procédé peu énergétique, la nanoprécipitation,
que par un procédé tres énergétique (Emulsion par US- évaporation de solvant). Des particules
de tailles et morphologie contr6lées ont été alors obtenues. Les nanoparticules de PLA élaborées
par E-ES présentent des tailles un peu plus faibles que celles obtenues par nanoprécipitation.
Concernant la stabilit¢ aux lavages et a la lyophilisation de ces nanoparticules, nous avons

constaté que dans les deux cas, une bonne redispersion a lieu apres lavages. Cependant, 1’ajout
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d’un cryoprotecteur (le tréhalose a raison de 10 mg/ mL de suspension) est indispensable pour
assurer une bonne redispersion apres la lyophilisation. La stabilité colloidale dans les solutions
salines a été aussi étudiée et nous avons pu mettre en évidence 1’influence du taux de substitution
du dextrane modifié sur cette propriété. En effet, pour des taux de substitution supérieurs a 20 %,
les suspensions de nanoparticules sont moins stables dans les solutions salines que celles

obtenues avec des dérivés du dextrane ayant des taux de substitution compris entre 14 et 20 %.

Dans un deuxieéme temps, nous nous sommes fixés comme objectif d’élaborer des
microparticules dans les domaines de tailles n°2 (I pm — 100 pm) et n°3 (100 um — 1000 pm),
avec des tailles et des distributions de tailles bien maitrisées. Apres avoir testés différents
procédés d’élaboration de microparticules par émulsion-évaporation de solvant (étape
d’émulsification réalisée par ultrasons, UT, vortex ou encore agitation magnétique) ainsi
qu’apres avoir fait varier plusieurs parametres de formulation (concentration en PLA ou en
DexCe-t, rapport volumique phase aqueuse/phase organique, puissance de sonification, vitesse
d’agitation mécanique ...) aucun résultat n’a été concluant pour la préparation de particules dans
le domaine n°2. Quand aux particules du domaine n°3, elles ont pu étre élaborées et caractérisées
avec succes par E-ES, par agitation magnétique. Les conditions optimales d’obtention de ces
particules sont :

- Phase aqueuse : 4 mL d’une solution aqueuse de DexC6-t (5 g/L) saturée en
AcOEt.

- Phase organique : 2 mL d’une solution de PLA (100g/L) dans AcOEt.

- Durée et vitesse d’émulsification : 1 minute de pré-émulsification manuelle puis
30 minutes d’émulsification a I’aide d’un barreau magnétique a une vitesse de
1000 rpm.

Les microparticules obtenues présentent I’avantage d’étre stables aussi bien aux lavages qu’a
la lyophilisation sans addition de cryoprotecteur.

Pour produire des microparticules ayant des tailles comprises dans le domaine n°2, des
distributions de tailles étroites et des morphologies controlées, le procédé¢ d’émulsion-
évaporation de solvant, comportant une étape d’émulsification par agitation mécanique, semble
adapté. Toutefois, nos résultats ont montré qu’il est difficile de maitriser les conditions de
formation des gouttes de phase organique en opérant 1’émulsification avec les appareils
disponibles a I’échelle du laboratoire, ce qui conduit a des distributions de tailles de particules

trés larges, mal définies et parfois peu répétables. L’utilisation de systemes microfluidiques pour
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réaliser 1’étape d’émulsification nous a semblé une alternative intéressante et adaptée tant au
domaine de tailles de particules visé (1 um — 100 um) qu’a la mise en ceuvre de conditions de
cisaillement trés bien définies conduisant a des distributions de tailles de particules étroites. Par
ailleurs, 1’usage de systemes microfluidiques permet d’envisager la production de
microparticules par un procédé¢ continu. L’utilisation de systémes microfluidiques pour la

production de microparticules du domaine 2 sera décrite dans le chapitre 4.
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4.1. Introduction

Dans le but d’élaborer des particules micrométriques sphériques ayant une taille bien
controlée entre 1 et 100 um (domaine 2), nous avons opté pour la technologie microfluidique. En
effet, les méthodes conventionnelles comme la nanoprécipitation et ’E-ES de solvant ne nous
ont pas permis d’obtenir des particules dans cette gamme de taille avec une distribution de taille
étroite. L utilisation de procédés microfluidiques pour 1’élaboration de particules est relativement
récente et ces procédés sont en plein développement (cf. chapitre bibliographique — paragraphe
1.3). En particulier, ’emploi de polyméres amphiphiles comme stabilisants des gouttes formées a
été tres peu utilisé et jamais dans le cas des dextranes modifiés.

Dans ce chapitre, nous commencerons par présenter la procédure suivie pour rendre
hydrophile la surface d’une plaque de PDMS puis la procédure suivie pour rendre hydrophile les
surfaces des systemes microfluidiques fabriqués a partir de PDMS. Ensuite nous décrirons leur
utilisation pour former des émulsions directes. Ces dernieres permettront de produire des
particules par émulsion/évaporation ou émulsion/diffusion. Enfin, nous exposerons la méthode
de récupération des microparticules mise au point et nous détaillerons leurs caractéristiques.

La microfluidique diphasique a pour objet la manipulation de deux fluides immiscibles
introduits dans un systeme de dimensions micrométriques. La rencontre de deux fluides
immiscibles dans un canal microfluidique aboutit a la formation d’émulsions ou d’un co-
écoulement en fonction des propriétés physico-chimiques des fluides, des conditions

d'écoulement et de 1’état de surface des matériaux utilisés pour la fabrication du canal [1-10].

4.2. Choix de la géométrie et du matériau constituant le
microsysteme microfluidique

Plusieurs facteurs ont une influence sur la formation de I’émulsion a I’intérieur du microsystéme
ainsi que sur la taille des gouttelettes formées. Parmi ces facteurs, on peut citer la géométrie des
canaux constituant les microsystemes ainsi que la nature des matériaux utilisés. Dans la
littérature [11], plusieurs géométries de microsystemes ont été utilisées pour 1’élaboration
d’émulsions. Parmi les géométries de microcanaux les plus connues on trouve : la jonction en T,

la géométrie en « co-flowing » et le « flow-focusing (FF) » (Figure 85).
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A. T-junction B. Co-flowing

A\
|

C1. Flow-focusing I c2. Flow-focusing II C3. Flow-focusing 111

Figure 85: Géométries les plus utilisées des microcanaux en microfluidique [11].

Les matériaux les plus souvent utilisés pour la fabrication des microsystemes sont le verre et
le silicium. Cependant, 1’utilisation de ces matériaux est trés colteuse et leurs procédés de
fabrication sont assez compliqués. Ces dernieres années, plusieurs nouveaux matériaux ont été
développés et utilisés pour la fabrication de systemes microfluidiques parmi lesquels nous
pouvons citer le PDMS [12-15] le PMMA [16, 17], le polycarbonate (PC) [18, 19] et le
poly(téréphtalate d’éthyléne) (PET) [20].

Dans ce qui suit, nous allons présenter la géométrie du microcanal utilisé, ainsi que les
caractéristiques du matériau choisi pour 1’¢laboration de [’émulsion a Dintérieur du

microsysteéme.

4.2.1. Géométrie

Comme nous I’avons déja présenté¢ dans le chapitre bibliographique (cf. chapitre 1 —
paragraphe 1.3), le processus de formation de gouttelettes a D'intérieur d’un systeme
microfluidique repose sur la mise en contact de deux phases liquides, une devenant la phase
dispersée et l'autre la phase continue (non miscible ou partiellement miscible a la phase
dispersée), a I'intérieur d’un microcanal. Une zone de cisaillement entre les deux fluides non
miscibles est produite dans la jonction (appelée aussi constriction dans le cas d’une géométrie en
FF) 1a ou ils se rencontrent. Ce cisaillement, ainsi que les forces de pression qui vont étrangler la

phase dispersée, vont déformer ’interface entre les deux fluides jusqu’a la génération d’une

goutte.
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Dans ce qui suit, nous allons brievement rappeler le principe d’obtention de gouttelettes a

I’intérieur de microcanaux en géométries en T et en FF.

@ |} (b)

AL — o 00000
T

® Phase continue

> Phase dizspersée

Figure 86: Formation des gouttelettes a l'intérieur de microsystemes ayant une géométrie
(a) en Flow-Focusing (b) en T.

Le principe de la jonction T (b sur la Figure 86) repose sur le fait que la phase dispersée est
amenée dans le canal principal, ou circule la phase continue, par un canal secondaire
perpendiculaire a celui-ci [10]. Le cisaillement a I’intersection conduit a la formation puis au
détachement successif des gouttes. Dans le cas de la géométrie en FF, la phase dispersée est
injectée au milieu de deux entrées de phase continue. Le cisaillement de la phase continue
s’exerce sur les deux cotés de 1’entrée de phase dispersée : elle est ainsi pincée par la phase
continue jusqu’a la formation d’une goutte. Le co-flux laminaire ainsi créé passe a travers une
constriction, ce qui 1’affine et induit éventuellement la rupture du jet en gouttelettes. La taille des

gouttes formées diminue avec la diminution du rapport Q./Qg.

La géométrie en FF présente 1’avantage de pouvoir former des gouttelettes avec des tailles
pouvant indifféremment étre plus grandes ou plus petites que la taille de la constriction du
systeme utilisé et dont la taille est controlée par les débits de phase continue et dispersée[l].
Dans des conditions bien contr6lées de flux ou de pression, la taille des gouttes obtenues est
extrémement reproductible. Par ailleurs, la fréquence de formation des gouttes est plus élevée
que celle obtenue avec une géométrie en T. Selon Seemann et al. [21], la fréquence de
production de gouttelettes dans un systeme en FF peut atteindre ou dépasser les 1000 hertz selon
les conditions opératoires utilisées [22, 23] alors que, pour une géométrie T, la fréquence est de
quelques centaines de hertz. Compte-tenu de ces différents avantages attribués a la géométrie en
FF, nous I’avons choisie pour élaborer les systémes microfluidiques utilisés dans la suite du

chapitre.
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4.2.2. Matériau

Nous avons choisi le PDMS comme matériau pour fabriquer les systémes microfluidiques. Le
PDMS présente de bonnes propriétés optiques, il est assez transparent et présente une stabilité
thermique et chimique compatible avec de nombreuses applications. D’autre part, la facilité
d’utilisation, la rapidité ainsi que le faible colit de fabrication des systemes en PDMS permet
I’utilisation de ce matériau pour la réalisation des prototypes de microfluidique et pour la
fabrication de toute structure de dimensions micrométriques [24-28].

La fabrication de microsystémes en PDMS pour 1’¢laboration d’émulsions comporte plusieurs
étapes. La procédure de fabrication ainsi que les dimensions des canaux du systéme

microfluidique utilisé sont décrites dans le chapitre 2 (pargraphe 2.2.3.2.1).

4.3. Modification de la surface du PDMS

Le PDMS, comme nous I’avons déja présenté ci-dessus, posseéde plusieurs avantages pour la
fabrication des microsystemes microfluidiques. Néanmoins, il est hydrophobe ce qui n’est pas
favorable pour former des émulsions directes H/E dans de tels microsystemes. En effet, lorsque
les parois sont hydrophobes, on a tendance a former des gouttes d’huile dans de I’eau et quand
les parois sont hydrophiles, on a tendance a former des gouttes d’eau dans 1’huile. La solution
était donc de trouver un traitement adéquat qui permettrait de rendre la surface du PDMS
hydrophile pendant une durée suffisante.

La modification de la surface du PDMS a fait I’objet de nombreux travaux [29-31]. Plusieurs
méthodes ont été proposées dans le but d’améliorer la mouillabilité par 1’eau de la surface du
PDMS. Nous pouvons répartir ces traitements en deux classes :

e Traitements par voie seche : le traitement au plasma est 1’une des méthodes les plus
utilisées pour la modification de surface du PDMS. Par définition, le plasma est un gaz
partiellement ionis€ dans lequel une certaine proportion d’électrons et d’ions se trouvent
libres et ot le nombre de charge positives est égal au nombre de charges négatives [31].
Ce traitement repose sur ’activation de la surface du PDMS en utilisant le plasma associé
a ’'un des gaz suivant : I’oxygene [32], [’azote [33] ou I’argon [34] qui se dissocient et
réagissent avec la surface du PDMS. Le traitement du PDMS par décharge de corona a
été aussi évoqué dans la littérature. L’effet corona correspond a la formation d’un champ

de haute énergie électromagnétique pres de la surface qui a pour conséquence une
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ionisation importante de cette derniere. Dans la région ionisée, diverses especes sont
présentes (ions, radicaux libres, électrons, molécules dans un état excité). Les radicaux
libres permettent d’oxyder la surface du PDMS traité [35]. Le PDMS traité par le plasma
est trés hydrophile mais pour une durée tres limitée, de sorte qu’au bout d’une heure le
PDMS retrouve quasiment son hydrophobie d’origine.

e Traitements par voie humide : ce type de traitement consiste a déposer une couche
adéquate sur la surface du PDMS par une adsorption physique d’un polymére amphiphile
chargé ou par dépot de multicouches de polyélectrolytes [36] ou par traitement chimique

par un mélange de piranha et de potasse par exemple [37].

Des nouveaux traitements de surface qui combinent un traitement par voie seéche avec un
traitement par voie humide ont ét€ récemment développés. Hemmila et al. [27] ont associé un
traitement au plasma oxygéné avec une formation de brosses de polymere par « grafting from »
(PEG) ou « grafting to » (PVP ou PEG) pour rendre hydrophile la surface du PDMS. Une tres
bonne hydrophilie a été obtenue a I’issue de ces différents traitements, attestée par des angles de
contact avec I’eau autour de 30°. De plus, I’hydrophilie a été maintenue pendant au moins 6

mois.

Dans notre cas, nous avons choisi d’utiliser une méthode de modification chimique pour
rendre la surface du PDMS hydrophile. Nous nous sommes basés sur les travaux de Maji et al.
[37] qui ont développé un traitement en deux étapes. D’abord un premier traitement avec du
piranha (un mélange d’eau oxygéné et d’acide sulfurique H,O,/H,SO, (2/3)) est appliqué
pendant 15 minutes. Ce traitement sert a décaper la surface et a assurer le clivage des
groupements méthyle (-CH3) des chaines du PDMS. La surface est ensuite rincée avec de I’eau
Milli-Q. La deuxieéme étape consiste a traiter la surface avec de I’hydroxyde de potassium (KOH
IM) qui permettra I’oxydation des sites clivés en groupements polaires hydrophiles (silanol: Si-
OH) ce qui rendra la surface nettement plus hydrophile. Ce traitement a été optimisé par Maji et
al. qui ont montré que son utilisation permet d’avoir un faible angle de contact (27°).
Néanmoins, ce traitement de surface ne permet pas de maintenir une tres bonne hydrophilie
pendant une longue durée. En effet, au bout de 25 h, I’angle de contact est revenu a 85°. Ceci ne
laisse pas assez de temps pour produire une quantité suffisante de particules (Figure 87). La
courbe correspondant aux conditions utilisées dans nos expériences est celle représentée par les
triangles verts dans les travaux de Maji et al., pour laquelle la durée des étapes de traitement du

PDMS avec du piranha puis avec de la potasse est de 15 minutes pour chacune.
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Figure 87: Suivi de I’angles de contact en fonction du temps pour des gouttes d’eau sur des
surfaces de PDMS traitées avec du H,O,/H,SO4 -2/3 + KOH (1M) avec différents temps de
traitement [37].

Actuellement, et sauf erreur ou omission de notre part, ce traitement n’a jamais été
directement appliqué dans un systeme microfluidique fabriqué en PDMS et la faisabilité de son
utilisation n’a pas été vérifice.

Dans notre cas, ’intérét d’utiliser des systemes microfluidiques a surface hydrophile est de
pouvoir préparer des émulsions directes a I’intérieur de ces systémes. La phase continue qui sera
utilisée est une solution de DexCe-t (5g/L) saturée en AcOEt. Le dextrane modifié du fait de son
caractere amphiphile serait susceptible de s’adsorber sur la surface PDMS et pourrait ainsi la
recouvrir d’une couche de chaines de polysaccharide hydrophile. Nous avons cherché a savoir si
la présence de DexCe-1 pouvait provoquer une hydrophilisation de la surface du PDMS et de ce
fait venir en complément voire en substitution d’un des traitements de surface déja employés.

Dans ce but, nous avons choisi de vérifier 1’efficacité du traitement avec le piranha et la
potasse selon la procédure décrite dans la littérature et d’évaluer I’effet de la présence du DexCe-

T sur I’état de surface des canaux en PDMS a I’aide d’une série d’expériences décrites ci-apres.

4.3.1. Procédures expérimentales

Afin de déterminer ’effet de différents traitements sur I’état de surface du PDMS, des
mesures d’angles de contact ont été effectuées immédiatement aprés chaque traitement et au
cours du temps. Le PDMS a été coulé dans des boites de Petri de facon a avoir une des surfaces
de la plaque de PDMS bien collée a la surface du récipient. Sinon, le PDMS flotte sur le liquide

utilisé pour le traitement de surface, ce qui peut créer une hétérogénéité (des zones bien traitées
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et d’autres non). Apres chaque traitement, des petites plaques de PDMS traitées sont découpées
puis rincées a I’eau milli-Q ensuite séchées avec un gaz inerte (le N, a été utilisé dans notre cas).
Des gouttes d’eau milli-Q ayant une résistivité égale a 18,4 MQ.cm ont été déposées, a 1’aide
d’une seringue Hamilton (10 pL), sur les plaques de PDMS traitées ou non. Le volume de
chaque goutte déposée est €gal a 5 uLL aux erreurs expérimentales pres. Les images des gouttes
ont été prises par une caméra a haute résolution (CANON EOS 70D) et les valeurs des angles de
contact ont été estimées a 1’aide d’un rapporteur numérique (application Protractor sur le systéme
d’exploitation 10S). La Figure 88 présente un exemple de mesure d’angle de contact pour une

goutte d’eau déposée sur une surface de PDMS non traitée.

Figure 88: Mesure de 1'angle de contact d'une goutte d'eau déposée sur une surface de
PDMS non traitée

Pour chaque traitement de surface, la valeur retenue de 1’angle de contact est une moyenne
d’un minimum de 7 mesures relatives a des gouttes déposées sur la méme plaque de PDMS a

différents endroits (Figure 89).

Figure 89: Dépot de 6 gouttes d'eau sur une méme surface de PDMS : cette photo a été
prise pour une surface de PDMS non traitée (6 =112°)

Dans le but d’évaluer le maintien ou non de I’hydrophilie de la surface de PDMS apres le

traitement, des séries de mesures d’angles de contact ont aussi été effectuées a différents
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intervalles de temps. Le Tableau 29 regroupe le descriptif de chaque traitement de surface

effectué.
Tableau 29: Différents traitements appliqués aux plaques de PDMS
Traitement Descriptif
A PDMS natif ou PDMS non traité.
PDMS traité avec une solution de mélange piranha [H,O,/H>SO4 -2/3] pendant
B 15min puis lavé avec de I’eau Milli-Q puis traité avec de la potasse 1M pendant
15min et lavé avec de I’eau Milli-Q.
PDMS traité avec une solution de mélange piranha [H,O»/H,SO, -2/3] pendant
15min puis rincé avec de ’eau Milli-Q puis traité avec de la potasse 1M
pendant 15min et lavé avec de I’eau Milli-Q. La plaque de PDMS est ensuite
Cn immergée dans une solution de DexCe-17 (5g/L) saturée en AcOEt.
n étant la durée (en heures) du contact de la plaque de PDMS avec la solution
de dextrane modifié.
La plaque de PDMS est traitée avec une solution de DexCe-17 (5g/L) saturée en
Don AcOEt.
n étant la durée (en heures) du contact de la plaque de PDMS avec la solution
de dextrane modifié.
4.3.2. Résultats et discussion

Au cours des premieres expériences, nous avons mesuré les angles de contact de gouttes d’eau

sur du PDMS natif et sur du PDMS traité selon la méthode de Maji et al [37]. Avec la surface

non traitée, 1’angle de contact mesuré expérimentalement est égal a 112° ce qui est en parfait

accord avec les données de la littérature. Brent et al [32] ont obtenu un angle de contact d’une

goutte d’eau sur une surface de PDMS non traitée égal a 112 + 2°. Apres avoir réalisé le

traitement B I’angle de contact d’une goutte d’eau sur la surface a une valeur égale a 70°. Cette

valeur démontre qu’on augmente bien le caractere hydrophile de la surface du PDMS par ce

traitement. Cependant cette valeur est différente de la valeur obtenue par Maji et al. qui, en

effectuant le méme traitement, trouvent un angle de 27° (Tableau 30). L’expérience a été refaite

a plusieurs reprises et cet écart entre les deux valeurs a été confirmé méme si les expériences ont

été effectuées a notre connaissance dans des conditions similaires a celles décrites par Maji et al.

208



Chapitre 4 : Elaboration de microparticules de PLA par microfluidique

Tableau 30: Images et valeurs de I’angle de contact d’une goutte d'eau sur la surface du
PDMS ayant subi le traitement B (a) au laboratoire (b) par I’équipe de Maji et al.

Traitement B B
(réalisé au laboratoire) (Maji et al)
Image
Angle de contact (°) 70 27

Ces résultats peuvent étre expliqués en considérant que la variation de 1’angle de contact, dans
la premiere heure suivant le traitement est tres accentuée (cf. Figure 87) et que 1’angle atteint une
valeur proche ou 1égérement supérieure a 60° en moins d’une heure (malheureusement le graphe
présenté dans la publication ne détaille pas cette zone). Au bout de 10 jours, Maji et al notent que
I’angle de contact (mesuré sur la surface traitée dans les conditions optimales) augmente de 27° a
92.4°. Cette diminution du caractere hydrophile de la surface a été attribuée par plusieurs auteurs
a la réorientation progressive au cours du temps des groupements hydrophiles présents a la
surface vers I’intérieur du matériau polymere [31, 37, 38]. En effet, les chaines présentes a la
surface du polymere sont plus mobiles que celles présentes au cceur du matériau [39]. D’autres
auteurs ont évoqué la migration d’especes ayant de faibles masses molaires de I'intérieur de la
plaque de PDMS vers la surface lui conférant ainsi un caractere de plus en plus hydrophobe.
Concernant la nature exacte de ces especes, les auteurs évoquent des chaines linéaires de PDMS
non réticulées ou encore des molécules résiduelles de I’agent de réticulation [40].

Dans le but d’étudier I’influence de la présence du DexCg—t sur I’hydrophilie de la surface du
PDMS, deux séries de mesures d’angle de contact ont été effectuc¢es (C-30 et D-30, cf. Tableau

29) avec ou sans traitement par le mélange piranha et la solution de KOH (Tableau 31).
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Tableau 31: Comparaison entre les angles de contacts de gouttes d’eau sur une surface de
PDMS ayant subi ou pas un traitement avec du DexCgs—t (a) PDMS natif (b) surface ayant
subi le traitement B et un traitement avec une solution de DexCs—17 (5g/L) pendant 30h (c)

surface traitée pendant 30h avec une solution de DexCgs—17 (5g/L).

Traitement A C-30 D-30

—_—
' m

Image

Angle de

contact (°) 112 53 102

Les résultats montrent que le traitement de la surface du PDMS par la solution de DexC¢—17
(5g/L) permet d’augmenter son hydrophilie, c'est-a-dire de diminuer la valeur de I’angle de
contact. Ainsi, le traitement B permet d’obtenir un angle de contact autour de 70° (Tableau 30) et
si ce traitement est suivi par une immersion dans une solution de DexC¢—17 (5g/L), I’angle de
contact diminue encore jusqu’a 53°. Une explication possible de cette diminution de I’angle de
contact en présence de dextrane modifié est qu’a la suite de la mise en contact avec le mélange
piranha et la solution de KOH, les macromolécules de dextrane modifi¢ peuvent s’adsorber a la
surface du PDMS et augmenter encore 1’hydrophilie de la surface en la recouvrant par les
chaines de polysaccharide. L hypothese de 1’adsorption physique du dextrane modifiée se trouve
confortée par la mesure de I’angle de contact d’une goutte d’eau sur une surface de PDMS traitée
pendant 30 heures avec une solution de Dextrane modifié. Cette fois-ci, I’angle de contact a une
valeur de 102° au lieu de 112° pour une surface de PDMS non traitée. Cette diminution est
cohérente avec I’hypothése de 1’adsorption du dextrane modifié a la surface du PDMS et montre
que le processus est assez lent.

Afin de confirmer que I'utilisation du DexCe-17 a lui seul pouvait assurer a long terme la
bonne hydrophilie de la surface du PDMS, nous avons suivi I’évolution de 1’angle de contact au
cours du temps tout en gardant 1’échantillon de PDMS immergé dans une solution de DexCg-17

(5g/L) saturée en AcOEt (Figure 90).
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Figure 90: Evolution de I'angle de contact des gouttes d'eau sur une surface de PDMS natif
conservée dans une solution de DexCg-17 (5g/L) saturée en AcOEt (Traitement D).

Le suivi de I’angle de contact au cours du temps montre que la surface devient
progressivement hydrophile et se stabilise apres 71 jours a 85°. Ceci est attribué a la cinétique
d’adsorption du dextrane modifié a la surface du PDMS natif.

En comparant le résultat du traitement de la surface de PDMS par le mélange piranha et la
solution de potasse (B) avec celui résultant du traitement par une solution de DexCq-17 (D), il
apparait clairement que le traitement B nécessite des temps de contact beaucoup plus courts.
Toutefois, il est aussi établi que I’hydrophilie obtenue apres le traitement B diminue
significativement dans les 10 jours qui suivent. En considérant que le DexCq-17 sera toujours
présent dans la phase aqueuse continue, nous avons envisagé que son adsorption conduirait a
maintenir le caractere hydrophile de la surface de PDMS traitée sur une durée plus longue que
lorsque seuls le mélange piranha et la solution de KOH sont utilisés. Afin de vérifier cette
supposition, nous avons suivi I’évolution au cours du temps de I’angle de contact d’une goutte
d’eau sur une surface de PDMS traitée en premier lieu avec du Piranha et du KOH (1M) puis

immergée dans une solution de DexCe-17 (5g/L) saturée en AcOEt (traitement C, Figure 91).
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Figure 91: Evolution des mesures des angles de contacts des gouttes d’eau en fonction du
temps sur une () surface du PDMS native conservée dans une solution de DexCg-17
(5g/L) saturée en AcOEt (Traitement D) (M) surface du PDMS traitée avec du piranha et
de la potasse puis conservée dans une solution de DexCg-17 (5g/L) (Traitement C).

Pour la surface traitée selon la procédure C, ’angle de contact mesuré¢ diminue de fagon

beaucoup plus rapide que dans le cas du traitement D, et demeure faible méme apres 71 jours
(54,3° au bout de 71 jours, Figure 91). L’hydrophilie de la surface est parfaitement maintenue
pendant toute la durée de I’expérience. Pendant cette durée, aucun signe du retour a 1’état
hydrophobe de la surface du PDMS n’a été noté. Le dextrane modifié contribue donc a conserver
le caractere hydrophile de la surface du PDMS obtenu par le traitement B.
Rappelons que Maji et al ont montré qu’une plaque de PDMS traitée avec le traitement B
commence a retrouver son hydrophobie 25h apres la fin du traitement. Au bout de 11 jours,
I’angle de contact mesuré est égal a 92° alors qu’en présence de DexCe-17, cet angle est toujours
inférieur a 55° apres 71 jours.

Pour résumer, les hypotheses établies par rapport aux différents mécanismes
d’hydrophilisation de la surface du PDMS natif en fonction du traitement réalisé sont

schématisées dans la Figure 92.
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Figure 92: Mécanismes d'hydrophilisation de la surface du PDMS (a) par un traitement
chimique avec du piranha et du KOH (b) par I’adsorption du DexC¢-1 (¢) par combinaison
du traitement chimique avec I’adsorption du DexCe-t.

L’¢tude de la mouillabilité de la surface par ces différents traitements appliqués montre que le

dextrane modifié joue un role important d’une part dans I’hydrophilisation de la surface du

PDMS et d’autre part dans maintien de cette hydrophilie au cours du temps. Ceci démontre donc

que le dextrane modifié, outre son role de stabilisant des gouttes formées, va aussi contribuer a

I’hydrophilie de la surface des canaux et ainsi la maintenir sur toute la durée de fabrication des

particules. De plus, un traitement préalable de la surface des canaux par circulation de la solution

de dextrane amphiphile (analogue du traitement D) devrait permettre d’employer le systéme

microfluidique en PDMS sans recourir a un autre traitement de surface. Nous vérifierons ces

différentes hypotheses lors de la préparation des microparticules.

213



Chapitre 4 : Elaboration de microparticules de PLA par microfluidique

4.4. Mise au point des conditions de formation de I’émulsion

En se basant sur les résultats du traitement de surface des plaques de PDMS, nous avons
appliqué les traitements B et C aux microsystemes. Nous avons évalué la possibilité de former

une émulsion a I’intérieur du microsystéme apres 1’application de chaque traitement.
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Figure 93: (a) ""Flow- Focusing'' PDMS-microsystéme fabriqué au laboratoire (b)
microsystéme relié a ’aide des tubes de PTFE aux seringues contenant la phase continue et
la dispersée — Microsysteme prét a I’utilisation.

Des essais préliminaires ont été effectués pour évaluer la possibilité d’utiliser directement le
systeme microfluidique sans traitement préliminaire avec du piranha/ KOH (1M) (traitement B).
Pour ces premiers essais, la phase continue (DexCe-t (10g/L) saturée en AcOEt) a ét€ mise en
circulation dans le microsysteme (Figure 93) pendant lh (essai 1) ou 30h (essai 2) avant

d’entamer 1’émulsification.
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Figure 94: Evaluation de I'émulsification a l'intérieur du microsystéme : (A) systeme traité
avec du DexCg4-17 pendant 1 h (essai 1 : pas de formation d’émulsion) (B) systéme traité
avec DexCg-17 pendant 30 h (essai 2 : formation de I’émulsion): formation des gouttelettes
au niveau de la jonction (C) systeme traité avec DexC¢-17 pendant 30 h (essai 2 : formation
de ’émulsion): état des gouttelettes formées au-dela de la jonction. (Débit de la phase
dispersée : Qd = 0,1 mL/h, débit de la phase continue: Qc = 10 mL/h).

Dans le cas de l’essai 1, aucune formation d’émulsion n’a eu lieu a Dlintérieur du
microsysteme. Les images révelent que la phase dispersée mouille la surface des microcanaux
montrant ainsi que la surface du PDMS n’a pas acquis un caractere hydrophile suffisant pour que
I’émulsification se produise. Ce résultat peut s’interpréter en considérant que le contact avec la
solution de DexCg¢-17 pendant une heure ne laisse pas le temps au dextrane modifié de s’adsorber
suffisamment a la surface du PDMS, ce qui serait cohérent avec nos mesures d’angles de contact.
Pour I’essai 2, nous avons réussi a obtenir une émulsion H/E. Ceci indique que la surface du
PDMS a acquis un caractere hydrophile suffisant pour permettre la formation de I’émulsion huile
dans eau. Cependant, cette derniére n’a été obtenue qu’a partir d’un rapport de débit de phase
continue par rapport a la phase dispersée (R) égal a 100 (Q.= 10 mL/h, Q4= 0,1 mL/h) et les
gouttelettes formées n’étaient pas uniformes. Toutefois, cela démontre que si le systeme
microfluidique est mis en contact pendant une durée suffisante avec la phase aqueuse contenant
le DexCeq-17, la formation de 1I’émulsion devient possible. Ce résultat est encore une fois
cohérent avec nos mesures d’angle de contact. A notre connaissance, c’est la premiere fois qu’il
est propos¢ d’utiliser un stabilisant polymére pour controler I’état de surface d’un systéme
microfluidique.

Nous avons aussi testé la possibilité d’appliquer le traitement B au microsysteme. Pour cela,

une solution de Piranha a été introduite a I’aide d’une seringue dans le microsystéme. Ce dernier
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¢tait laissé au repos pendant 15 minutes. Ensuite, le microsystéme a été lavé avec de 1’eau Milli-
Q pendant 5 minutes. Par la suite, nous avons introduit de la méme maniere la solution de
potasse (1M). Nous I’avons laissé pendant 15 minutes a I’intérieur des canaux du microsysteéme.
Ces derniers ont €té ensuite rincés en faisant passer une solution d’eau milli-Q dans le systeme
pendant 5 minutes.

Dans le cas de I'utilisation du mélange piranha et de la solution de potasse, le systeéme est
utilisable au bout de seulement 40 min (le temps nécessaire pour réaliser le traitement de surface)
et permet de préparer des émulsions huile dans eau avec des tailles de gouttelettes isométriques.
Ce résultat est parfaitement cohérent avec nos mesures d’angles de contact apres application du
traitement B. A notre connaissance, ce sont les premiers travaux montrant la possibilité de
I’hydrophilisation des canaux d’un microsystémes microfluidique en PDMS par le traitement B
(optimisé par Maji et al. [37]).

Nous avons donc choisi pour ce travail, de combiner les deux traitements afin de cumuler
leurs avantages. Les microsystémes ont été d’abord traités par le mélange piranha et la solution
de potasse, ce qui permet de les utiliser tres vite. Le contact avec la phase aqueuse contenant le
DexCe-17 conduit a maintenir le caractére hydrophile de la surface et permet ainsi 1’utilisation

du dispositif sur des durées supérieures a un mois.

4.5. Elaboration des particules par microfluidique

Une fois que le traitement conduisant a une surface hydrophile a été maitrisé, nous avons pu
élaborer des émulsions formées de gouttes uniformes avec des diametres inférieurs a 200 um.
Nous avons testé différentes méthodes pour éliminer le solvant organique volatil dans le but
d’avoir des distributions de tailles de particules les plus étroites possibles. Les méthodes les plus
utilisées dans la littérature sont I’émulsion-évaporation et I’émulsion-diffusion. Nous avons mis
au point un dispositif expérimental qui permet d’assurer la récupération de I’émulsion. Dans les
premiers essais, un tube en PTFE a été utilis¢é pour transférer I’émulsion formée dans le
microsystéme a I’extérieur. Cependant, un phénomene de coalescence a été observé dans le tube
en PTFE. Cette déstabilisation de 1’émulsion a été attribuée au caractére hydrophobe du PTFE.
Nous avons essay¢ alors d’adapter le systeme de récupération de maniere a utiliser un tube
hydrophile a la sortie du microsystéme permettant ainsi de préserver 1’état de I’émulsion. Nous
avons alors opté pour I'utilisation d’une pipette pasteur coudée reli¢ a la sortie du microsysteme.

Le verre étant un matériau hydrophile, il n’aura pas d’influence sur la déstabilisation de
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I’émulsion formée : aucune coalescence des gouttelettes de 1’émulsion n’a été observée dans le
capillaire en verre. Ce dernier a été fixé sur le col du ballon de récupération a I’aide d’un septum
(Figure 95). L’émulsion se trouve alors soit récupérée dans le ballon vide dans le cas ou une
étape d’évaporation du solvant organique aura lieu par la suite (émulsion-évaporation), soit

dispersée des la sortie du microsysteme dans un grand volume d’eau (émulsion-diffusion).
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Figure 95: Dispositif expérimental de fabrication des microparticules par microfluidique

Les essais d’optimisation de la récupération des particules ont été effectués en utilisant un

débit de phase continue égal a 4 mL/h et un débit de phase dispersée égal a 0,1 mL/h.

4.5.1. Emulsion-Evaporation de solvant

Des essais d’¢laboration de particules par émulsion-évaporation de solvant ont été réalisés.
Pour cela, nous avons essayé de récupérer les émulsions formées pendant 7 h dans le

microsysteme dans un ballon. Le contenu de ce dernier est ensuite mis dans un Thermoshaker a

37°C pendant 48h afin d’évaporer I’AcOEt (obtention des microparticules) et une partie de 1’eau
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(pour concentrer la suspension de microparticules). Apres 1’étape d’évaporation, des mesures de

tailles ont été effectuées sur les lots de microparticules (Figure 96).
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Figure 96: Exemple de distribution des tailles de particules obtenue apres élimination de
I’AcOEt par évaporation a I’étuve rotative pendant 48H (conditions d’élaboration de
Uémulsion : Q. =4 mL/h, Q;= 0,1 mL/h, durée =7 h).

Comme nous pouvons le constater, la distribution de tailles est multimodale. La présence de
microparticules avec une taille supérieure a 30 um peut €tre expliquée par la formation
d’agrégats au cours de 1’évaporation. Néanmoins, la présence de particules nanométriques dans
les suspensions de particules analysées est plus difficile a expliquer. Apres un certain nombre
d’essais, nous ne sommes pas parvenus a trouver des conditions expérimentales conduisant a des
distributions de tailles de particules monomodales. Nous avons attribué ce résultat a la durée
nécessaire pour produire une quantité de gouttes suffisante et a la difficulté de contrdler les
conditions d’évaporation pendant toute cette étape. Nous avons décidé de faire appel a un autre

procédé, I’émulsion-diffusion de solvant.

4.5.2. Emulsion-Diffusion de solvant

4.5.2.1. Diffusion dans le volume minimal nécessaire

N

L’émulsion-diffusion présente le désavantage de conduire a une dilution importante des
suspensions préparées. De ce fait, nous avons cherché a utiliser un volume d’eau minimal lors de
I’étape de diffusion. L’ AcOEt est miscible avec 1’eau jusqu’a 10% (v/v). Le débit de la phase
dispersée lors de la formation de I’émulsion a I’intérieur du microsysteme est de 0,1 mL/h. Si le

systeme fonctionne pendant 24 h, le volume d’AcOEt qui doit étre extrait est égal a 2,4 mL. Un
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volume d’eau égal a 24 mL, serait donc théoriquement suffisant pour extraire par diffusion la
totalité de cet AcOEt. Plusieurs émulsions ont été élaborées par microfluidique pendant 24 h. A
la sortie de chaque microsysteme, 1’émulsion était directement diluée dans un ballon contenant
30 mL d’eau (voisin du volume calculé théoriquement). Les distributions de tailles obtenues sont

toutes similaires et multimodales (Figure 97).
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Figure 97: Exemple de distribution de taille de microparticules obtenues par émulsion-
diffusion de solvant (conditions opératoires : Qc =4 mL/h, Qd = 0,1 mL/h, durée = 24 h,
Volume de diffusion = 30 mL).

D’autres auteurs se sont intéressés a I’influence du volume d’eau sur le temps de solidification
de microparticules PCL ainsi que sur leur distribution de tailles (caractérisée par les diametres
moyens en surface et en volume et le span) dans le cas d’un procédé combinant émulsification

par membrane et diffusion [41] (Figure 98).
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Figure 98: (a) Conditions expérimentales dans lesquelles les essais de I’influence de la
diffusion du solvant ont été effectués ainsi que le temps nécessaire pour obtenir les
microparticules (b) Evolution de la taille et de la distribution de taille des particules en
fonction du rapport (volume expérimental utilisé pour la diffusion (V) /volume théorique

(Vtheoretic)-

Ces résultats montrent que le temps de récupération des particules ainsi que leurs distributions
de tailles sont relativement sensibles au volume utilisé pour la diffusion du solvant. Les auteurs
trouvent que lorsque le volume utilisé pour la diffusion est supérieur ou égal a 3 fois le volume
théorique (volume d’eau minimal nécessaire pour diffuser la totalité de I’AcOEt), ils observent
une diffusion instantanée du solvant et I’obtention de particules avec des distributions de tailles

monomodales étroites.

4.5.2.2, Diffusion dans un volume d’eau égal a 3 fois le volume minimal

En nous fondant sur ces résultats [41], nous avons utilisé un volume de diffusion 3 fois plus
important que le volume théorique nécessaire pour solubiliser la totalit¢ de 1’AcOEt. En
reprenant les memes conditions expérimentales que les essais représentés dans la Figure 97 (Qc
=4 mL/h, Qd = 0,1 mL/h, temps d’émulsification dans le microsysttme = 24 h, volume de
diffusion = 100 mL).

On observe que la taille des microparticules obtenues est bien maitrisée et la distribution

granulométrique correspondante est monomodale et étroite (Figure 99).
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Figure 99: Exemple de distribution de tailles d’un lot de microparticules obtenu par
microfluidique en utilisant un volume de diffusion supérieur a 3 fois le volume théorique
nécessaire pour la diffusion de I’ AcOEt (conditions opératoires: Q.= 4 mL/h, Q; = 0,1 mL/h,
durée = 24 h, volume de diffusion = 100 mL)

Tableau 32 : Caractéristiques relatifs a la taille des microparticules obtenues par diffusion
de solvant dans un volume égale a = 3 fois le volume théorique nécessaire pour diffuser le
volume d’AcOEt présent dans I’émulsion

Volume de
(mL/h // mL/h) (mL) (pm) (um) (m“/g)
4/0,1 100 22 21 0,221

L’¢laboration et la récupération des microparticules étant maitrisées, nous nous sommes
ensuite focalisés sur 1’augmentation du rendement de production des particules tout en gardant

une taille de microparticules assez faible (~20 um) et des distributions de taille monomodales.

4.6. Etude paramétrique de la taille des gouttelettes formées et des

particules obtenues

Dans cette partie, nous avons essayé de controler la taille des particules obtenues apres
diffusion de solvant. Pour cela, I’enjeu était de trouver un compromis entre la taille des particules
(contrdlée par la taille des gouttes formées dans le microsysteme) et leur fréquence de formation
(la quantité de particules formées par unité de temps). En effet, une taille de particules plus petite

implique I'utilisation d’une faible concentration en PLA ou d’un rapport R (Q./Qq: débit de la
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phase continue/débit de la phase dispersée) plus grand ce qui conduit a la formation d’une plus

petite quantité de particules par unité de temps.

4.6.1. Variation des débits en gardant un rapport R constant

Dans la premiere partie d’optimisation de la méthode de récupération, nous avions travaillé
avec Qd = 0,1 mL/h et Qc = 4 mL/h. Nous avons augmenté le débit de la phase dispersée en
gardant identique le rapport R = Q./Qq = 40. Les résultats montrent qu’en gardant le méme R les
distributions de tailles des lots préparés sont parfaitement superposables (Figure 100, Tableau
33).

Tableau 33: Comparaisons des distributions de tailles du lot Q./Qg 8/0,2 et du lot Q./Qq
4/0,1 apres lavages

Q/Qq d (0,5) D[3,2] Sp
(mL/h //mL/h) | (um) (um) (m*/g)

8/0,2 21 1.4 3,3

4/0,1 2 21 0,221
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Figure 100: Distribution de taille de microparticules obtenues par microfluidique avec un
rapport de débit égal a 40 : (—) Qq=0,2 mL/h et Q.=8 mL/h (—) Q4= 0,1 mL/h et Q.=4
mL/h

En effet, le maintien du méme rapport R permet d’appliquer une méme contrainte de

cisaillement sur la phase dispersée est d’avoir une méme taille de gouttelettes et par la suite une

méme taille de microparticules. Nous n’avons pas essayé¢ d’augmenter encore les débits des

222



Chapitre 4 : Elaboration de microparticules de PLA par microfluidique

phases continues et dispersées, car sur la durée de I’expérience, la quantité de DexCe-T a utiliser

devenait trop importante.
4.6.2. Influence de la variation du rapport R sur la taille des particules
Dans cette partie, nous avons fait varier le rapport R entre les débits des phases continue et

dispersée, afin de cerner I’influence de ce paramétre sur la taille des gouttelettes de 1’émulsion

ainsi que sur la taille des particules obtenues apres diffusion du solvant et apres lavages.

Particle Size Distribution
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Figure 101: Distributions de tailles des microparticules de PLA élaborées par
microfluidique en variant la valeur du rapport R: (-) R=13,33 (-)R=16,66 (—) R=20
(-)R=40

Les distributions de tailles des particules sont étroites et monomodales, sauf dans le cas ou le

R = 13,33. Pour les séries de particules précédentes, nous avons observé aussi leurs
morphologies par le microscope optique. Nous avons ensuite essayé d’estimer le diametre D,
des particules obtenues théoriquement a partir de celles des gouttelettes formées. Pour cela nous

avons utilisé I’Eq.1 qui fait intervenir le diametre des gouttelettes, la fraction massique du PLA

dans le solvant utilisé ainsi que la masse volumique du PLA et du solvant organique.

PP H[l_me{p,,M] Eq. 28

avec
D, : diamétre des gouttelettes de I’émulsion formée dans le microsysteme (um)

Xpy4 - fraction massique du PLA dans I’AcOEt=0,01 (-)
P, : masse volumique de I’AcOEt = 0,902 (g mL™)
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Ppra - masse volumique du PLA et qui est égale a 1,26 (g mL™")

Cette équation repose sur 1I’hypothese simple que chaque gouttelette de phase organique
conduit & une unique particule suite a la diffusion de I’AcOEt. De plus, on observe que les
gouttelettes se forment d’une manicre reproductible et uniforme a I’intérieur du microsystéme

(Figure 102).

Figure 102: Formation des gouttelettes de PLA/AcOEt dans une solution aqueuse saturée
en AcOEt de DexC¢-18 dans un microsysteme en PDMS Qg = 0,3 mL/h et Q.= 6 mL/h

Les tailles des gouttelettes et les tailles des particules correspondantes sont récapitulées dans le

Tableau 34.
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Tableau 34: Comparaison des distributions de tailles de particules élaborées par
microfluidique avec différents rapports Q./Qq

Qc/Qd

(mL/h)//(mL/h) 2 5/0,3 6/0,3 8/0,2

R 13,33 16,66 20 40

d(0,5)

(um)® 6 28 22 21

DI[3,2]

a 0,8 1,2 21 1,5
(um)

Span? 7,50 1,32 0,69 0,54

S f 2 -f- a
ur acz: Is%)/eggl ique 6.3 3.9 22 3,3

Diameétre des
gouttelettesb

(D,)

(um)

103 96 86 80

Diameétre théorique

des particules®
(D,) 20 19 17 15

(um)

a:  Mesurés par granulométrie.

b: Taille moyenne des gouttes déterminé par analyse d’image en utilisant le logiciel MatLab. Les gouttes
formées dans les microsystemes sont isométriques. Les valeurs présentées dans ce tableau sont la moyenne
d’une vingtaine de gouttes dont la taille est mesurée par MatLab.

¢t Calculé a partir de ’Eq. 28.

Les résultats présentés dans le Tableau 34, démontrent que I’Eq.1 conduit a une estimation du
diametre de particule cohérente avec les mesures granulométriques en particulier avec le d(0,5).
Dans nos conditions, le diametre des microparticules obtenues est 5 fois plus faible que le
diameétre des gouttelettes initialement formeées a 1’intérieur du microsysteme. Watanabe et al [42,
43] ont ¢étudié 1’¢laboration de microparticules de PLA stabilisés par le PEG-b-PLA. Avec un
débit de phase dispersée constant (1 pL/min) et une concentration en polymere et en stabilisant
fixée a 10 g/L, la taille des gouttelettes formées dans le microsysteme varie entre 110 um et 30

pum selon le débit de la phase continue.
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Figure 103: (a) Evolution du diametre des gouttelettes formées a l'intérieur du
microsysteme et du diametre des microparticules correspondantes récupérées apres
diffusion du solvant (b) Evolution du facteur de rétrécissement (D/D;) en fonction du débit
de la phase continue [43]

Comme nous pouvons le constater, le facteur de rétrécissement représentant le rapport entre la
taille des microparticules obtenues sur la taille des gouttelettes est constant indépendamment du
Qc appliqué (Figure 103). Le diametre des gouttelettes est 5 fois plus important que le diametre
des microparticules correspondantes (obtenues apres diffusion du solvant). Ceci vient conforter
le fait que le rapport des diametres des gouttes et des particules est contrdlé par la concentration
du polymere dans la phase organique, ainsi que le prévoit I’Eq.1.

Lorsque Q./Qq > 20, les valeurs du span sont inférieures a 0,7 témoignant ainsi d’une
distribution granulométrique monomodale et assez étroite. De plus, en comparant les résultats
obtenus avec un rapport Q./Qg égal a 20 et 40, nous ne constatons pas de différences
significatives. De point de vue productivité, il est plus intéressant de travailler en fixant les débits
de phase continue et dispersée respectivement a Q. = 6 mL/h et Qg4 = 0,3 mL/h.

Dans le but d’augmenter encore la masse de microparticules élaborée par heure, nous avons
utilis€ des pousses seringues a doubles positions qui permettent de faire fonctionner deux
seringues en méme temps en leurs appliquant le méme débit. Ainsi, les deux microsystemes
pouvaient fonctionner en parallele (Figure 104). Pour I’élaboration des microparticules par
microfluidique, lors de I’extrapolation du procédé de I’échelle labo a 1’échelle industrielle I’enjeu
serait d’augmenter les masses de particules obtenues par unité de temps. Ceci pourrait €tre
réalisable en réalisant la mise en parallele de plusieurs systemes (stratégie dite de

« parallélisation »).
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Figure 104 : Dispositif expérimental de fabrication des microparticules avec deux
microsystemes

4.7. Caractérisation des microparticules de PLA

4.7.1. Redispersion des microparticules apres lavages

La récupération par centrifugation des particules lavées était tres difficile du fait de la
faible quantité de microparticules obtenue pour chaque lot (pertes importantes). Un dispositif de
filtration sur un papier de porosité 1,2 um s’est avéré beaucoup plus adapté. Une fois les
particules filtrées, celles-ci sont lavées a deux reprises avec de 1’eau milli-Q. Les particules
filtrées sont récupérées en grattant délicatement sur le papier filtre a 1’aide d’une spatule. Ces
particules sont ensuite redispersées dans 10 mL d’eau. Pour avoir une masse suffisante (~ 45 mg)
de particules qui peut étre filtrée et récupérée puis redispersée, il faut fabriquer des particules
pendant au moins 15 heures. Pour éviter tout probléme d’apparition d’objets nanométriques
apres filtration, il faut bien nettoyer au préalable a I’eau Milli-Q le papier filtre utilisé dans le but

d’¢liminer toutes les impuretés et les poussi€res qui peuvent y étre collées.
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Figure 105 : Distributions de taille des microparticules obtenues par microfluidique apres
filtration et lavages : lots de microparticules élaborées en utilisant Qq= 0,3 mL/h et Q.= 6
mL/h.

Les distributions de taille des particules de PLA obtenues avant et apres lavages et filtration
sont superposables (Figure 105), ainsi cette méthode de lavage et de récupération apparait la plus

adéquate.

4.7.2. Caractérisation par microscope optique : morphologie des

microparticules

Les microparticules élaborées ont été caractérisées par microscopie optique avant lavages.

~ . -

2°ﬂ"“

Figure 106 : Microparticules de PLA élaborées en utilisant un rapport de débits Q./Qq (6
mL/h //0,3 mL/h) égal a 20. Photographie prise avec un microscope optique avant lavage.

Les microparticules obtenues sont bien sphériques et les particules présentes dans ces photos
ont un diametre proche de 20 pm (Figure 106). Ceci est en parfaite adéquation avec les valeurs
mesurées par granulométrie (d(0,5) = 22 pm) et avec les valeurs estimées par le calcul. Ces

résultats confirment bien qu’on forme des microparticules de PLA isométriques avec une taille
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bien controlée. Les caractérisations morphologiques réalisées par microscopie électronique a
transmission (MET) sur un lot lavé et élaboré dans les mémes conditions ont confirmé
I’obtention de particules de PLA bien sphériques avec un diametre ~20 um (Figure 107).

Ces résultats démontrent que le lavage n’a pas d’influence sur la taille car aucun changement

n’a été noté aussi bien avant qu’apres lavage.

10 pm

Figure 107 : Micrographie MET d’une particule de PLA élaborée par microfluidque en
utilisant un rapport Q./Qq (6 mL/h / 0,3 mL/h) égal a 20 (apres lavages)

4.7.3. Taux de recouvrement par le DexCg-15

Des microparticules de PLA élaborées par microfluidique dans les conditions optimisées (R =

20, Q.= 6mL/h ; Qq4= 0,3 mL/h) ont été lyophilisées puis dissoutes dans du DMSO-ds afin d’étre
analysées par RMN 'H.
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Figure 108: Spectre RMN'H dans DMSO- d;; des microparticules du Lot 1 aprés filtration
et lyophilisation.

L’exploitation du spectre RMN 'H, ne nous permet pas de détecter la présence du dextrane
modifié ni de déterminer le taux de recouvrement des particules en DexCeq-1. En effet, du fait de
la taille des microparticules la quantité de DexCe-t adsorbée en surface est trop faible pour que
I’on puisse détecter des signaux caractéristiques.

Nous avons alors pensé a utiliser le potentiel z€ta pour prouvez la présence du dextrane
modifié en surface en partant du fait que les particules non recouvertes présentent un potentiel
z&ta négatif (2 cause des groupements acide des extrémités de chaines). Malheureusement, nous
ne pouvons pas utiliser cette méthode car la taille des particules obtenues (~20um) est supérieure
a la taille maximale acceptable pour avoir des mesures fiables (inférieure a 10 um).

Afin de prouver indirectement la présence du DexCe-1 a la surface des microparticules, nous
avons lyophilisé les microparticules de PLA en absence de cryoprotecteur et évalué ensuite
I’aptitude de ces particules a se redisperser apres lyophilisation. La Figure 109 représente les
distributions de taille d’un lot de microparticules déterminées avant lavages et apres

lyophilisation et redispersion.

230



Chapitre 4 : Elaboration de microparticules de PLA par microfluidique

Particle Size Distribution
20
15
(0]
§
3 10
>
5
SN
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Figure 109 : Distribution de taille de microparticules de PLA élaborées par microfluidique
en utilisant un Q.= 6 mL/h et un Q4=0,3 mL/h (-) avant lavages (-) apres lyophilisation
Les résultats confirment bien qu’on a une trés bonne redispersion des microparticules en

absence de cryoprotecteur. Les distributions de tailles sont bien superposables.
Des micrographies MET ont été réalisées sur des particules de PLA lyophilisées et redispersées

apres lyophilisation.

Vv

Figure 110 : Micrographie MET d'un lot de particules de PLA lyophilisées puis
redispersées

La bonne redispersion des microparticules apres lyophilisation sans utilisation de
cryoprotecteur prouve bien la présence du DexCe-1 a la surface des microparticules élaborées.
Dans le cas des microparticules micrométrique ayant une taille supérieure a 100 pum, nous avons
montré que les microparticules s’agrégent d’une maniére irréversible lorsqu’aucun stabilisant
n’est utilisé. La présence du DexCe-t a permis de maintenir la stabilité des microparticules
obtenues. Nous nous sommes basés sur ces résultats pour confirmer la présence du stabilisant
macromoléculaire a la surface des microparticules. Le dextrane modifié est le seul constituant
présent dans notre formulation initiale et qui pourrait prévenir 1’agrégation des microparticules

élaborées.
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4.8. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avions I’objectif d’élaborer des microparticules de PLA recouvertes de
dextrane modifié avec une distribution de tailles comprise entre 1 et 100 um (domaine 2). Pour
cela, nous avons utilisé un procédé continu en plein développement qui est la microfluidique. Ce
procédé, était utilis€ pour la premiere fois pour des systemes PLA/ DexCes-1 et a nécessité
plusieurs étapes de mise au point et d’optimisation.

Nous avons tout d’abord présenté deux nouvelles techniques d’hydrophilisation de la surface
du PDMS. La premiere technique consiste a traiter la surface du PDMS avec un mélange de
Piranha/ KOH (1M) (traitement B) qui sera ensuite immergé dans une solution de dextrane
modifi¢ (5g/L) saturée en AcOEt (phase continue utilisée pour 1’¢laboration des
microparticules). La deuxieme technique était de laisser le PDMS dans la solution de dextrane
modifié le temps nécessaire a 1’adsorption de ce dernier a la surface assurant ainsi son
hydrophilisation. La validité de ces deux traitements a été vérifiée par un suivi au cours du temps
(71 jours) des angles de contact de gouttes d’eau sur les surfaces traitées. Les conditions
optimales de maintien de I’hydrophilie de la surface sont obtenues en combinant le traitement
chimique a I’adsorption du dextrane modifié.

Une fois I’hydrophilisation de la surface du PDMS maitrisée, nous avons appliqué ces
traitements sur les microsystemes microfluidiques et nous avons ensuite optimisé 1’¢laboration
des émulsions H/E dans ces systémes et la récupération des microparticules correspondantes.
Des particules avec des diametres voisins de 20 pm ont ét€ obtenues en utilisant un
microsysteme traité avec du Piranha/ KOH (1M) et en utilisant une phase continue constituée par

du DexC¢-17 (5g/L) saturée en AcOEt.
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Chapitre 5 : Encapsulation et libération des esters de 1’acide gallique

5.1. Introduction

L’objectif majeur de cette thése était d’élaborer d’une manic¢re maitrisée des particules de
PLA recouvertes de DexCq-t renfermant des SA, ayant un effet algicide ou algistatique. Les
substances actives modeles, choisies dans le cadre du projet BioCapTech pour le traitement des
milieux aquatiques, sont I’acide gallique et ses esters aliphatiques (Cf. Chapitre 1 -paragraphe
1.1.3).

Nous présenterons tout d’abord les critéres qui nous ont permis de restreindre notre étude
d’encapsulation a deux esters de I’acide gallique : le gallate d’octyle (GO) et le gallate de nonyle
(GN).

Dans un second temps, nous décrirons une étude paramétrique de 1’encapsulation des SA
choisies dans des particules nanométriques et micrométriques, élaborées par les procédés définis
dans les deux chapitres précédents.

Nous présenterons ensuite les cinétiques de libération des SA encapsulées. Une comparaison
entre la libération du GO et du GN a partir des nanoparticules et des microparticules de PLA a
été effectuée. Les résultats obtenus seront commentés, au regard des résultats décrits dans la

littérature pour ce type de vecteurs.
5.2. Choix des substances actives a encapsuler

Une évaluation de la solubilité dans I’eau et dans les solvants organiques de I’acide gallique
et de ses esters a été effectuée. Le but de ces premiers tests est de déterminer, d’une part, les SA
qui sont susceptibles d’étre encapsulées dans le cceur hydrophobe des particules de PLA et
d’autre part, de choisir les solvants organiques adéquats qui seront utilisés pour la
nanoprécipitation, pour I’E-ES ou pour E-DS. Une analyse par MDSC de la miscibilité des SA

choisies avec le PLA a par ailleurs été réalisée.
5.2.1. Tests de solubilité dans I'eau

Les SA étudiées sont 1’acide gallique et ses esters d’alkyle, avec des chaines aliphatiques
linéaires de 2 a 12 atomes de carbone (Cf. Chapitre 1 - paragraphe 1.1.3). Les valeurs des
solubilités dans 1’eau de ces SA ont été trouvées dans la littérature [1] et/ou déterminées
expérimentalement (Tableau 35) en suivant la procédure détaillée dans le chapitre 2 (paragraphe

2.2.2.1).
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Tableau 35: Solubilité dans I’eau des différentes substances actives.

) Solubilitéy itrature Solubilitégypérimentate

Substance active (g/L)* (g/L)°
Addf Ag(a}l)lique 15.30 )
Galla:} (;:’ )éthyle 10,03 )
St |

Galla(té ((i)’ )octyle 0,014 0,009

Gallat? (;1; )nonyle 00086

lfli;lfet‘z é’l";) 0,0006 0,0027

a: Valeur données par la littérature [1] (T°=25°C, pH =7)
b: Valeur déterminées expérimentalement selon le protocole décrit dans le chapitre 2
(T°=Température ambiante, eau Milli-Q)

De I’acide gallique au gallate de lauryle (GL), une diminution prévisible de la solubilité dans
I’eau est observée, lorsque la longueur de la chaine hydrocarbonée augmente (Tableau 35). D’un
point de vue plus quantitatif, le logarithme de la solubilité des esters dans 1’eau diminue de fagon
linéaire avec I’augmentation du nombre d’atomes de carbone dans le groupement hydrocarboné
aliphatique. Cette tendance est tres générale et se retrouve par exemple avec les n-alcanes [2].
Des essais préliminaires d’encapsulation des SA (par nanoprécipitation et E-ES) ont permis de
montrer que les SA les plus hydrophiles et donc les plus solubles dans I’eau (AG, GE et GP) ne
peuvent pas étre encapsulées dans les particules de PLA (au mieux, 4% d’encapsulation pour le
GP). En effet, ces SA diffusent rapidement dans 1’eau au cours de 1’¢laboration des particules,
ceci étant de toute évidence i€ a un faible coefficient de partage huile/eau. A I’inverse, les tres
faibles solubilités dans ’eau du GO, GN et GL laissent présager une encapsulation beaucoup

plus efficace. C’est pourquoi nous avons examiné ces SA de facon plus détaillée.
5.2.2. Tests de solubilité dans les solvants organiques
Afin de pouvoir élaborer des particules de PLA/SA par nanoprécipitation, E-ES ou E-DS

(microfluidique), il faut choisir des solvants organiques miscibles ou non dans I’eau en fonction

du procédé utilisé. Le critere de choix est la bonne solubilité du PLA et des SA sélectionnées.
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Pour cela, des solutions de GO, de GN et de GL ont été préparées dans différents solvants
organiques a une concentration égale a 10 g/L.. La solubilité ou non des SA dans différents

solvants organiques a été évaluée visuellement (Tableau 36).

Tableau 36: Evaluation de la solubilité du GO, du GN et du GL dans I'acétone, le THF,
I'acétate d'éthyle et le DCM.

Acétone THF AcOEt DCM
(totalement (totalement (partiellement (non miscible
miscible*) miscible*) miscible **) ototol)
GO ++ ++ ++ -
GN ++ ++ ++ -
GL ++ ++ ++ +

* Miscibilité avec I’eau **miscibilité avec I’eau : 1 mL/10 mL H,O *** miscibilité avec I’eau : 1 mL/100 mL H,O
++: Obtention d’un liquide limpide instantanément

+ : Obtention d’un liquide limpide aprés chauffage a 38°C pendant 4h

- ¢ insoluble (mé&me apres chauffage a 38°C pendant 4h)

Le GO, le GN ainsi que le GL sont solubles aussi bien dans 1’acétone que dans le THF
(Tableau 36), solvants utilisables pour la nanoprécipitation.

En ce qui concerne le PLA, Hilal et al. [3] ont montré que le PLA est Iégerement plus soluble
dans 1’acétone que dans le THF, en prenant en compte des paramétres de solubilité de Hansen,
calculés pour le PLA et le solvant. Par ailleurs, 1’acétone présente une température d’ébullition
(56°C) un peu plus faible que celle du mélange azéotropique THF/eau (65°C).

Nous avons donc choisi d’utiliser I’acétone pour la nanoprécipitation, de manicre a faciliter
I’étape d’évaporation du solvant. L’AcOEt a été retenu comme solvant pour 1’¢laboration de
particules par E-ES ainsi que par E-DS, car il permet de solubiliser facilement les SA étudiées,

contrairement au DCM.

5.2.3. Tests de miscibilité entre le PLA et les SA choisies

La faible solubilité dans I’eau de la SA choisie n’est pas le seul parameétre qui influence le
taux d’encapsulation et la cinétique de libération. Ces propriétés dépendent €galement de la
miscibilité entre la SA et le matériau formant le coeur des particules, le PLA dans notre cas.
L’¢évaluation de la miscibilité entre les différentes SA et le PLA a ¢été effectuée par MDSC (Cf.
chapitre 2 - paragraphe 2.2.2.3). Le PLA que nous avons utilisé, pour I’¢laboration de particules
a I’échelle du laboratoire, est un échantillon de poly(D,L-lactide) amorphe qui posséde une

température de transition vitreuse proche de 53°C. Les SA sont cristallines et présentent donc un
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pic de fusion sur les thermogrammes. L’analyse par MDSC de mélanges SA/PLA permet en

premier lieu de déterminer miscibilité maximale de la SA avec le PLA (Tableau 37).

Tableau 37: Détermination expérimentale (par MDSC) et estimation (relation de Fox) des
valeurs de la T, de mélanges SA/PLA.

T, ) )
W B dans (valeurs T, (valeurs Pl"esen?e g e.rature e teres s
Mélange € Mélange ¢rimentales)” leulées)® d’un pic au pic de Miscibilité
B¢ (PLA+sAy  CXPERImONG S C}}Cees) de fusion (SA/PLA)
(%) 0 0O fusion® °C)
PLA 0 52,9 ] ] ]
GO 100 - - + 90,3 -
GN 100 - - + 82,5 )
10,6 40,0 41,4 - = Totale
20,1 30,9 31,7 - = Totale
= = Totale
PLA+GO 25,0 27,0 27,0
30,2 23,5 22,1 - - Totale
40,2 15,7 13,2 + 74,8 Partielle
50,2 9,9 4,7 + 80,8 Partielle
9,3 42.1 41,9 = - Totale
20,2 30,0 29,9 - = Totale
= = Totale
PLA+GN 24.9 26,9 25,1
30,1 21,5 19,8 - = Totale
39,9 13,6 10,4 + 76,7 Partielle
50,1 8,3 1,3 + 71,0 Partielle
10,3 39,3 42,5 - = Totale
20,0 31,9 33,3 + 79,0 Partielle
+ 75,0 Partielle
PLA+GL 25,0 27,3 28,7
32,1 23,8 225 + 74,9 Partielle
40,0 18,0 15,9 + 74,7 Partielle
50,0 10,1 7.9 + 82,0 Partielle

Pourcentage massique de la SA dans les mélanges SA/PLA analysés

Valeurs déterminées expérimentalement a partir des thermogrammes.

Valeurs calculées avec la relation de Fox (Eq. 29) a partir des fractions massiques introduites.
Présence d’un pic de fusion sur le thermogramme du mélange.

acage

Lorsque la SA est parfaitement miscible au PLA, le mélange SA/PLA présente une unique
transition thermomécanique, la transition vitreuse. En effet, les différentes SA ont un effet
plastifiant sur le PLA et la diminution de la T, du mélange SA/PLA est d’autant plus marquée
que le rapport massique SA/PLA augmente. Pour certaines compositions du mélange, on obtient

un matériau dont la T, est proche voire inférieure a la température ambiante, ce qui, comme nous
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le montrerons par la suite, aura des effets notables sur la stabilité colloidale des suspensions. La
variation de T, avec la quantité de SA dans la zone de miscibilité totale peut étre comparée a

celle prévue par la relation de Fox (Eq. 29) [4].

1 _ Wpolymére + Wplastifiau
- Eq. 29
Tg Tg polymere Tg plastifian q

Dans I’Eq. 29, Wyopmere €6 Wpiasifians sONt les fractions massiques respectivement du polymere
(PLA dans notre cas) et du plastifiant (SA dans notre cas), 1a Ty poiymere €st la température de
transition vitreuse du polymere pur et la Ty pagifians €St la température de transition vitreuse du

plastifiant, estimée a partir de sa température de fusion (Eq.2).

2
Tg plastifian = 5 Tf plastifian Eq. 30

Dans I’Eq. 29 et ’Eq. 30, toutes les températures sont exprimées en K.

Pour les mélanges correspondant a une miscibilité totale, la relation de Fox conduit a des
valeurs calculées comparables aux valeurs expérimentales (Tableau 37). Ce résultat est cohérent
avec I’idée d’une miscibilité totale des SA avec le PLA tant que la quantité de SA ne dépasse pas
une valeur critique, qui dépend de la structure chimique de la SA. Ici, il apparait que lorsque le
nombre d’atomes de carbone du groupement hydrocarboné aliphatique de 1’ester augmente, le
domaine de miscibilité avec le PLA se réduit. Cette observation peut étre reliée a la diminution
de la polarité de la SA, qui limite sa miscibilité avec le PLA (polymere polaire).

A des concentrations en SA supérieures a la concentration critique de miscibilité, on
détecte sur les thermogrammes un pic de fusion qui traduit la formation d’inclusions cristallines
de SA. Dans ce cas, on notera une différence plus significative entre les T, calculées par la
relation de Fox et celles mesurées expérimentalement. A notre connaissance, les propriétés
plastifiantes des esters de 1’acide gallique n’ont pas été rapportées dans la littérature. Cependant,
ces résultats sont similaires a ceux obtenus avec d’autres plastifiants du PLA amorphe tels que
les esters de 1’acide citrique [5].

Au regard des différents résultats obtenus, nous avons choisi de limiter notre étude a

I’encapsulation du GO et du GN dans le PLA.
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5.2.4. Stabilité des esters d’acide gallique encapsulés dans le PLA

Avant de débuter les études concernant 1’optimisation de I’encapsulation des SA dans les
nanoparticules de PLA, nous avons dans un premier temps, vérifié que les esters d’acide gallique
ne s’hydrolysent pas lorsqu’ils sont encapsulés dans le PLA, qui constitue un environnement
relativement acide du fait des groupements acide carboxylique présents aux extrémités des
chaines.

Pour ce faire, 2 mL d’ AcOEt contenant 50 mg de PLA et 50 mg de GO sont émulsionnés par
sonication dans 10 mL d’une solution de DexCs-14, 10 g/L, selon le protocole décrit dans le
chapitre 2 (paragraphe 2.2.3.1.2).

Apres lavages, la suspension de particules est laissée sous agitation dans 15 mL d’eau pendant
144 h. Des prélevements sont effectués au cours du temps et analysés par RMN 'H. L’intégration
des protons CH; en a du groupement -O-CO- (pic a 4,12 ppm) par rapport aux protons du PLA
reste identique pour tous les prélevements (initial et apres 24, 72 ou 144 h). Ceci indique que les

esters d’acide gallique sont stables dans la matrice de PLA sur la période de temps étudiée.

5.3. Encapsulation des SA dans les nanoparticules

Dans cette partie, nous décrirons I’effet de différents parametres de formulation ayant une
influence sur la taille, la distribution des tailles de particules ainsi que sur les quantités
encapsulées de substances actives et la stabilité colloidale des suspensions dans des solutions

salines. Les particules étudiées sont élaborées par nanoprécipitation et/ou par E-ES.

5.3.1. Solubilité des SA dans les solutions aqueuses de dérivés amphiphile

du dextrane

Nous avons dans un premier temps €tudié la solubilité du GO et GN dans des solutions de
DexCeq-t a différentes concentrations (Cf. chapitre 2 - paragraphe 2.2.2.1).

La solubilité des SA augmente fortement avec la concentration en DexCe-1, et ceci de maniere
quasi-linéaire (Figure 111). Cette augmentation de la solubilité s’explique par le fait que les

agrégats hydrophobes formés par le DexCs-t permettent de solubiliser ces SA.
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Figure 111: Variation de la solubilité maximale du GO (-) et GN (-) dans des solutions de
DexCg-18 (GN) et DexCg-21 (GO) a différentes concentrations en DexCg-t.

Vraisemblablement, les SA (GO ou GN) sont associées avec les macromolécules de DexCe-1
sous la forme d’agrégats colloidaux dans lesquels les groupements aliphatiques des SA se
regroupent avec les groupements hydrocarbonés des polysaccharides amphiphiles. Un calcul
estimatif rapide montre que les agrégats colloidaux formés contiennent en moyenne une
molécule de GO pour 3 groupements hydrocarbonés (du DexCe-21) et une molécule de GN pour
8 groupements hydrocarbonés (du DexCe-18). Il est possible que des interactions polaires ou via
des liaisons hydrogéne s’établissent entre les groupements hydroxyle des SA et des unités
glucose des chaines de polysaccharides mais nous n’en avons aucune indication. Des interactions
entre des esters de 1’acide gallique et des micelles de tensioactifs ioniques et non ioniques ont

7N 2

déja été rapportées [6].
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5.3.2. Etude de I'adsorption compétitive éventuelle des SA a la surface des

particules

5.3.2.1. Propriétés tensioactives du GO

La structure chimique des deux SA retenues, le GO et le GN, montre que ce sont des
molécules amphiphiles. A notre connaissance, un seul article rapporte les propriétés tensioactives
de certains esters de 1’acide gallique, parmi lesquels le GO [7]. Les auteurs ont démontré que le
GO se comporte comme un tensioactif et ont caractérisé son comportement a I’interface eau/air
(Tableau 38). Nous avons comparé ces propriétés a celles du DexCq-15, déterminées lors de

travaux antérieurs.

Tableau 38: Comparaison des propriétés tensioactives du DexCg-15 et du GO a Pinterface
eau/air a 25 °C.

GO DexC¢-15
Omin (MN/m) 42,2° 34°
Concentration pour atteindre Gmin 0,03 ° ~0,83°

(mM de groupements hydrocarbonés)
Tmax (mol/m?) 6,6x10°" 2,8x10°°

Tension superficielle d’une solution
aqueuse saturée de GO (mN/m)

50,2 -

Tension superficielle d’une solution
aqueuse de DexCg-152 10 g/L €

a:  Données de [7]
Données de [8]
c: Mesures expérimentales effectuées durant ce travail

=3

Les mesures expérimentales réalisées avec une solution aqueuse saturée en GO et une solution
aqueuse de DexCq-15 a 10 g/L sont cohérentes avec les données de la littérature (Tableau 39)
malgré une différence dans le cas du GO dont nous n’avons pas ’explication. Ces données
montrent que I’effet tensioactif du DexCeq-15 est plus marqué que celui du GO. Toutefois, le GO,
tout comme le GN, pouvant €tre considéré comme un tensioactif non ionique, cette propriété
peut intervenir de différentes facons lors de la fabrication des particules. L’adsorption du
polymere amphiphile aux interfaces peut se trouver modifiée, ce qui pourrait nuire a la stabilité

des suspensions de particules produites. La morphologie du cceur des particules pourrait étre
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modifiée sous ’effet d’une accumulation préférentielle des SA (GO ou GN) aux interfaces
(liquide-liquide et/ou solide/liquide).

Dans le but de clarifier ce point, nous avons réalisé une série d’essais visant a déterminer si le
GO interagit avec le polysaccharide amphiphile lors de la préparation des particules et quelles

sont les conséquences de ces interactions.

5.3.2.2. Propriétés de surface de particules de PLA préparées par

nanoprécipitation en présence d’une phase aqueuse saturée en SA

Des nanoparticules de PLA ont été €laborées par nanoprécipitation en utilisant différentes
compositions de la phase aqueuse : une phase aqueuse constituée d’eau uniquement, une phase
aqueuse constituée d’eau saturée en GO (0,014 g/L), une solution aqueuse de DexCeq-17 (10 g/L)
et enfin une solution aqueuse de DexCq-17 (10g/L) saturée en GO (1,15 g/L). Dans tous les cas,
la phase organique utilisée est une solution de PLA a 10 g/L. dans 5 mL d’acétone.

Les particules obtenues ont été caractérisées par granulométrie afin de déterminer la taille
ainsi que la distribution granulométrique des particules obtenues (Tableau 39). La stabilité
colloidale des suspensions de particules a été examinée en fonction de la force ionique (Figure
112).

Tableau 39: Evolution des diametres d(0,5), D (3,2), du Span (avant lavages) et du taux de
recouvrement en DexCg-17 des nanoparticules de PLA élaborées en utilisant différentes
phases aqueuses : solution de GO a sa solubilité maximale, solution de DexCs-17 (10 g/L)

ou solution de DexCg4-17 (10 g/L) saturée en GO avec un volume de phase aqueuse égal a
10 mL (phase organique : 50 mg PLA dans 5 mL d’acétone).

b
Compositiondela | [GOF' | d0.5) | D32} | (| FEOI
phase aqueuse (g/L) (mm) | (nm) (mggi’jgd m
H,O / 189 184 0,89 -
GO (solubilite 0.014 170 | 155 | 098 i
maximale)
DexCg-17 (10 g/L) 0 151 131 1,03 2,5
DexCe-17(10 g/L) | 45 206 | 167 | 1,09 23
saturée en GO
a: concentration en GO dans 10 mL de phase aqueuse

b: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2- paragraphe 2.2.5.1)
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Quelle que soit la composition de la phase aqueuse, les suspensions de particules produites
ont des caractéristiques voisines avant les étapes de lavages. Cependant, en ’absence de DexCe-
17, seules les particules préparées en présence d’eau saturée en GO peuvent étre facilement
redispersées apres lavages. Ce n’est pas le cas des particules de PLA préparées en présence d’eau
uniquement qui s’agrégent irréversiblement lors des étapes de lavages. Ce premier résultat
démontre que le GO s’adsorbe a la surface des particules de PLA en I’absence de polymere
amphiphile dans la phase aqueuse.

Les deux essais réalisés avec une phase aqueuse contenant du DexCg-17 ont conduit a des
suspensions de nanoparticules avec des taux de recouvrement identiques a la précision des
mesures. Ceci démontre que le GO ne modifie pas sensiblement la quantité de polymere adsorbé.
Toutefois, dans la solution de DexCg-17 saturée en GO, les deux constituants sont associés
probablement sous la forme d’agrégats dans lesquels les groupements hydrocarbonés
aliphatiques des molécules de GO se rassemblent avec les groupements hydrocarbonés du
DexC¢-17 (voir paragraphe 5.3.1).

Afin de vérifier si le GO s’adsorbe ou non a la surface des nanoparticules de PLA lorsque celles-
ci sont préparées en présence de DexCq-17, nous avons comparé les stabilités colloidales en

milieu salin des suspensions obtenues (Tableau 39, Figure 112).
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Figure 112: Evolution du parametre Inl en fonction de la concentration en NaCl pour les
particules de PLA préparées en utilisant comme phase aqueuse : () de I’eau, (@) de ’eau
saturée en GO, et () une solution de DexCg4-17 a 10

g/L saturée en GO.
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Les suspensions de nanoparticules de PLA non recouvertes ou recouvertes par le GO ne sont
plus stables a partir d’une concentration en NaCl égale a 10° M, au-dela de laquelle un
phénomene de floculation est détecté. Les molécules de GO adsorbées ne peuvent pas €tre a
I’origine de répulsions stériques entre les particules.

Dans le cas ou les nanoparticules sont préparées en présence de DexCe-17, aucun phénomene de
floculation des particules n’est détecté jusqu’a des concentrations de 1 M en NaCl. Ainsi que
nous ’avons discuté dans le chapitre 3, la couche de DexCe-17 adsorbé génere des répulsions
stériques qui empéchent 1’agrégation des particules.

Dans le cas de suspensions de nanoparticules de PLA préparées en présence d’une solution
aqueuse de DexCq¢-17 saturée en GO (1,15 g/L), un phénomene de floculation est détecté au-dela
de 10?>M en NaCl. Comme le taux de recouvrement par le DexCqs-17 n’est pas significativement
modifié par la présence du GO dans la phase aqueuse, c’est la conformation des macromolécules
présentes en surface des particules qui doit étre affectée. Les molécules de GO interagissent
fortement avec les groupements hydrocarbonés du DexCe-17 (nous avons estimé 1 molécule de
GO pour 3 groupements Cg), ce qui peut entrainer la formation d’une couche superficielle
beaucoup plus compacte et par suite peu efficace pour empécher 1’agrégation des particules. De
plus, cette couche compacte contenant des molécules de GO peut avoir tendance a se contracter

davantage quand la force ionique augmente.

5.3.3. Etude paramétrique de I’encapsulation des SA dans des NP

élaborées par nanoprécipitation

Le protocole de préparation de particules contenant le GO ou le GN par nanoprécipitation est
identique a celui utilis€ pour la préparation de nanoparticules de PLA (Cf. Chapitre 2 -
paragraphe 2.2.3.1.1). La SA a encapsuler est dissoute avec le PLA dans la phase organique. Les
objectifs de cette étude étaient :

- l’obtention de particules de PLA/SA de tailles nanométriques, avec des distributions de
tailles monomodales et assez étroites.

- D’obtention de particules facilement redispersables apres les étapes de lavages.

- maximiser les rendements d’encapsulation et les taux de charge en SA.

Pour ce faire, nous avons considéré trois parametres : le rapport SA/PLA dans la phase
organique, la saturation ou non de la phase aqueuse en SA et la concentration en DexCe-t dans la

phase aqueuse.
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5.3.3.1. Influence du rapport SA/PLA

En faisant varier le rapport massique SA/PLA, I’objectif était d’augmenter la quantité de SA

encapsulée par gramme de PLA, tout en gardant une taille et distribution de taille de particules
controlée et monodisperse.
Nous avons alors fait varié la fraction massique initiale en SA dans la phase organique en
gardant fixe la quantité de matiere totale dans cette phase ainsi que son volume (respectivement
fixés a 50 mg de SA+PLA et 5 mL d’acétone). Les fractions massiques en SA testées sont 3%,
20%, 30% et 50%.

Tableau 40: Evolution des d(0,5), D[3,2], du Span et taux de recouvrement en DexCg-1 des
nanoparticules de PLA/SA élaborées avec différentes fractions massiques initiales de SA
dans la phase organique (quantité de matiere totale PLA+SA dans la phase organique égale a
50 mg dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse = 10 mL de solution aqueuse de DexCs-7a 10 g/L).

Avant lavages Apres lavages
SA Wsa d(0,5) | D[3,2] Span d(0,5) | D[3,2] Span I (+0,5)
initiale (%) | (nm) (nm) (nm) (nm) (mgDexCy/m?)
0 143 130 0,97 138 118 1,17 2,3
3 140 125 1,09 163 162 0,73 2,2
GO 20 164 146 1,08 172 178 0,95 nd
30 134 120 1,08 145 140 1,02 2,0
50 131 119 1,02 173 170 89,86 2,3
0 143 130 0,97 138 118 1,17 2,3
3 139 125 1,02 160 153 0,69 2,4
N 20 124 112 1,13 134 118 1,17 1,9
30 125 111 1,24 138 119 1,22 1,8
a:  Fraction massique du GO introduite initialement dans la phase organique

b: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2- paragraphe 2.2.5.1)

Lorsque la Wgo ou Wy initiale est égale ou inférieure a 30%, la composition de la phase
organique n’a pas d’influence significative sur la taille et la distribution de taille des particules
obtenues (Tableau 40). Les nanoparticules ont des tailles comprises entre 120 - 180 nm, que ce
soit avant ou apres lavages. Elles se redispersent parfaitement aprés lavages et présentent des
distributions de tailles monomodales et relativement étroites (Spans mesurés inférieurs ou

proches de 1).
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Par contre, lorsque la fraction massique initiale en GO est égale a 50%, les particules
présentent une distribution de taille monomodale avant lavages mais s’agrégent apres les étapes
de lavages. La distribution de tailles devient multimodale et trés polymétrique, ce qui se traduit
par un Span tres élevé. Le Tableau 41 représente la masse de SA encapsulée par g de PLA, ainsi

que les taux d’encapsulation et la fraction massique en SA dans les particules de PLA obtenues.

Tableau 41: Masse de SA encapsulée, taux d’encapsulation et fraction massique de SA
encapsulée pour les particules préparées avec différentes fractions massiques initiales de
SA (quantité de matiére totale PLA+SA dans la phase organique égale a 50 mg dans 5 mL
d’acétone, phase aqueuse : 10 mL de solution aqueuse de DexCs-7 10 g/L).

. Masse de SA b .
WA initiale ) TE WA dans les NP
SA encapsulée
(%) (%) (%)
(mg/gPLA)
3 7,7 24,9 0,76
20 34,1 13,6 3,30
GO
30 55,0 12,8 5,21
50 99,6 10,0 9,06
3 5,15 16,7 0,51
GN 20 31,6 12,6 3,10
30 38,8 9,1 3,70

a:  Fraction massique de la SA introduite initialement dans la phase organique

b: Taux d’encapsulation représentant la masse de SA par rapport a la masse de SA
initialement introduite

c:  Fraction massique de la SA encapsulée dans le cceur des nanoparticules de PLA

Les résultats obtenus montrent bien qu’en augmentant la fraction massique en SA initialement
introduite dans la phase organique (Wga initiale), On augmente de maniere significative la quantité
de SA encapsulée par gramme de PLA. La quantit¢ maximale de GO encapsulée est de 55 mg/g
PLA pour une composition massique initiale dans la phase organique 70% PLA/ 30% GO. Pour
le GN, des quantités légerement plus faibles sont encapsulées, soit 38,8 mg/g PLA pour une
composition massique initiale identique.

Néanmoins, nous pouvons remarquer que, dans tous les cas, les Wga dans 1es Np SONt relativement
faibles.

Ceci peut étre expliqué d’une part par la petite taille des particules qui conduit a une diffusion

rapide de la SA dans la phase aqueuse et d’autre part par une grande solubilit¢ des SA dans le
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mélange phase aqueuse DexCq-1 /acétone formé lors de la précipitation, ce qui conduirait a de
faibles taux d’encapsulation.

Pour vérifier cela, nous avons calculé la concentration en SA dans la solution de DexCg-t
apres 1’étape d’évaporation du solvant par différence entre la quantité de SA initiale introduite et
la quantité de SA encapsulée dans les nanoparticules, en négligeant les pertes tres faibles de SA
encapsulée lors des lavages a 1’eau. Cette concentration sera désignée par le terme
« concentration en exces ». La Figure 113 représente la concentration en SA en exces en fonction
de la quantité de SA encapsulée par g de PLA. Les droites horizontales représentent la limite de
solubilité de la SA dans une solution de DexCes-t (10 g/L). Nous pouvons remarquer que dans
certains cas la concentration en SA en exces est tres supérieure a la solubilité maximale de la SA
dans une solution de DexCq-t (10 g/L). Rappelons, de plus, que du fait de son adsorption a la
surface des particules et de I’aire interfaciale importante, la concentration réelle en DexCg-t est
significativement inférieure a 10 g/L. Prenons le cas du GO par exemple, pour une fraction
massique initiale en GO égale a 30%, la concentration du GO en exces calculée dans la phase
aqueuse est égale a 1,3 g/L. Cette concentration est supérieure a la solubilité maximale du GO
dans une solution de DexCe-1 (10 g/L) qui est égale a 1,15 g/L.

Pour expliquer ces résultats il faut admettre qu’une partie de la SA solubilisée dans le
mélange acétone/ DexCs-1 précipite dans la solution aqueuse de DexCs-t lorsque 1’acétone est
totalement évaporée. Par ailleurs, il est également possible que la solubilité de la SA a 37°C
(température utilisée pour 1’évaporation du solvant) soit supérieure a celle mesurée a température
ambiante, ce qui pourrait également conduire a une augmentation de la concentration en SA dans
la solution de DexCe-t puis a une précipitation. Cet exces de SA n’est pas détecté lors de la
caractérisation thermique des particules lyophilisées (un pic de fusion serait attendu). Il est

vraisemblablement éliminé lors des lavages successifs des suspensions de particules.
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Figure 113: Evolution de la concentration en exces de la SA en fonction de la quantité de
SA encapsulée par g PLA: (v) nanoparticules PLA/GO, ( v) nanoparticules PLA/GN. Les
droite horizontales (—) et (—) représentent respectivement les limites de solubilité du GO
et du GN dans une solution de [DexCq-t] = 10 g/L (phase organique : 50mg de (PLA+SA)
dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse : 10 mL de solution aqueuse de DexCs-1, 10 g/L).

Enfin, dans le but de comparer quantitativement les résultats obtenus, nous proposons un
modele simplissime. Nous admettons que, la quantité de SA encapsulée par g de PLA lors de la
nanoprécipitation est controlée par un équilibre de partage entre la phase aqueuse contenant
I’acétone et les particules de PLA gonflées par 1’acétone avant et pendant 1’évaporation de
I’acétone. Lorsque I’évaporation de 1’acétone est suffisante pour que les particules de PLA
deviennent solides, les phénomenes de transfert de matiere entre les deux phases deviennent
beaucoup plus lents, ce qui fige la quantit¢ de SA encapsulée dans les particules. Nous
caractériserons cet « équilibre de partage » par un « coefficient de partage » noté Kp. Les valeurs
de Kp sont définies par ’Eq. 31 et peuvent étre évaluées par I’inverse des pentes des droites
représentées dans la Figure 113. Par définition, plus la valeur de Kp est élevée, plus
I’encapsulation de la SA est favorisée. Pour le GO, on obtient un Kp de I’ordre de 40 et pour le

GN, on obtient un Kp de I’ordre de 30.

mg SA encapsulée/g PLA
Kp =

mg SA/g phase aqueuse Eq. 31

Il est difficile de comparer les valeurs de Kp déterminées au cours de nos travaux avec des
valeurs de la littérature. A notre connaissance, I’influence du coefficient de partage d’une SA
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donné (entre les particules gonflées par le solvant organique et la phase aqueuse contenant ce
méme solvant) sur la quantité de SA encapsulée n’a pas été évoquée dans la littérature. Les Kp
présents dans la littérature caractérisent plutot le partage de la SA encapsulée entre le coeur des

particules et le milieu dans lequel elle est libérée [9].
5.3.3.2. Influence de la composition de la phase aqueuse

Afin d’augmenter la quantité de SA incorporée dans les particules de PLA ainsi que les
rendements d’encapsulation, en nous fondant sur le modele simplissime d’équilibre de partage,
nous avons exploré deux stratégies : la pré-saturation de la phase aqueuse en SA et la réduction
de la concentration en DexCg-t dans phase aqueuse.

Dans ces essais, la concentration en PLA+SA dans la phase organique a été maintenue égale a
10 g/L. Nous n’avons pas envisagé d’augmenter la concentration en PLA+SA dans 1’acétone
cela conduit a la formation de particules présentant une distribution de taille tres large, comme
nous I’avons montré lors de la préparation de particules de PLA (cf. chapitre 3 -

paragraphe 3.3.1).

5.3.3.2.1. Elaboration de nanoparticules de PLA/GO avec une phase aqueuse

initialement saturée en GO

Une série d’expériences a ¢té¢ menée en utilisant alternativement une phase aqueuse saturée ou
non en GO. Les résultats obtenus en termes de granulométrie et d’encapsulation sont comparés
(Tableau 42 et Tableau 43).

Le fait de saturer la phase aqueuse en GO n’a pas d’influence sur la taille et les distributions
de tailles des nanoparticules élaborées. Dans tous les cas, les particules se redispersent
facilement apres lavages (Tableau 42). En ce qui concerne 1’encapsulation (Tableau 43), on
constate que la masse de GO encapsulée dans les particules de PLA préparées en utilisant une
phase aqueuse saturée en GO, sans ajout de GO dans la phase organique, n’est pas négligeable.
Ceci indique une diffusion du GO de la phase aqueuse vers la phase organique. Ainsi notre

modele simplissime d’équilibre de partage trouve ici un élément de justification expérimentale.
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Tableau 42: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement en DexCq-1 des
nanoparticules PLA/GO élaborées en utilisant une phase aqueuse DexCq-t (10 g/L) saturée
ou non en GO (phase organique : 50 mg de (PLA+GO) dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse :

Vag= 10 mL DexCs-7,10 g/L).

Avant lavages Apres lavages
. | Saturation
Wco initiale d(0,5) | D[3,2] d(0,5) | D[3,2] T (20,5)°

de la phase Span Span
(%) b (nm) | (nm) (nm) | (nm) (mgDexCg/m?)

aqueuse

0 + 166 151 | 0,86 | 168 153 | 0,87 2,51

20 - 164 146 | 1,08 | 172 178 | 0,95 nd
20 + 150 128 1,14 | 160 142 | 1,25 2,50
30 - 134 120 | 1,08 | 145 140 | 1,02 2,03
30 + 152 129 1,31 | 178 159 1,29 2,37

o ®

Fraction massique du GO introduite initialement dans la phase organique
(-) phase aqueuse non saturée en GO, (+) phase aqueuse saturée en GO (1,15 mg/L)

c: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2- paragraphe 2.2.5.1)

Tableau 43: Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules PLA/GO élaborées
en utilisant une phase aqueuse DexCg-t (10g/L) saturée ou non en GO (phase organique : 50
mg de (PLA+GO) dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse : v = 10 mL DexCs-1, 10 g/L).

. | Saturation de Masse de GO . P
W0 initiate ) TE W60 dans tes NP
la phase encapsulée
(%) A (%) (%)
aqueuse (mg/gPLA)
0 + 21,6 9,4 2,1
20 - 34,1 13,6 33
20 + 55,3 10,2 5.2
30 - 55 12,8 5,2
30 + 134 17,7 11,8

a:  Fraction massique de la SA introduite initialement dans le mélange SA/PLA solubilisé dans la phase

organique

(+) Solution de DexCg-1 saturée en GO ; (-) Solution de DexCg-t non saturée en GO (-)
c: Taux d’encapsulation représentant la masse de SA par rapport & la masse de SA initialement introduite
(dans la phase aqueuse et dans phase organique)
d: Fraction massique de la SA encapsulée dans le coeur des nanoparticules de PLA

Lorsque le GO est introduit initialement dans la phase organique, on constate que, les TE (%)

ne varient pas significativement, que la solution aqueuse soit ou non saturée en GO. Toutefois, la
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quantit¢ de GO encapsulé par g de PLA augmente de manicre sensible, en raison de
I’augmentation de la quantité totale de GO introduite initialement (phase aqueuse + phase

organique).

Ainsi que nous I’avons montré en début de ce chapitre, le GO possede les propriétés d’un
tensioactif non ionique et sa présence dans la phase aqueuse au moment de la préparation des
particules réduit la stabilité colloidale des suspensions de particules produites. Une agrégation est
détectée lorsque la force ionique dépasse 0,01 M. Ce résultat a été constaté avec des particules
produites avec une phase aqueuse saturée en GO mais sans addition de GO dans la phase
organique.

Nous avons examiné la stabilité colloidale des suspensions de particules préparées avec 30 %

de SA dans le mélange PLA/SA (Tableau 42) en fonction de la force ionique (Figure 114).

g 8 8 @ B

|n|

1,5

0,5
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
Concentration en NaCl (mol/L)

Figure 114: Stabilité colloidale de suspensions de nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation en fonction de la force ionique : Evolution du parametre Inl en fonction
de la concentration en NaCl pour des particules () de PLA/GO (W¢oinitial (%) = 30)
préparées en présence d’une solution de DexCq-17 (10 g/L), (®) de PLA/GO (W oinitial (%)
= 30) préparées en présence d’une solution de DexCg-17 (10 g/L) saturée en GO.

Aucune agrégation n’est détectée jusqu’a une concentration en NaCl de 1 M, ce qui traduit
une trés bonne stabilité colloidale pour les deux suspensions de nanoparticules. Donc, lorsque le
GO est ajouté dans la phase organique, le fait d’utiliser une phase aqueuse saturée en GO lors de

la préparation ne modifie en rien la stabilité colloidale des suspensions obtenues. Ce résultat peut
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sembler contradictoire avec celui observé sans ajouter de GO dans la phase organique et
I’explication n’est pas évidente. Une interprétation possible est que la présence du GO dans la
phase organique contribue a plastifier les particules au moment de leur formation, ce qui fait
qu’elles restent fluides plus longtemps. Cet intervalle de temps supplémentaire permet aux
agrégats mixtes formés par le GO et le polysaccharide amphiphile de se dissocier et de conduire
a une adsorption d’objets moins compacts en surface des particules produites. Ceci conférerait
aux particules finales une meilleure stabilité colloidale, comparable a celle des particules

produites avec une phase aqueuse non saturée en GO.

5.3.3.2.2. Elaboration de nanoparticules PLA/GN avec différentes concentrations

en DexCs-18 dans la phase aqueuse

Nous avons montré que la solubilit¢é des SA dans la phase aqueuse diminue lorsque la
concentration en DexCes-t diminue. Par conséquent, réduire cette concentration dans la phase
aqueuse reviendrait a déplacer I’équilibre de partage en faveur des particules. Cette étude a été

réalisée avec le GN comme SA modéle.

En dessous d’une concentration en DexCs-t de 3 g/L, les particules présentent une
distribution multimodale et tres polymétrique avant les étapes de lavages (Tableau 44). Des
résultats comparables ont été obtenus lors de la préparation de nanoparticules de PLA par E-ES
(Cf. Chapitre 3 — paragraphe 3.3.2.1.1.3). En effet, lorsque la concentration en DexCs-t diminue,
la quantité de dextrane disponible pour s’adsorber a la surface des particules diminue, d’ou la
formation de grosses particules [10]. Cependant nous observons que le taux de recouvrement en
dextrane de ces particules est tres élevé, ce qui peut paraitre contradictoire. Pour expliquer ce
résultat, on peut raisonnablement penser que les grosses particules sont en fait des agrégats de
nanoparticules avec un faible taux de recouvrement en dextrane. La surface spécifique de ces
agrégats composites serait donc sous estimée, ce qui conduit a une surestimation du taux de
recouvrement en dextrane de ces particules.

Avec une concentration en DexCe-18 égale a 3 g/L, les nanoparticules formées ne s’agregent
pas avant lavages. Néanmoins, ces particules s’agrégent aprés lavages. Pour les raisons
précédemment décrites, il est possible que le taux de recouvrement en dextrane soit surévalué.
Un faible taux de recouvrement en dextrane de ces particules pourrait expliquer leur agrégation

pendant les lavages comportant des étapes de centrifugation.
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Avec une concentration en DexCe-18 supérieure a 3 g/L, les particules sont facilement
redispersables apres les étapes de lavages. Le taux de recouvrement en dextrane des particules
augmente légerement avec la concentration en dextrane dans la phase aqueuse (Tableau 44).
Tableau 44: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement des nanoparticules
de PLA/GN élaborées avec différentes concentration en DexCg-18(phase organique : 50 mg

de (PLA+GN avec Wi initiale= 20%) dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse : V,; = 10 mL d’une
solution de DexCgs-18).

Avant lavages Apres lavages
[DexCe-18]" d(0,5) DI[3,2] d(0,5) DI[3,2] [ (20,5)
e | em | @ | P | @m | am | P | evecomieLay
1 8140 437 11,88 197 221 42,35 6,88
2 249 275 31,80 194 258 77,15 4,93
3 122 104 1,47 199 206 46,21 1,62
4 114 100 1,40 146 126 1,53 1,58
5 112 97 1,32 133 117 1,53 1,65
10 161 148 1,06 159 143 0,96 2,13
a: Concentration en DexCg-18 dans 10 mL d’eau

b: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2- paragraphe 2.2.5.1)

Les différents taux de charge en GN ainsi que les différents rendements d’encapsulation
obtenus montrent clairement une augmentation de la quantit¢ de GN encapsulée et du taux
d’encapsulation en passant d’une concentration en DexCe-18 de 10 g/L a 1 g/L (Tableau 45).

La Figure 115 représente 1’évolution des coefficients de partage Kp calculés en fonction de la
concentration en DexCs-1 dans la phase aqueuse (évalués comme précédemment Eq. 31). Les
résultats obtenus montrent clairement une augmentation du Kp quand la concentration en
dextrane diminue. Ceci est vraisemblablement lié¢ a la diminution de solubilit¢ du GN dans la
phase aqueuse lorsque la concentration de la phase aqueuse en DexCe-18 diminue, d’ou une

augmentation des quantités de GN encapsulées et par conséquent du taux d’encapsulation.
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Tableau 45: T, des nanoparticules PLA/GN calculée a partir de la loi de Fox ou
déterminées expérimentalement par MDSC (Phase organique : 50 mg de (PLA+GN) avec
WG initiate = 20 %) dans 5 mL d’acétone, phase aqueuse : V., = 10 mL DexCs-18 10 g/L).

Masse de GN b Wen dans les
[DexCq4-18]* TE q
encapsulée NP* Tg calculée Tg Expérimentalee
(g/L) (%)

(mg/gPLA) (%)
1 213 85,2 17,6 33,2 nd
2 160 64 13,8 36,8 nd
3 143 57,2 12,5 38,3 nd
4 84,1 33,6 7,8 43,6 nd
5 73,3 29,3 6,8 44,8 46,1
10 32,9 13,2 3,2 49,0 47,7

@ aecgneR

1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

2 800 -

600 -
400 -
200 -

Concentration en DexCq-18 dans 10 mL d’eau
Taux d’encapsulation représentant la masse de SA par rapport a la masse de SA initialement introduite
Fraction massique du GN encapsulée dans le ceeur des nanoparticules de PLA

Tg calculée a partir de la relation de Fox (Cf. Eq. 29)
Tg déterminée par analyse d’un échantillon lyophilisé de nanoparticules de PLA/GN par MDSC

g

Concentration en DexC, (g/L)

4 6 8

10

Figure 115: Evolution des Kp calculés en fonction de la concentration en DexCg-18 dans la
phase aqueuse.
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5.3.4. Etude paramétrique de I’encapsulation des SA dans des

nanoparticules élaborées par E-ES

L’influence de la quantité de matiére introduite dans la phase organique initiale, de la fraction
massique en SA ou encore de la concentration du dextrane modifié sur les propriétés des
nanoparticules élaborées a été étudiée.

L’AcOEt est partiellement miscible dans 1’eau, a raison de 1 mL par 10 mL d’eau. Nous avons
considéré que cette valeur de miscibilité n’est pas significativement modifiée dans les solutions

de DexCg.

5.3.4.1. Influence de la saturation/non saturation de la phase aqueuse en

Acétate d’éthyle

Dans le chapitre 3, nous avons montré que I’utilisation soit d’un rapport phase
organique/phase aqueuse de V mL/10 mL de phase aqueuse saturée en AcOEt, soit de (V+1)
mL/10 mL de phase aqueuse non saturée, a quantité de matiére constante n’a aucun effet sur la
taille et la distribution des tailles des particules de PLA obtenues. Ceci peut étre attribué a la
diffusion tres rapide de I’AcOEt dans la phase aqueuse non saturée. Ceci fait que 1’on a une
composition des phases identique avant méme 1’étape d’émulsification avec I’une ou I’autre de
ces conditions initiales.

Nous avons d’abord vérifié que 1’on obtenait le méme résultat en présence d’une SA, ici le
GN. Les tailles des nanoparticules obtenues avec et sans saturation de la phase aqueuse en
AcOEt sont similaires. La distribution de tailles obtenue avant lavage n’est pas modifiée apres

lavage de la suspension (Tableau 46).
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Tableau 46: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement en DexCq-1 des

nanoparticules de PLA/GN élaborées avec une phase aqueuse saturée (+) ou non (-) en

AcOEt (phase organique: quantité de matiere totale (PLA+GN) = 50 mg, Wen iitiate = 20%,
Vag= 10 mL, 10 mg DexCs/ mL).

Avant lavages Apres lavages
Saturation | Volume b
T (£0,5)
- - de la phase dela d(0,5) | D[3,2] _— d(0,5) | D[3,2] - "
ormu
aqueuse en phase (nm) (nm) P (nm) (nm) P (irg s
AcOEt" | organique PLA)
1 - 6 102 94 1,19 | 105 96 1,14 2,54
2 + 5 108 102 | 1,04 | 113 105 | 1,03 2,46
a: (-) phase aqueuse non saturée en AcOEt, (+) phase aqueuse saturée en AcOEt

b: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN "H (Cf. chapitre 2 - paragraphe 2.2.5.1)

De la méme fagon, il apparait que pour les deux procédures, les masses de GN encapsulées ne

sont pas significativement différentes (Tableau 47).

Tableau 47: Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules PLA/GN élaborées
en utilisant une phase aqueuse DexCg-1 saturée (échantillon 2) ou non (échantillon 1) en
AcOEt (phase organique: quantité de matiere totale (PLA+GN) = 50 mg, Wen iitiate = 20%,

phase aqueuse : V,y= 10 mL, 10 mg DexCgs/ mL).

Masse de GN . .
. , TE WGN dans les NP
Formulation encapsulée
(%) (%)
(mg/gPLA)
1 49,4 19,8 4,7
2 52,7 21,1 5
a:  Taux d’encapsulation représentant la masse de SA par rapport a la masse de SA initialement introduite
b:  Fraction massique du GN encapsulée dans le cceur des nanoparticules de PLA

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que la saturation ou non de la phase aqueuse
en AcOEt est sans effet sur les caractéristiques des nanoparticules obtenues, a quantité de

matiere équivalente.
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5.3.4.2. Elaboration de nanoparticules avec différentes compositions

initiales (SA/PLA) dans la phase organique

Contrairement a la nanoprécipitation, des nanoparticules peuvent étre obtenues par E-ES avec
des concentrations en PLA beaucoup plus élevées. Nous avons en effet montré dans le chapitre 3
(paragraphe 3.3.2.1.1.1), que des nanoparticules de PLA peuvent étre obtenues par E-ES avec
des distributions de tailles relativement monomodales en utilisant des quantités de matiere totale
(masse du PLA) pouvant atteindre les 300 mg.

Nous avons élaboré et analysé différents lots de nanoparticules en variant la quantité de
matiere totale (PLA+SA) initialement introduite dans la phase organique, en conservant la méme

fraction massique en SA.
5.3.4.2.1. Encapsulation du GO

Dans tous les cas étudiés, des nanoparticules avec une distribution en taille monomodale sont
obtenues apres évaporation du solvant (avant lavages des nanoparticules) (Tableau 48).
Cependant, apres les étapes de lavages, les particules s’agregent dés lors que la fraction massique
de GO encapsulé devient supérieure a ~10% (Tableau 49), ce qui correspond a une valeur de la

T, du mélange GO/PLA inférieure a 40°C (Tableau 37).
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Tableau 48: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement en DexCq-1 des
nanoparticules PLA /GO (phase organique :V,., = 3 mL a [’exception du cas ou la quantité de
matiere est égale a 50 mg : Vo, = 6 mL, phase aqueuse : DexCs-18 (10 g/L) non saturée en
AcOEt, V=10 mL).

Avant lavages Apres lavages
Weomane® | o s | d0) | DI32 d@.5) | D[32] P
%) (PLA+ GO) om) | (am) Span om) | (um) Span | (mgDexCy/m’
(mg) FLA)
3 200 134 | 116 | 1,27 | 146 | 126 | 1,20 2,0
50 107 | 101 | 1,07 | 99 91 1,10 2.4
100 91 80 | 1,12 | 91 80 1,11 2,6
20 200 108 | 96 | 1,36 | 113 99 1,24 2,0
300 126 | 108 | 1,46 | 128 | 114 | 4,40 3,0
400 202 | 167 | 9,9 | 149 | 135 | 8,30 2.8
100 96 86 | 123 | 120 | 116 | 158,00 2,5
30 200 102 | 91 | 1,33 935 | 364 | 11,00 2,9
300 109 | 95 | 1,40 | 196 | 205 | 36,00 53
40 100 99 90 | 1,25 | 121 | 110 | 52,00 2,5
a:  Fraction massique en GO initialement introduite dans la phase organique
b:  Quantité de matiére totale dans la phase organique

c: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN "H (Cf. chapitre 2 - paragraphe 2.2.5.1)
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Tableau 49: Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules PLA/GO élaborées
avec différentes W0 initiale €t quantités de matieres totales dans la phase organique (phase
organique : V,., = 3 mL a l’exception du cas ou la quantité de matiere est égale a 50 mg : Voo =
6 mL, phase aqueuse : DexCgs-7 (10 g/L) non saturé en AcOEt, V,,=10 mL).

Masse totale Masse de GO . d
a b 2 TE WGO dans les NP
WO initiale (PLA+ GO) encapsulée
(%) (%)
(%) (mg) (mg/gPLA)
3 200 22 69,8 2,1
50 43 18,0 4.1
20 100 84 33,4 7,7
200 101 38,7 9,2
300 126 48.5 11,2
400 131 51,6 11,6
100 132 29,1 11,7
30 200 189 43,9 15,9
300 265 61,7 21,0
40 100 132 20,4 11,6

Fraction massique en GO initialement introduite dans la phase organique

Quantité de matiere totale dans la phase organique

Taux d’encapsulation représentant la masse de SA par rapport a la masse de SA initialement introduite
Fraction massique du GO encapsulée dans le cceur des nanoparticules de PLA

/e o

Dans le cas de I’E-ES, la quantité de SA encapsulée par g de PLA lors de la formulation est
aussi gouvernée par un coefficient de partage entre la phase aqueuse saturée en AcOEt et les
gouttelettes d’AcOEt contenant le PLA, avant et pendant 1’évaporation du solvant.

Au final, les valeurs de Kp sont déterminées comme précédemment décrit dans le cas de la
nanoprécipitation (Eq.3).
La Figure 116 représente I’évolution de la concentration en GO en exces en fonction de la

quantité de SA encapsulée par g PLA.
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Figure 116: Evolution de la concentration en GO en exces en fonction de la quantité de
GO encapsulée par g PLA (¢) nanoparticules PLA/GO (conditions détaillées dans Tableau
48). La droite horizontale (—) représente la limite de solubilité du GO dans une solution
de [DexCq-t] =10 g/L

Ainsi que précédemment décrit, on peut remarquer que la concentration en GO en exces
calculée dans la phase aqueuse est dans la plupart des cas, supérieure a la concentration de
saturation dans la solution de DexCq 10g/L (1,15 g/L) (Figure 116). Ceci peut étre attribué a une
solubilité du GO plus grande dans la phase aqueuse saturée en AcOEt que dans la phase aqueuse

apres évaporation du solvant. La valeur de Kp obtenue est de I’ordre de 47 et donc comparable a

celle obtenue lorsque les particules sont préparées par nanoprécipitation.
5.3.4.2.2. Encapsulation du GN

De fagon similaire au paragraphe précédent, nous avons étudié¢ I’influence de différentes
compositions initiales (GN/PLA) dans la phase organique sur les caractéristiques des particules
obtenues. Dans les formulations étudiées, les fractions massiques en GN varient entre 3% a 20%,
et les quantités de matieres totales (PLA+GN) varient entre 50 et 300 mg (Tableau 50 et Tableau
51). Nous constatons que, comme avec le GO, les nanoparticules s’agregent lors des lavages
quand la teneur en GN est supérieure a 10 %, ce qui correspond a une valeur de Tg de I’ordre de

40 °C.
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Tableau 50: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement en DexCq-1 des
nanoparticules PLA/GN (phase organique: V,., = 3 mL a [’exception du cas ou la quantité de
matiere est égale a 50 mg : V,re = 6 mL, phase aqueuse : DexCs-7 (10 g/L) non saturée en
AcOEt, V= 10 mL).

Avant lavages Apres lavages
Masse totale ' (£0.5)
WonNinitiale' | (PLA+GN)” | d(0,5) | D(3,2) | Span | d(0,5) | D(3,2) | Span (mg
(%) DexCy¢/m’
(mg) PLA)
3 200 126 122 0,92 117 109 1,17 2,5
50 102 94 1,19 105 96 1,14 2,0
100 94 86 0,95 113 103 1,80 2,6
20 200 101 89 1,23 193 196 6,80 4,2
300 128 113 1,20 230 264 | 36,68 4,1
a:  Fraction massique en GN initialement introduite dans la phase organique

: Quantité de matiere totale dans la phase organique
c: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2 - paragraphe 2.2.5.1)

Tableau 51: Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules PLA/GN (phase
organique : V,.s = 3 mL a [’exception du cas ou la quantité de matiere est égale a 50 mg : Voo =
6 mL, phase aqueuse : DexCgs-7(10g/L) non saturée en AcOEt, V= 10mL).

Masse totale Masse de GN . ’
a b L TE WGN dans les NP
WN initiale (PLA+GN) encapsulée
(%) (%)
(%) (mg) (mg/gPLA)
3 200 17 54,3 1,7
50 49 20,0 4.7
100 84 34,5 7,7
20
200 136 54,3 12,0
300 219 89,8 18,0

Fraction massique en GN initialement introduite dans la phase organique

Quantité de matiere totale dans la phase organique

Taux d’encapsulation représentant la masse de GNepcapsuiee par rapport a la masse de GN jpitiatement introduite
Fraction massique du GN encapsulée dans le cceur des nanoparticules de PLA

a0 o

La Figure 117 représente 1’évolution de la concentration en GN en exces en fonction de la
quantité de SA encapsulée par g PLA. Le Kp calculé est égal a 70. Cette valeur est cette fois tres
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supérieure a celle déterminée a partir des nanoparticules PLA/GN obtenues par nanoprécipitation
(égale a 30).

On peut supposer que, lors de 1’émulsification, le GN plus hydrophobe que le GO a plus
d’affinité pour le mélange PLA/AcOEt que pour la phase aqueuse saturée en AcOEt. Lors de
I’évaporation du solvant, la phase aqueuse se sature en GN pendant que les particules de PLA se
forment, en encapsulant une grande quantit¢ de GN qui ne peut plus diffuser dans la phase

aqueuse déja saturée en GN.

2 - y = 0,0144x

[ GN] excés(mg/mL)

0 T T 1
0 50 100 150

mg GN /g PLA

Figure 117: Evolution de la concentration en GN en exces en fonction de la quantité de GN
encapsulée par g PLA (¢) nanoparticules PLA/GN (conditions détaillés dans Tableau 50).
La droite horizontale (—) représente la limite de solubilité du GN dans une solution de
[DexCe-1] =10 g/L.

5.3.4.3. Elaboration de nanoparticules avec différentes compositions de

phase aqueuse

Nous avons préparé des nanoparticules en utilisant une phase organique avec une fraction
massique en GN égale a 20% et une quantité de matiere totale (PLA+SA) égale a 50 mg dans 6
mL d’AcOEt. La phase aqueuse, quant a elle, est une solution de dextrane modifié¢ a 5 ou 10 g/L,
non saturée en AcOEt ayant un volume égal a 10 mL. Le Tableau 52 et le Tableau 53 résument

les caractéristiques des nanoparticules obtenues.
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Tableau 52: Evolution des d(0,5), D[3,2], Span et taux de recouvrement en DexCq-18 des
particules PLA/GN en fonction de la concentration initiale en Dextrane modifié dans la
phase aqueuse (phase aqueuse: V,,=10 mL non saturée en AcOEt, phase organique : quantité
de matiere (PLA+GN) égale a 50 mg avec Wgn =20 %, Vorg = 6 mL).

Avant lavages Apres lavages
b
[DexCe-18] | d(0,5 | D3.2) a0s) | DGE2) | I'(@0,5)
Span pan (mg DexCg-
(g/L) (nm) | (nm) (nm) | (nm) T
5 184 171 | 096 | 205 | 208 | 26 2.9
10 97 85 L1 97 86 | L13 25

a: concentration en DexCg-18 dans 10 mL d’eau
b: Taux de recouvrement des particules déterminé par RMN 'H (Cf. chapitre 2- paragraphe 2.2.5.1)

Les particules élaborées avec une concentration en DexCe-18 égale a 5 g/L. ont une taille bien
supérieure (et se redispersent plus difficilement) a celles obtenues avec une concentration en
DexCe-18 égale a 10 g/L. Toutefois, les plus grandes particules, vraisemblablement constituées

d’agrégats de nanoparticules, restent en faible proportion (Figure 118).

Particle Size Distribution
18
16
- 14
S 12
% 10
35 8
= 6
4
2
W . /\ I
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Figure 118: Distribution granulométrique des particules obtenues avec une concentration
en DexCg-18 égale a 5 g/L (-) avant lavages, (-) apres lavages (phase aqueuse: V,,=10 mL non
saturée en AcOEt, phase organique : quantité de matiere (PLA+GN) égale a 50 mg avec Wgy
=20 %, Vorg = 6 mL).
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Tableau 53: Evolution de la masse de GN encapsulée en fonction de la concentration en
DexCe-18 (phase aqueuse: V,;=10 mL non saturée en AcOEt, phase organique : quantité de
matiere (PLA+GN) égale a 50 mg avec Wgy =20 %, Vg = 6 mL).

Masse de GN b
[DexCq-18]* L TE WGN dans les NP ©
(/L) encapsulée (%) (%)
(mg/gPLA)
5 60 24,1 5,9
10 49 19,8 4,7
a: concentration en DexCg-18 dans 10 mL d’eau
b: Taux d’encapsulation représentant la masse de GNencapsuice Par rapport a la
masse de GN initialement introduite
c:  Fraction massique du GN encapsulée dans le ceeur des nanoparticules de PLA

Comme nous I’avons déja montré, la solubilit¢ du GN diminue avec la concentration du
dextrane modifié dans ’eau. Ceci explique que les nanoparticules élaborées en utilisant un
dextrane modifi€ ayant une concentration de 5 g/L. renferment plus de GN que celles élaborées

avec 10 g/L.

5.3.5. Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules

élaborées par nanoprécipitation et par E-ES

D’apres les différents résultats obtenus et présentés dans les paragraphes précédents, nous
pouvons remarquer que les taux de charge maximaux obtenus lors de la préparation des
nanoparticules, soit par nanoprécipitation soit par E-ES, sont comparables et dépende de la SA
encapsulée. Ainsi, pour le GO, les valeurs obtenues par nanoprécipitation et E-ES sont
respectivement équivalentes a 134 et 100 mg/g PLA. Pour le GN, les valeurs obtenues par
nanoprécipitation et E-ES sont équivalentes, soit environ 80 mg/g PLA.

Lorsque I’on tente de préparer des nanoparticules contenant des quantités encapsulées
supérieures, les nanoparticules obtenues s’agrégent lors des étapes de lavages et de
centrifugation. Ceci peut étre lié a I’abaissement de la T, du mélange SA/PLA lorsque Wsa dans les

Np (%) devient supérieure a environ 10%. On observe en effet ce phénomene d’agrégation des

lors que la T, calculée des particules devient significativement inférieure a environ 40°C.
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Dans le but d’isoler I’influence du procédé utilisé sur les caractéristiques des nanoparticules
obtenues, nous avons préparé des lots de nanoparticules par nanoprécipitation et E-ES contenant
du GN, dans des conditions de formulation identiques : méme composition des phases organique
et aqueuse initiales (sauf la nature du solvant car c’est un parametre relatif au procédé lui méme ;
pour la nanoprécipitation 1’acétone a été utilisé alors que 1I’AcOEt a été utilisé pour I’E-ES).

La comparaison des résultats (Tableau 54) confirme que la taille des particules obtenues par
E-ES est plus petite que celle des particules obtenues par nanoprécipitation. Pour les
nanoparticules élaborées par E-ES, la masse de GN encapsulée et le TE% (Tableau 54)
présentent des valeurs plus élevées que celles obtenues par nanoprécipitation dans des conditions
similaires. Cette différence est attribuée au coefficient de partage Kp du GN qui présente une
valeur plus élevée dans le cas de D’encapsulation du GN par E-ES par rapport a la
nanoprécipitation, favorisant ainsi son encapsulation par le procédé d’E-ES.

Avec ces deux lots de nanoparticules, nous effectué des mesures de potentiel z€ta de facon a
déterminer 1’épaisseur de la couche superficielles de polysaccharide amphiphile (voir chapitre 2
pour la procédure expérimentale). Dans les deux cas les valeurs trouvées sont identiques et
égales a 10 nm. Cette épaisseur de la couche hydrophile en surface des particules provient des
boucles formées par les segments hydrophiles des chaines de polysaccharide amphiphile et
explique la stabilité colloidale des suspensions de nanoparticules.

La Tg des nanoparticules a également été déterminée expérimentalement et comparée a la
valeur calculée & I’aide de la relation de Fox en utilisant la composition déterminée par RMN "H.
Un bon accord entre valeurs expérimentales et valeurs calculées est retrouvé ici, comme dans
plusieurs autres séries de résultats de ce chapitre. Ceci vient conforter 1’hypothese d’une
répartition uniforme de la SA dans le cceur des particules. En effet, si une proportion non
négligeable de la SA s’accumulait en périphérie des particules, les mesures de MDSC s’en
trouveraient affectées. Ce point sera rediscuté dans le paragraphe consacré au suivi de la

libération des SA.
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Tableau 54: Com2paraison entre les caractéristiques des nanoparticules de PLA/GN élaborées par nanoprécipitation (phase aqueuse : V,, =10
mL de solution aqueuse de DexCs-7 (10 g/L), phase organique : quantité de matiére (PLA+GN) égale a 50 mg avec Weninitiate= 20%, Vorg =5 mL
(acétone)) et par E-ES (phase aqueuse V,y=10 mL de DexCs-7 (10 g/L) non saturée en AcOEt, phase organique : quantité de matiére (PLA+GN) égale
a 50 mg avec WGNinitiale = 20% ;Vorg= 6 mL )

Procédé Nanoprécipitation E-ES
1 Particle Size Distributi 16 Particle Size Distribution
Distribution des tailles | - o s 2
< 10 [
de particules® : 5
(Avant et apres lavages) 2 TAl T 2
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000 8.01 0.1 Al 10 100 1000 3000
Particle Size (um) Particle Size (um)
D[3,2] apres lavages (nm) 143 96
D(095) apreés lavages (nm) 159 104
Span” 0,96 1,15
FC
" 2 2,5
(mg de DexC¢/m”)
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Masse de GN
encapsulée’ 32.9 04
(mg/gPLA)
TE?
13,2 19.8
(%)
WGN dans le coeur des NPh
32 4,7
(%)
TgEXpérimentale des NP'
41,7 47,8
O
Tgcalculée des NP ]
48,3 46,7
O

aetb:  Déterminés a partir d’analyse granulométriques par le Mastersizer

cetf: Calculés 2 partir des spectres RMN 'H des nanoparticules analysées (chapitre 2 .paragraphes 2.2.5.1 et 2.2.4.4)

d Déterminés a partir des mesures de potentiel zéta par le Zetasizer. La procédure est détaillée dans le chapitre matériels et méthodes

Suivi de la stabilité colloidale effectué par UV. La procédure est détaillée dans le chapitre matériels et méthodes

Taux d’encapsulation : calculé a partir du rapport entre la masse de GN encapsulée dans les nanoparticules et la masse introduite initialement dans la phase organique
Fraction massique du GN dans le cceur des nanoparticules élaborées

Tg des nanoparticules déterminée expérimentalement par MDSC

Tg des nanoparticules calculée avec I’équation de Fox.

— =g O
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La morphologie de ces particules a été étudiée par MET (Figure 119 et Figure 120). Les
nanoparticules présentent des morphologies sphériques avec des dimensions comparables a

celles déterminées par granulométrie laser.

(@ S

Figure 119: Micrographies MET des nanoparticules PLA/GN élaborées par
nanoprécipitation avec une concentration en DexCqs-18 en phase aqueuse égale a (a) Sg/L
(b) 10g/L (Phase organique : 50 mg de (PLA+GN) avec Wy = 20%, V,re=5 mL d’acétone,
phase aqueuse : V= 10 mL d’une solution de DexCgs-18).

Figure 120: Micrographie MET des nanoparticules de PLA/GN élaborées par E-ES (phase
aqueuse : Vo= 10 mL DexCgs 10g/L non saturée en AcOEt, phase organique : quantité de
matiere (PLA+GN) égale a 50 mg avec Wy initiate =20 %0, Vorg = 6 mL).
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5.4. Encapsulation des SA dans les microparticules

5.4.1. Microparticules élaborées par microfluidique (Emulsion-diffusion)

L’¢laboration de microparticules PLA/SA par E-DS en utilisant la microfluidique dans 1’étape
d’émulsification a été mise en ceuvre en se fondant sur les résultats obtenus dans le chapitre 4.
Des microparticules de PLA/GO avec des tailles comprises entre 10 et 100 um ont été élaborées
en utilisant une phase aqueuse constituée d’une solution de DexCq-t (5g/L) saturée en acétate
d’¢thyle et saturée ou non en GO. La phase organique utilisée est une solution dans 1’acétate

d’éthyle contenant un mélange PLA/GO avec des concentrations respectivement égales a 8 g/L

et 2 g/L.
5.4.1.1. Phase continue non saturée en GO

Dans cette partie nous avons utilisées les conditions opératoires définies dans le chapitre 4.
Les débits des phases continue et dispersée ont été maintenus respectivement a 6 mL/h et 0,3
mL/h.

La phase aqueuse utilisée pour la diffusion de I’ AcOE:t et la solidification des gouttelettes est une
solution saturée en GO, dans le cas ou la phase dispersée contient le mélange GO/PLA. Nous
avons opté pour l’utilisation d’une solution aqueuse saturée pour limiter la perte de GO par

diffusion au cours de 1’¢laboration des microparticules.

Tableau 55: Caractéristiques des microparticules de PLA et PLA/GO élaborées par
microfluidique (E-DS) : D(3,2), TE(%) et masse de GO encapsulée par g de PLA (phase
dispersée s Solvant = AcOEt, CPLA/phuse dispersée= 8 g/L, CGO/phase dispersée= 2 g/L, Qd = 0,3 mL/h,

phase continue : Solution de DexCg saturée en AcOEY, Cpexcs = 5 g/L, Q.= 6 mL/h).

a a a mgo WGO dans
WGO initiale D[3,2] Av.L D[392] Ap.L D[392] Ap.lyo TE (%) en capsul ée le ceeur des
(%) (um) (nm) (um) NP
(mg/gPLA) (%)
0 22,2 242 - 0 0 0
20 27,0 29,7 28,3 12,4 31,4 3
a:  Diametre moyen en surface mesuré = (Av.L) : avant lavages des particules, (Ap.L) : apres lavages des

particules, (Ap.lyo) : apres lyophilisation
Les données du Tableau 55 permettent de comparer les caractéristiques des particules de PLA

a celles des particules de PLA/GO. La présence du GO dans la phase dispersée ne perturbe pas la
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formation des gouttelettes dans le microsysteme. Apres diffusion du solvant, les microparticules
de PLA/GO élaborées par microfluidique présentent des distributions de tailles comparables a
celle des microparticules de PLA, avec un D[3,2] du méme ordre de grandeur, que ce soit avant
ou apres lavages.
Le taux d’encapsulation est faible et peut s’expliquer comme précédemment par le partage du
GO entre la phase organique et la phase aqueuse. Le rapport phase organique/phase aqueuse est
tres faible (0,05), d’ou la dissolution d’une quantité importante de GO dans la phase aqueuse.
Contrairement aux nanoparticules, les microparticules se redispersent parfaitement apres
lyophilisation sans utilisation de cryoprotecteur.
La morphologie sphérique des microparticules obtenues a été confirmée par des observations au
microscope optique des suspensions de microparticules de PLA/GO avant et aprés lavages
(Figure 121). Les tailles des microparticules observées par microscope optique sont cohérentes

avec celles obtenues par granulométrie laser.

(@) | (b)

Figure 121: Observation des suspensions de microparticules de PLA/GO avec un
microscope optique : (a) avant lavages (b) apres lavages.

5.4.1.2. Phase continue saturée en GO
Dans le but d’augmenter le taux de charge des microparticules en GO, nous avons renouvelé
I’expérience précédente en saturant la phase continue en GO. Les conditions d’émulsifications

(concentration de GO/PLA dans la phase dispersée, débit des phases continue et dispersée) sont

identiques a celles précédemment utilisées.
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En utilisant une phase continue contenant le DexCe-t (5 g/L) et saturée en AcOEt et en GO, il
a été impossible d’obtenir une émulsion dans le systéme microfluidique. Aucune formation de

gouttelette n’a été observée (Figure 122).

(a) (b)

Figure 122: Formation d’émulsion a ’intérieur du systéme microfluidique en utilisant une
phase continue (a) non saturée en GO (b) saturée en GO (phase dispersée : Solvant =
AcOEL, Crrajphase dispersée= 8 /L, CGophase dispersee= 2 8/L, Qa= 0,3 mL/h, phase continue : Cpexcs
=5g/L, Q.= 6 mL/h).

La présence du GO dans la phase continue perturbe donc la formation de I’émulsion a
I’intérieur du microsystéme. Le fractionnement de la phase organique sous forme de gouttelettes
ne semble plus possible dans les conditions utilisées (Figure 12-b). En conséquence, nous avons
fait varier les conditions opératoires de facon a augmenter la contrainte de cisaillement a
I’interface entre les deux phases.

Pour cela, nous avons augmenté le rapport R = Q./Qq4. Nous avons maintenu le débit de la
phase continue égal a 6 mL/h et diminué le débit de la phase dispersée.

Les émulsions peuvent étre formées a partir du rapport R = 60 (Tableau 56). De plus, plus le
rapport Q./Qq (R) est élevé, plus la taille des gouttelettes est faible. En augmentant R de 60 a
100, la taille des gouttelettes produites diminue de 102 uym a 74 um. Ceci provient de
I’augmentation de la contrainte de cisaillement a I’interface entre les deux phases liquides. A

titre de comparaison, la taille des gouttelettes obtenues avec une phase continue non saturée en

GO est de 86 um pour R = 20 (chapitre 4 - paragraphe 4.6.2).
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Tableau 56: Influence de la variation de Qg et R sur la formation des gouttelettes a
I'intérieur du microsysteme (phase dispersée : Solvant = AcOEt, Cprasphase dispersée= 8 8/L,
CGorphase dispersée= 2 §/L, phase continue : Cpexes = 5 /L, Qc= 6 mL/h).

0 Formation des micrf::;stt(;: :11:; lors Taille des
d —
(mL/h) R=Q/Qq go‘;ﬁi‘:::ez t(éli::les = de la formation des gou(t t(larlle)ttes
y outtelettes u
) 20 i . |
) 40 i . |
) 60 ) . )
0,08 75 oui 81
0,06 100 oui 74
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Les conditions que nous avons retenues par la suite pour €laborer les microparticules de
PLA/GO en utilisant une phase dispersée saturée en GO sont : Qq = 0,1 mL/h, Q.= 6 mL/h soit R
= 60. En effet, dans ces conditions, 1’émulsification a parfaitement lieu a D’intérieur du
microsysteme et la quantité de particules élaborées par unité de temps reste élevée.

Cependant, nous avons observé qu’au bout de 3 a 4 heures, une déstabilisation de I’émulsion
formée a lieu a ’intérieur du microsystéme. Les gouttelettes coalescent entrainant la formation

de trainées (Figure 123 (b) et (c)).

(a) (b) (c)

Figure 123: Evolution de la formation des gouttelettes dans le microsystéme lorsqu'une
phase continue saturée en GO est utilisée (a) Formation des gouttelettes a I’intérieur du
microsysteme au début de la production (b) et (c) déstabilisation des gouttelettes (apres 4
h de fonctionnement) (phase dispersée : Solvant = AcOEt, Cpraphase dispersee= 8 8/L, Ccosphase
dispersée= 2 §/L, Qq= 0,1 mL/h, phase continue : Cpexcs = 5 g/L dans une solution d’eau saturée
en AcOEt et en GO, Q.= 6 mL/h).

N

La présence du GO dans la phase continue a donc tendance a perturber le processus
d’émulsification. L’augmentation de la contrainte de cisaillement a la jonction n’est pas
suffisante pour assurer la formation de I’émulsion. Ce point mériterait certainement des
approfondissements. Cependant, dans le cadre de ce travail de thése, nous n’avons pas examiné
plus loin 'utilisation d’une phase continue saturée en GO pour augmenter le taux de charge dans

les microparticules.
5.4.2. Microparticules élaborées par Emulsion-Evaporation de solvant
Des microparticules de PLA de tailles égales a quelques centaines de micrometres (domaine

n°3) ont été €laborées avec succes par E-ES avec une étape d’émulsification sous agitation

magnétique (Cf. chapitre 3 - paragraphe 3.3.2.2.3). Dans cette partie, nous nous sommes
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intéressés a 1’encapsulation du GO et du GN dans ces microparticules a partir des conditions

d’élaboration préalablement définies.

5.4.2.1. Influence de la %Wsj initiale dans la phase organique

Des microparticules de PLA/GO ont été préparées en utilisant des fractions massiques initiales
en GO égales a 20% et 30%. La distribution en taille et les caractéristiques des microparticules

obtenues sont présentées dans la Figure 124 et le Tableau 57.

Particle Size Distributi

40
35
30
25
20
15
10

Volume (%)

8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

Figure 124: Distributions granulométriques des microparticules : (-) % W¢o = 0, (-)

ToWgo =20, (-) %9Wgo =30 (Vitesse d’agitation : 1000 rpm, temps d’agitation : 30 minutes,

phase aqueuse : solution de DexCs-17 (5 g/L) saturée en AcOEt de volume 4 mL, phase
organique : PLA ou PLA/GO avec une quantité de matiere totale = 200 mg dans 2 mL
d’AcOEd).

Nous constatons que plus 1a %W go initiale €5t élevée, plus la taille des microparticules obtenues
augmente (Figure 124). En effet, le d(0,5) passe de 298 pm a 616,7 pum. Les taux
d’encapsulation sont, dans tous les cas, tres €levés (proches de 100%), comparativement a ceux
obtenus avec les nanoparticules élaborées par E-ES (Tableau 57).

Ainsi que nous I’avons mentionné précédemment, la différence de taille et donc de surface
spécifique des nano- et microparticules explique ce résultat. Dans le cas des microparticules, la
quantit¢ de SA encapsulée qui diffuse dans la phase aqueuse lors de 1’élaboration des particules
est proportionnellement beaucoup plus faible que dans le cas des nanoparticules, d’ou une forte

augmentation des taux d’encapsulation et des quantités de SA encapsulées.
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Tableau 57 : Influence de la fraction massique initiale en GO sur les caractéristiques des
microparticules de PLA/GO (Vitesse d’agitation : 1000 rpm, temps d’agitation : 30 minutes,

phase aqueuse : solution de DexCs-17 (5 g/L) saturée en AcOEt de volume 4 mL, phase

organique : GO/PLA avec une quantité de matiere totale = 200 mg dans 2 mL d’AcOEt).

a a Masse de - WGO dans le Tg Experimentale Tg Théorique des
Weonitiale | d(0,5)" | DI[3,2] Span® SA TE ceeur des des particul scnles’
(% ) (um) (um) encapsulée (% ) particulesc es particules particules
(mg/gPLA) (%) °O ()

0 298 280 1,29 0 0 0 52,0 52,9
20 469 149 1,09 237.,5 95 19,2 32,4 33,3
30 616 185 0,40 380,0 91 27,5 24,1 24,6

a :  Déterminés apres les étapes de lavages

b :  Taux d’encapsulation : calculé a partir du rapport entre la masse de GO encapsulée dans les particules

et celle introduite initialement dans la phase organique
c :  Fraction massique du GO dans le cceur des particules élaborées
: T, des particules déterminée expérimentalement par MDSC
€ T,des particules calculée avec 1’équation de Fox (Tableau 37 et Eq. 29)

Les T, des microparticules déterminées par MDSC sont en parfaite adéquation avec les
valeurs calculées a partir de la relation de Fox. Les particules de PLA sont fortement plastifiées
par le GO. Les quantités de SA qu’il est possible d’encapsuler dans les microparticules de PLA
ne sont pas limitées par I’abaissement de la T, du mélange SA/PLA, contrairement aux résultats

que nous avions obtenus dans le cas des nanoparticules.

5.4.2.2. Influence de la nature de la SA encapsulée

Nous avons ensuite comparé les résultats précédents a ceux obtenus en substituant le GO par
le GN (Tableau 58). Tout comme les microparticules de PLA/GO, celles de PLA/GN présentent
des Span apres lavages qui sont proches de 1, témoignant ainsi de 1’obtention d’une distribution
de taille monomodale. Pour les deux SA, les TE (%) et les quantités encapsulées sont élevées et
similaires.

La comparaison, entre les T, des microparticules obtenues par MDSC et celles calculées, permet
de montrer que le PLA est aussi bien plastifié par le GO que le GN. La relation de Fox permet

d’estimer convenablement les T, des particules dans les deux cas.
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Tableau 58: Influence de la nature de la SA sur les caractéristiques des microparticules de
PLA/SA (Vitesse d’agitation : 1000 rpm, temps d’agitation : 30 minutes, phase aqueuse :
solution de DexCes-17 (5 g/L) saturée en AcOEt de volume 4 mL, phase organique : PLA/SA
avec une quantité de matiere 200 mg, Wsy = 20 % dans 2 mL d’AcOEt)

WSA dans le Tg Experimentale Tg Théorique
d05° | D32 | o | MAssedeSA | g | d )
A
S Span encaPSlﬂee 9 c des particules des particules
(um) (P-m) (mg/gPL A) ( 0) particules
(%) ) ()
GO 469 149 1,09 237,5 95 19,2 32,4 33,3
GN 417 206 0,98 227,5 91 18,5 32,0 32,5
a :  Déterminés apres les étapes de lavages
b . Taux d’encapsulation : calculée a partir du rapport entre la masse de la SA encapsulée dans les
particules et celle introduite initialement dans la phase organique
c Fraction massique de la SA dans le cceur des particules élaborées
d T, des particules déterminée expérimentalement par MDSC
e : T, des particules calculée par I’équation de Fox

5.4.2.3. Stabilité aux lavages et a la lyophilisation

Les particules sont souvent conservées sous forme lyophilisée. Afin d’évaluer 1’aptitude des
particules a se redisperser apres la lyophilisation, nous avons préparé un lot de microparticules
PLA/GN avec %W N initiale= 20%. Comme dans le cas des microparticules de PLA, nous avons
comparé les distributions de tailles obtenues avant lavage des microparticules, apres lavages
ainsi qu’apres lyophilisation sans ajout de cryoprotecteur (Figure 125). Comme dans le cas des
microparticules de PLA, les microparticules de PLA/GN présentent une distribution
monomodale méme apres lyophilisation. La présence de SA ne gene donc pas la redispersion des

particules, aussi bien apres lavages qu’apres lyophilisation.
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Particle Size Distributit
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Figure 125: Distribution granulométrique des microparticules PLA/GN avec % W N initiale=
20%: (-) avant lavages (—) apres lavage (—) apres lyophilisation (vitesse d’agitation : 1000
rpm, temps d’agitation : 30 minutes, phase aqueuse : solution de DexCs-17 (5 g/L) saturée en

AcOEt de volume 4 mL, phase organique : GN/PLA avec une quantité de matiere 200 mg dans 2

mL d’AcOE?)

5.4.2.4. Morphologie des microparticules

La caractérisation morphologique des microparticules de PLA/SA (%W sa initiale = 20%) a été
effectuée par microscopie optique (Figure 126 a et b).Les microparticules obtenues sont de
morphologie sphérique. Les tailles des particules observées par microscope optique sont

cohérentes avec les distributions de tailles obtenues par granulométrie laser.

.

I 200 ym ,|

(a) (b)

Figure 126 : Images de microscopie optique : (a) microparticules PLA/GO (b)
microparticules PLA/GN avec un grossissement (x10)
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5.5. Libération du GO et du GN encapsulés

5.5.1. Généralités

Un systeme a libération contr6lée est défini comme une entité qui délivre une SA a une
vitesse prédéterminée pendant un temps relativement long (au moins 12 heures). Il existe deux
mécanismes fondamentaux de libération de SA a partir de vecteurs de types particules, la
diffusion [11] de la SA a travers le matériau du vecteur ou bien la dégradation chimique du
matériau du vecteur [12].

Pour des systémes matriciels, la diffusion de la SA encapsulée implique sa libération vers le
milieu extérieur. Cette libération peut étre influencée non seulement par le mode
d’immobilisation de la SA (soit dispersée de maniere homogéne dans la matrice, soit sous forme
d’inclusions plus ou moins cristallines, soit adsorbée a la surface des particules) mais aussi par la
porosité du matériau constituant le vecteur.

Les mécanismes impliquant une dégradation chimique correspondent le plus souvent a une
hydrolyse par voie chimique ou enzymatique du polymere entrainant ainsi la libération de la SA
encapsulée.

Il est a noter que de nombreux autres parametres li€s aux caractéristiques des particules peuvent
influer sur la cinétique de libération des SA encapsulées parmi lesquels nous pouvons citer la
distribution de taille des particules, la nature du polymere, sa masse molaire, la solubilité de la

SA dans la phase aqueuse...
5.5.2. Libération a partir des nanoparticules

Les conditions de suivi de libération des SA seront présentées. Ensuite nous exposerons
brievement le modele utilisé pour décrire la cinétique de libération. Enfin, nous examinerons les

profils expérimentaux de libération des SA en fonction du procédé d’élaboration utilisé.
5.5.2.1. Etude des mécanismes de libération

Au cours de ces travaux de these, nous avons étudié la libération du GO et GN a partir de

particules utilisant le PLA comme matrice et stabilisées par du DexCe-t.
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Nous pouvons exclure I’hypothése de I’encapsulation des SA par adsorption a la surface des
particules. Nous avons montré que des particules de PLA stabilisées par du GO ne sont pas
stables aux lavages. L’adsorption des SA ne permet pas d’assurer le maintien de la stabilité des
particules de PLA formés car les molécules de SA sont éliminées au cours des lavages entrainant
ainsi une agrégation irréversible des particules. Les particules de PLA/SA (avec 3%<Wsa
initiale=30%) étudiées et qui sont stabilisées par du dextrane modifié se redispersent parfaitement
apres les lavages. Au cas ou la SA était uniquement encapsulée par adsorption, elle serait
nécessairement éliminée lors des lavages et les analyses RMN 'H de ces particules n’auraient pas

montré des pics relatifs a la SA.

Pour suivre la libération dans les conditions les plus favorables, il faut opérer dans des
conditions « sink », c'est-a-dire que la concentration de la SA dans le milieu de libération doit
étre inférieure au dixieme de la limite de solubilité. En effet, le milieu dans lequel la libération a
lieu, peut étre un facteur limitant pour la libération de la SA. Cela peut se produire quand la SA 'y

atteint sa concentration de saturation.

Nous faisons I’hypothese que la libération de la SA hors des particules est cinétiquement
limitée par la diffusion au sein du cceur des particules. Dans la littérature, plusieurs modeles sont
utilisés pour décrire la libération de SA par diffusion dans différents systemes particulaires. Dans
notre cas, nous allons nous intéresser uniquement au modele décrivant la diffusion de SA a
travers une matrice polymere de morphologie sphérique. La loi de Fick est souvent utilisée pour
décrire le mécanisme de transport et de diffusion d’un soluté (SA) a travers une matrice

polymere.

Crank [13] a résolu les équations de diffusion dans différentes géométries de matrices
notamment dans une matrice sphérique.
Pour une particule sphérique de rayon R, qui contient initialement I’espece diffusante, la
concentration C de celle-ci dans la sphere étant uniforme et la sphere étant placée dans un milieu

qui ne contient pas cette espece, la résolution de 1’équation de Fick conduit a 1’équation 4.

0,5
Dt\” = nR Dzt
L=6— | 37 +2) ierfc—s—3.—
M [Rz ) { ; I (D.t)o,s} R2 Eq. 32
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Avec
M; : la masse de SA libérée a un instant t (g)
M, : la masse de SA maximale libérable (g)
D : Coefficient de diffusion (m2/s)
R : Rayon de la particule (m)
t: temps (s)

Dans le cas ol on se limite a une libération pendant laquelle la proportion de SA libérée (M/M..)

est inférieure ou égale a 90%, 1’équation précédente (Eq. 32) peut étre simplifiée sous la forme

de I’équation 5.

M 7R? R?

o0

0,5
M, Dt )" Dt
= 6.( ) -3.— Eq. 33

L’Eq. 33 permet d’obtenir la valeur des coefficients de diffusion. La solution générale peut

également s’écrire sous la forme de I’équation 6 [13, 14].

M, 6 - 1 -Dn’ it
v :1——22—2€XP{T} Eq. 34

0 T pa

Avec n: nombre entier naturel supérieur a 0 ; n=1,2,3... Les autres symboles ont les mémes

signfications que dans I’Eq. 4.

Les valeurs de M/M., a différents temps sont accessibles expérimentalement. L.’ajustement de
ces données, avec les équations précédentes permet de vérifier la cohérence du modele proposé
avec les expériences et d’extraire la valeur du coefficient de diffusion de la SA dans le cceur des
particules.

Cette démarche d’étude et d’analyse de la libération de SA a partir de systémes matriciels est
celle que I’on trouve dans beaucoup de travaux de la littérature et c’est celle que nous suivrons.
Il faut cependant remarquer que ces équations supposent que le coefficient de diffusion est
invariant. Compte tenu de D’effet plastifiant des SA, cette hypothése pourrait ne pas étre

raisonnable car dans ces conditions le coefficient de diffusion peut varier de facon notable avec
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la concentration en SA dans le cceur de la particule [15]. Ici, compte tenu que dans la quasi-
totalité¢ des expériences, la quantité initiale de SA n’excede pas 5 % en masse dans le coeur des
nanoparticules, nous considérerons que cette approximation est acceptable et n’impacte pas de
facon notable les résultats et les discussions.

Enfin, il faut noter que toutes ces équations incluent le « rayon des particules », ces dernieres
étant admises isométriques. En pratique et compte tenu de la polymétrie des suspensions de
particules préparées, il est nécessaire de se fonder sur un diameétre moyen. Dans ce qui suit, nous

avons utilisé le diametre moyen en surface, D[3,2].
5.5.2.2. Cinétiques de libération

Les nanoparticules ont été obtenues soit par nanoprécipitation soit par E-ES. Dans cette partie,
nous allons présenter les différentes cinétiques de libérations obtenues en fonction du procédé
d’¢laboration, pour les deux SA, le GO et le GN. Pour chaque procédé, nous avons étudié
I’influence de la composition massique initiale en SA, la concentration initiale du dérivé
amphiphile du dextrane et I’influence de la quantit¢ de SA encapsulée. L’influence de la
lyophilisation sur la cinétique de libération ainsi que la quantité de matiere totale initialement
introduite dans la phase organique ont été aussi évaluées. Les suivis de libération ont été réalisés
par méthode indirecte en déterminant par RMN 'H la quantité de SA encore présente dans les
nanoparticules apres un temps donné. Les conditions expérimentales de suivi de libération sont

décrites dans le paragraphe 2.2.6 du chapitre 2.
5.5.2.2.1. Nanoparticules élaborées par nanoprécipitation

Nous avons en particulier étudi¢ 1’influence de la quantit¢ de SA encapsulée ainsi que
I’influence de la nature de la SA (Tableau 59, Figure 127 et Figure 128).

Les courbes expérimentales ne permettent pas de détecter un effet « burst ». Au contraire,
dans tous les cas, la libération de la SA se fait de facon progressive. Cette observation est
cohérente avec I’hypothése d’une répartition uniforme de la SA au sein du cceur des particules et
donc de I’absence d’une accumulation des SA en périphérie du cceur voire en surface des
particules. Le fait que les mesures de Tg réalisées avec des nanoparticules ont toujours donné des
résultats identiques a ceux des mélanges solides de méme composition est un autre élément de

confirmation de cette hypothese.
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Tableau 59: Caractéristiques des nanoparticules de PLA/SA élaborées par
nanoprécipitation (phase organique : 5 mL acétone, quantité de matiére totale (PLA+SA) = 50

mg, phase aqueuse : V,, = 10 mL DexCg).

. [DeXC6'T]a WSA D[3,2]b Masse de ?A WSA dans les DC
Formulation | SA (/L) Initiale Gier) encapsulée S EOIes (10-21 m? /s)
(%) (mg/gPLA) (%)
1 nano GO 10 3 162 10,2 1,0 6,5
2 nano GO 10 20 146 28,2 2,7 5,2
3 nano GN 10 3 123 5,1 0,5 2,1
4 nano GN 10 20 143 32,0 3,1 2
5 nano GN 5 20 139 57,4 5,4 0,7
a: Concentration en DexCg-t dans 10 mL d’eau
b:  Diametre moyen en surface mesuré apres lavages des particules

¢:  Coefficient de diffusion de la SA encapsulée a travers la matrice PLA déterminé a partir de ’'Eq. 33
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Figure 127: Profils de libération de GO et GN encapsulés dans les nanoparticules de PLA,
(®) Formulation 4 nano

a taux de charge en SA équivalents (4)

(GN).
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Figure 128: Profils de libération de GN encapsulé dans les nanoparticules de PLA a
différents taux de charge en GN (@) Formulation 4nano (M) Formulation 5nano.

L’utilisation du mod¢le décrit précédemment permet de décrire correctement les points
expérimentaux. Les valeurs trouvées pour les coefficients de diffusion sont toutes du méme ordre
de grandeur méme si des variations peuvent étre décelées (Tableau 59). D’une maniere générale,
on observe que les coefficients de diffusion trouvés pour le GO sont plus élevés que ceux

trouvés pour le GN.

La littérature comporte peu d’exemples que 1’on puisse comparer a nos résultats a la fois en
termes de tailles de particules, de procédé de préparation et de conditions de libération. Chorny
et al. [16] ont étudié I’encapsulation et la libération du Tyrphostin AG-1295 (M Tyrphostin AG-1295 =
234,3 g/mol) a partir de nanoparticules de poly(D,L-lactide) élaborées par nanoprécipitation et
ayant des diameétres d’environ 170 nm. La libération de la SA est effectuée dans une solution
aqueuse de Pluronic F68 (6 %). Le coefficient de diffusion déterminé est de 1’ordre de 2x107%°
m?/s. Cette valeur est entre 3 et 10 fois supérieure aux valeurs que nous avons obtenues dans nos
différents essais. Plusieurs raisons peuvent expliquer la différence observée : la distribution des
tailles de particules (non indiquée), le milieu de libération (qui contient un tensioactif non

ionique), la nature chimique de la SA.
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5.5.2.2.2. Nanoparticules élaborées par E-ES

Comme précédemment, nous avons en particulier étudi¢ 1’influence de la quantité de SA

encapsulée et de la nature de la SA sur les cinétiques de libération (Tableau 60).

Tableau 60 : Caractéristiques des nanoparticules de PLA/SA formulées par E-ES
(Concentration de la phase aqueuse en DexCs-7 =10 g/L).

Quantité de Masse SA W
Formulation | SA | matiére totale® Wi niaie | DI3,21" encapsulée o v
(%) (nm) P les lza‘ry:;c)ules (1 0-21 m2 /S)
(mg) (mg/gPLA)

1-EES GO 200 3 116 21,6 2,1 1,6
2-EES GO 200 20 119 99,0 9,0 2,5
3-EES GO 50 20 91 43,0 4,1 1,1
4-EES GN 200 3 109 16,9 1,7 0,1
5-EES GN 50 20 96 52,3 4.9 0,3

a:  Masse totale de PLA+SA dans la phase organique initiale

b:  Diametre moyen en surface mesuré apres lavages des particules

¢:  Coefficient de diffusion de la SA encapsulée a travers la matrice PLA déterminé a partir de ’'Eq. 33

Dans tous les cas, le modele de diffusion présenté dans I’Eq.10 décrit bien les expériences de

cinétiques de libération. Ces résultats confirment que la libération du GO et du GN encapsulés

est convenablement décrite par un processus diffusionnel. Cette fois encore la diffusion du GO

est plus rapide que celle du GN (Figure 129). De la méme facon qu’avec les nanoparticules

préparées par nanoprécipitation, aucun effet « burst » n’est détecte.
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Figure 129: Comparaison entre la cinétique de libération du GO et du GN a partir des
nanoparticules élaborées par E-ES en fonction du temps : (®) Formulation 3-EES (GO)

En comparant les coefficients de diffusion des SA encapsulées dans les nanoparticules
préparées par nanoprécipitation a ceux des SA encapsulées dans les nanoparticules préparées par

E-ES, on observe que la libération de SA est plus rapide dans le premier cas que dans le second

cas.

Le Tableau 61 présente une comparaison entre les différents coefficients de diffusion obtenus

pour des nanoparticules préparées par nanoprécipitation ou E-ES, a partir des mémes

20

40

60
Temps (h)

80

(>*¢) Formulation 5-EES (GN).

compositions de phase aqueuse et organique.

Tableau 61 : Comparaison des différents coefficients de diffusion obtenus pour le GO et le

100

GN en fonction du procédé d’élaboration des nanoparticules.

. P D
SA Formulation Procédé 102" m¥s)
2-nano Nanoprécipitation 5,2
GO
3-EES E-ES 1,1
4-nano Nanoprécipitation 2
GN
5-EES E-ES 0,3
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Les profils de libération du GO et du GN correspondants sont présentés dans la Figure 130.
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Figure 130: (a) Comparaison entre les différentes cinétiques de libération du GO a partir

des nanoparticules de PLA recouvertes de DexCg-t élaborées par :(4.)
(®) E-ES : Formulation 3-EES (b) Comparaison entre les différentes

cinétiques de libération du GN a partir des nanoparticules de PLA recouvertes de DexCg-t
élaborées par (@) Nanoprécipitation Formulation 4-nano (%) E-ES : Formulation 5-EES.

Actuellement, sauf, omission de notre part, aucune comparaison entre les caractéristiques de
suivi de cinétiques de libération de la méme SA a partir de nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation et E-ES en utilisant la méme matrice polymere (PLA) et le méme stabilisant
(polysaccharide modifi¢) n’est disponible dans la littérature. Cette différence peut étre attribuée a
une différence de porosité entre les particules obtenues par les deux procédés. En effet, une
structure poreuse accélere la libération des SA encapsulées [11]. L’hypothése qui peut étre émise
revient a supposer que les nanoparticules élaborées par nanoprécipitation sont plus poreuses que
celle préparées par E-ES.

Au cours de ces travaux nous n’avons pas été en mesure d’évaluer la porosité des nanoparticules
élaborées. Polkovic et al. [17] ont rapporté que des essais d’évaluation de la porosité des
nanoparticules de Poly (D,L- lactide) (200-800 nm) élaborées par E-ES n’ont pas été
concluantes. Aucun volume de nanopore n’a été détecté par sorption de 1’azote liquide en
utilisant la méthode BET. Dans notre cas, les nanoparticules élaborées par E-ES liberent moins
rapidement les SA encapsulées ceci peut donc étre expliqué par une structure non poreuse de ces

nanoparticules. Nous n’avons pas d’information nous permettant de prouver nos hypothéses sur
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la porosité des nanoparticules préparées par nanoprécipitation. Il s’agit d’un point qui mérite
davantage d’études expérimentales pour étre clarifié.
Nous avons comparé nos résultats a ceux disponibles dans la littérature, dans le cas de

nanoparticules de PLA/SA préparées par E-ES (Tableau 62).

Tableau 62 : Comparaison des coefficients de diffusion du GN et du GO calculés avec des
valeurs rapportées dans la littérature pour des cinétiques de libération a partir de
nanoparticules PLA/SA préparées par E-ES.

Taille des
N a b MSA . D 2,
Polymere SA particules 2, e Réf.
(g/mol)* . (m~/s)
(nm)
PLA Halopéridol 375 220 5,1.10% [18]
PLA GN 296,36 96 3,0.107% Tableau 60
PLA GO 282.33 116 1,6.10°% Tableau 60
PLA Lidocaine 234,30 205 7,7.10°% (8]
PLA Lidocaine 234,30 225 5,2.107° [17]
PLA 4-nitroanisole 153,14 511 4,9. 10" [19]

*: Matrice polymére constituant le cceur des nanoparticules élaborées

®. SA encapsulée dans les nanoparticules élaborées par E-ES

: Masse molaire de la SA encapsulée (g/mol)

: Diametre des nanoparticules étudiées

: Coefficient de diffusion de la SA encapsulée a travers la matrice PLA

d

€

Nous pouvons constater que les valeurs trouvées dans ce travail sont globalement cohérentes
avec les valeurs disponibles qui sont comprises entre 5,1.10% et 4,9.10™" m?/s et sont relatives a
des SA de structures chimiques assez distinctes (Tableau 62). Les différences de structure
chimique des SA, les distributions de tailles de particules et le choix des rayons moyens utilisés

dans les équations peuvent expliquer une partie des différences observées.

5.5.3. Libération des SA a partir des microparticules préparées par E-ES

avec émulsification par agitation magnétique

En utilisant le coefficient de diffusion obtenu pour des nanoparticules de PLA/GN, et en
faisant I’hypothése que le PLA n’est pas dégradé sur la durée de la libération, on peut estimer le

temps nécessaire a la libération de 50% du GN encapsulée dans des microparticules de 500 pum
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de diametre. Compte tenu de la faible surface spécifique de ces microparticules, la durée calculée
estde 10> années.

Expérimentalement, nous avons essayé de détecter la libération du GN a partir de
microparticules de PLA/GN dans de I’eau MilliQ pendant 20 jours. Il s’est avéré qu’aucune
libération de SA n’a été observée pendant toute la durée du suivi. Donc, dans ces conditions (qui
étaient celles utilisées pour le suivi de libération a partir des nanoparticules), aucune dégradation
significative du PLA ne survient et la libération de la SA reste contrdlée par la diffusion. Comme
la surface spécifique des microparticules préparées par E-ES avec émulsification par agitation
magnétique est environ 2500 fois plus faible que celle des nanoparticules, la libération est

infiniment lente. [18].

D’apres la littérature [20-22], plusieurs facteurs peuvent modifier la vitesse de libération de
SA encapsulées dans une matrice de PLA ou de PLGA. Parmi ces facteurs nous pouvons citer la
température du milieu de libération [23], la cristallinité plus ou moins élevée du polymere [24,
25], la masse molaire du polymere [26, 27], ou encore le pH du milieu extérieur [28, 29]. La
plupart de ces parametres modifient les interactions entre la SA et la matrice polymere ou la
cinétique de dégradation du polymére permettant ainsi d’accélérer ou de ralentir la libération.

Les particules élaborées et au cours de ce travail sont destinées a des applications pour le
traitement des milieux aquatiques. Le pH des étangs est habituellement compris entre 8 et 9 [30].

Le suivi de la libération a partir de ces microparticules a été effectué dans un milieu tamponné
(Tris/HCI, pH 8,6, 0,1 mol/L). La procédure de suivi de la cinétique de libération est décrite dans
le chapitre 2 - paragraphe 2.2.6.2. La libération a ét€ suivie pendant 4 mois.

La Figure 131 représente les cinétiques de libération obtenues pour le GO et le GN encapsulés
dans des microparticules de PLA préparées par E-ES avec émulsification par agitation
magnétique.

Les microparticules de PLA/GN (%W ginitiale = 20%) et PLA/GO (%W Goinitiale = 20%) utilisées
pour ces expériences de suivi de libération sont décrites dans le Tableau 60 du paragraphe

5.4.2.2.
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Figure 131: Cinétiques de libération du GO (M) et du GN () a partir des microparticules
de PLA/SA élaborées par E-ES: Emulsification par agitation magnétique avec Wsy=20%
dans la phase organique (2 mL d’acétate d’éthyle avec une quantité de matiere totale égale 100
mg), la phase aqueuse (V = 4 mL) est une solution de DexCyg-17 saturée en acétate d’éthyle).

Les deux SA se liberent hors des microparticules sur des intervalles de temps infiniment plus
courts que ceux calculés en ne tenant compte que du phénomene de diffusion (Figure 131).
Comme dans le cas des nanoparticules obtenues par nanoprécipitation et par E-ES, le GO se
libere plus rapidement que le GN.

Selon la littérature, deux raisons peuvent expliquer 1’accélération de la libération des SA a pH
= 8,6 en comparaison des expériences réalisées dans de 1’eau milli-Q : la dégradation (hydrolyse)

de la matrice PLA et/ou le gonflement du PLA. Pour tenter d’expliquer les résultats obtenus,

nous avons tenté de mettre en évidence chacun de ces deux phénomenes.
5.5.3.1. Suivi de la dégradation du PLA

Le suivi de la dégradation du PLA a été effectué par SEC/MALLS. Les résultats obtenus
montrent qu’une faible diminution de la masse molaire moyenne du PLA a lieu au cours des 4
mois de suivi (Figure 132). La dégradation du PLA est plus prononcée dans les particules
PLA/GO que dans les particules PLA/GN. Ceci pourrait €tre attribué au caractere plus
hydrophobe du GN qui le rend moins efficace pour faciliter la diffusion de I’eau dans la matrice

PLA.
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Figure 132 : Variation dg la Mwpy s des microparticules () PLA/GO (¢) PLA/GN en
fonction du temps. La Mwp 5 a été déterminée par SEC en analysant les différentes
microparticules utilisées lors du suivi de la cinétique de libération (Cf.4.2).

On observe que la masse molaire moyenne en masse (M,,) du PLA diminue au cours du
temps, ce qui confirme 1’hydrolyse du PLA. Toutefois, I’hydrolyse est relativement limitée car
les masses molaires du PLA ne sont pas diminuées de fagon tres marquée (15 % au maximum).

Grandfils et al. [31] ont suivi pendant 30 jours la dégradation des microparticules de élaborées
a partir de Poly(D,L-lactide) ayant une faible masse molaire R104 (Mng;04=3500 g/mol), une
masse molaire élevée R206 (Mngyps= 65000 g/mol) ou a partir de différents mélanges massiques
des deux polymeres. La dégradation a été suivie pour des particules ayant des tailles entre 100 et
160 um. Le milieu utilisé pour le suivi de la dégradation des microparticules est une solution de
tampon phosphate (0,2M a pH=7,4) contenant du Tween 80 (0,1% w/v) et du NaNj3 (0,02%w/v)
respectivement pour faciliter la diffusion de 1’eau et pour éviter le développement bactérien. Le
suivi de la dégradation a montré que les microparticules élaborées avec le PLA (R206) subissent
une dégradation limitée : une diminution de 21% de la masse molaire moyenne en nombre du
PLA des microparticules au bout de 30 jours, diminution que les auteurs considérent comme non
significative. La dégradation du PLA de plus faible masse molaire (R104) est plus rapide : une
diminution d’environ 60% en masse molaire moyenne en nombre est observée au bout de 30
jours de suivi.

En se basant sur ces données, nous pouvons considérer la diminution de la masse molaire
moyenne du PLA (13% et 7% respectivement pour le PLA constituant la matrice des

microparticules PLA/GO et PLA/GN), suivie pendant 4 mois, comme peu significative. La
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dégradation du PLA n’est certainement pas le seul phénomene responsable de la libération rapide

des SA hors des microparticules.

5.5.3.2. Mise en évidence du gonflement des microparticules

Suite a ces résultats, nous nous sommes alors intéressés au phénomene de gonflement de la
matrice PLA. Dans la littérature, le gonflement de la matrice PLA sous I’effet du pH a été mis en
évidence [32, 33]. Ce gonflement est attribué a la dissociation des groupements acides
carboxyliques terminaux du PLA dans ces milieux conduisant a la formation d’anions
carboxylates. La formation de ces anions carboxylates provoque le gonflement des particules de
PLA.

L’indice de gonflement (SI) peut étre calculé a partir de I’Eq. 35.

me —m,

m,

Avec m.: Masse de ’échantillon étudié a I’instant t

my : Masse initiale de 1’échantillon étudié

Cet indice de gonflement est facilement accessible a 1’expérience lorsque 1’échantillon suivi
présente des dimensions assez grandes. Proikakis et al. [33] ont suivi I’indice de gonflement de
tablettes cylindriques de poly(D,L-lactide) ayant un diametre de 10 mm et une épaisseur de 3

mm. IIs ont montré que le pH a une grande influence sur ’indice de gonflement (Figure 133).

w
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Figure 133 : Evolution du SI(%) en fonction de temps pour des cylindres de poly(D,L-
lactide) a 37°C dans un milieu tamponné a pH = 5,4 (), dans ’eau distillée (O) et dans un
milieu tamponné a pH = 7,4 (A) [32]
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A 37°C et en augmentant le pH du milieu, le gonflement devient tres prononcé. Le SI (%)
atteint les 340% apres 20 jours dans un milieu ayant un pH égal a 7,4 puis le gonflement
commence a diminuer. Cette diminution provient d’une dégradation du PLA qui fait que la
masse des cylindres diminue au cours du temps. Pour ces expériences, la Mn du PLA utilisé est
tres faible et est égale a 2550 g/mol (B = 1,87).

Dans notre cas, la libération du GO et GN a été réalisée a pH 8,6, c’est a dire dans des
conditions ou un phénomene de gonflement, méme limité (du fait de la masse molaire du PLA
utilisé€), peut intervenir.

La détermination exacte du SI (%) est assez délicate. En effet, la masse des microparticules que
nous avons utilisée pour le suivi de la libération est assez faible (20 mg par aliquot). Des pertes,
lors des lavages des particules, peuvent ainsi avoir lieu et fausser les résultats. Nous avons alors
eu recours a la microscopie optique pour comparer visuellement les tailles des particules (Figure
134).

En comparant les micrographies (a) et (a’) des microparticules PLA/GO et (b) et (b’) relatives
aux microparticules, PLA/GN nous avons pu observer dans les deux cas une augmentation de la
taille des particules apres 3 mois.

Il est a noter que le gonflement est plus prononcé dans le cas des particules PLA/GO que dans le
cas des particules PLA/GN. D’un coté, les tailles des microparticules de PLA/GO passent d’une
taille moyenne estimée a 500 um (a partir des images prises par microscope en calculant la
moyenne des diametres d’une quinzaine de microparticules) a une taille moyenne, apres 3 mois
de suivi, égale a 650 um. D’un autre coté les tailles des microparticules de PLA/GN passent
d’une taille moyenne estimée a 400 um a une taille moyenne égale a 480 um. Le caractere plus
hydrophobe du GN pourrait justifier un gonflement plus faible. Ce gonflement plus faible est

cohérent avec une dégradation moins importante des chaines de PLA.
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(b) (b%)

Figure 134 : Images prises par le microscope optique pour différents lots de MP (a) MP
PLA /GO (W(;() Initiale =20%) a t() (a’) MP PLA /GO (WGO Initiale =20%) aprés 3 mois (b) MP
PLA /GN (WGN Initiale =20%) a t() (a’) MP PLA /GN (WGN Initiale =20%) aprés 3 mois

Ainsi, la cinétique de libération des SA hors des microparticules peut étre expliquée par le
gonflement des microparticules du PLA. En effet, ce gonflement permet une diffusion plus

rapide des molécules de SA encapsulées (augmentation du degré de liberté), en raison de la

moindre compacité du réseau de chaines PLA.

5.6. Conclusion

Les tests de solubilités de 1’acide gallique et de ses esters, dans 1’eau et dans différents
solvants organiques, nous ont permis de sélectionner trois SA susceptibles d’étre encapsulées
dans les nanoparticules de PLA : GO, GN et GL.

Afin d’évaluer la compatibilité entre les SA sélectionnées et le PLA, des tests de miscibilités ont
été effectués par MDSC. Ces essais, nous ont permis de choisir les SA ayant plus le d’affinité

avec le PLA et d’autre part de déterminer la fraction massique maximale en SA pour laquelle le
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mélange PLA/SA reste monophasique. Les SA sélectionnées pour notre étude sont le GO et le
GN.

Concernant les particules chargées en SA préparées par nanoprécipitation, les rendements
d’encapsulation de GO et GN sont relativement faibles, de méme que les quantités de SA
encapsulées. Par E-ES, il est possible d’encapsuler les SA avec des rendements beaucoup plus
élevés mais dans ce cas, les nanoparticules ne sont pas redispersables apres centrifugation. En
fait, les quantités de SA qu’il est possible d’encapsuler dans les nanoparticules de PLA semblent
étre limitées par I’abaissement de la T, du mélange PLA/SA. Quel que soit le procédé utilisé et
dans toutes les conditions étudiées, une augmentation trop importante de la quantité de SA
encapsulée (Wsa~> 10 %) conduit a une agrégation irréversible des nanoparticules formées, lors
des lavages par centrifugation.

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’élaboration des microparticules chargées en SA dans

les domaines de taille n°2 (1 pm-100 pm) et n°3 (100 pm-1000 pm).
Dans le cas des particules préparées par E-DS avec émulsification dans un systeme
microfluidique (domaine n°2), une mise au point adéquate a été effectuée pour pouvoir obtenir
des particules chargées. Les rendements d’encapsulation et les taux de charges en GO obtenus
sont faibles. Ceci s’explique par la grande dilution de la phase organique contenant le mélange
PLA/GO dans la phase aqueuse (3 mg PLA/GO pour 6 mL de DexC6, 5g/L), condition qui
favorise la solubilisation de la SA dans la phase aqueuse.

Dans le cas des particules préparées par E-ES avec émulsification par agitation magnétique
(domaine n°3), les rendements d’encapsulation sont quasi-quantitatifs et les taux de charges en
SA (GO ou GN) obtenus sont élevés. Les conditions d’émulsification sont en fait beaucoup plus
favorables a D’encapsulation de la SA (200 mg SA/PLA pour 4 mL de DexCq, 5g/L),
comparativement aux conditions d’émulsification utilisées dans le procédé par microfluidique.

Les cinétiques de libération du GO et GN a partir des particules de PLA ont été établies. Dans
le cas des nanoparticules, nous avons évalué ’influence de la quantité de SA encapsulée ainsi
que le procédé utilisé sur le profil de libération. Indépendamment du procédé utilisé pour
I’¢laboration des nanoparticules, la nature de la SA encapsulée a une influence sur la cinétique
de sa libération. Les coefficients de diffusion du GO sont plus élevés que ceux obtenus pour le
GN. Nous avons aussi montré que le procédé utilisé a une influence sur le coefficient de
diffusion. Indépendamment de la SA encapsulée, les nanoparticules préparées par

nanoprécipitation liberent plus rapidement les SA encapsulées que les nanoparticules élaborées
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par E-ES. Cette différence de cinétique de libération a été attribuée a une possible porosité de la
matrice des particules préparées par nanoprécipitation.

La libération a partir des microparticules du domaine n°3 n’a été possible que dans un milieu
a pH = 8,6. A ce pH, une faible dégradation du PLA associée a un phénomene de gonflement
accélerent la diffusion des SA a partir de la matrice PLA. Comme dans le cas des nanoparticules,
le GO diffuse plus rapidement que le GN.

Le procédé de nanoprécipitation utilisé pour élaborer des nanoparticules de PLA/SA (GO ou
GN) est un procédé peu énergétique dont la mise en ceuvre est assez simple. L’extrapolation de
ce procédé a I’échelle industrielle est a priori possible. Le passage de 1’¢laboration de lots d’une
dizaine de mL a 1 L a été effectué avec succes et sera décrit dans le chapitre 6. Signalons
néanmoins que le procédé basé sur I’émulsification par US est plus énergétique et ne peut pas
étre, tel quel, extrapolé a une échelle industrielle. Toutefois, il permet de travailler dans des
conditions de concentration en PLA beaucoup plus élevée que dans le procédé de

nanoprécipitation.
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Chapitre 6 : Extrapolation et application

6.1. Introduction

Dans le but d’utiliser les particules de SA/PLA pour le traitement des invasions algales dans
les milieux aquatiques, il est nécessaire de transposer les procédés optimisés a 1’échelle du
laboratoire a une échelle plus grande, afin d’augmenter de maniére significative les quantités de
particules produites. D’autre part, il est évidemment indispensable de tester 1’efficacité¢ de ces
particules PLA/SA comme traitement contre la prolifération des cyanobactéries.

La nanoprécipitation étant un procédé relativement peu énergétique et facile a mettre en
ceuvre, nous avons opté pour I’étude de la transposition de ce procédé, de 1’échelle du laboratoire
(une dizaine de millilitres pour chaque lot de particules préparé) a une échelle pilote plus grande
(1 L par lot de particules).

Par la suite, les nanoparticules élaborées a petite et a grande échelle ont été testées dans des
milieux de cultures contenant des blooms de cyanobactérie. Ces essais réalisés par la société
FP.Environnement ont permis d’évaluer I’efficacité des nanoparticules GN/PLA sur le traitement
des invasions de cyanobactéries dans les systemes lentiques et de quantifier la masse de
nanoparticules nécessaire a I’obtention d’un effet algistatique ou algicide sur les cyanobactéries,

dans un volume donné de milieu de culture.

Dans ce chapitre, nous présenterons donc, dans une premiere partie, la procédure suivie pour
la transposition du procédé de nanoprécipitation a I’échelle pilote ainsi que les caractéristiques
des nanoparticules PLA/GN élaborées a cette échelle. Puis, dans la seconde partie, nous
exposerons les résultats de 1’étude de la cytotoxicité des nanoparticules chargées en GN sur les

cyanobactéries.

6.2.Transposition du procédé de nanoprécipitation de I'échelle

laboratoire (25 mL) a I’échelle pilote (1 L)

6.2.1. Etude bibliographique

La nanoprécipitation fait partie des procédés les plus utilisés pour la préparation des
nanoparticules a I’échelle laboratoire. Dans le but d’utiliser ce procédé a I’échelle industrielle, un
changement d’échelle est nécessaire et implique de reconsidérer toute la procédure de
fabrication. L’enjeu est d’obtenir des particules en quantité assez importante tout en conservant

des caractéristiques voisines de celles obtenues a I’échelle du laboratoire [1-3]. Dans la
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littérature, la méthodologie de changement d’échelle de la nanoprécipitation est peu rapportée.
Nous donnerons dans ce qui suit les éléments disponibles dans la littérature pour 1’ensemble des

opérations unitaires du procédé de nanoprécipitation.

6.2.1.1. Transposition de I’élaboration des nanoparticules

Briancgon et al. [4] sont les premiers a avoir étudié la transposition de la nanoprécipitation a
I’échelle pilote. Un volume égal a 2,5 litres de suspension de nanoparticules d’Eudragit E100 et
d’Eudragit RL100, a été obtenu en « batch ». La masse des nanoparticules produite est alors
comprise entre 0,25 g et 7,5 g/ lot en fonction de la concentration de départ du polymere
solubilisé dans la phase organique (Figure 135).

Les auteurs ont montré que comme a petite échelle, les deux parametres qui ont le plus
d’influence sur la taille des nanoparticules sont la nature du solvant organique utilisé et la
concentration en polymere dans cette phase. La concentration maximale en polymere solubilisé
initialement dans la phase organique, conduisant a des nanoparticules avec des distributions de

tailles monomodales, est égale a 40 g/L. Au dela de cette concentration, le polymere précipite

sous forme de films et des agrégats de particules sont alors obtenus.
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Figure 135: Dispositif expérimental d’élaboration des nanoparticules par nanoprécipitation
a I’échelle pilote établi par Briancon et al [4]. (1) et (2) : réacteurs contenant respectivement
la phase aqueuse et organique. (3), (8): bains thermostatés, (4), (5) et (11): pompes, (6):
mélangeurs en T, (7): réacteur contenant la suspension formée. L’ évaporation du solvant a lieu
soit (a) sous pression réduite en utilisant un piege a solvant (9) soit (b) par ultrafiltration
tangentielle grdace a une membrane (12).

Galindo-Rodriguez et al. [S] se sont basés sur 1’é¢tude de Briancon et al pour étudier la

transposition de 1’élaboration de nanoparticules d’Eudragit® L100-55, poly(acide méthacrylique-
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co-méthacrylate de méthyle) renfermant de I’ibuproféne, de 60 mL a 1,5 L. Ces auteurs ont

montré dans leurs travaux que I’extrapolation est réalisable pour 1’¢laboration de nanoparticules

d’ibuprofeéne par nanoprécipitation (Figure 136).

A@GBL) -
organic phase
aqueous phase 200 ml
1000 mL T

_ T system _
ok e
P-1 = P2
(125 mL/min) | . (62.5 mL/min)
HI ) U C@3L)
-.:__1 _ Raw
Purification UT nanoparticles
nanoparticles

Figure 136: Extrapolation du procédé de la nanoprécipitation adapté par Vauthier et al [6]
des travaux de Galindo-Rodriguez et al [S]. A, B et C : réacteurs de 3 L. Tous les réacteurs
sont équipés de 4 chicanes qui empéchent la formation d'un vortex autour de I’axe du mobile

d’agitation. Les réacteurs sont agités par un agitateur axial. P-1 et P-2 pompes péristaltiques. T

mélangeur.

I1s ont vérifi¢ que I’obtention de nanoparticules par nanoprécipitation a plus grande échelle est

répétable et qu’elle peut étre réalisée en continu.

Une comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules d’Eudragit® L100-55/

Ibuprofeéne obtenues a I’échelle laboratoire et a 1’échelle pilote a été présentée (Tableau 63).

Tableau 63: Comparaison entre les caractéristiques des nanoparticules élaborées par
nanoprécipitation a I’échelle du laboratoire et a I’échelle pilote [S].

Echelle du laboratoire Echelle pilote
Diameétre moyen (nm) 141+ 5 105+ 8
Indice de polymétrie 0,082+ 0,023 0,130+ 0,049
% Ibuprofene encapsulé 4,5+0,3 3,2+0,4
Taux d’encapsulation (%) 50 39

Khayata et al. [7] ont étudié 1’encapsulation de la vitamine E dans des nanocapsules de PCL

élaborées par nanoprécipitation a petite et a grande échelle. Le passage de la petite échelle (75
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mL par lot) a I’échelle pilote (600 mL) par lot a été réalisée en utilisant un contacteur a

membrane (Figure 137).

1 Cl:l M
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Organic phase

Phase organique

132{2 glik ﬂ
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© O O
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Magneticstirrer

Figure 137: (a) Procédé d’élaboration de nanocapsules par contacteur a membrane (b)
Principe de la formation des nano-objets par contacteur membranaire adapté de [7].

La membrane utilisée est une membrane hydrophile a base de Shirasu (Shirasu Porous Glass)
adaptée pour 1’¢élaboration de nanocapsules. Elle est commercialisée par SPG Technology et
présente les caractéristiques suivantes : 0,125 m de longueur, 107 m de diametre interne, 10~ m
d’épaisseur et 3,9 10° m? de surface. Les résultats présentés dans le Tableau 64 (Echelle pilote)
ont été obtenus avec une membrane dont le diametre des pores est €gal a 0,9 pm. Les
nanocapsules €laborées en utilisant les formulations optimales présentent des tailles et taux

d’encapsulation comparables quelle que soit I’échelle (Tableau 64).

Tableau 64 : Comparaison entre les caractéristiques des nanocapsules de PCL) chargées en
vitamine E et élaborées par nanoprécipitation a 1'échelle laboratoire et a I’échelle pilote [7].

Echelle du laboratoire Echelle pilote

Diameétre moyen mesuré

165+ 16 172+ 14

par Zétasizer (nm)

Diameétre moyen mesuré

125 £ 17 157 £42

par MEB (nm)
Taux d’encapsulation (%) 98 £ 1,68 97,65 £ 2,06
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Khayata et al. ont évalué I’influence sur la taille des nanocapsules de la pression exercée par
la phase organique sur la membrane du contacteur. Lorsqu’une forte pression est utilisée, les
gouttelettes se forment principalement a la surface de la membrane, ce qui provoque leur
coalescence. La taille des nanocapsules obtenues augmente en fonction de la pression appliquée
a la phase organique et une formation d’agrégats est aussi observée.

Ephrem et al. [8] se sont intéressés a 1’encapsulation de I’huile de romarin dans des
nanocapsules de PCL élaborées par nanoprécipitation. Les formulations de ces nano-objets ont
¢été optimisées a 1’échelle du laboratoire puis transposées a 1’échelle pilote. Cette transposition a
permis d’augmenter d’un facteur 6 la quantité de particules produites : passage de 50 mL de
suspension/lot (échelle laboratoire) a 300 mL de suspension /lot (échelle pilote). La transposition
a encore ¢été effectuée en utilisant un contacteur a membrane (Figure 137). Les nano-objets
obtenus présentent les mémes caractéristiques que celles de nanocapsules obtenues a petite
échelle : 220 +10 nm de diametre, un potentiel zéta négatif (-19,9 £ 4,6 mV), un taux

d’encapsulation tres €levé (~ 99%) et une stabilité colloidale maintenue jusqu’a 2 mois.

6.2.1.2. Transposition de I’étape d’élimination du solvant organique

Apres 1’étape de nanoprécipitation, 1’élimination du solvant est nécessaire. A petite échelle,
I’¢élimination du solvant organique est effectuée par évaporation en utilisant le Thermoshaker a
température et durée contrdlée, ou dans un évaporateur rotatif (Rotavap) a température et a
pression réduite données. L’¢élimination du solvant est souvent accompagnée de 1’élimination
d’un certain volume d’eau, ce qui présente l’avantage de concentrer la suspension de
nanoparticules.

Plusieurs solutions peuvent étre envisagées pour transposer 1’étape d’évaporation de 1’échelle
laboratoire a 1’échelle industrielle. Parmi ces solutions, nous pouvons citer :

- I’évaporation sur un plan incliné
- I’évaporation sous-vide a environ 70 mmHG et 37°C.
- la filtration tangentielle

Les deux premieres méthodes citées sont détaillées ci dessous. La filtration tangentielle sera

décrite ultérieurement dans la partie consacrée a 1’étape de lavage des particules (Cf. paragraphe

6.2.1.2.3).
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6.2.1.2.1. Evaporation sur un plan incliné

Il s’agit de concevoir ici, une €évaporation rapide grace a un plan incliné chauffé¢ sur lequel la
suspension va couler (Figure 138) [9]. Les parametres clés sont I’angle d’inclinaison du plan, la
température, la longueur et le matériau du plan de telle sorte que la suspension ait un temps de
séjour sur la surface suffisant pour évaporer le solvant. Cette méthode permet d’évaporer un
solvant en continu et a grande échelle (et méme a échelle industrielle en ajoutant plusieurs plans

inclinés en parallele).

Figure 138: (a) Plan incliné con¢u pour évaporer les solvants organiques (b) Transposition
de I’évaporation du solvant organique par mise en paralléle de plusieurs plans inclinés.

6.2.1.2.2. Distillation sous vide

La distillation est une technique de séparation qui permet de séparer deux liquides selon leurs
températures d’ébullition. Cette technique fonctionne dans notre cas puisque la température
d’ébullition de I’eau est de 100 °C et celle de I’acétone est de 56 °C a pression atmosphérique.
Comme nous ne souhaitons pas détériorer nos particules de PLA chargées en SA dont la
température de transition vitreuse est relativement basse (<50 °C), il serait préférable de
travailler a une température ne dépassant pas 37 °C. A titre d’exemple des nanoparticules
chargées en GN (WGN dans les nanoparticules =10%) auront une T, autour de 42°C (cf. chapitre 5 -
paragraphe 5.2.3). La distillation sous vide est donc une alternative intéressante. Ce procédé
présente 1’avantage de permettre la récupération du solvant organique et sa réutilisation dans
I’expérience suivante. C’est donc une fagon de limiter les cofits liés aux rejets. Une figure

représentative du procédé de distillation sous vide est représentée dans la Figure 139.
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Colonne
réfrigérée

Récupération
de solvant
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Figure 139 : Procédé de distillation sous vide avec recyclage du solvant distillé: (a) solution
organique contenant le polymeére et la SA, (b) solution aqueuse de dextrane modifié, (c)
émulsion formée a partir de (a) et (b) [10].

6.2.1.2.3. Transposition de I’étape de lavage des nanoparticules

Pour récupérer et laver les nanoparticules préparées, plusieurs méthodes peuvent étre envisagées
parmi lesquelles nous pouvons citer : la centrifugation, la dialyse et la filtration frontale ou
tangentielle (nanofiltration, ultrafiltration...) [6]. La force motrice utilisée, pour que les especes
chimiques ou les ions puissent traverser la membrane semi-perméable, est a I’origine de la
différence entre les procédés membranaires cités ci-dessus : un gradient de concentration pour la
dialyse et un gradient de pression pour la filtration.

Au cours de ces travaux de these, les particules élaborées a petite échelle ont été lavées par
centrifugation. La redispersion de ces nanoparticules peut étre difficile apres centrifugation et
nécessite généralement 1’utilisation des ultrasons, ce qui n’est pas envisageable a 1’échelle

industrielle.
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La filtration tangentielle fait partie des procédés membranaires les plus utilisés pour un
processus de lavage a 1’échelle industrielle. Elle consiste a faire circuler la solution brute a filtrer
parallelement a la membrane poreuse (Figure 140). Sous I’action d’un gradient de pression, le
liquide passe a travers la membrane et se clarifie. La filtration présente plusieurs avantages. Elle
permet notamment de fonctionner en continu, ne fait pas appel a I'emploi d'adjuvant et fournit

deux fluides généralement valorisables (rétentat et perméat).
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Pompe de
recirculation
(optionnel)
o ( }_ -
Bac I :
d'alimentation } |
I |
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O |
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Figure 140 : Représentation schématique d’une installation de filtration tangentielle [11].

Des essais de lavages de nanoparticules a I’échelle pilote ont été testés par microfiltration a
flux tangentiel. Le procédé se fait en deux étapes : la suspension de nanoparticules est d’abord
concentrée, puis une étape de diafiltration est réalisée [6]. Cette derniere consiste a ajouter en

continu de 1’eau dans le fluide traité.

6.2.1.3. Transposition de I’étape de séchage des nanoparticules

Parmi les techniques les plus utilisées pour obtenir des nanoparticules a I’état solide nous
pouvons citer la lyophilisation et le séchage par pulvérisation (ou atomisation). Ces deux
techniques sont en principe utilisables a I’échelle industrielle [6].

Tout comme a petite échelle, I’ajout de cryoprotecteur (tréhalose par exemple) est nécessaire
pour limiter la formation d’agrégats de nanoparticules lors de la lyophilisation. Le séchage des

nanoparticules par lyophilisation est trés efficace mais demeure une alternative tres coliteuse.
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Le séchage par atomisation permet de produire une poudre a partir d’une suspension liquide.
Il se déroule en trois étapes : atomisation, séchage puis séparation de la poudre séche et de 1’air
humide au moyen d’un cyclone.

Ce procédé présente les avantages d’étre moins onéreux et plus rapide que la lyophilisation.

Air humide
B " A pompe d'alimentation de la solution
£ ,_::IJ / F B atomiseur (turbine ou pulvérisateur)
™ /1"! C ventilateur d'entrée d'air
=)
D réchauffeur d'air
v G L v vanne a ailettes
E conduite d'air chaud
c ] F diffuseur d'air
Air de <
, - @= D G chambre de séchage
séchage 1
H prise d'extraction de l'air humide
{ H
Produit a I cyclone
sécher ‘—@A L cheminée d'évacuation des gaz

'r Produit
sec

Figure 141: Procédé de séchage par pulvérisation [12].

6.2.2. Elaboration des nanoparticules par nanoprécipitation a plus grande

échelle

6.2.2.1. Schéma de montage

Au regard de I’étude bibliographique présentée ci-dessus, les parametres clés permettant
I’extrapolation de la nanoprécipitation de 1’échelle laboratoire a 1’échelle pilote ont été identifiés

(Tableau 65).
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Tableau 65 : Paramétres clés de ’extrapolation du procédé de nanoprécipitation a I’échelle
industrielle.

Echelle du laboratoire Echelle pilote

N

Phase organique ajoutée goutte a | Pas de pousse seringue possible (durée
goutte dans le bécher via un pousse | trop longue) — Ajout de la solution en une
seringue fois

Pas d’agitateur magnétique — pale
d’agitation et moteur : systéme d’agitation
mécanique

Utilisation d’un barreau magnétique
pour 1’agitation

Pas de « thermoshaker » (évaporation trop
Evaporation avec le « thermoshaker » 2 | lente et systeme occupant trop de place)

37°C et Py — Evaporation sous pression réduite a
40°C

Sur la base de ces recherches, un montage expérimental a été mis au point permettant
I’¢laboration de nanoparticules par nanoprécipitation dans des réacteurs de 250 mL et 1 L
(Figure 142). Le dispositif comporte un réacteur ayant un volume de 250 mL ou de 1 L, pouvant
étre chauffé par un bain d’eau thermostaté. Il est intéressant d’introduire des chicanes dans ces
réacteurs a fin d’éviter la formation de mousse dans le systetme. Le réacteur possede un
couvercle étanche permettant le passage d’un arbre d’agitation compos¢ d’une hélice a 3 pales.
L’arbre d’agitation est entrainé par un moteur pouvant aller de 20 a 2000 tr/min. Une sortie sur le
couvercle est raccordée a un tube réfrigérant qui est lui-méme relié a un ballon récupérateur de
solvant puis a une pompe a vide. Ainsi, le solvant évaporé sous pression réduite et récupéré dans

le ballon.
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Thermocouple

Réfrigérant Réacteur
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Figure 142: Montage pour le réacteur de 250 mL et de 1 L.

6.2.2.2. Transposition de I’élaboration de nanoparticules par

nanoprécipitation : de I’échelle laboratoire a I’échelle pilote

Arbre d’agitation

Les expériences d’extrapolation de 1’¢laboration des nanoparticules a 1’échelle pilote ont été

réalisées en collaboration avec Dr. Isabelle Martinuzzi, chercheur en CDD dans le cadre du

projet BioCapTech.
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6.2.2.2.1. Influence de la nature du PLA utilisé a petite échelle

Les essais de nanoprécipitation ont été réalisés avec les réacteurs de 250 mL et de 1 L. Pour
ces essais, le PLA utilisé est un PLA commercialisé par Natureplast PLE0O0O5. Ce PLA a
I’avantages d’étre peu couteux (10 €/kg). Contrairement au PLA 40 (utilisé pour les essais a
petite échelle), il est semi-cristallin. Ceci est du a sa forte proportion en stéréoisomere L-lactide
(95%). La comparaison entre les propriétés du PLA fournis par Sigma Aldrich (utilisé a I’échelle
du laboratoire) et Natureplast (utilisé a 1’échelle pilote) est présenté dans le chapitre matériels et
méthodes (cf. chapitre 2 — paragraphe 2.1).

Nous avons, tout d’abord, préparé des nanoparticules a petite échelle en utilisant le PLA
Natureplast. Le but de ces expériences ¢était d’évaluer I’influence de la nature du PLA sur la taille
des nanoparticules, la distribution de taille et le taux de recouvrement en dextrane modifié.

Les nanoparticules €élaborées par nanoprécipitation avec du PLA Nawreplast présentent les
mémes caractéristiques que celles élaborées en utilisant le PLA ajgrich (Figure 143 et le Tableau

60).
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Figure 143 : Comparaison entre les distributions de taille obtenues apres lavages des
nanoparticules de PLA élaborées par nanoprécipitation a petite échelle (-) PLA Ajgrich (-)
PLA Natureplast (Phase organique : PLA (10 g/L dans 5 mL d’acétone), phase aqueuse : DexCs-t
(10 g/L), débit d’injection de la phase organique dans la phase aqueuse, d, h, et vitesse
d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/ min, 0,9 cm, -2 cm et 500 rpm).

Apres avoir vérifié que la nature du PLA utilisé n’avait pas d’influence sur la taille, la
distribution de taille et le taux de recouvrement des nanoparticules, nous nous sommes intéressés
a I’évaluation de I’influence du changement d’échelle sur les caractéristiques des nanoparticules

obtenues.
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Tableau 66 : Caractéristiques des nanoparticules de PLA élaborées par nanoprécipitation a
petite échelle en fonction du PLA utilisé (phase organique : PLA (10 g/L dans 5 mL
d’acétone), phase aqueuse : DexCs-7 (10 g/L), débit d’injection de la phase organique dans la
phase aqueuse, d, h, et vitesse d’agitation fixés respectivement a 0,3 mL/ min, 0,9 cm, 1,5 cm et

500 rpm).
Echantillon de d(0,5) D[3,2] . ['(0,5)"
Span .
PLA (nm) (nm) (mg DexCg¢/m”)
Aldrich®

(Amorphe ) 138 118 117 2,2
Natureplast®

(Semi-cristallin ) 146 129 1,05 23

a:  Apres lavages des particules
b:  Taux de recouvrement des nanoparticules par le dextrane modifié calculé a partir de 1’analyse RMN 'H des
nanoparticules (Cf.chapitre 2- paragraphe- 2.2.5.1)

6.2.2.2.2. Influence du changement d’échelle sur les caractéristiques des

nanoparticules élaborées

Seules les étapes de formulation et d’évaporation de solvant ont été transposées a 1’échelle
pilote. La méthode utilisée pour le lavage des nanoparticules reste la centrifugation suivie d’une
redispersion dans un bain US. Cette méthode n’est utilisable qu’a 1’échelle laboratoire mais n’a

pas éteé transposée a 1’échelle pilote dans le cadre de cette étude.

a) Nanoparticules de PLA

Les nanoparticules de PLA recouvertes de dextrane modifié ont été élaborées avec succes par

nanoprécipitation dans un réacteur de 250 mL et dans un réacteur de 1 L (Tableau 67).
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Tableau 67: Conditions opératoires d’élaboration de nanoparticules de PLA par
nanoprécipitation dans des réacteurs de 250 mL ou de 1 L.

Réacteur Réacteur
Parametres
(250 mL) 1L)
Concentration en PLA (g/L) 10 10
Concentration en DexCg (g/L) 10 5
Volume de la phase organique (mL) 57 262
Volume de la phase aqueuse (mL) 113 523
Rapport volumique
172 172
(phase organique/phase aqueuse)
Durée de I’ajout de la phase organique s s
dans la phase aqueuse (s)
Position de 1’hélice (distance entre les
pales de I’hélice et le fond du 2 3.5
réacteur) (cm)
Vitesse d’agitation (rpm) 600 430
Durée de ’agitation (min) 20 20
3 ) o sous vide, a T =40°C, a sous vide, a T =40°C,
Evaporation de solvant (conditions)
300 rpm, pendant 2h a 430 rpm, pendant 3h

Les nanoparticules élaborées dans ces réacteurs présentent des distributions de tailles
monomodales bien définies (Figure 144, Tableau 68) et superposables avec les distributions des

nanoparticules de PLA élaborées a petite échelle (Figure 143, Tableau 66).

328



Chapitre 6 : Extrapolation et application
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Figure 144 : Granulométrie des nanoparticules de PLA élaborées par nanoprécipitation
dans un réacteur de 250 mL (Cpra = 10 g/L, Cpexc6= 10 g/L, Vog= 113 g/L, Vo= 57 g/L,
vitesse d’agitation = 600 rpm, durée d’agitation = 20 min) etde 1 L (Cppo = 10 g/L, Cpexcs = 5
g/L, Vyg= 523 mL, V,o= 262 mL, vitesse d’agitation = 430 rpm, durée d’agitation = 20 min)

Tableau 68 : Distribution de taille et taux de recouvrement en dextrane modfié des
nanoparticules de PLA élaborées avec un réacteur de 250 mL (Cpp4 = 10 g/L, Cpexcs= 10
8/L, Vag= 113 g/L, Vore= 57 /L, vitesse d’agitation = 600 rpm, durée d’agitation = 20 min) et de
1L (Cpra=10g/L, Cpexcs=5 /L, Vag= 523 mL, Vo= 262 mL, vitesse d’agitation = 430 rpm,
durée d’agitation = 20 min)

Volume du b
d0,5° | D[3,21° T (£0,5)
réacteur Span*® s
(nm) (nm) (mg DexCy¢/m”)
(mL)
250 151 142 0,72 2,3
1000 171 166 0,47 2,1

a:  Apres lavages des particules
b: Taux de recouvrement des nanoparticules en dextrane modifié calculé a partir
de ’analyse RMN 'H des nanoparticules (Cf.chapitre 2- paragraphe- 2.2.5.1)

Le montage mis au point permet d’évaporer le solvant et de concentrer la suspension en
nanoparticules. En effet, dans ces conditions, une partie de I’eau est alors évaporée
simultanément avec 1’acétone permettant ainsi de récupérer une suspension de nanoparticules
plus concentrée.

L’extrapolation de la nanoprécipitation a donc été réalisée avec succes et nous avons pu
montrer que des nanoparticules de taille maitrisée avec des distributions de taille monomodales
ont été obtenues. Les résultats obtenus confirment que les nanoparticules élaborées a plus grande

échelle présentent les mémes caractéristiques que celles obtenues a petite échelle.

329



Chapitre 6 : Extrapolation et application

b) Nanoparticules de PLA/GN
i.  Etude paramétrique de I’élaboration des nanoparticules

Nous nous sommes intéressés a évaluer 1’influence du changement d’échelle sur I’élaboration
de particules de PLA chargées en GN. Dans le chapitre 5, nous avons montré que, pour une
fraction massique initiale en GN introduite dans la phase organique (Wgn initiale = 20 %), les
nanoparticules se redispersent bien apres lavages et présentent des distributions de tailles
monomodales. Comme dans le cas des particules élaborées a 1’échelle du laboratoire, différents
essais ont été¢ réalisées dans le but d’encapsuler la plus grande quantité de GN possible, en
fondant notre démarche sur les conditions déja définies a 1’échelle laboratoire. La concentration
en dextrane modifi€ et la WgN initiale Ont été maintenues respectivement a 8 g/L et 20 % massique.
Le rapport des phases organique/aqueuse a été augmenté de 0,5 a 1, dans le but d’augmenter la
quantité produite pour chaque lot. Les conditions optimales testées sont présentées dans le

Tableau 69.
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Tableau 69 : Conditions optimales utilisées pour I’élaboration de nanoparticules de
PLA/GN (WGNinitiale =20 %) a I’échelle pilote (1 L)

Parametres Caractéristiques
Volume du réacteur (L) 1
Concentration en PLA (g/L) 8
Concentration en GN (g/L) 2
Concentration en DexCg (g/L) 8
Volume de la phase organique (mL) 393
Volume de la phase aqueuse (mL) 393
Rapport volumique "l
(phase organique/phase aqueuse)
Durée de I’ajout de la phase organique dans la 20
phase aqueuse (s)
Position de 1’hélice (distance entre les pales de
I’hélice et le fond du réacteur) (cm) 3
Vitesse d’agitation (rpm) 430
Durée de I’agitation (min) 20
Conditions d’évaporation du solvant sous vide, a T =40°C, a 300 rpm, pendant 2h30
Masse de tréhalose (ajoutée avant A
lyophilisation) (g/g de suspension)

Les nanoparticules élaborées sont lavées par centrifugation puis caractérisées en termes de
taille, distribution de tailles et aptitude a la redispersion apres lyophilisation (Figure 145, Tableau

70).
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Figure 145 : Distributions granulométriques des nanoparticules de PLA/GN élaborées par
nanoprécipitation a I’échelle de 1 L : (-) avant lavages (-) apres lavages (-) apres
lyophilisation (Wen inisiate = 20 %, Cpra= 8 g/L, Con= 2 g/L, Cpexcs = 8 /L, Vag= 393 mL, V4=
393 mL, vitesse d’agitation = 430 rpm, durée d’agitation = 20 min).

Tableau 70 : Tailles des nanoparticules PLA/GN élaborées par nanoprécipitation a
I’échelle de 1 L mesurées : avant lavages, apres lavages, apres lyophilisation (Wgy iniriaie = 20
%, Cpra= 8 g/L, Con= 2 g/L, Cpexcs = 8 §/L, Vug= 393 mL, V,,,= 393 mL, vitesse d’agitation =
430 rpm, durée d’agitation = 20 min).

Avant lavages Apres lavages Apres lyophilisation
d©0,5) 107 187 151
(nm)
DI3,2] 99 169 136
(nm)

Une augmentation de quelques dizaines de nanometre a été observée apres redispersion des
particules lavées ou lyophilisées. Au cours de la centrifugation, certaines particules peuvent
coalescer par collision des nanoparticules provoquant ainsi une augmentation irréversible de la
taille. La présence d’agrégats, peut étre attribuée a une durée de redispersion aux ultrasons
insuffisante pour bien redisperser la totalit¢ des nanoparticules. Par faute de temps cette
hypothése n’a pas été vérifiée expérimentalement.

L’analyse RMN 'H de ces nanoparticules nous a permis de déterminer le taux
d’encapsulation, la quantit¢ de GN encapsulée par gramme de PLA ainsi que la fraction

massique en GN encapsulée dans les nanoparticules (Tableau 71).
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Tableau 71 : Masse de GN encapsulé, taux d’encapsulation et fraction massique du GN
encapsulé dans les nanoparticules de PLA/GN élaborées par nanoprécipitation a I’échelle
delL (WGNinitiale =20 %, CPLA =8 g/L, CGN= 2 g/L, CDexC6 =8 g/L, Vaq= 393 mL, Vorg= 393
mL, vitesse d’agitation = 430 rpm, durée d’agitation = 20 min).

W(;Na Masse de (iN TE WGN dansles NP
initiale encapsulé (%)

(%) (mg/gPLA) (%) ’

0 136 60 12

a: Fraction massique du GN introduit initialement dans la phase organique

b :Taux d’encapsulation calculé a partir du rapport massique entre le GN
encapsulé et la masse de GN initialement introduite dans la phase aqueuse

¢ : Fraction massique du GN encapsulé dans le ceeur des nanoparticules de PLA

La masse optimale de GN encapsulée dans les nanoparticules de PLA est égale a 136 mg /g
PLA. Cette quantité est beaucoup plus importante que la quantité maximale encapsulée dans des
nanoparticules ¢laborées a 1’échelle du laboratoire dans les conditions les plus favorables (80 mg
/ g PLA cf. chapitre 5 - paragraphe 5.3.5). Cette différence peut étre attribuée aux conditions
opératoires. L’utilisation d’un rapport équivolumique entre la phase organique et la phase
aqueuse peut limiter les pertes en SA. En effet, pour un tel rapport volumique (1/1), la quantité
nécessaire pour saturer la phase aqueuse en GN est deux fois plus faible que celle nécessaire
pour saturer une phase aqueuse de volume deux fois plus important (rapport volumique V o/ Vg
utilisé a I’échelle du laboratoire est 1/2).

Cette différence n’est probablement pas liée a la différence de cristallinité entre les deux
polymeres utilisés. En effet, des essais préliminaires ont été effectués a I’échelle du laboratoire
en élaborant des nanoparticules de PLA/GN par nanoprécipitation et en ne variant que la nature
du PLA utilisé (PLAsigma aldrich €t le PLANawreplast). Ces essais conduisent a des résultats

comparables (Tableau 72).
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Tableau 72 : Caractéristiques des nanoparticules de PLA/GN élaborées par
nanoprécipitation a I’échelle du laboratoire en utilisant le PLA sjqrich €t 1é PLANatureplast
(Phase organique : Weniniriaie = 20 %, quantité de matiere totale PLA+GN égale a 50 mg, V,céone
=5 mL d’acétone, phase aqueuse : 10 mL de solution aqueuse de DexCs-7 10 g/L).

a P b C
— d(0,5) D[3,2]* Span® Masse de GN encapsulée | TE WGN dans les NP
(nm) | (nm) (mg/gPLA) (%) (%)
Aldrich® 134 118 1,17 32 13 3,1
Natureplast® 137 118 1,51 35 14 3,4

a: Apres lavages des nanoparticules

b: Taux d’encapsulation représentant le rapport massique entre le GN encapsulé et la masse de GN
initialement introduite dans la phase aqueuse

c: Fraction massique du GN encapsulé dans le cceur des nanoparticules de PLA

ii.  Suivi de la cinétique de libération

Nous avons suivi la cinétique de libération du GN a partir des nanoparticules PLA/GN
¢laborées a I’échelle pilote dans un réacteur de 1 L et dont les caractéristiques sont détaillées
dans les Tableau 70 ainsi que le Tableau 71.

Comme dans le cas des nanoparticules élaborées a 1’échelle du laboratoire, la cinétique de
libération du GN a été suivie expérimentalement par la méthode indirecte (Cf. chapitre 2 -
paragraphe 2.2.6.1) (Figure 146).

La courbe calculée a partir de I’équation décrivant la diffusion du GN dans la matrice de PLA
décrit convenablement les points expérimentaux ce qui confirme comme dans le cas des
nanoparticules ¢laborées a 1’échelle du laboratoire que la diffusion de la SA a travers la matrice
de PLA est I’étape qui limite la libération. Le coefficient de diffusion du GN dans ces
nanoparticules est égal a 1,3x10™" m*/s. Cette valeur est proche de celles obtenues avec des
nanoparticules préparées a 1’échelle du laboratoire avec un PLA amorphe (entre 0,7 et 2x10™

m’ /s).
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Figure 146: Profil de libération du GN a partir des nanoparticules PLA/GN élaborées par
nanoprécipitation a I’échelle de 1 L en fonction du temps : (@) profil expérimental suivi
par méthode indirecte, (—) courbe théorique calculée a partir de I’Eq.9 (Cf. Chapitre 5)
avec un D = 1,25x10°" m’/s et un D [3,2] = 169 nm (Weninitiaie = 20 %0, Cpra= 8 g/L, Con=2

8/L, Cpexcs = 8 /L, Vay= 393 mL, Vo= 393 mL, vitesse d’agitation = 430 rpm, durée
d’agitation = 20 min).

6.3. Efficacité du traitement sur les cyanobactéries

L’objectif de notre travail était d’élaborer les vecteurs de SA nano- et micrométriques qui
permettent de maitriser 1’encapsulation et la libération de SA algicides. Une fois ces objectifs
atteints, il était nécessaire de tester 1’efficacité de ces particules sur des milieux de cultures

contenant les algues a traiter.

6.3.1. Procédure expérimentale

Les essais de toxicité du GN encapsulé dans les nanoparticules de PLA/GN (élaborées par
nanoprécipitation a 1’échelle laboratoire et pilote, en utilisant un Wgninitiale=20%) ont été
effectués par la société FP.Environnement (société partenaire dans le projet BioCapTech). Les
nanoparticules ont été fournies a FP.Environnement sous forme lyophilisée en présence de

tréhalose. Dans le cas des échantillons élaborés a 1’échelle laboratoire, 1 gramme d’échantillon
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contient 6,4 mg de GN. Dans le cas des échantillons ¢laborés a I’échelle pilote, 1 g de particules

contient 120 mg de GN.

La composition du milieu de culture utilisé est détaillée dans le Tableau 73. Le milieu de

culture Z8 a été préparé le jour méme et filtré sur un filtre d’acétate de cellulose (0,2 um).

Tableau 73 : Composition du milieu de culture Z8.

Produits Concentration (mg/L) MaSVS:lﬁﬁangepg lir un
KNO; 202 1010
KH,PO4 50,3 251.,5
K>HPO4 27,8 139
K>S04 17,4 87
MgSOy, 7 H,O 49,6 248
CaC(l, 11,1 55,5
FeSO4, 7 H,O 6 30
H3;BO3 5,72 28,6
MnCl,, 4 H,0 2,82 14,1
VAN 0,6 3
(NH4)Mo07024, 4 H,0 0,043 0,215
Cu(Cl,, 2 H,0 0,078 0,39
CoCl,, 6 HO 0,054 0,27

Les expériences sont réalisées dans un milieu de culture présentant une abondance en
cyanobactéries (Anabaena flos aquae) entre 1835607 et 4301153 cellules par mL. La culture
d’Anabaena flos-aquae a été développée a partir d’une souche du commerce.

En se basant sur des tests de toxicité aigu€ sur I’Anabaena flos-aquae en présence de GN non
encapsulé et sur les données de cinétique de libération du GN encapsulée dans les nanoparticules
de PLA, une série d’expériences a été réalisée en variant la masse de particules initialement

introduite dans le milieu de culture.
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6.3.2. Evaluation de I'efficacité de I'utilisation des nanoparticules
élaborées a I’échelle du laboratoire sur le traitement des invasions

algales

Les expériences ont été réalisées dans 50 mL de milieu de culture. Une suspension mere de
nanoparticules (1g d’échantillon (nanoparticules + tré¢halose) contenant 6,4 mg de GN dilué dans
200 mL) est préparée. La suspension mere de particules est ensuite diluée (Tableau 74) et
I’évolution du nombre de cellules d’Anabaena en fonction du temps d’exposition dans les

solutions préparées est suivie au cours du temps.

Tableau 74 : Composition des solutions utilisées pour I’étude de I’effet algicide.

Volume Volume Masse GN Concentration GN
Lot solution suspension Encapsulée encapsulé (a ty)
tampon (mL) mere (mL) (mg) (1072 g/L)
Témoin 50,0 0,0 0,0 0,0
1 0,0 50,0 1,6 3,20
2 11,5 38,5 1,2 2,5
3 20,4 29,6 0,9 1,9
4 27,2 22,8 0,7 1,5
5 32,5 17,5 0,6 1,1
6 36,5 13,5 0,4 0,9
7 39,7 10,3 0,3 0,7

L’évolution de I’abondance en nombre de cellules d’Anabaena en fonction du temps
d’exposition et de la concentration en GN sont présentés dans la Figure 147. La concentration en
GN libérée dans le milieu de culture a été calculée a partir des coefficients de diffusion du GN
présentés dans le chapitre 5. Il ne s’agit ici que des résultats préliminaires. Il sera nécessaire de
déterminer expérimentalement les concentrations en SA libérée.

Par rapport au témoin (une culture d’Anabaena sans nanoparticules), pour lequel une
augmentation continue du nombre de cellules est observée, tous les autres lots exposés aux
nanoparticules présentent une évolution distincte du nombre de cellules. Considérons en premier
le cas du lot 7, aprés une faible diminution au bout de 24 h puis une stagnation jusqu’a 48 h, une

légere reprise de la multiplication cellulaire est observée entre 48 et 72 h sans revenir a 1’effectif

337



Chapitre 6 : Extrapolation et application

noté a tp; il y a donc un effet algistatique. Cet effet algistatique commence a une concentration
d’environ 5 mg/L. de GN dans le milieu, atteinte apreés 48 h. Les observations réalisées avec les
lots 4, 5 et 6 sont cohérentes avec cette valeur, puisque pour ces 3 lots une constance du nombre
de cellules est observée entre O et 24 h, or la concentration du GN libérée dans ces 3 cas dépasse
5 mg/LL dans ce méme intervalle de temps. Pour tous les autres lots (n°l a 3), le nombre de
cellules a déja fortement diminué au bout de 24 h (temps au bout duquel, pour ces trois lots la
concentration en GN libéré est supérieure ou égale a 10 mg/L). Cette diminution se poursuit et
apres 48 h, le nombre de cellules devient nul dans les lots n°1 et 2, ce qui nous amene a estimer

la concentration l1étale CL100 a 18 mg/L.
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Figure 147 : Influence de la concentration en GN libérée dans le milieu de culture a partir
des nanoparticules de PLA/GN (élaborées a I’échelle du laboratoire) sur le nombre de
cellules d’Anabaena présentes dans le milieu- Lignes horizontales : Estimation des
concentrations en GN pour lesquelles un effet algistatique (-) et un effet 100% létal (-) sont
observés
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D’aprés ces résultats, nous avons pu remonter a la quantité de nanoparticules nécessaire pour
traiter 1 m® d’eau sachant que pour 1g d’échantillon de nanoparticules utilisé 6,4 mg de GN s’y
trouve encapsulées:

- 260 g d’échantillon de nanoparticules sont nécessaires pour avoir un effet
algistatique (5 mg/L de GN apres 48 h).

- 960 g d’échantillon de nanoparticules sont nécessaires pour avoir un effet algicide
100 % 1étal au bout de 48h (18 mg/L de GN apres 48 h).

Ces estimations montrent qu’il faut des volumes réactionnels trés importants pour traiter un
volume d’eau assez faible. Ainsi, il faut encapsuler plus de GN dans les objets a fin de pouvoir

envisager de les transposer a 1’échelle industrielle.

6.3.3.  Evaluation de I'efficacité de I'utilisation des nanoparticules

élaborées a I’échelle pilote sur le traitement des invasions algales

De la méme maniere, un lot de nanoparticules PLA/GN ¢laborées a 1’échelle pilote a été
fourni a FP. Environnement pour suivre sont activité sur des cultures d’Anabaena flos aquae.

Le suivi de libération a été réalisé pendant 72 h. Pour cela, 9 Erlens de 50 mL contenant une
culture d’Anabaena flos aquae présentant une abondance cellulaire entre 2.093.591 et 2.610.880
cellules par mL. Les 50 mL de milieux de culture sont prélevés a partir d’une solution mere de
milieu de volume 500 mL contenant 125 mg de nanoparticules chargées a 12% en GN.

L’¢évolution de I’abondance en nombre de cellules d’Anabaena en fonction du temps
d’exposition et de la concentration en GN libérée dans le milieu de culture sont présentées dans
la Figure 148. La concentration en GN libérée a été calculée a partir du coefficient de diffusion

du GN présenté dans le paragraphe 6.2.2.2.2.b)- i1 qui est égal a 1,3%x10'm?s.
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Figure 148 : Influence de la concentration en GN libérée dans le milieu de culture a partir
des nanoparticules de GN/PLA (élaborées a I’échelle pilote) sur le nombre de cellules
d’Anabaena présentes dans le milieu de culture. Ligne horizontale : Estimation de la

concentration en GN pour laquelle un effet 100% létal (-) est observé.

Le suivi de 1’abondance cellulaire dans les milieux de culture montre qu’au bout de 12 h un
effet algicide est observé. Un effet 100% létal est quand a lui obtenu a partir 48 h. La CL 100
obtenue lorsque des nanoparticules PLA/GN ¢élaborées a ’échelle pilotes sont utilisées est de
I’ordre de 15 mg/L. Cette valeur est comparable a celle observée lorsque des nanoparticules
PLA/GN ¢laborées a I’échelle du laboratoire sont utilisées (18 mg/L).

Ces résultats confirment que les nanoparticules de PLA, chargées en GN et élaborées aussi
bien a I’échelle du laboratoire qu’a I’échelle pilote, présentent sont toutes les deux efficaces
contre la prolifération des cyanobactéries. En effet, ces résultats confirment que le changement

d’échelle n’a pas d’influence sur la cinétique de libération (cf. paragraphe 6.2.2.2.2.(b)).

6.4. Conclusion

Dans cette partie, nous nous sommes intéressé€s a I’extrapolation du procédé d’¢élaboration de
nanoparticules de 1’échelle laboratoire a 1’échelle pilote ainsi qu’a 1’évaluation de I’efficacité de
’utilisation des nanoparticules GN/PLA pour le traitement des milieux aqueux contenant des

cyanobactéries.
340



Chapitre 6 : Extrapolation et application

L’¢laboration de nanoparticules de PLA chargées ou non avec du GN (WgnNinitiale = 20 %
massique), dans des réacteurs de 250 mL et de 1 L, a ét€ mise au point. Les nanoparticules
présentent des tailles, des distributions de tailles et des taux de recouvrement comparables a ceux
obtenus a I’échelle du laboratoire. La seule différence observée concerne la quantit¢ de SA
encapsulée qui est plus importante dans le cas des nanoparticules élaborées a 1’échelle pilote
(136mg / gPLA) qu’a I’échelle laboratoire (80 mg / gPLA). Cette différence a été attribuée, non
pas au changement d’échelle, ni a la nature du PLA utilis¢ (amorphe pour I’échantillon utilisé a
I’échelle du laboratoire et semi-cristallin a I’échelle du pilote). La principale différence pouvant
expliquer ce résultat est la modification du rapport des phases organique / phase aqueuse/ (0,5
dans le premier cas et 1 dans le second).

La libération du GN a partir des nanoparticules de GN/PLA ¢laborées a 1’échelle pilote (1 L)
a été suivie au cours du temps. Le profil calculé modélise bien le profil expérimental établi a
partir du suivi de la libération du GN. Le coefficient de diffusion déterminé est égal a 1,3x10°
*'m%/s. Ce coefficient est du méme ordre de grandeur que celui obtenu pour les nanoparticules
¢laborées a I’échelle du laboratoire.

Dans le but d’évaluer I’efficacité de 1’utilisation de ces vecteurs de SA sur la prolifération
algale, des essais in vivo ont été réalisés par la société FP.Environnement. Des lots de
nanoparticules de PLA/GN ¢laborées a I’échelle du laboratoire et a I’échelle pilote ont été testés.
Les quantités de nanoparticules nécessaires pour 1 m’ d’eau ont été estimées en se basant sur les
profils de libération du GN encapsulé et par la suite sur les concentrations en GN libérées dans le

milieu de culture permettant d’obtenir un effet algistatique ou algicide.
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La prolifération algale dans les systemes lentiques est un phénomene néfaste qui menace
I’équilibre des écosystémes. Afin de limiter son impact sur 1’environnement, plusieurs types de
traitements sont actuellement utilisés (mécaniques ou chimiques, a base de molécules de
synthése ou naturelles ...). Sur la base des traitements naturels existants, nous nous sommes
intéressés a la conception de solutions innovantes et éco-durables pour lutter contre les invasions
algales.

Au cours de ces travaux de these, nous avons développé une famille de vecteurs particulaires
chargés en substances actives (SA) algicides (certaines sont déja utilisées comme additifs
alimentaires et cosmétiques), et élaborés a partir de matériaux biocompatibles/biodégradables :
poly(acide lactique) PLA et dextrane amphiphile (DexCe-1). L’objectif visé dans ce travail
consistait a élaborer des particules nano- et micrométriques, dans un large domaine de tailles (0,1
pm- 1000 um), avec des propriétés bien maitrisées. En effet, la variation de la taille des
particules joue un rdle important aussi bien sur la quantité de SA encapsulée que sur son profil
de libération. Ainsi, en fonction de leurs tailles, ces particules pourraient étre utilisées, contre la
prolifération algale a des fins curatives (libération d’une quantité importante de SA sur une
courte période de temps) ou préventives (libération de SA en quantité moindre sur une période
de temps beaucoup plus longue).

Nous avons, dans un premier temps, étudié de maniere systématique I’obtention de nano- et
microparticules de PLA recouvertes de DexCg-t avec des tailles et des morphologies bien
définies. L’¢laboration de nanoparticules dans le domaine de taille 0,1 um - 1 um a été réalisée
en utilisant aussi bien un procédé peu énergétique (nanoprécipitation) qu’un procédé plus
énergétique 1’émulsion-évaporation de solvant (E-ES). Des nanoparticules de diametres compris
entre environ 100 et 200 nm ont été aisément obtenues par ces deux procédés. La lyophilisation
des suspensions de nanoparticules est ensuite nécessaire pour permettre leur conservation lors du
stockage. L’ajout d’un cryoprotecteur (le tréhalose a raison de 10 mg / mL de suspension) est
indispensable pour assurer une bonne redispersion de ces nanoparticules apres la lyophilisation.
La stabilité colloidale dans des solutions salines a ét¢ démontrée jusqu’a une concentration en
NaCl égale a 1 M a condition que le polysaccharide amphiphile utilisé ait un taux de
modification inférieur a 20 %.

II ne nous a pas été possible d’obtenir des particules ayant des distributions de tailles étroites
dans le domaine 1 pm — 100 um avec des procédés discontinus comportant une étape
d’émulsification par agitation mécanique. Par contre, des particules de tailles comprises entre

100 et 1000 pm ont pu étre €laborées avec succes par E-ES, avec émulsification par agitation
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magnétique. Les microparticules obtenues sont stables lors des étapes de lavages et se

redispersent facilement apres lyophilisation, sans nécessité d’ajouter un cryoprotecteur.

Pour remédier au probléme d’¢élaboration de particules dans le domaine de taille 1 pm - 100
um, nous avons mis au point un procédé d’émulsion-diffusion de solvant (E-SD) avec
I’utilisation en continu d’un systéme microfluidique dans lequel I’émulsion est formée. Ce
procédé a été utilisé pour la premicre fois pour les systemes PLA / DexCe-1. Brievement, le
procédé comporte trois étapes : la préparation du systeme microfluidique en PDMS par un
traitement de surface adéquat pour rendre hydrophile la surface des canaux, I’émulsification dans
le microsystéme et la formation des particules lors d’une étape de diffusion dans un volume
d’eau adapté.

Nous avons montré que la mise en contact préalable du microsysteme avec la solution de
polysaccharide amphiphile pendant une durée suffisante (24 h) permettait d’obtenir un état de
surface du PDMS convenable pour la réalisation de 1’étape d’émulsification. Nous avons
également montré que 1’usage d’un traitement chimique (associant mélange piranha et solution
de KOH) conduisait beaucoup plus vite a un état de surface convenable. Cependant, la présence
du polysaccharide amphiphile permet de maintenir cette hydrophilie beaucoup plus longtemps
qu’avec le seul traitement chimique. Des microparticules avec des diametres voisins de 20 pm et
des distributions de tailles étroites ont été obtenues avec ce procédé. Ces microparticules sont
stables durant les étapes de lavages et les suspensions peuvent étre lyophilisées et reconstituées
sans addition de cryoprotecteur.

L’acide gallique ainsi que certains de ses esters (des gallates de n-alkyle) ont été choisis
comme molécules modeles a encapsuler dans les particules de PLA recouvertes de dextrane
modifié. Finalement, aprés examen des solubilités dans 1’eau et de la compatibilité avec le PLA,
les SA retenues pour notre étude sont le gallate d’octyle (GO) et le gallate de nonyle (GN).

Des nanoparticules chargées ont été élaborées aussi bien par nanoprécipitation que par E-ES.
Il s’est avéré qu’il était possible d’encapsuler aussi bien le GO que le GN. Les quantités de GO
maximales encapsulées sont plus élevées par E-ES que par nanoprécipitation. Alors que, dans le
cas du GN, les quantités maximales encapsulées sont équivalentes et sont indépendante du
procédé utilisé.

Cependant, quel que soit le procédé utilisé et dans toutes les conditions étudiées, une

augmentation trop importante de la quantité de SA encapsulée (Wsa = 10 %) conduit & une
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agrégation irréversible des nanoparticules formées lors des lavages par centrifugation. Le
probléme de redispersion a été attribué a I’abaissement de la T, du mélange SA/PLA.

Les cinétiques de libération du GO et GN a partir de ces nanoparticules de PLA ont été
établies. Selon les cas, entre 60 et 80 % de la SA est libérée au bout de 4 jours. La vitesse de
libération est limitée par 1’étape de diffusion dans le cceur des nanoparticules. Dans tous les cas,
la libération du GN est plus lente que celle du GO. Par ailleurs, la libération des SA a partir de
nanoparticules préparées par nanorécipitation est toujours un peu plus rapide que celle des SA
encapsulées dans des nanoparticules préparées par E-ES.

Dans les microparticules chargées en SA préparées par E-DS avec émulsification dans un
systeme microfluidique, les quantités de SA encapsulées et les taux de charges en SA obtenus
sont faibles. Ceci s’explique par la grande dilution de la phase organique contenant le mélange
PLA/SA dans la phase aqueuse, condition qui favorise la solubilisation de la SA dans la phase
aqueuse. Le suivi de la libération de SA a partir des microparticules élaborées par ce procédé n’a
pas pu étre effectué.

Dans le cas des particules préparées par le procédé¢ d’E-ES avec émulsification par agitation
magnétique (diametre d’environ 500 um), les rendements d’encapsulation sont quasi-quantitatifs
et les taux de charges en SA (GO ou GN) sont assez ¢levés. Les conditions d’émulsification sont
en fait beaucoup plus favorables a 1’encapsulation de la SA (200 mg SA/PLA pour 4 mL de
DexCsq, 5g/L), par rapport aux conditions d’émulsification utilisées dans le procédé par
microfluidique. Ceci s’explique, par la taille élevée des particules et donc par une diffusion
moins importante de la SA encapsulée vers le milieu environnant durant la formulation. Les
microparticules chargées en GO ou GN se redispersent parfaitement aprés lavages et
lyophilisation. La libération a partir de ces microparticules n’a pu étre obtenue que dans un
milieu a pH contr6lé (8,6). En effet, a ce pH et sur une durée de temps relativement longue (4
mois) une tres faible dégradation du PLA et, surtout, un phénomene de gonflement des particules
permettent d’augmenter la porosité de la matrice de PLA et donc d’accélérer la diffusion des SA.
Comme dans le cas des nanoparticules, le GO diffuse plus rapidement que le GN.

Pour pouvoir commercialiser des produits a base des particules élaborées et caractérisées au
cours de cette these, le passage de 1’échelle laboratoire a une production a 1’échelle industrielle
est nécessaire. Pour cela, des études préliminaires de transposition de 1’élaboration des
nanoparticules de PLA a I’échelle pilote ont ét¢ menées. L’¢laboration de nanoparticules de PLA
chargées avec du GN (Wgn initiale = 20 % massique) a été réalisée dans des réacteurs de 250 mL et
de 1 L. Les nanoparticules préparées dans ces conditions présentent des tailles, des distributions

de tailles et des taux de recouvrement comparables a ceux obtenus a petite échelle (25 mL). La
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seule différence observée concerne la quantité de SA encapsulée qui est plus importante dans le
cas des nanoparticules ¢laborées a 1’échelle pilote (136 mg/ gPLA) qu’a I’échelle laboratoire (80
mg/ gPLA). Cette différence a été attribuée, ni au changement d’échelle, ni a la nature du PLA
utilisé (amorphe a 1’échelle du laboratoire et semi-cristallin a 1’échelle du pilote), mais plutot a la
modification du rapport des phases organique / phase aqueuse (0,5 dans le premier cas et 1 dans
le second) seule différence entre les procédés. La libération du GN a partir des nanoparticules de
GN/PLA ¢élaborées a 1’échelle pilote (1L) a été suivie au cours du temps. Le profil théorique
proposé modélise bien le profil expérimental. Le coefficient de diffusion déterminé (1,3. 107!
m?%/s) est du méme ordre de grandeur que celui obtenu pour les nanoparticules élaborées a
I’échelle du laboratoire.

Afin d’évaluer D’efficacité de ['utilisation de ces vecteurs de SA sur la prolifération des
cyanobactéries, des essais de cytotoxicité ont été réalisés par la société FP. Environnement sur
des cellules d’Anabaena flos aquae. Des lots de nanoparticules de GN/PLA élaborées aussi bien
a I’échelle du laboratoire qu’a I’échelle pilote ont été testés. L’efficacité de ces particules a été
vérifiée et les quantités de nanoparticules nécessaires pour traiter 1 m® d’eau ont pu étre
estimées. En considérant que pour 1 g d’échantillon (particules lyophilisées en présence de
tréhalose), 6,4 mg de GN sont encapsulés, 260 g d’échantillon de nanoparticules sont alors
nécessaires pour avoir un effet algistatique (ce qui correspond a 5 mg/L. de GN libéré apres 48 h)
et 960 g d’échantillon de nanoparticules sont nécessaires pour avoir un effet algicide 100 % létal

au bout de 48h (18 mg/L de GN libéré apres 48 h) dans 1 m’ d’eau.

D’autre part, nous pouvons proposer quelques pistes pour des développements a venir. La
production de particules dans le domaine 1 pum — 100 uym par E-DS avec émulsification dans un
systéme microfluidique demanderait plus d’études car il n’a pas été possible, dans le cadre de ce
travail de thése, d’approfondir la mise au point de ce procédé et de progresser dans la
compréhension de certains phénomenes. De plus, le suivi de la libération de SA a partir de ces
particules n’a pas pu étre mené. Or ce domaine de taille pourrait représenter un bon compromis
entre la vitesse de libération et la facilit¢é de manipulation. Les microparticules du domaine 100
um — 1000 um sont certainement les plus faciles a fabriquer et celles qui conduisent aux
rendements d’encapsulation les plus €levés. Elles semblent les plus prometteuses pour conduire
aux colts de traitement les plus bas. Toutefois, il est nécessaire d’étudier davantage la cinétique
de libération des SA a partir de ces particules.

Enfin, il est possible d’envisager 1’utilisation d’un mélange constitué¢ de 3 types particules de

PLA recouvertes de DexCg—1 avec des tailles dans les domaines 1, 2 et 3. La variation des
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fractions massiques des particules de chaque domaine de taille par mélange, serait un moyen
d’adapter les cinétiques de libération de fagon a avoir un effet régulé sur des durées de plusieurs
mois. En fonction de 1’état du milieu aquatique, des traitements spécifiques pourraient étre
proposés a des fins curatives, préventives ou encore a la fois curatives et préventives.
Finalement, le fait de disposer de vecteurs particulaires, obtenus a partir des mémes
matériaux, aux caractéristiques bien maitrisées et couvrant une large gamme de tailles pourrait
conduire a d’autres applications dans divers domaines comme par exemple la cosmétique ou

I’agroalimentaire.
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Elaboration de nano- et microparticules pour I'encapsulation et la libération de molécules
polyphénoliques ayant des applications dans le traitement de milieux aquatiques

Résumé

Des particules constituées d’un cceur polymeére polylactide (PLA), recouvertes d’une couche de
polysaccharide adsorbé physiquement (dextrane hydrophobisé par des chaines alkyle en Cg, DexCg) et
contenant des substances actives (SA) de type polyphénolique ont été élaborées par différents
procédés physico-chimiques discontinus (nanoprécipitation et émulsion-évaporation de solvant) ou
continus (procédé¢ microfluidique d’émulsion-diffusion de solvant). L’extrapolation du procédé de
nanoprécipitation de 1’échelle laboratoire (25 mL) a 1’échelle pilote (1 L) a été examinée.

Ces particules étaient destinées au traitement des milieux aquatiques, pour la lutte contre le
développement des cyanobactéries et des algues.

Dans le but de matftriser les caractéristiques des particules élaborées (distribution de taille, stabilité
colloidale, rendement d’encapsulation en SA ...), I’influence de paramétres physico-chimiques a été
étudiée (concentration du PLA dans la phase organique, concentration du DexC¢ dans la phase
aqueuse, rapport volumique des deux phases, fraction massique SA/PLA ...). Les procédés mis au
point ont permis d’obtenir des particules dont les diametres moyens allaient de 0,1 pm a 1 mm, avec
des distributions granulométrique bien maitrisées.

Ces objets ont été caractérisés en termes de taux de recouvrement en dextrane, de quantit¢ de SA
encapsulée et de morphologie. La stabilité colloidale des suspensions de nanoparticules a été examinée
dans des milieux de force ionique variable. Par ailleurs, nous avons vérifi€ la possibilité de redisperser
les suspensions de particules apres lyophilisation. Pour les nanoparticules, 1’addition d’un
cryoprotecteur s’est avérée indispensable.

Les cinétiques de libération des substances actives a partir des particules nano- et micrométriques ont
également été€ suivies et les phénomenes limitant leur libération ont été identifiés.

Enfin, des essais sur des milieux de culture contenant des cyanobactéries ont été réalisés. Ils ont
montrés que la libération des SA conduisait a des effets algistatiques ou algicides selon les quantités
utilisées.

Mots clés: nanoparticules, microparticules, polyester, polyphénols, encapsulation, cinétique de
libération, microfluidique, nanoprécipitation, émulsion-évaporation de solvant

Preparation of nano- and microparticles for encapsulation and release of polyphenolic
molecules with applications in the treatment of aquatic media

Abstract

Polysaccharide-covered polyester particles were prepared. The core of particles was made of
polylactic acid (PLA) while their surface was covered by dextran chains via the use of water-soluble
randomly hydrophobized dextran (DexCs) as a polymeric stabilizer. Polyphenolic active substances
were encapsulated inside those particles. Polyphenol loaded PLA particles were designed for
preventing cyanobacterias and algae proliferation in aquatic media.

Conventional batch processes (nanoprecipitation or emulsion-solvent evaporation) and continuous
processes (emulsion-solvent diffusion in microfluidics) were used to elaborate particles with average
diameters ranging between 0.1 um and 1 mm. The scale up of nanoprecipitation from lab scale (25
mL) to pilot scale (1 L) was also studied. The formulation parameters (PLA concentration in the
organic phase, DexCy concentration in the aqueous phase, aqueous phase to organic phase volume
ratio, active substance weight fraction...) were optimized in order to obtain particles with well
controlled characteristics (average diameter and size distribution, colloidal stability, encapsulation
efficiency ...).

Loaded particles elaborated by different processes were characterized with regards to DexC¢ surface
coverage, colloidal stability at various ionic strengths, morphology and encapsulation efficiency. We
also investigated the re-dispersion ability of particle suspensions after freeze drying and we showed
that the use of a cryoprotectant was required in case of nanoparticles.

The release of polyphenolic molecules from the elaborated polymeric nano- and microparticles was
studied and limiting steps were identified.

Finally, the cytotoxicity of nanoparticles toward cyanobacterias was evaluated. It was demonstrated
that anti-algal effects were observed depending on the added quantities.

Keywords: Nanoparticles, microparticles, polyester, polyphenols, nanoprecipitation, emulsion-solvent
evaporation, microfluidics encapsulation, release kinetics
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