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Sommaire

La phrase la plus excitante a entendre en sciences, celle qui
annonce de nouvelles découvertes, n'est pas « EuréRa »
(G'ai trouvé |) mais plutdt « Tiens, c’est marrant ».

Isaac Asimov
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Introduction

Des rayons chargés de bouteilles étiquetées faisaient deviner
que la pharmacie y occupait plus de place que la science.

Honoré de Balzac (Le médecin de campagne, 1833)
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La formation d’un sel d’'un principe actif pharmaceutique (API) permet de moditier les
caractéristiques physico-chimiques d’un principe actif comme sa stabilité et sa biodisponibilité.
Les sels représentent aujourd’hui plus de deux tiers des APIs sur le marché pharmaceutique
mondial. Les molécules en développement sont de plus en plus complexes et engendrent des
procédés de syntheése et de génération du solide difficiles a maitriser. Parmi ceux-ci, la
cristallisation des sels reste relativement peu étudiée a cause des multiples parameétres jouant sur la
solubilité¢ du produit. Alors que classiquement, le travail autour des probléemes de cristallisation
s’effectue en jouant sur la nature du solvant, la concentration du soluté, la température et
I’hydrodynamique ; la cristallisation des sels nécessite de travailler sur de nouveaux facteurs
comme le pH pour avoir une connaissance optimale de la solubilité du produit. La précipitation
liée a réaction de salification est un procédé supplémentaire a considérer pour cristalliser un
principe actif salifié.

Le développement pharmaceutique nécessite pendant les dix a quinze années de
développement d’un produit jusqu’au dépot d’un dossier de demande d’autorisation de mise sur
le marché, de produire régulicrement une quantité croissante de produit pour les besoins des
¢tudes cliniques, galéniques, toxicologiques... Pour cela, produire dans des conditions
reproductibles des cristaux avec des propriétés d’usage satisfaisantes est une nécessité afin de ne
pas étre confronté a des problémes d’industrialisation pendant 'extrapolation des procédés.
Typiquement, la formation de cristaux a facies aciculaire n’est pas souhaitée dans les procédés
industriels car ils sont responsables d’un grand nombre de problémes tout au long de la chaine du
traitement du solide humide, en commengcant par une mauvaise filtration. Il est admis en général
que ces cristaux n‘ont pas de faces a croissance lente perpendiculairement a la direction
longitudinale. Cependant, le choix du systéme a cristalliser sel/solvant peut étre fixé tres tot dans
le développement pharmaceutique, la marge de manceuvre autour du procédé de cristallisation est
alors mince pour améliorer les propriétés d’usage de la phase cristalline ciblée de PAPIL.

Afin de répondre aux problématiques industrielles liées au développement des sels
pharmaceutiques, Oril industrie (développement et production chimique des laboratoires Servier)
a financé en début 2007 cette these autour des objectifs suivants :

» Faire le point et comprendre les équilibres chimiques en solution pendant et apres
Iétape de salification de ’API. Peser I'importance du facteur pH sur les équilibres
chimiques et les équilibres thermodynamiques du soluté en suspensions (solubilité
en milieu aqueux et en milieu non aqueux)

» Proposer une méthode optimisée de criblage des conditions de cristallisation de
I’API afin d’élargir le choix des conditions de cristallisation avec des propositions
argumentées (facics, solubilité, phase, taille des cristaux)

» Etudier et comprendre les procédés de cristallisation extrapolables d’un sel dans
un réacteur agité de laboratoire

» Proposer une méthodologie globale pour aborder le développement de la
cristallisation d’un API

» Collaborer avec deux laboratoires académiques complémentaires pour travailler
sur les aspects fondamentaux de la cristallisation au Centre Interdisciplinaire de
Nanosciences de Marseille Luminy (CINaM) et sur la cristallisation en réacteur
agit¢é au Laboratoire d’Automatique et de GEnie des Procédés de Lyon
Villeurbanne (LAGEP)
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Pour répondre a ces problématiques, le manuscrit est articulé en quatre parties :

Tout d’abord, une premicre partie concerne le travail bibliographique qui a été fait en
amont des premicres expériences. Ce travail s’articule autour des notions essentielles a connaitre
sur la cristallisation (nucléation, croissance, agglomération...), les bases de cristallographie et le
polymorphisme et ses enjeux pour I'industrie pharmaceutique. Un accent important est porté aux
équilibres chimiques pour la formation des sels en général puis sur 'impact des conditions de pH
sur la solubilité des APIs salifiés. Cette théorie nous permet de comprendre les raisons du choix
d’un sel plutét que d’un autre. Ainsi, un rappel sur les étapes du développement pharmaceutique
prend un role important pour prendre du recul sur ce travail de théese.

A la suite de la bibliographie est présentée la partie “matériels et méthodes” reprenant
Iensemble des méthodes utilisées au CINaM et au LAGEP. La complémentarité des deux
laboratoires prend toute son importance pour proposer des méthodes de travail sur la
cristallisation a différentes échelles : du microlitre au millilitre au CINaM et la centaine de
millilitres au LAGEP. L’utilisation de microscopes équipés de platines Peltier mono ou multi
puits permet de suivre la cristallisation dans des vials de 1 mL pour effectuer un travail en amont
sur la cristallisation en réacteur agité homothétique. La caractérisation des poudres ex situ est
réalisée a I'aide d’un appareil de diffraction des rayons X, d’un appareil de calorimétrie a balayage,
d’un appareil thermogravimétrique, d’un microscope électronique a balayage, d’'un microscope a
force atomique. Des outils z situ (sonde FBRM et sonde de visualisation de la suspension) nous
permettent de comprendre les mécanismes de cristallisation au cours du procédé.

Le choix de la molécule d’étude est alors discuté pour expliquer l'intérét de travailler sur
un produit emblématique des probléemes rencontrés pour l'industrialisation des procédés : sel
chlorhydrate (sel le plus fréquemment choisi par les industries pharmaceutiques), base soluble
dans I’éthanol et insoluble dans I’eau, sel soluble dans I'eau et peu dans I’éthanol, phase du sel
développée par Oril industrie cristallisant sous forme d’aiguilles et posant des problemes a la
filtration.

Suit apres une partie importante concernant les résultats et la discussion de ces résultats.
L’analyse simple de la phase de la base et du sel soumis a des changements de température nous
révele que les aiguilles du sel sont des hydrates faciles a déshydrater, ce qui n’était pas connu au
début de I’étude. Une méthode est ensuite présentée pour mener a bien un criblage
polymorphique complet nous permettant en plus de connaitre la solubilité du sel dans 32 solvants
et une quinzaine de mélanges de solvants. Cette méthode répond au probleme de 'obtention d’un
maximum d’informations tirées d’un criblage a partir d’'un minimum de produit a consommer, le
tout en un minimum de temps a passer sur Pétude pour répondre aux contraintes de l'industrie
pharmaceutique. La mesure complete des solubilités de la base et du sel dans les mélanges
éthanol/eau nous permet, d’une part, de réaliser de nombreux essais de cristallisation de
monocristaux afin de comparer les structures cristallines des deux éléments et, d’autre part, de
mieux comprendre et piloter les procédés de cristallisation du sel en réacteur agité homothétique.
La méthode choisie pour Iétude de la cristallisation dans des conditions extrapolables a plus
grande échelle consiste a discuter des principaux procédés réalisables (nucléation primaire par
refroidissement, précipitation, relargage, évaporation, ensemencement) et de jouer sur les
différentes variables pour le meilleur procédé (ensemencement) pour comprendre I'impact de
ces variables sur les mécanismes de cristallisation de ’API salifiée.

Enfin, en conclusion, est proposé un schéma concernant la méthodologie globale
développée au cours de ce doctorat. Il reprend les points importants qu’il semble essentiel
d’utiliser tres tot dans le développement d’une nouvelle phase d’un sel pharmaceutique.
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Chapitre I :

Bibliographie

Quand une science est a bout d arguments, elle élargit son vocabulaire.

Jacques Deval
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La cristallisation est un changement d’état qui conduit, a partir d’une phase liquide ou
gazeuse, a un solide appelé cristal, de structure régulicre et organisée. La maitrise d’un procédé de
cristallisation nécessite des connaissances assez variées :

Thermodynamiques (équilibre de phases)

Cinétiques (nucléation et croissance de la phase cristalline)
En génie chimique (transfert de matiere et de chaleur)
Industrielles (géométrie des cristallisoirs)

V'V VYV

Globalement, on ne distingue que trois types de cristallisation, selon que celle-ci a lieu :
En phase gazeuse (condensation pour le zirconium et les chlorures d’aluminium)

VY V

En bain fondu (cristallisation des métaux et alliages, produits ultra purs (silicium) par
fusion de zone)
» En solution (la plus courante dans I'industrie chimique)

I. Notion de cristallisation en solution

Le phénomeéne de cristallisation est un déplacement vers un état d’équilibre sous des
conditions de température, de pression et de concentration particuliéres. La force motrice de ce
phénomeéne dépend de Iécart par rapport a ces conditions. Pour comprendre au mieux les
notions de cristallisation en solution, il est important tout d’abord de rappeler quelques
définitions fondamentales de solubilité et de sursaturation. Une partie importante de ce travail
bibliographique est rédigée avec I'aide de I'article de Roland Boistelle [BOISTELLE, 85].

1.1. Généralités

I.1.1. La solubilité

La solubilité, notée C, d’'un soluté dans un solvant est la quantité maximale de soluté qu’il
est possible de dissoudre dans une quantit¢é donnée de solvant sous des conditions de
température, de pression et de pH définies. Cela correspond a un équilibre thermodynamique
entre le soluté et le solvant. Tant que la concentration C, du soluté dans le solvant est inférieure a
C,, le soluté sera dissous; au-dela, la solution va relarguer 'exces de soluté sous forme solide pour
que la concentration tende vers la concentration d’équilibre C..

Thermodynamiquement, la solubilité est atteinte quand le potentiel chimique du soluté i
est le méme dans la phase solide et dans la phase liquide [MESPLEDE 00].

,Ui"q _/"iSOI =0 [Eq. 1]

Respectivement, le potentiel chimique dans la solution saturée et le potentiel chimique du
solide qui cristallise sont :

1" =" +RTIng," [Eq. 2] w =p " +RTIna™  [Eq. 3]

pihq potentiel chimique du soluté i dans le liquide (en].mol’l)
u’ " potentiel chimique du soluté i a pression standard pour le liquide (en J.mol™)

sol

B
u ' potentiel chimique de référence du soluté i, solide a pression standard (en J.mol ")

R la constante des gaz parfaits (en J. mol.K™) et T la température (en K)
a'! activité du soluté dans la phase liquide

potentiel chimique du soluté i dans le liquide (en J.mol ™)

YVVVVYVYYY

2> activité du soluté dans la phase solide
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A partir des équations [Eq. 1] et des équations [Eq. 2] et [Eq. 3], nous pouvons écrire a
I’équilibre que la composition d’une solution est fixe pour des conditions particulicres de
température et de pression:

lig
o sol °lig _ ai
Hi — Ui —RTInW [Eq4]
i

Ainsi, a 'équilibre, la variation d’un de ces parameétres va entrainer une modification de la
solubilité du soluté i. Henry Le Chatelier, en 1884 a exprimé ce phénomene par la loi générale de
modération dans le cadre d’un déplacement d’équilibre : “ Lorsque les modifications extérienres
apportées a un Systéme physico-chimique en équilibre provoguent une évolution vers un nonvel état d'équilibre,
l'évolution s'oppose anx perturbations qui I'ont engendrée et en modere l'effet.

L’expression générale de la solubilité en fonction de la température du milieu, a pression
constante a été donnée par Guggenheim. Elle relie la solubilité Cs (en moles de soluté par litre de
solvant) et la température en fonction de la variation d’entropie de la phase liquide et de la phase
solide, respectivement S;, et S

sol *

aC, Siiq ~ Sso
( j =| [Eq. 5]
aT P ,sat a/u| /acs

TP

Dans la plupart des cas, le systeme évolue vers une phase plus condensée, 'entropie de la
phase solide est inférieure a celle de la phase liquide, la différence entropique est positive et
provoque une augmentation du terme de gauche de [Eq. 5]. Autrement dit, la solubilité croit avec
la température, on parle d’une solubilité "directe". La courbe de solubilit¢é C=f(T) est croissante,
la partie sous la courbe est une zone de sous-saturation ou aucun cristal ne peut croitre. En zone
sursaturée, les cristaux peuvent croitre. On note tout de méme qu’il existe des systemes ou la
différence d’entropie des phases liquides et solides est négative, on parle d’une solubilité
“inverse”, en 'occurrence pour I'aprotinine [VEESLER 04] et quelques petites molécules comme
le sulfate de chrome III.

Le solvant et le soluté peuvent créer entre eux des interactions solvant-soluté de différents
types : ion-dipdle, dipole-dipole, van der Waals ou hydrogene. Ces interactions sont responsables
de la dissolution du soluté dans le solvant. On comprend alors que la nature du solvant (polaire
ou apolaire, protique ou aprotique, ionique ou non ionique...) aura une importance majeure sur
la solubilité du soluté. On parle d’une regle "like dissolves like" pour faire comprendre qu’une
molécule riche en groupements —OH aura une solubilité aqueuse importante et une solubilité
dans un solvant organique plus faible. Au contraire, un soluté riche en liaisons C-C aura une plus
grande solubilité dans un alcane.

De maniére pratique, la linéarité des points de solubilité est préférée pour permettre une
meilleure interprétation de ces points pour les traiter avec les régressions linéaires statistiques
classiques et en tirer des valeurs thermodynamiques. Lorsque les solutions ont un comportement
idéal (Rapport de la concentration d’une solution a son activité égal a 1), a pression et
température constante et sans transition de phase, ’équation 5 devient [GRANT 84 :

dina™  AH,

ar "Rz [Ead

»  a™ Pactivité du soluté i a saturation (solubilité) par rapport a son état standard
» AH, Penthalpie molaire partielle du soluté en solution (en J.mol™)

En général a, ol _ a st =y o C, [Eq. 7]
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P sol
L activité a*°

saturée dans laquelle C; est la concentration de soluté a I’équilibre (saturation). y;
coefficient d’activité du soluté. I.’équation 6 s’écrit de manicre plus classique :
dIinC, AH’ [Eq. 7]
dT  RT? '

Avec AH', Penthalpie molaire partielle apparente de la solution :

dInC
sj [Eq. 8]
T,P

représente Iactivité du soluté solide qui est en équilibre avec la solution
sat
est le

da
Dans le cas d’une solution idéale, (dInC;/d Ina;); , =1 [HOLLENBECK 80]

Dans son article, Grant émet ’hypothése que AH', varie de maniére linéaire en fonction de la
température au lieu d’étre indépendant de cette température :

AH"i =a+bT [Eq. 9]

AHT =AHi*{

dInC, a b
= +
dT RT? RT

Des équations 7 et 9, on obtient :

[Eq. 10]

a b
Lintégration de I’équation 10 donne : INC, = _ﬁ+EInT +C [Eq. 11]

L’équation 11 est la forme générale non linéaire de la variation de la solubilité en fonction
de la température absolue dans le cas d’une solution non idéale. Les analyses des régressions
linéaires entre In C, et 1/T d’un c6té et In T de lautre, permettent la quantification de la variation
de la solubilité. Ces analyses donnent les valeurs des 3 inconnues a, b et c.

Si b dans Péquation 10 est considéré comme négligeable, cela signifie que AH; est
indépendant de la température, 'équation 11 se simplifie pour donner la relation de van’t Hoff

[VAN’T HOFF 8¢] :
a
InC. =——+c .12
s RT [Eq. 12]

De I’équation de van’t Hoff, il est possible de tirer des grandeurs thermodynamiques.
L’évolution de la solubilité exprimée en fraction molaire X de la molécule en fonction de 1/T est
en principe une droite (solutions diluées idéales) dont la pente est a = AH, et 'ordonnée a
lorigine est ¢ = AS;/R. Par commodité, la fraction molaire est remplacée par la solubilité Cs [Eq.
12], ce qui n’affecte par la valeur de AH, mais ne correspond plus a la valeur de AS, calculée.

Si a est négligeable dans I’équation 10, nous obtenons la relation de Hildebrand
[HILDEBRAND 52] :

InC, :%InT +Cc  [Eq.13]

Les deux fonctions C, = f (T) [Eq. 12] et [Eq. 13] sont apparues comme fournissant une
bonne linéarité des points dans de nombreuses situations. La relation de van’t Hoff est préférée
des scientifiques pour un systeme solide/liquide ou la solution est idéale [YALKOWSKY 81]
méme si Hildebrand a montré théoriquement que le tracé In C, en fonction de InT peut fournir
une meilleure régression linéaire.

Une cassure, ou non linéarité, de la courbe de solubilité traitée par I’équation de van’t
Hoff traduit en général la présence d’espece polymorphe ou de solvates dans notre systeme.
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Autrement, la non-linéarité du traitement de données est due a un écart important par rapport a
I'idéalité de la solution de travail. Grant montre que cela est fréquent pour les molécules peu
solubles dans I'eau (dans le cas du traitement de la solubilité aqueuse) ou pour une température
d’études supérieure a 50°C. Vachon montre aussi que les parametres d’enthalpie et d’entropie
mesurés apres traitement des données par la relation de van’t Hoff sont particulierement affectés
par le traitement appliqué a la poudre (procédé de cristallisation, broyage) avant la mesure de la
solubilit¢ [VACHON 87]. Les observations de Vachon peuvent étre imputées a un effet cinétique
et non thermodynamique.

1.1.2. L.a sursaturation

La force motrice de la cristallisation est la différence des potentiels chimiques d’une
molécule du soluté dans respectivement les phases sursaturées et saturées. Cette force est
caractéristique de la sursaturation, représentant I’écart a I’équilibre thermodynamique permettant
de provoquer la nucléation.

Ap =Ky *T *|n(C£) [Eq. 14]

» Ap la force motrice en |
»  kj la constante de Boltzmann (k; =1.38%10% J.K")

La différence de potentiel chimique caractérise donc la tendance d’un soluté a sortir d’une
phase liquide pour former une phase solide. La sursaturation dune solution est Iécart a la
solubilité, elle s’exprime de plusieurs manicres : Sursaturation absolue AC [Eq. 15], Sursaturation
relative o [Eq. 16] ou par le rapport de sursaturation 3 [Eq. 17] :

_C-C,

AC =C-C, [Eq.15] o=

[Eq. 16] ﬂ=C£=0'+1 [Eq. 17]

S S

Les grandeurs B et o ont l'intérét d’étre normées et adimensionnelles par rapport a la
solubilit¢ C, afin de faciliter les comparaisons entre des systemes différents. Alors qu’il est
courant d’utiliser AC, cette valeur est trés dépendante des unités choisies, nous préférerons
travailler avec 3. Une méme valeur de 3 peut étre obtenue a des températures différentes si la
variation de la solubilité avec la température est importante. On note d’ailleurs que, de maniere
générale, les cinétiques sont plus élevées dans des conditions de forte concentration [PUEL 05].

Ainsi, nous pouvons mieux définir la zone supérieure a une courbe de solubilité. Il existe
une partie du diagramme de phase ou le soluté est sursaturé en solution, mais la force motrice
n’est pas assez grande pour pouvoir déclencher de soi-méme la cristallisation : il s’agit de la zone
sursaturée métastable. Cette zone est délimitée par une courbe de limite de zone métastable
(LZM). Au-dela de la LZM, nous nous trouvons dans des conditions de sursaturation labile ou la
solution génerera toujours des cristaux de maniere spontanée.

Pour obtenir un produit cristallisé a partir d’une solution, il est nécessaire d’agir
physiquement ou chimiquement sur la solution pour que la concentration du soluté dans la
solution dépasse la solubilité. Cela peut étre réalisé de différentes manieres :

Refroidissement (ou chauffage pour les solutés a solubilité inverse)

Evaporation isotherme de solvant

Relargage par ajout d’un tiers solvant

Précipitation (réaction chimique entre deux composés solubles qui crée un produit
insoluble)

Modification du pH de la solution dans certains cas

YV VVVYVYV
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Apres ces considérations générales, plagons-nous dans une situation telle que la formation
des cristaux devienne possible par refroidissement de la solution [Fig. 1]. Quand on refroidit la
solution initialement caractérisée pas la température T, et la concentration C; (point M sur la
figure 1), on se déplace sur une ligne horizontale et cela, aussi longtemps que les cristaux
n’apparaissent pas. Apres franchissement de la courbe de solubilité (ou courbe d’équilibre), les
cristaux apparaissent brutalement a une température qui représente la limite de la zone métastable
et qui correspond a une sursaturation initiale parfois tres forte (une différence entre T, et T, de
plus de 10°C n’est pas rare). Cette appatition brutale de cristaux se fait par nucléation primaire
(NP). Une fois les cristaux nés, ils vont grossir (croissance — C) générer de nouveaux germes par
chocs entre eux ou avec une paroi du cristallisoir, c’est dans ce cas, la nucléation secondaire (NS).
Puis ils vont éventuellement s’agglomérer (A) ou se briser (B) et murir.

N
c Limite de ! Courbe de
métastabi]ité/ solubilité
Zone labile one
. £ M
coyr-- - - - - - - - — -« — — - —
! |
! |
|
C
Nucléation ! |
spontanée | : |
| | |
| | |
| | |
| |
| | |
[ | |
Ct |- 1 | |
1 1 | I
>
Tt Tc Ts Ti T
Figure 1 : Evolution de la concentration d’un soluté au cours d’une cristallisation par
refroidissement

Une fois que la solution est sursaturée, le soluté peut nucléer dans un délai tres variable
selon les conditions du milieu : Concentration, sursaturation, nature et présence d’impuretés,
géométrie du cristallisoir, etc. Il existe plusieurs types de nucléation dont nous allons définir les
aspects fondamentaux dans les paragraphes suivants.

1.2. La nucléation

Dans une solution sursaturée par rapport a un soluté, les molécules dissoutes dans le
solvant diffusent de manicre aléatoire, on parle de fluctuation locale de la densité. Parfois, ces
molécules se rencontrent en nombre suffisant pour former des départs de germe ou "clusters” a
partir desquels le cristal peut commencer a se former. Plusieurs types de nucléation peuvent avoir
lieu :

» La nucléation primaire homogéne, formation de germes dans le volume de la solution
dépourvue de cristaux de la phase a nucléer

» La nucléation primaire hétérogene, formation de cristaux sur un support autre que des
cristaux de la phase a faire nucléer (aspérités sur les parois, impuretés solides,...)

» La nucléation secondaire, nucléation de germes a partir de cristaux de soluté déja présents
dans la solution, par exemple a cause d’un ensemencement

Quand la sursaturation du soluté dans la solution est établie, on active le processus de
nucléation du soluté. La nucléation met en jeu une énergie, appelée AG, énergie libre de
germination.
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I.2.1. La nucléation primaire homogéne

Dans le cas ou I'apparition des germes se fait dans un milieu ou n’existe encore aucun
cristal de la phase qui précipite, on parle de nucléation primaire. Elle est caractérisée par une
sursaturation suffisante pour fournir Iénergie nécessaire a la formation de germes de taille
critique, c'est-a-dire suffisamment gros pour étre stables. Ces germes peuvent se former dans le
volume de la solution, c’est la nucléation primaire homogene dont la théorie a été largement
reprise par Chernov [CHERNOV 84]. Plus tard, Markov a étudié les mécanismes de la
nucléation, et validé cette théorie, selon les mémes principes que celui de la formation de gouttes
de liquide dans une phase vapeur saturée [MARKOV 95].

Thermodynamiquement, la création d’un germe revient a la création d’'un volume et
d’une surface :

AG = AG

+ AGsurf [Eq 18]

vol

La formation du volume entralne un gain en énergie, mais nécessite de fournir une
énergie antagoniste pour former la surface d’un germe. La solution, par la sursaturation apporte
cette énergie. L’énergie libre d’activation de germination s’écrit aussi :

AG =-n*k, *T*In(B)+ > S, *7, [Eq. 19]

» 1 le nombre de molécules dans le germe
» S, la surface de chaque face du germe (en m?)
» v, Iénergie interfaciale Cristal/Solution pour chaque face i (J.m?)

Le caractere antagoniste du terme de volume et du terme de surface [Eq. 19] implique
que le germe, qu’il soit bidimensionnel ou tridimensionnel, doit, pour continuer d’exister,
dépasser une taille critique r~ [Fig. 2] au-dela de laquelle le germe devient stable et peut croitre, ou

en dessous de laquelle il va se dissoudre.

M
AG

Terme de
surface

Rayon du germe\"

Terme de
volume

Energie d'activation de germination

Figure 2 : Enthalpie libre d’activation de germination en fonction du rayon du germe

SiI'on suppose que le germe est sphérique, de rayon r, composé de molécules de volume
Q, I'équation 19 s’écrit :
Arxr®

AG = 20 *Kke *T *In(B) +4.zr’y [Eq. 20]

La taille critique t et énergie libre d’activation critique AG™ correspondant a I’équilibre
instable SAG/8r=0 s’écrivent :
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* *
r :& [Eq. 21]
kg *T *In(p)
* k()2 *,,3
AGH = 1Ty [Eq. 22]

3% (kg *T *In(B))’

L’équation 21, également appelée "relation de Gibbs Thomson Freundlich" montre que la
taille du germe critique t~ est d’autant plus petite que la température ou la sursaturation est grande
ou que I’énergie interfaciale est petite. De méme pour 'équation 22, I'enthalpie libre nécessaire a
la formation du premier germe est d’autant plus petite que la température ou la sursaturation est
grande.

La cinétique de nucléation primaire homogene consiste a déterminer la fréquence a
laquelle des germes de taille critique intégrent une molécule de soluté et deviennent stables en
solution. Le mod¢le cinétique dépend donc de la probabilité de rencontre entre les germes de
taille critique et les molécules de soluté. Dans la littérature [RASHCHIEV 03] et MERSMANN

01], la vitesse de nucléation est exprimée sous la forme suivante :

AG”

kg.T
P fynom €5t 12 vitesse de nucléation primaire homogene (en Nombre.m?.s™)
» A, est le facteur pré-exponentiel (en nombre.m™.s™)
>

t(B) le facteur lié a la sursaturation

Kashchiev a proposé deux expressions du facteur pré-exponentiel selon le type de
mécanisme limitant (diffusion volumique ou intégration des molécules aux germes). Ces
expressions sont données dans le tableau 1.

Mécanisme
Auteur . Apom £(®)
. . DAB'C*'Na kBT
Diffusionnel BIn(@)
Q Vi
[KASHCHIEV 03]
Intéorati Dy C*N A7) | 7 ¢
ntégration L7 < LT =
& e 30 )\ kT
3 k., T
IMERSMANN 01] . 5 Dae (C*N,)™ = g

Tableau 1 : Paramétres de cinétique de nucléation primaire homogéne

» N est le nombre d’Avogadro (6,022%10* molécule.mol )
» D, est la diffusivité du soluté dans le solvant (en m’.s™)

Si les auteurs divergent sur I'expression des différents facteurs, les expressions obtenues
montrent toutes une forte non-linéarité de la vitesse de nucléation avec le degré de sursaturation.
Cette tres forte non-linéarité est a origine de I'existence de la limite de zone métastable, car en
dessous d’une valeur critique de sursaturation, les formules donnent une valeur de ry,,, quasi
nulle.
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I.2.2. La nucléation primaire hétérogéne

Siles germes se forment sur les parois du cristallisoir, sur 'agitateur ou sur des particules
solides qui flottent dans la solution, la nucléation est dite primaire hétérogene. La différence entre
ces deux types de nucléation primaire vient du fait que moins de molécules sont nécessaires pour
former le germe critique qui est la calotte sphérique en nucléation hétérogene [PUEL 05].

Dans le cas d’un germe tridimensionnel, I’énergie nécessaire a la création des germes est
diminuée par la présence de particules solides (impuretés). Cette diminution énergétique est
directement liée a ’'angle de contact « entre le germe et le substrat (particule étrangere).

vl

Solution

Germe cristallin ¥

15

Figure 3 : Nucléation d’un germe tridimensionnel sur un substrat

Vg €st la tension interfaciale germe / solution (en J.m™)
v, est la tension interfaciale substrat / solution (en J.m™)
Y. est la tension interfaciale substrat / germe (en J.m™?)
a est 'angle de contact substrat / germe (en rad)

YVVYV

A partir de Péquation 22 et de Iéquation de Young [Eq. 24|, on définit un facteur de
réduction d’énergie f, ., compris entre 0 et 1 tel que :

7sl = 7gs + 7gl .COS(a) [E‘q 24]
2+ cos(a))(1- cos(ax))?
f - eose—coste) -
AG,, =f. . AG [Eq. 26]

Comme le facteur de réduction énergétique est inférieur a 1, la barriere énergétique de
nucléation primaire hétérogene est plus petite que énergie libre de germination pour une
nucléation homogene. On en déduit que sa limite de zone métastable sera elle aussi plus faible.
Toutefois, si o ~180°, le mécanisme est assimilé a la nucléation primaire homogene. Si o ~0°, il
s’agit de nucléation bidimensionnelle. Dans ce cas, on assimile le germe a un disque de hauteur
équivalente au diameétre moléculaire d,, [RAISHCHEV 03] (figure 4).

r

Solution %‘

Germe cristallin /l\dln

Substrat

Figure 4 : Nucléation d’un germe bidimensionnel sur un substrat

La aussi, la barriere énergétique a franchir pour provoquer la germination est inférieure a
I’énergie libre de nucléation primaire homogene. La vitesse de nucléation primaire hétérogene est
équivalente a [Eq. 23] a lexception du facteur préexponentiel (A, au lieu de A, ). Selon
Mersmann [MERSMANN 01] la valeur de A, est directement proportionnelle a la surface de
substrat par unité de volume.
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1.2.3. La nucléation secondaire

Au contraire de la nucléation primaire, la nucléation secondaire de contact n’existe qu’en
solution et peut agir des les tres faibles sursaturations puisqu’elle est lancée a partir de cristaux de
I'espece présente en solution. Les interactions entre particules favorisent le décrochement de ces
nouveaux cristaux (micro attrition), qui viennent alors peupler la suspension de plus fines
particules. Comme pour la nucléation primaire hétérogene, le germe critique aura besoin d’un
nombre de molécules moins important que celui nécessaire a la nucléation primaire homogene.
De Jong exprime la cinétique de nucléation secondaire par I'expression suivante [DE JONG 84] :

Mo =Ke"ac' c,’ [Eq. 27]

free 12 fréquence de nucléation secondaire (en Nombre.m?.s™)

K est une terme dépendant de la vitesse et de la nature de lagitation ainsi que la
température

e est énergie transmise par Iagitateur (en W.kg™)

C,, est la concentration massique des cristaux en suspension (kg.m”)

1, j et h sont des exposants

VVYV VYV

Les valeurs des exposants i, j et h de I’équation 27, calculées par analyse dimensionnelle,
sont respectivement entre 0,5 et 4, 0,5 et enfin entre 0 et 1. Ces nombres dépendent du matériau
cristallisé ainsi que des conditions hydrodynamiques dans le réacteur. Dans sa publication, De
Jong montre que le type d’agitateur a une influence du simple au quadruple sur la constante K.

La nucléation secondaire surfacique est un phénomeéne qui nécessite aussi de franchir une
barriere énergétique pour avoir lieu. L’augmentation de la sursaturation génere des surfaces
rugueuses en raison de apparition de germes bidimensionnels [MERSMANN 01]. De nouveaux
germes peuvent apparaitre sur les premiers conduisant a la formation de dendrites [DIRKSEN
91]. La seconde étape du mécanisme est le détachement des nucléis. Elodie Verdurand a montré
que le détachement des nucléis est précédé d’une croissance imparfaite des cristaux de semence a
forte sursaturation [VERDURAND 05]. De plus, le niveau de sursaturation doit étre suffisant
pour assurer la survie des nucléis [MERSMANN 01]. Du point de vue thermodynamique,
Mersmann se calque sur I’équation 22 et calcule I’énergie libre de formation d’un germe :

3
* ﬂ']/ 'dinter'dm mq 28]

AG,, =
ut kT,.Inp

» AG,, est 'enthalpie libre critique d’activation surfacique (en J.mol ")
> d,

nter

» d,, estle diamétre moléculaire (en m)

est la distance intermoléculaire (en m)

Mersmann inclut alors un facteur d’efficacité E relatif au détachement et a la survie des
nucléis secondaires pour le calcul de la cinétique de nucléation secondaire surfacique fy,, La
densité de surface disponible de cristaux a. (en m”.m”) intervient également dans la relation
suivante :

*

AG surf

D
r-Nsurf =E.a,. A2 -EXp _W
B"

c 4
dp

[Eq. 29]
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I.2.4. I’ensemencement et ’amorcage

Nous séparerons ici les phénoménes d’ensemencement et d’amorgage qui ne
correspondent pas aux mémes mécanismes de nucléation :

» L’amorcage est lintroduction de cristaux entre la solubilité et la limite de la zone
métastable. Ces cristaux provoquent une nucléation primaire hétérogéne a leur contact. Il
n’est pas nécessaire d’utiliser comme amorce du produit a cristalliser pour provoquer la
nucléation primaire hétérogene, un corps étranger au produit peut la provoquer.

» L’ensemencement est Uintroduction des cristaux, en quantité suffisante, de la phase que
lon cherche a cristalliser. Si la vitesse de croissance est élevée, la semence se mettra a
croitre et la nucléation pourra étre évitée.

L’ensemencement est une opération d’introduction de cristaux de taille généralement
calibrée dans une solution sursaturée. Le but est d’ensemencer dans la zone métastable pour
favoriser la croissance de la semence en évitant la nucléation primaire et ainsi controler la
granulométrie. Si la semence est introduite sous forme seche, les nucléis sont des débris cristallins
formés 2 la surface des cristaux de semence.

L’ensemencent est couramment utilisé car il permet d’éviter le blindage des réacteurs et
d’assurer un meilleur controle de la taille des particules. En admettant I’'absence de nucléation et
en écrivant alors ’égalité du nombre de particules entre le début (semence) et la fin de 'opération,
on obtient [PUEL 03]:

—Lo| -t [Eq. 30]

M, est la masse de semence introduite (en kg)
M est la masse finale de cristaux obtenus (en kg)
d, est la taille des particules de semence (en m)
d; est la taille finale des particules (en m)

YVVYVY

L’équation 30 est par contre tres limitée dans son utilisation, car elle n’est valable qu’en
absence totale de nucléation, ce qui n’est presque jamais le cas.

I.2.5. Diagramme de phase et nucléation

Beckmann insiste dans un article sur le fait que la nucléation est d’abord une fonction de
la sursaturation avant d’étre dépendante de de la technique de cristallisation. On réalise alors
I'importance de connaitre le diagramme de phases du soluté a cristalliser [BECKMANN 99]. 11
est possible de situer sur un diagramme de phase C={(T) les différentes zones de nucléation en

plus de la courbe de solubilité. I.a zone sursaturée peut étre divisée en 4 parties sur la figure 5.
B

Concentration “

N
p 7
Température

Figure 5 : Limites de zone métastable des mécanismes de nucléation
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» Lazone 1:les nucléis ne peuvent se former que par nucléation secondaire de contact, dés
qu’il y a des cristaux présents en suspension. La cinétique de germination est peu intense
et maitrisée. C’est aussi la zone de prédilection de 'ensemencement et du fonctionnement
des cristallisoirs industriels. Ici, les autres mécanismes de nucléation sont inactifs.

» La zone 2: toujours en présence de cristaux, la sursaturation est suffisante pour que la
nucléation secondaire surfacique se produise. Cette derniére est alors dominante devant la
nucléation secondaire de contact toujours en cours. Il n’y a toujours pas de germination
primaire.

» La zone 3 : la nucléation primaire hétérogene se développe et compléte la production de
germes. Les nucléations primaires hétérogene et secondaire surfacique dominent par leur
cinétique la production de germes. Il faut atteindre cette zone pour créer les premiers
germes en solution si aucun ensemencement n’est réalisé en début de cristallisation.

» la zone 4: les germes se forment trés majoritaitement par nucléation primaire
homogene. Ce mécanisme est tellement intense qu’il masque en général tous les autres
mécanismes qui existent toujours.

Savoir qu’il existe plusieurs limites de zone métastable selon le mécanisme de nucléation
est important, mais de maniére classique, la connaissance de la LZM de nucléation primaire
homogene par rapport a la courbe de solubilité est suffisante. Ainsi, selon ’éloignement de point
de fonctionnement par rapport a la courbe de solubilité et sa proximité de la LZM, nous pouvons
piloter de maniere théorique un procédé de cristallisation par refroidissement. La figure 6 reprend
quelques exemples de pilotage d’'un procédé avec une concentration de soluté connue M a haute
température, par rapport a son diagramme de phase.

c LZM Cs c LZM Cs c LZM Cs c LZM Cs

Nucléation
primaire

Nucléation

primaire M Ensemencemént M Ensemencemént M

T T T T
a b [4 d

a : Cristallisation non ensemencée, a vitesse élevée de croissance

b : Cristallisation non ensemencée, a faible vitesse de croissance et refroidissement trop rapide

¢ : Cristallisation avec ensemencement, a vitesse élevée de croissance

d : Cristallisation avec ensemencement, a faible vitesse de croissance et refroidissement trop rapide, ou bien
cristallisation avec ensemencement insuffisant

Figure 6 : Evolution de la concentration du soluté en phase liquide lors d’une opération de
cristallisation discontinue

YV VYV

En figure 6-a, la nucléation primaire fait apparaitre les cristaux lorsque la concentration de
soluté en solution atteint la limite de la zone métastable. Ces cristaux croissent en consommant la
sursaturation créée par la poursuite du refroidissement. La vitesse de croissance est essentielle, si
elle est élevée, la concentration du soluté en solution se rapproche de la solubilité. Si elle trop
lente ou que le refroidissement est trop rapide, alors le soluté disponible n’est plus entierement
consommé par la croissance et la concentration du soluté en solution évolue jusqu’a toucher a
nouveau la limite de zone métastable pour une autre nucléation primaire [fig 6-b]. Le risque de
toucher une limite plus basse, celle de la nucléation secondaire existe méme. La limite de zone
métastable étant dépendant de Iagitation, de la température et de la présence d’impuretés, il est
nécessaire d’ensemencer pour maitriser le phénomene de nucléation [fig 6-c] et d’éviter apres de
refroidir trop vite, ce qui provoquerait une nucléation primaire [fig 6-d] synonyme de la présence
de deux populations de cristaux en fin de cristallisation.
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1.3. La croissance des cristaux

Lorsque le germe a dépassé une taille critique, il se met a croitre et cette croissance durera
tant que le milieu restera sursaturé. La croissance cristalline est régie par le transport des
molécules de soluté vers la surface du cristal (diffusion) et par leur intégration au sein de la
structure cristalline. Le cristal est toujours limité par des faces planes I¥ (Flat), les faces rugueuses
en escalier S (Step) ou en crans K (Kink) [fig. 7], chacune de ces faces ayant une vitesse de
croissance différente. Les faces S et K ont tendance a disparaitre rapidement. Les faces F peuvent
croitre selon deux mécanismes :

» Par germination bidimensionnelle Fa (cristal parfait)
» Par dislocation Fb, création de surfaces hélicoidales (formation de gradins, dislocation vis)

i Fb

Figure 7 : Représentation schématique des différentes faces d’un cristal [PUEL 03]

Les dislocations vis sont générées par un cisaillement dans une partie limitée du cristal.
On dit que la dislocation émerge sur la face du cristal [fig. 8]. Cette face n’est plus tout a fait
plane, mais plutot hélicoidale. Les molécules de soluté qui s’adsorbent sur cette face sont piégées
le long du gradin ou elles trouvent des sites de croissance. Le gradin va alors s’enrouler autour du
point d’émergence de la dislocation, au point de former une spirale de croissance [fig. 9].

/.
N\

Figure 8 : Schéma d’une dislocation vis Figure 9 : Spirale de croissance polygonale[PUEL 05]

Dans les modeles souvent utilisés, la croissance est résumée en une étape de diffusion et
une étape d’intégration. La vitesse de croissance est alors égale a la vitesse de Iétape limitante.
Selon le cas, on parle de régime limitant. La croissance cristalline est schématisée en figure 10.

O
*Q\ VA N
5 - w/:'
ol Y

Figure 10 : Btapes de la croissance cristalline
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: Diffusion de la molécule entourée du solvant a travers la couche limite
: Adsorption a la surface du cristal

: Diffusion 2 la surface du cristal

: Attachement 2 une marche

: Diffusion dans la marche

: Libération totale ou partielle du solvant (désolvatation)

: Intégration au réseau cristallin

VVVVYVVY
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Plusieurs modeles décrivent précisément le mécanisme d’intégration, dont le modele BCF
(Burton, Cabrera et Franck) [BURTON 51]. A faible sursaturation, la vitesse de croissance est
proportionnelle au carré de la sursaturation alors que la vitesse devient linéaire vis-a-vis de la
sursaturation quand celle-ci croit [AQUILANO 01]. Ce modele prend en compte la diffusion du
soluté et I'intégration des molécules au réseau cristallin comme étant deux résistances au transfert
de matiére en série selon le modéle du film [NYVLT 71] [fig. 11]. A Iapproche du cristal, les
molécules de soluté traversent une couche de diffusion d’épaisseur 8, et une couche d’adsorption
d’épaisseur 8,. La concentration du soluté entre ces 2 couches est la concentration a I'interface
Cristal/solution C; et la concentration sur la surface du cristal est la solubilité, concentration
d’équilibre C..

Couche de

diffusion Cgyuche
Concentration d'adsorption
| aad

Cristal
Ci|________{_____
Cs| - —————_ 41 ____ \_~_\_:>-
Solution 6d fia
b4

Figure 11 : Profil de concentration vers la surface d’un cristal selon le modele du film

La diffusion du soluté dans la couche limite qui entoure le cristal est régie par la loi de
Fick avec ], la densité du flux molaire par diffusion (en mol.m”.s™) [LIETO 98]:
o

Jq :_DAB'g [Eq. 31]

SiTon considére que le gradient de concentration dans la couche de diffusion est linéaire,
on peut écrire avec k, le coefficient de transfert de matiére (en m.s") :

k, = [;AB [Eq. 32] et J,=k,.(C-C) [Eq. 33|
d

La diffusivité du soluté peut se calculer par la corrélation de Wilke et Chang [WILKE 55]
Tps MM

0,6
HgN s
g est le facteur d’association du solvant

D, =7,4.107. [Eq. 34]

MMj; est la masse molaire du solvant (en g.mol-1)
g est la viscosité dynamique du solvant (en cp,)
V, est le volume molaire du soluté en diffusion (en cm’.mol™)

YVVYV
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Le calcul du coefficient de transfert de matiere k, se fait a I'aide de corrélations établies
avec l'analyse dimensionnelle a base des nombres de Sherwood, de Schmidt et de Reynolds
(particulaire). Le coefficient k, intervient dans le nombre de Sherwood qui caractérise le transfert
de matiére convectif par rapport a la diffusion moléculaire (d étant une dimension caractéristique
de la particule en metres) :

k,.d
D g

Sh=

[Eq. 35]

Le nombre de Reynolds particulaire est caractéristique de I’écoulement de la solution
autour de la particule MERSMANN 01] :

el N,.d,’
Re, =0,139.( > )9 ( y )01 [Eq. 36]

¢ est la puissance d’agitation par unité de masse de suspension (en W.kg")

N, est la vitesse de rotation de agitateur (en tr.s™)

d, est le diameétre de Pagitateur (en m)

v est la viscosité cinématique de la suspension (en m®s™). On rappelle que la viscosité
cinématique est le rapport de la viscosité dynamique sur la masse volumique.

Y VVYVYYV

Le nombre de Schmidt caractérise I'aptitude de la solution a transférer le soluté :
1%
Sc=—— [Eq. 37]
Ds

Il existe plusieurs modeles pour relier ces nombres adimensionnels [SCHWEICH 01].
Nous retiendrons 2 variantes. Herndl et Mersmann donnent une corrélation pour des particules
solides de taille supérieure a 50pm [HERNDL 72]:

Sh=2+0,6.Re,"*.5¢*"? [Eq. 38]

Armenante et Kirwarn ont affiné cette relation pour des particules plus petites que 35um
[ARMENANTE 89]:

Sh=2+052.Re, " .Sc"? [Eq. 39]

Plus le coefficient kd est élevé, moins le mécanisme de croissance est limité par I’étape
diffusionnelle, mais plutot par 'intégration des molécules au réseau cristallin.

En partant du modele du film, Nyvlt calcule la vitesse linéaire de croissance G, définir
comme la variation de la taille du cristal L au cours du temps [Nyvlt 71] :

_dL_ ¢ _ce)e
R TREyY) k,.(C—Cs) [Eq. 40]

» o est la masse volumique du cristal (en kg.m”)
>k, et g sont respectivement le coefficient et 'ordre cinétique global de croissance
» et §, sont les facteurs de forme surfacique et volumique
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1.4. Le murissement d’Ostwald

Le murissement d’Ostwald intervient a ’équilibre du systéme entre les cristaux et la
solution, c’est un phénomene isotherme et a masse cristallisée constante. Il met en jeu la variation
de la solubilité avec la taille des cristaux. La loi de Gibbs-Thomson-Ostwald-Freundlich exprime
cette variation, en émettant I’hypothese que les particules considérées sont sphériques
[BARONNET 82] :

CS(L)) _ 4.04.MM

In 2 N
e )= o rTLr et
» C,/L): Concentration critique (en mol.L")
> o,: Energie libre de surface (en J.m?)
» L*: Rayon critique du cristal en m)
>

MM, : Masse molaire du soluté (en g.mol™)
Cette expression montre que les petites particules sont plus solubles que les grandes.
Ainsi, a ’équilibre, les petits cristaux (<lum, sinon cinétique trop lente) vont avoir tendance a se
dissoudre et a favoriser la croissance des plus grosses particules, par apport de soluté
supplémentaire. On parle alors de sursolubilité des petits cristaux [PUEL 05].

I.5. I’agglomération

L’agglomération est un phénomene de collage de petites particules entre elles, afin de
former de plus grosses particules. Le processus d’agglomération [Fig.12] met en jeu la rencontre
puis la collision, I'association puis la consolidation de plusieurs cristaux [MERSMANN 01]. Deux
types d’agglomération peuvent intervenir :

I’agglomération primaire, concernant les particules plus petites que Tum.

» L’agglomération secondaire, qui s’applique 2 de plus grosses patticules, induite soit par le
mouvement brownien des particules, soit par les forces de cisaillement dues aux
conditions d’agitation ou a la géométrie du réacteur.

A B C D
000, Jerss o
0 < (o] —T QO o —
aa p 4] o< (7]
Petites particules Collision et association Consolidation Formation
isolées des particules du floc d'un aggrégat

Figure 12 : Représentation schématique des différents stades de ’'agglomération [PUEL 05]

I.6. La cristallisation avec additifs ou impuretés

En chimie fine, la présence d’impuretés chimiques pendant une étape du procédé ou
méme dans le produit final est classique. Un des roles du chimiste organicien, du chimiste
analytique et de 'ingénieur procédés est de réduire au mieux la présence de ces impuretés de
I'ordre de la centaine de ppm jusqu’a une valeur nulle. Pour I'industrie pharmaceutique, le taux
d’impuretés chimiques doit étre drastiquement faible et les valeurs maximales sont imposées dans
la monographie du principe actif pour une demande de mise sur le marché. En général, plus la
molécule organique est complexe, plus le nombre d’impuretés est important. Les impuretés
peuvent avoir aussi un effet sur la cristallisation, en général inhibiteur, mais théoriquement aussi
catalyseur d’'un mécanisme de nucléation ou de croissance. S’il est difficilement pensable d’ajouter
volontairement un sous-produit ou un additif dans un procédé de fabrication d’un principe actif,
il peut étre important d’en étudier les effets au laboratoire a des fins préventives.
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Davey retrace T'historique des études réalisées a ce sujet [DAVEY 91]. Buckley a tout
d’abord publié¢ l'intérét de modifier la croissance de sels comme les nitrates de potassium et de
sodium, le chlorure de sodium ou encore le sulfate d’ammonium. Weissbuch a introduit en 1985
la notion d’additif sur mesure ou "tailor made" avec une approche structurale [WEISSBUCH 01].
Il décrit une méthode qui permet de choisir au mieux un additif selon la structure du soluté a
cristalliser. Les additifs sont des molécules qui agissent sur les faces du cristal par adsorption ou

désorption sur une face [fig. 13].

-~ ——
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Figure 13 : Adsorption d’additifs sur un cran(a), un escalier(b) ou une face place(c)[CAILLET 06

Il est courant de dire que la premicre impureté ou additif est le solvant car il se trouve a
Pinterface soluté / cristal. Ces molécules (impuretés ou additifs) peuvent s’incorporer dans la
structure cristalline conduisant a la formation d’un hydrate ou d’un solvate (notions définies plus
loin dans le manuscrit), peuvent modifier la morphologie et le facies cristallin voire controler la
phase qui va apparaitre (mécanisme cinétique), d’ou I'importance du choix du solvant. La
littérature est riche d’exemples ou une impureté modifie grandement la qualité cristalline des
cristaux attendus. Les exemples suivants illustrent la diversité des résultats obtenus :

» Pfeffer et Boistelle ont étudié 'effet des additifs sur la morphologie et le faciés de
I'acide adipique [PFEFFER 96]
Garnier a pu modifier le faci¢s des cristaux de B-lactose en réduisant la vitesse de
croissance d’une face avec I'addition de a-lactose [GARNIER 02]
La cinétique de dissolution d’un énantiomere du chlorhydrate de méthionine a été
réduite avec l'action d’un additif [ZBAIDA 00]
Garcia observe une modification de la cinétique de transition de lirbesartan en
présence d’acide adipique et de dodécyl ammonium [GARCIA 00]
Une seule fois, un additif a permis d’augmenter la vitesse de croissance d’une face
du triphosphate de sodium hexahydraté avec un peu de dodécylbenzéne
sulphonate de sodium [TROOST 68]
» Rarement, le soluté lui-méme joue le role d’additif et modifie la cristallisation, on
parle de "self-poisoning" pour Ta-glycine [TOWLER 04] et la-resorcinol
[WEISSBUCH 00]

YV ¥V ¥V V

En fait, 'adsorption d’une substance sur un germe ou cristal peut théoriquement aboutir a
une augmentation de la fréquence de nucléation et de la cinétique de croissance, en revanche on
ne 'observe jamais. Il suffit d’une quantité infime d’impuretés ou d’additifs pour retarder, voire
empécher la nucléation et la croissance. Lors de I'ajout d’une plus grande quantité d’impuretés, la
nucléation primaire hétérogene est favorisée et 'on peut quelques fois observer une augmentation
de la cinétique de nucléation du fait du changement de mécanisme.
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I1. Le polymorphisme

Le polymorphisme (mot d’origine grecque signifiant "plusieurs formes") peut étre défini
par I'aptitude d’une molécule donnée a exister a I’état solide, suivant une méme structure primaire
(enchainement atomique), sous différentes structures cristallines. Autrement dit, une méme
espece chimique peut exister sous différentes formes solides avec des mailles cristallines
différentes. Lorsque le phénomeéne s’adresse a un seul élément chimique, on parle de variété
allotropique. L’exemple le plus connu d’especes allotropiques est le cas du carbone, avec le
graphite (réseaux de plans datomes de carbone formant une maille hexagonale ou
rhomboédrique) et le diamant (tétracdres arrangés dans une maille cubique).

Avant tout, distinguons le polymorphisme du pseudo-polymorphisme (abus de langage
fréquent). Le pseudo-polymorphisme concerne linclusion dans la structure cristalline d’une
quantité steechiométrique au soluté de molécules de solvant, créant une entité bien différente de
celle de départ, il ne s’agit plus de la méme phase. Si le solvant est de I'eau, on patle de produit
hydraté et s’il s’agit de solvant organique, on patle de solvate. Par exemple, étant donné que
chimiquement, le soluté A trihydraté [A, 3H,0] n’est plus le méme produit que le soluté anhydre
[A], on ne peut les comparer en terme de structure cristalline : il ne s’agit pas des mémes phases
et ne peuvent étre considérées intrinséquement comme polymorphes.

Deux polymorphes d’une méme molécule ont une structure différente ce qui a pour effet
d’attribuer des propriétés physiques différentes (température de fusion, solubilité, etc) [PUEL 04].
Il faut faire trés attention au fait que les cristaux de deux polymorphes n’ont pas forcément des
facies différents. De la méme maniere, des cristaux au faciés différents peuvent cacher la méme
structure cristalline (la différence de faci¢s pouvant provenir de la méthode avec laquelle le soluté
a été cristallisé). I’obtention des clichés de poudre par diffraction des rayons X est la méthode
d’analyse la plus discriminante pour juger du polymorphisme [VEESLER 05].

I1.1. Les différents types de polymorphisme

En ce qui concerne les molécules organiques, on distingue couramment deux types de
polymorphisme :

» Le polymorphisme de position. Les molécules peuvent avoir ici différentes positions dans

la maille cristalline. C’est le cas de la DL-Méthionine [Fig. 14], qui présente une forme o

et une forme B, qui cristallisent dans un systtme monoclinique (respectivement 4 et 8

molécules dans la maille cristalline) [PUEL 07].

Figure 14 : Deux formes polymorphiques connues de la DI.-Méthionine [PUEL 07]

» Le polymorphisme de conformation. Les différents conformeres d’une molécule solvatée
peuvent entrainer différentes conformations de la molécule dans le réseau cristallin. C’est
Iexemple de Tacide 2,6-dihydrobenzoique [Fig. 15] [DAVEY 02], dont les deux
conformeres préférentiels cristallisent soit dans le systeme monoclinique (forme 1), soit
dans le systeme orthorhombique (forme 2) a raison de 4 molécules par maille [RIGHINI
00].
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Conformation 1 Conformation 2
H
0.0 '
; ~ 0O,
| i ST
0 o
- 0 0

1 liaison hydrogene intermoléculaire 2 liaisons hydrogenes intermoléculaires
1 liaison hydrogene intramoléculaire

Figure 14 : Deux polymorphes de conformation de I’acide 2,6-di hydro benzoique [PUEL 07]
Les forces mises en jeu dans le polymorphisme des molécules organiques sont : les forces
ioniques, les forces de Van der Waals ou les forces impliquées dans les liaisons hydrogenes (cas

illustré précédemment avec l'acide 2,6-di hydro benzoique).

I1.2. Formation et stabilité des polymorphes

Deux polymorphes d’'un constituant donné, forment deux phases solides distinctes. Si
elles sont a I’équilibre, elles doivent obéir a la loi de la variance de Gibbs :

v:c—(pph+2 [Eq. 42]

La variance v précise le nombre de facteurs qui peuvent faire varier un équilibre
thermodynamique sans le détruire. c est le nombre de constituants du systeme, @, le nombre de
phases en présence et 2 les variables indépendantes que sont la température et la pression. Si ¢ =1
et g, =2, le systeme n’a qu'un degré de liberté. Par conséquent, a pression constante, 'équilibre
entre les polymorphes n’est possible qu’a une seule température. De la méme manicre, a
température constante, il ne peut exister qu’a pression fixée. Comme v ne peut étre négatif, pas
plus de trois polymorphes ne peuvent étre en équilibre simultanément.

Un systéme est dit monotropique si les courbes de solubilité de deux polymorphes ne se
croisent pas. Un seul polymorphe est stable dans le domaine de température, celui avec la
solubilité la plus basse. Le systéme est énantiotropique si les courbes de solubilité se croisent a
une température appelée la température de transition T,. Sur la figure 16-b, au dessous de T, la
phase stable est la phase A, B est métastable. Au dessus de T, la phase stable est la phase B.

Concentration
Concentration

A Température B Température
Figure 16 : Diagrammes de phase de systémes monotropique (A) et énantiotropique
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En regardant les diagrammes de phases de la figure 16, il est possible de préparer les
formes métastables des polymorphes soit par cristallisation rapide pour les systemes monotropes,
soit par changement de température pour les systemes énantiotropes. La formation de solide
métastable sera suivie par la transformation en composé le plus stable, puisque le systeme aura
tendance a atteindre un état d’équilibre.

Le traitement des données de solubilité d’un systeme par la relation de van’t Hoff [Eq. 12]
permet de soupconner la présence d’un systéme énantiotropique si la droite In(C)=f(1/T) a une
coupure ou une cassure. Le croisement des 2 branches extrapolées se situe sur 1/T..

Ostwald a énoncé une régle sur I’évolution d’un systéme chimique : Un systéme chimique
ne tend pas directement vers I’état le plus stable mais I’état métastable qui lui est le plus proche
[OSTWALD 97]. Cette regle est régulicrement vérifiée mais présente de nombreuses exceptions.
Illustrons la cristallisation des phases instables par un exemple : Un soluté présente deux formes
cristallines A et B, la solubilit¢ de la forme A étant plus faible que celle de la forme B a la
température Ty. Si on place a forte concentration Ci par rapport aux deux formes, les
sursaturations respectives seront 3,=C,/C,, et B;=C,/Cg, on s’attend alors a ce que la forme A
cristallise puisque 3, > B;. Cependant, la phase B cristallise en général la premicre.

Silon regarde de plus prét 'équation 23 pour la vitesse de nucléation primaire homogene,
r > 1, ne peut s’expliquer que dans deux cas :

» La phase B a une énergie interfaciale v inférieure a y,
» Le facteur cinétique Ky est supétieur a K,

Dans les deux cas, I'apparition de la phase B est facilitée au détriment de celle de la phase
A. Une illustration a été réalisée pour montrer I'influence de I’énergie interfaciale [KLLEIN 89] : si
Pon a B,=1,78, y,=0,01 J.m? et B;=1,60, y;=0,008 J.m” alors J,=4 m” et J,=2,4¥107 m”. La
fréquence de nucléation augmente fortement pour une baisse treés faible de ’énergie interfaciale.
Ceci explique bien pourquoi une phase métastable peut cristalliser avant la phase stable, en dépit
du fait qu’elle croit a une sursaturation plus faible que cette derni¢re. Le polymorphe B
métastable se forme donc pour des raisons cinétiques. Les facteurs cinétiques qui imposent la
nucléation Pemportent sur les facteurs thermodynamiques qui imposent I'équilibre final.

La métastabilité de la forme B dure aussi longtemps qu’un germe de la forme A
n’apparaisse en solution. Quand la forme B croit, la concentration en soluté baisse jusqu’a
I’équilibre C. Dés qu’un germe de A se forme alors la concentration est inférieure a C et le
polymorphe B est condamné a se dissoudre, le soluté ainsi libéré sert a la croissance de la forme
la plus stable, la forme A. La transformation de phase se fait par processus de dissolution-
recristallisation.

La connaissance des diagrammes de phase du soluté est essentielle pour une bonne
maitrise du polymorphisme, 'exemple de I'Irbersartan pour deux de ses phases [VEESLER 03]
est particuliecrement riche d’enseignements. Une solution pour obtenir une forme cristalline
particuli¢re est 'ensemencement. Beckmann explique bien qu’en plus des avantages que présente
I'ensemencement pour obtenir une distribution de cristaux particuliére, 'ensemencement avec
une phase choisie permet de piloter, a partir du diagramme de phases connu, le procédé afin de
cristalliser seulement la phase métastable ou la phase stable (choix plus intéressant)
[BECKMANN 00]. Threlfall rappelle avec insistance I'importance de la connaissance des
diagrammes de phase pour un cas simple ou un soluté peut exister sous 2 formes
polymorphiques dans un méme solvant. Selon lui, la thermodynamique et les conditions de
sursaturation sont plus importantes pour obtenir une forme particuliere plutot que de changer de
solvant [THRELFALL 00].

_47 -



Thiband Detoisien Chapitre 1 : Bibliographie

I1.3. Régles de Burger

Pour distinguer au mieux les systemes énantiotropiques des systémes monotropiques,
Burger et Ramberger [BURGER 79] ont énoncé plusieurs regles, qui d’apres les auteurs
correspondent a 99% des cas étudiés. Ces regles, connues sous le nom de Reégles de Burger
[Tableau 2], sont principalement les 2 suivantes :

» Si la transition entre 2 polymorphes est endothermique a une température donnée, le
systeme est énantiotropique a la température considérée. Si la transition est exothermique,

il ne peut y avoir de température de transition a une température inférieure. Cela peut

avoir lieu pour un systtme monotropique, ou un systeme énantiotropique en dessous de

sa température de transition.
» Dans un systéme énantiotropique, le polymorphe qui a le plus haut point de fusion a la

plus faible enthalpie de fusion. Par contre, si le polymorphe a plus haut point de fusion a

I'enthalpie de fusion la plus importante, le systeme est monotropique.

Monotropie Enantiotropie
Tt>TfA Tt<TfA
Forme A stable pour T>T,

Forme A toujours stable Forme B stable pour T<T.

CsA < CSB pour T>Tt

Ca < Can C., > C,, pour T<T.
Transition irréversible Transition réversible
Transition B vers A, exothermique Transition B vers A.’ endothermique
(possible si T>T)
Densité A > Densité B Densité A < Densité B
Pic Infra Rouge de A apres B Pic Infra Rouge de A avant B

Tableau 2 : Régles de Burger

Les études réalisées avec la calorimétrie différentielle a balayage permettent de déterminer
facilement la température de fusion des solides et éventuellement de vérifier les regles de Burger
par mesure des températures et des enthalpies de fusion.

I1.4. Cas des hydrates et solvates

Au moment de la cristallisation, des molécules de solvant ou d’eau peuvent s’intégrer de
facon steechiométrique vis-a-vis du soluté dans la maille cristalline. L’aptitude de l'eau et de
nombreux solvants a offrir la possibilité de former une liaison hydrogene explique la fréquence
d’obtention des solvates ou des hydrates. Un exemple connu d’hydrate est le sulfate de calcium,
qui existe sous 2 formes anhydres o et B (systeme orthorombique), une forme hémihydratée
(bassanite, systtme monoclinique) et une forme dihydratée (gypse, systeme monoclinique). Les
comportements des solvates et des polymorphes sont tres proches, on patle ainsi de pseudo-
polymorphisme car la phase chimique considérée n’est pas rigoureusement identique au départ.
Par contre, ’équilibre des polymorphes est indépendant de la nature du solvant alors que celle-ci
modifie ’équilibre des solvates. Bechtloff montre que la composition du solvant induit la
transformation d’une forme solvatée vers une forme anhydre [BECHTLOFF 01].

L’étude des isothermes de sorption par absorption de vapeur saturante (études DVS)
permet de détecter et d’affirmer I'existence de phases solvates ou hydrates d’un soluté avec
Iobservation de plateaux lors du tracé du suivi de la masse d’un échantillon en fonction de
I’humidité ambiante [BAUER 04_B]. Les méthodes de spectroscopies infrarouge et Raman sont
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aussi efficaces pour détecter une transition anhydre — solvate ou solvate — solvate. Le départ
des molécules de solvant provoquent un des 3 phénomenes suivants :

» Le départ des molécules sa fait sans modification importante de la structure cristalline
(cliché RX équivalent), on parle de solvate désolvaté isomorphe. Les cavités laissées par le
départ du solvant sont susceptibles de recapturer les molécules de solvant.

» Le départ des molécules de solvant conduit 2 la destruction compléete du réseau cristallin
et donne naissance a une phase amorphe.

» Le départ des molécules provoque une transition solide/solide avec la création d’une
nouvelle phase cristalline.

Les substances peuvent subit des processus d’hydratation/déshydratation en réponse a
des changements d’environnement (mottage des engrais pendant le stockage). Les questions de
solvates et d’hydrates sont essentielles au méme titre que le polymorphisme classique pour
'industrie pharmaceutique.

I1.5. Le polymorphisme dans I’industrie pharmaceutique

Il n’est pas possible de prédire avec précision combien de formes polymorphiques un
soluté chimique formera. Sachant que plus on cherche des polymorphes, plus on risque d’en
trouver (selon le principe de McCrone), il est difficile de savoir jusqu’ou arréter les recherches. La
découverte de formes polymorphiques pendant les dernicres étapes du développement des
principes actifs pharmaceutiques (API) a posé beaucoup de soucis ces dernicres années aux
entreprises pharmaceutiques. La découverte d’une phase polymorphique plus stable et plus
intéressante implique de nouveaux essais cliniques, avec un travail important de cristallisation et
de formulation afin de valider un procédé de synthese. Ces travaux peuvent retarder la mise sur le
marché de 'API et étant donné qu’il est intéressant de déposer au plus tot un API sur le marché
pour bénéficier d’une plus longue période de commercialisation alors que ’API a toujours son
brevet protégé. La connaissance des différentes formes cristallines est désormais exigée pour le
dépot d’un dossier de demande d’autorisation de mise sur le marché (AMM) par les autorités de
santé et de controle sanitaire (FDA aux Etats-Unis, AFFSAPS en France, ...).

Les contraintes sont devenues de plus en plus fortes apres un probleme fréquemment cité
dans les revues sur le polymorphisme dans I'industrie pharmaceutique : le polymorphisme du
ritonavir (Nom commercial : Norvir). Molécule découverte en 1992 pour I'inhibition de I'alpha
protéase du virus d’immunodéficience humaine (VIH), son importance était alors capitale pour
une partie des traitements des personnes séropositives [CHEMBURKAR 00]. L’autorisation de
mise sur le marché américain a été faite en décembre 1995 et son obtention en mars 1996. Le
produit était formulé sous une capsule semi-solide. En 1998, des lots de production ont échoué
les tests de dissolution de ’API dans la formulation, une grande part du ritonavir précipitant dans
la formule semi-solide. Des études ont alors montré qu’une nouvelle forme plus stable, une
forme nommée forme II, était apparue. Les essais de formulation de la forme II échouant, les
laboratoires Abbott étaient sous pression alors qu’ils ne pouvaient plus fournir de stock de leur
médicament. Le procédé a été adapté pour controler la cristallisation et n’obtenir que la forme II,
avec une nouvelle formulation adaptée a cette forme cristalline. Les autorités américaines ont été
conciliantes pour autoriser rapidement la nouvelle forme cristalline. Cette expérience illustre
qu’ensemencer avec une forme cristalline métastable ne permet pas toujours d’obtenir la forme
métastable en fin de cristallisation et qu’il est préférable de s’orienter vers le développement de la
forme cristalline la plus stable. Le directeur de la section R&D procédés d’Abbott met alors en
garde: “Dealing with Polymorphism is Potentially Precarious Practice and the Proper way to Play this game is
with Patience and Perseverance” [CHEMBURKAR 00].
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De grands groupes pharmaceutiques (Merck, Pfizer,...) utilisent des méthodes de criblage
a haut débit dans les premicres phases de développement d’un principe actif, elles permettent de
préparer des cristaux (si possible) d’un soluté a partir de solvants différents. Un diffractometre a
rayons X balaye de maniere automatique chaque essai pour détecter si les phases solides obtenues
présentent un cliché de diffraction différent [KLINE 06] [MORISSETTE 04]. L’utilisation du
dioxyde de carbone [BADENS 06] sous sa phase supercritique (point critique a 73,8 bars et 304,2
K, densité du fluide de 0,448 g.cm”) permet de travailler avec un fluide aux propriétés physico-
chimiques singulicrement différentes des solvants organiques, cela en fait un outil prometteur
pour obtenir différentes formes cristallines d’un API. Edwards rapporte ainsi qu’il est possible de
générer sélectivement trois formes connues de la carbamazépine en jouant sur les conditions
d’atomisation avec du CO, supercritique [EDWARDS 01]. Des études récentes ont été menées
pour évaluer linfluence des parametres opératoires des procédés d’atomisation par CO,
supercritique sur le controle des phases cristallines générées [BALTES 07].

I11. Cristallographie

L’analyse par diffraction des rayons X des monocristaux permet de déterminer la
structure cristalline des molécules. La connaissance du positionnement tridimensionnel des
molécules de soluté dans 'espace cristallin est importante pour comprendre le comportement des
cristaux (leur préparation, leur stabilité, ...) et pour déposer un nouveau principe actif
pharmaceutique sur le marché. Nous présentons dans cette partie quelques éléments de
cristallographie avant d’expliquer ce qu’est I’état amorphe, la relation entre morphologie et facies
et la prédiction de structures cristallines a 'aide d’outils informatiques.

I1I.1. Notions de cristallographie

Les solides cristallins sont un assemblage de réseaux d’atomes, de molécules ou d’ions,
qui présentent un ordre a grandes distances [FAURE 03]. Ici, tout atome, tout groupe d’atomes,
molécules ou motifs cristallins sont répétés périodiquement, selon les trois directions de I'espace,
on parle de tripériodicité. C’est la caractéristique fondamentale qui distingue I’état cristallin des
autres états de la maticre. Les cristaux de méme espece peuvent étre de tailles différentes, mais les
angles entre les faces équivalentes sont toujours constants (premiere loi de la cristallographie de
Romé de L’isle). L’état cristallin présente de fortes notions de symétrie [BOISTELLE 96].

Dans un cristal, il est possible de distinguer un motif constitué par un groupe d’atomes.

—

Ce motf se répéte périodiquement par translaton V =u.d+vb+Ww.C ou @, b, C sont des
vecteurs unitaires non coplanaires et u, v, w des nombres entiers [FAURE 03]. Interviennent
ensuite des notions de nceuds de réseaux (points ou l'on retrouve le méme environnement

électronique qu’au point d’origine), de maille (tout parallélépipede construit sur des vecteurs V')

et de plan réticulaire (plan dont les intersections avec les trois axes paralléles aux vecteurs &, b,
C issus du neeud le plus proche sont distantes de ce neeud d’une fraction entiére des parameétres
a, b et ¢). La maille élémentaire est définie par un parallélépipede construit sur les 3 vecteurs d,

b, €. 1l n’existe que sept systemes cristallins construits sur des mailles élémentaires simples (ne
contenant qu’un seul nceud par maille) : triclinique, monoclinique, orthorhombique, quadratique,
rhomboédrique, hexagonal et cubique [BAUER 04_A]. Si 'on compte les mailles multiples
contenant plus d’un nceud, on peut dénombrer 14 réseaux dits réseaux de Bravais [Fig. 17], avec
la nomenclature suivante :
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P : réseau primitif (un nceud par maille)

C : réseau a faces centrées (2 nceuds par maille)

I : réseau contenant des nceuds a l'intérieur (Volume centré, 2 nceuds par maille)
F : réseau toutes surfaces centrées (4 nceuds par maille)

R : systeme rhomboédrique qui peut présenter aussi le réseau P.

YVVVVY

arthorhombigue P arthorhombique C

éiragonal P érragonal [ hexagonal P rhomboédrigue R

cubigue P cubague | cubique F

Figure 17 : Les 14 réseaux de Bravais

Il est montré que les réseaux doivent étre invariants par rapport aux rotations An et aux
roto-inversion In. Les groupes formés par des rotations et/ou des roto-inversions sont des
groupes ponctuels [ BOUCHET 09]. Ils décrivent la symétrie d’objets de dimensions finies (ce qui
explique la symétrie macroscopique des cristaux). On appelle une classe cristalline les groupes
ponctuels compatibles avec un réseau cristallin et donc formés par des opérations de rotation
et/ou de roto-inversions et de leurs puissances. Les classes cristallines sont au nombre de 32 et
sont données en annexe A. Elles sont en rapport avec la symétrie d’orientation.

La symétrie de disposition est quant a elle liée aux groupes d’espace. Ces groupes sont
formés entierement ou en partie par des translations dans I'espace tridimensionnel. A la fin du
19 siecle, les mathématiciens Fedorov et Schoenflies [BOUCHET 09] ont dénombré 230
groupes d’espace cristallographique. Pour cela, ils ont combiné les 32 groupes ponctuels avec les
14 réseaux de Bravais puis remplacé les axes de rotation et de roto-inversion par des axes
hélicoidaux et les miroirs par des plans de symétrie. I’ensemble des groupes d’espace est donné
en annexe B, leur nom décrit les codes internationaux utilisés en cristallographie pour la symétrie
(Ies groupes notés en gras dans 'annexe sont ceux qui peuvent étre déterminés sans ambiguité a
partir de la symétrie du diffractogramme et des regles d’extinction).
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Les structures cristallines sont enregistrées et référencées selon un ordre précis dans les
tables internationales de cristallographie. La CSD (Cambridge Structural Database), accessible
avec une licence disponible au CINaM, compte a elle seule en 2010 pres de 500.000 structures de
petites molécules. La répartition de ces structures par systeme cristallin permet de connaitre le
degré d’occurrence de chacun: Triclinique (22,3%), Monoclinique (53,4%), Orthorhombique
(20,4%), Tetragonale (2,4%), Trigonal/rhombohédrique (1,1%), Hexagonale (1,2%) et cubique
(0,5%). Statistiquement, les groupes d’espace les plus fréquents sont P2, pour le systeme
monoclinique et P2,2,2, pour le systeme orthorhombique [ALLEN 02].

Les especes polymorphiques, bien qu’étant chimiquement de méme nature, n’ont pas les
mémes caractéristiques cristallines. I’exemple des formes I et II du paracétamol [Tableau 3]
illustre bien ce propos: les systemes cristallins sont différents, les parameétres de maille n’ont
donc rien a voir [BAUER 04_A].

Paracétamol Forme 1 Forme 11
Formule Chimique C,H)NO, CH/NO,
Systeme Cristallin Monoclinique | Orthorhombique
Groupe d’espace P2, Pbca
Parameétres de maille
a(en A% 7,0939 17,1657
b (en A% 9,2625 11,7773
c (en A) 11,6570 7,2120
B (en®) 97,672
Volume (AY) 759,1 1458,0
Masse volumique (g.cm-3) 1,323 1,377

Tableau 3 : Caractéristiques structurales des formes 1 et 2 du Paracétamol

Enfin, nous pouvons introduire la notion des indices de Miller. Les indices (h, k, I)
permettent de nommer une famille de plans réticulaires d’un cristal. Ils correspondent a I'inverse
des longueurs découpées sur les axes par le premier plan de la famille qui ne contient pas 'origine
de Tespace considéré. L’équation générale d’un plan d’une famille de plans réticulaires est:
h.utk.v+Lw-n=0 avec n un nombre entier variable. Ces 3 indices permettent donc de calculer la
distance séparant I'intersection de deux plans consécutifs. La figure 18 montre en bleu ou le plan
sectionne les axes par rapport aux parametres de maille d’'un systéme orthorhombique. La droite

rouge est la perpendicuzlaire au plan passant par l’origineé .

Figure 18 : Représentation respective des plans (0,1,0) (1,0,2) et (1,1,1) dans le cas particulier

d’un systéme orthorhombique
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II1.2. I’état amorphe

Les structures cristallines sont caractérisées par un ordre intermoléculaire a longue
distance, typiquement supérieur 2 1000A. Un solide ot n’existe qu’un ordre a courte distance est
qualifié d’amorphe, les liaisons interatomiques y sont plus fortes que dans les liquides et assurent
la rigidité de T’édifice, sans toutefois former un cristal. I’amorphe correspond a un état
intermédiaire entre le cristal et le liquide. Dans la classification de Friedel, le type amorphe n’est
caractérisé que par des proprié¢tés scalaires et non par des propriétés vectorielles [BOISTELLE
96]. Le verre est "exemple le plus connu de solide amorphe, la désorganisation de I'arrangement
moléculaire explique pourquoi les vitraux vieillissent mal et coulent au fil du temps. La
détermination du taux d’amorphe est essentielle dans lindustrie et en particulier pour la
caractérisation physico-chimique des polymeres. I’amorphe peut s’avérer intéressant dans le
domaine pharmaceutique au cas ou aucune phase cristalline de PAPI ne présenterait pas une
solubilité satisfaisante [BAUER 04_A]. L’amorphe est a considérer comme une phase a part
entiére, avec des propriétés physico-chimiques différentes de celles d’une phase cristalline tout
autant que deux phases polymorphiques peuvent avoir des propriétés physico-chimiques
¢loignées.

Il est possible de quantifier le taux de produit amorphe dans une poudre grace a un
appareil mesurant la vapeur de sorption parmi d’autres techniques. Si la diffraction des poudres
par rayons X ne donne pas un résultat plus précis qu'a 10% pres ("amorphe est caractérisé par
une ligne de base bombée sur un cliché RX), Giron utilise la microcalorimétrie pour quantifier a
1% pres seulement la partie amorphe d’une poudre [GIRON 97]. Pour cela elle analyse un pic
exothermique aprés une transition vitreuse, caractéristique de la cristallisation de la partie
amorphe de 'API MKS 492. Aubuchon utilise la calorimétrie différentielle a balayage pour
déterminer le saut de la ligne de base avant et apres la température de transition vitreuse pour
quantifier la partie amorphe du lactose [AUBUCHON 07]. L’obtention du solide par
cristallisation trop rapide, lyophilisation ou dans un ballon évaporateur aboutit en général a une
quantité importante d’amorphe, mais le traitement des poudres a la sortie du réacteur a une
importance capitale sur la qualité cristalline du produit. L’agitation dans un filtre sécheur et la
température de ce filtre, ou encore le broyage sont tout autant d’étapes ou le cristal peut se
transformer en amorphe ou encore en une autre phase cristalline. Descamps montre que le
broyage en dessous de la température de transition vitreuse du lactose et de 2 APIs provoque une
amorphisation importante. Le broyage au dessus de T, pour le sorbitol provoque plutot une
transformation solide/solide [DESCAMPS 07].

IT1.3. Les défauts cristallins

Un cristal ne peut étre considéré comme une unité de base répétée a linfini sans
interruption. Il possede des défauts qui peuvent influencer les propriétés physico-chimiques du
cristal. On différencie les classes de défauts selon les dimensions spatiales, dont:

» Les défauts provenant de la présence d’une substance étrangére dans le cristal. Ces
défauts ponctuels qui correspondent a I’'absence d’une molécule sur un site ou elle devait
étre présente (lacune, défaut de Schottky) ou au contraire la présence d’une molécule
supplémentaire dans la maille (défaut de Frenkel). Ces défauts sont représentés dans la
figure 19 [IMARCHAL 05] (dim. 0)

» Les défauts provenant des dislocations pendant la croissance cristalline, provenant d’un
déplacement relatif d’un plan réticulaire par rapport a un autre. La dislocation coin résulte
de l'insertion d’un demi-plan atomique supplémentaire dans la structure. La dislocation
vis est due a un cisaillement dans le cristal [Fig. 8] (dim.1)

» Les défauts d’empilement, de dimension 2

» Les joints de grain, de dimension 3
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000 000 000
0.0.0 0’00 O.00
O’0°'0 OO0 OO0

Figure 19 : Représentations d’une structure parfaite (a), d’une structure avec un défaut de

Schottky (b) puis d’une structure avec un défaut de Frenkel (c)

I11.4. Morphologie et faciés

Il est important de bien choisir ses mots quand on parle de cristallisation. Ainsi, on
rappellera que la morphologie d’un cristal est représentée par I’ensemble des faces qui peuvent
apparaitre au cours de se croissance. Le faciés, ou habitus, d’'un cristal est sa forme générale,
qu’elle soit sous forme d’aiguilles, de baguettes, de plaquettes ou encore de cubes. La figure 20
permet de réaliser qu’a différente échelle, on peut faire des conclusions différentes sur la forme
d’un cristal. Les cristaux A et C sont tres proches, en forme de batonnets, ils ont le méme facics.
Mais a regarder de plus pres, le cristal C a des faces terminales pyramidales, identiques au cristal
B : ils ont la méme morphologie alors que leur facies est différent, car le cristal B ressemble plus a
une plaquette.
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Figure 20 : Monocristaux A B et C

La forme de croissance est controlée par les cinétiques de croissance des faces.
Fréquemment, certaines faces ne seront en fait pas visibles, car leur vitesse de croissance est trop
élevée par rapport a celle de ses faces voisines, qui a terme, prédomineront [VEESLER 05]. On
peut noter que la notion de faci¢s contient la notion de développement des faces.

I11.5. Prédiction de la morphologie cristalline

La croissance des cristaux est un phénomene cinétique controlé par la croissance des
faces les plus lentes. Si 'on considere que les faces les plus lentes a croitre, les faces planes (faces
F sur la figure 7), se retrouvent seules sur la morphologie de croissance (sans défaut), les faces a
considérer sur un cristal théorique sont seulement les faces F. A partir de la, la prédiction de la
morphologie et du facies cristallin détermine quelles sont les faces de type F (modele BEDH) puis
les vitesses de croissance relative de toutes les faces (modéle des Energies d’attachement). 11 faut
bien réaliser que ces modeles fonctionnent comme si le cristal ne poussait pas dans un solvant,
mais dans le vide. Pour cela, on fait abstraction pour le moment des conditions de cristallisation.
La connaissance de la structure cristalline est bien entendu nécessaire avant de faire une
prédiction.

» Le modéle BFDH (Bravais Friedel Donnay Harker) patt de considérations géométriques
(distance inter réticulaire d,,)) et des éléments de symétrie des groupes d’espace pour
prédire une morphologie. Deux hypotheses sont effectuées pour cette prédiction, la
premicre consiste a dire que les forces de cohésion dans le plan de clivage sont plus fortes
que celles perpendiculaires a celui-ci et que ces forces sont les mémes pendant la
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croissance. La seconde hypothése est que ces forces, pour une face, sont d’autant plus
importantes que les plans réticulaires dont denses (d,, petit) [DONNAY 37].

» Le modéle des énergies d’attachement (E,) ne prend pas seulement en compte les
caractéristiques géométriques, mais quantifie les interactions intermoléculaires pour
prendre en compte la croissance des faces et prédire une morphologie cristalline
[HARTMANN 80]. L’énergie d’attachement correspond a ’énergie dégagée lorsquune
nouvelle couche est déposée sur le cristal. La vitesse de croissance relative a chaque face
étant proportionnelle a cette énergie. La connaissance des critéres géométriques régis par
le modéle BFDH et ce modéle des énergies d’attachement permet, a partir des
informations sur la maille cristalline, de prédire quelles sont les faces les plus probables a
pousser [TAULELLE 07].

Ces modeles se différencient le fait que 'importance morphologique est proportionnelle a
Iinverse de la distance inter réticulaire pour le modele BFDH et Iinverse des énergies
d’attachement pour le modcle E . Ces outils de prédiction sont intéressants a utiliser a partir du
moment ou 'on a pu obtenir une structure cristalline avec I'analyse d’'un monocristal ou avec
I'étude ab initio d’un cliché de poudres de bonne qualité.

IV. Les sels pharmaceutiques

Iy a 30 ans, plus de deux tiers des APIs sur le marché étaient des sels, ou des électrolytes,
C’est a dire des especes chimiques présentes en solution aqueuse sous forme d’ions [BERGE 77].
Ce chiffre n’a fait qu'augmenter au cours des années a cause de la complexité croissante des
molécules sortant de la recherche pharmaceutique. La formation dun sel est un moyen de
modifier les propriétés d’un principe actif de maniére importante, en particulier la
biodisponibilité. Celle-ci nécessite aussi une bonne connaissance des équilibres d’ionisation de la
molécule pour envisager de controler au mieux la solubilité puis la cristallisation du sel.

IV.1. Equilibres acido-basiques en solution aqueuse

Selon la théorie de Bronsted, les électrolytes sont séparés entre acides et bases, les acides
étant des entités pouvant libérer un ou des protons, les bases pouvant accepter ces protons.
La dissociation d’un acide organique simple (monoprotique) HA s’écrit [DUMAS 03]:
[HA]«—2[H * |+]|A"]
G
[HA]
pKa = _Iog(Ka) [Eq 44]

La constante d’équilibre K, de cette réaction s’écrit : K, = [Eq. 43] avec:

Apres dissolution de espece acide HA dans un milieu aqueux, la concentration totale de
Pespece A, sous sa forme acide ou basique s’écrit [AT ] = [AH ]+ [A_] [Eq. 45]. Ainsi:

K,*(AT-[AD=[H]*[A] [Eq.46]  pus [A]=LoallA

K. +[H] [Eq. 47].

Il est possible de définir les fractions d’especes acides f;, et ionisées f, dans la solution :

[A7] K [AH] H*
fo, = = 2 e am =1-f, = = .48] e .49
Al H1K, (A1 [k, Latlelbe®
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Dans le cas d’un acide fort, pH = -log(|[H+]), nous pouvons alors simplifier ces expressions par :

1
A- — W [Eq 50] et fAH = W [Eq 51]
La méme démarche peut étre effectuée pour un acide polyprotique, par exemple un diacide :
[H"] Ka
frion = K_ *K [Ba.52] 5 fyu = 1K *K [Eq. 53]
[H ]+ K, +a a2 [H ]+ K, + o a2
[H] [H]
K,*K
fro = e K_*K [Eq. 54]
[H *]+([H 1+ K, +f"1+a2)
[H"]

Le diagramme de distribution des especes f=f (pH) est joint en figure 21 pour le
Valsartan, API antihypertenseur, diacide avec pK, = 3,9 et pK,, = 4,73 [STAHL 02].
1.0 :

08 t

0.6

0.4 +

Fraction of Species

0.2

0.0

PK. 1 PKaz pH
Figure 21 : Fraction d’espéce en fonction du pH : exemple d’un diacide, le Valsartan [STAHIL 02]

Un raisonnement équivalent est applicable au cas ou I’électrolyte contiendrait des groupes
a la fois acides et basiques. Les especes zwitterions sont des cas particuliers ou la charge totale de
la molécule est nulle alors que ses sites acides et basiques sont ionisés. Les zwitterions les plus
connus sont les acides aminés :

H,N* —CHR - COOH « "~ 3H,N* —CHR-COO" «"*>H,N —CHR - COO"

La détermination du ou des pKa d’un sel est réalisable par titrage du produit dissous dans
’eau avec un acide ou une base forte. Une liste de pK, a 25°C dans Ieau pour a peu pres 150 sels
de principe actif est donnée dans “ The extra pharmacopoeia” alors que Rived donne une liste de
pK, de produits organiques plus classiques a différentes températures [RIVED 98]. Enfin, le livre
“pK, : prediction for organic acids and bases” s’avére étre un outil particulicrement utile pour
prédire grossicrement le pK, d’une molécule a une température donnée voire dans un solvant
donné [PERRIN 81]. Nous avons utilisé¢ le logiciel MarvinSketch ® Chemaxon pour calculer le
pK, de nos molécules organiques en fonction de la température, en effet le pK, étant calculé a
partir de la concentration, il est aussi fonction des activités, et ainsi de la température comme c’est
expliqué dans la partie suivante.
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IV.2. Sels et coefficients d’activité

En fait, pH = -log(a,,) = -log(y;.*[H']) [Eq. 54] ou ay, est activité, yy, le coefficient
d’activité et [H'] la concentration. Dans le cas ou les solutions sont peu concentrées, le
coefficient d’activité de H" est voisin de 1, activité et concentration sont alors confondues.

Lactivité d’une espéce ionique a; dissoute s’obtient en calculant : @; = y; *C_:J [Eq. 55]

» v, le coefficient d’activité du soluté i
» (' la concentration standard (1 mol/L)

Le coefficient d’activité vy, se calcule par lintermédiaire de la force ionique I de la
solution [BURGOT 00]:

1 2
R NCRE S B

» 7 estle nombre de charges portées par I’élément i

La mise en solution d’'un mono-chlorhydrate s’écrit : BH,CL — BH ™ +Cl~
Donc la force ionique du produit dans I'eau est :

BE Y CR O EEI G E O P

La mise en solution d’un di-chlothydrate s’éctit équation: BH,,2CL — BH 22+ +2Cl~
Donc la force ionique du produit dans I’eau est :
1 1
I:EZ(ci*ziz):E(C*ZZ+2(3*(—1)2):3C [Eq. 58]
A partir de 13, il est possible de calculer le coefficient d’activité moyen d’espéces ioniques

dissoutes dans une solution aqueuse. Il existe plusieurs corrélations selon la concentration de la
solution [MIOMANDRE 05] [ZEMAITIS 86] [BATES 73], données dans le tableau 4.

# -log (y) Validité Auteurs
1 A|Z Z_|\/|_ <10-3 M Debye-Hiickel
2 AI 7 Z_|\/|_ <10-2M Debye-Hiickel
1+ Bav/I
Azt g
1+ Bay/I
4 AIZ Z_|\/|_ <0,1M Gintelberg
1+ \/|_
5 7 7 I <0,5M Guggenheim
Azl g,
1+ \/|_
6 <02M Davies
Az z | i—0,21
1+ ﬁ
7 ﬁ <02M Scatchard
Nzz | ———+
1+1,51

Tableau 4 : Différents modéles pour le calcul du coefficient d’activité
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> A, B, B’ sont les constantes dépendantes de T et ¢,
» ale rayon ionique de Debye en meétres

e’B 2000

= .59 t B=F |——— .60
8722k, T(In10) L4 € e RT 40

e : Charge élémentaire e = 1,602¥10™" A.s
g, : Constante diélectrique (permittivité du vide) ¢, = 8,854%10"* A%s"kg"'.m”
e, : Constante diélectrique du solvant considéré

YV V

A=3628*10"° *% w7 =0,522 mol2L"? 3 20°C dans I'eau (¢, =78,5)

B =5,031*10" | % w1 =3316*10° mol"2L'"“m" 2 20°C dans Peau s, = 78.5)

e, n’étant presque pas dépendant de la température dans la gamme des températures
d’étude, nous considérons e, comme constante pour le solvant considéré. Néanmoins, le calcul de
B et de A devrait étre fait pour chaque variation de température. En effet, dans ’eau, a 60°C :
A = 0,431 mol2L"? et B = 3,111*¥10° mol”2L"*m™.

Nous utilisons pour le moment les coefficients d’activité pour les relations 1, 4, 6 et 7
[Tableau 4]. Notons au passage que Helen Jones a utilisé une relation du type 5 [Tableau 4] avec
A=0,5 et B’=-0,3 sans préciser I'origine de ce choix [JONES 06]. Utilisons cette valeur de B’ pour
20°C. Ces cinq corrélations sont utilisées pour relier le coefficient d’activité a la concentration du
soluté jusqu’a 0,4 mol/L dans la figure 22.

1,2

1

0,8 = —
Coefficients T

d'activité 0,6 f\\\ = .
(sans unité) \W

04

0,2

0 T T T
0 0,05 0,1 0,15 0.2

Concentration (mol/L)

—— Debye-Huckel (1) —=— Guntelberrg (4) —— Guggenheim (5)
—=— Davies (6) —— Scatchard (7)

Figure 22 : Calcul du coefficient d’activité dans 'eau a 20°C

Les limites des concentrations étudiées sont bien str déterminantes pour le modéle choisi.
Aussi, nous allons exclure le modéle de Davies, pas adapté aux concentrations faibles, surtout
inférieures a 0,1mol/L, ainsi que le modéle de Guggenheim, au coefficient d’activité croissant
apres 0,15mol/L. Le modeéle de Debye-Hiickel, le plus simple, semble avoir un profil peu adapté
aux concentrations supérieures 2a 10~ mol/L comme le domaine de validité le précisait. Les deux
modeéles restants ont des domaines de validité limités respectivement a 0,1 et 0,2 mol/L. Si nous
travaillons a des concentrations supérieures, il serait bon de préférer le modéle de Scatchard (<0,2
mol/L) tout en gardant un regard critique sur ces valeurs.
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IV.3. Solubilité des sels en milieu aqueux

La solubilité d’un soluté dans un solvant est caractérisée par la nature de ce solvant ainsi
que la température du milieu. L’utilisation d’un sel implique d’autres parameétres jouant sur la
solubilité : le pH du milieu d’étude, le ou les pK, de I'acide et de la base (couple principe actif /
ion conjugué) ainsi que le produit de solubilité¢ K, du sel. La connaissance de I’évolution de la
solubilité en fonction du pH est essentielle pour des questions de biodisponibilité de ’API. Le
pH de I'estomac étant tres acide, ne considérer la stabilité du sel qu’au pH neutre de 7 serait une
erreur importante [SERAJUDDIN 84].

En pratique, la détermination des profils pH/solubilité se fait de la maniére suivante : A
une température donnée, une solution saturée d’acide libre, de base libre ou encore de sel est
préparée dans de I'eau déminéralisée. Apres addition d’'une quantité connue d’acide fort ou de
base forte, I’équilibre chimique est atteint apres agitation, le pH de la suspension est mesuré et
une partie de la phase liquide est prélevée pour titrage afin de connaitre la solubilité. Les
méthodes de calcul du pH sont trés bien détaillées par Dumas [DUMAS 03].

Apres avoir parlé du produit de solubilité, trois exemples simples de profils pH/solubilité
tirés de la littérature seront présentés ci-dessous.

IV.3.1. Le produit de solubilité

Soit un solide ionique (C'A), pour se dissoudre, le soluté doit se disperser dans le solvant
sous forme d’ions solvatés. Pour cela, les interactions entre les ions du soluté (C* et A) et les
molécules plus ou moins polaires du solvant doivent étre capables de briser la structure du cristal
ionique. Le nombre de molécules solvatant un ion dépend de la charge de cet ion [BRISSET 05].

AI-Idiss
(C* et A) > C+

cristal

+ A-

solv solv

-ER AH,_,,
Cet A

Tons séparés

Figure 23 : Cycle thermodynamique de dissolution d’un solide ionique

Le schéma de la figure 23 permet de visualiser la relation entre 'enthalpie de dissolution
AH,,, du cristal a I’énergie réticulaire E.R. pour isoler les ions en milieux gazeux ainsi qu’a
I'enthalpie de solvatation AH_,:

solv*

AH,, =AH_, —ER.  [Eq.61]

diss

L’enthalpie de dissolution représente la compétition entre les liaisons a l'intérieur du
solide ionique et les liaisons ion-solvant. Les phénomenes de cristallisation ou de dissolution
dépendent de la variation d’enthalpie libre :

AG, =AH 4 =T *AS [Eq. 62]

diss diss
» SiAG,, >0,ily a cristallisation

» SiAG,, <0, ily a dissolution

» SiAGy, =0,ily a un équilibre

diss

- 53 .



Thiband Detoisien Chapitre 1 : Bibliographie

Ainsi (C+A7) < Clson + A
La variation d’enthalpie libre est reliée aux concentrations des ions solvatés [A] et [C'] par
I'équation 63 avec [C+A-] = 1 (solide pur). A I'équilibre, AG=0 et la variation d’enthalpie libre
standard AG" s’¢écrit selon I’équation 64 avec K est le produit de solubilité:

_Gg°
[A-]C+]

Ce A J [Eq. 63] [A-Jc+]=e' "/ =K, [Eq. 64]

ou les espéces ioniques C*_, et A", coexistent avec le solide.

solv solv

AG = AG° +RT In(

Dans le cas général : (A,C,) <> aA” +cC* => K = [Acf ]a [C ar ]C [Eq. 65]

Les équilibres de cristallisation-dissolution mettant en jeu des composés peu solubles sont
fréquemment accompagnés de réactions secondaires (acide base dans notre cas) qui peuvent les
déplacer dans un sens ou dans P'autre. Dans ce cas 1a, la solubilité est définie par la concentration
totale du précipité qui est passé en solution, en contraste avec la solubilité intrinseque d’un
¢lément.

Le produit de solubilité est une fonction de la température et en réalité il s’exprime en
fonction des activités et non des concentrations, en particulier dans les milieux concentrés. La
correction par les coefficients d’activité peut s’avérer souvent nécessaire.

IV.3.2. Profil de solubilité d’un acide faible

Le flurbiprofene [Fig. 24] est un acide faible avec un hydrogene labile au niveau de la
fonction acide carboxylique. Il présente un comportement classique des mono acides vis-a-vis de
son profil pH/solubilité. Ce produit est salifié avec de la soude pour faite un sel de sodium

[WERMUTH 96].

F

u]

OH

Figure 24 : Molécule du flurbiproféne

Le profil de solubilité, donné en figure 25, se compose de deux parties distinctes par la
nature du solide présent a I’équilibre. Dans la premiere partie (pH < 7,3), le solide présent dans la
solution saturée est la forme acide de la molécule. La solubilité totale C, du produit s’écrit :

_ K, . HA*K,
C, =[HA]+ [A ]: Sl 1+ [Eq. 66] avec [A"]=— [Eq. (7]
|H ! | H*

Ou §, est la solubilité intrinseque de la forme acide, [HA] et [A-] les concentrations des
formes acides et ionisées en solution a I’équilibre et K la constante de dissociation de I'acide a
température donnée. A partir du pH ou le solide présent a 'équilibre est le sel et non plus l'acide,
la solubilité est gouvernée en plus par le produit de solubilité K, = [Na'*[A] [Eq. 68] et la
solubilité totale a pour expression :

H +
C, :[1+[K—]J* K, [Eq. 69]

a
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Le pH délimitant ces 2 parties s’appelle pH,. et est discuté dans la partie IV.3.5.

max

T r—7r T
01F
—t p O
= ol
E 0.01 b Region | : Region Ii
.5 E Salid Phase. | Solid Phase
= o
= Free Acid fa : Salt
w
0.001 :
|
O I
|
0.0001 f So |
(E OO0 CE} |
1 [ N ) S RS T G
0 2 4 6 8 10 12
pH

Figure 25 : profil pH/ solubilité du Flurbiproféne [WERMUTH 96]

IV.3.3. Profil de solubilité d’une base faible

Le dexoxadrol est une base faible avec un site amine secondaire dont le doublet
d’électrons peut attirer un proton et son contre-ion. La forme chlorhydratée du Dexoxadro/
[Fig .26] est la forme commercialisée [WERMUTH 96].

Figure 26 : Molécule du dexoxadrol

La aussi, le profil pH/solubilité présente deux parties séparées par le pH, .. [Fig. 27]. Au
dessus de pH=0.7, le solide a I’équilibre dans la solution saturée est la base libre. La solubilité
totale s’écrit :

CS:[BH*]+[B]:SO[1+[i+]j [Eq. 70] avec Kaz[BB]l[_'l_':] [Eq. 71]

a

Avec § la solubilité intrinseéque de la base libre. En dessous du pH
régie par le produit de solubilité :

CS:(1+[§11])*‘/KSF, [Eq.72] avec K, =[BH]*CI] [Eq.73]

la solubilité est

max>
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Solide : Base libre
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Figure 27 : profil pH/solubilité du dexoxadrol [WERMUTH 96]

Kramer montre pour plusieurs sels de chlorhydrate de monobase que la forme du profil
Solubilité/pH est surtout sensible a la variation de solubilité de la base faible. La solubilité¢ du
chlorhydrate étant en fin de compte peu dépendante du pH [KRAMER 72]. Déplacer le profil de
solubilité vers de plus hauts pH (afin d’avoir une solubilité importante aux bas pH) est souvent
recherché, un travail sur le choix du sel (expliqué dans la figure 29) et sur la formulation du
produit sont importants pour atteindre cet objectif.

IV.3.4. Profil de solubilité d’une dibase faible

Dans le cas théorique d’une molécule avec deux sites basiques que 'on désire salifier avec
2 molécules d’acide pour obtenir un sel de diacide [BH,,A,], les équilibres chimiques s’expriment
de la manicre suivante [JONES 05]:

[BHH]

BH,” &>BH"+H" K, = SH T {[Eq. 74] puis BH" <> B+H" K, [H
L 2]

_lBHJ

[Eq. 75]

: [N
AH A +HT K, =4+——~ .76
< + a [H A] [Eq. 706]
La réaction de salification poutrait s’écrire : B+2AH <> 2A™ + BH 22+ < [BH,,A,]
La solubilité totale vaut alors : C, [BH 2+] [BH ]+ [B > ([AH] [A —]) [Eq. 77]

Le produit de solubilité est Ky, = [A_]eqz[BH 22+]eq [Eq. 78]
A Péquilibre staechiométrique : [BHZ"-*]eq = % [A], =S [Eq.70] dou K, =4*C. [Eq.79]

-

Ains, €, ={ 2K, +(Fa e ey o
4 [H'] [H ] K.

%
+1) } [Eq. 80]

La figure 28 est dessinée pour les valeurs particulieres de pK, de l'acide égale a 3, des pK,
de la dibase de 7 et 9 et K,;= 0,1 mol’.dm” (ligne pleine). Elle permet de voir que la réduction du
produit de solubilité a K = O 0001 mol’.dm™ (ligne hachurée) rend le sel beaucoup moins soluble

[JONES 05].
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Figure 28 : profil pH/solubilité d’un sel de di-base [JONES 05]

Néanmoins, ces calculs doivent tous étre corrigés par les activités pour plus de précision :

%

* *

Cs: E*Ksp*( Ka12 Kaz 2+ +Ka1 +l)*(M+1)2 [Eq 81]
4 [H T *ry,” [H 7, Ka

Une méthode générale de calculs pour la solubilité d’'une molécule a multiples sites acides
ou multiples sites basiques est donnée par Sacchetti [SACCHETTI 00].

IV.3.5. Le pH__

Le pH,, définit la limite entre les domaines de stabilit¢é des phases solides. La
connaissance des équations S=f(pH) permet de calculer la valeur de pH, . Dans le cas d’'un sel de
base faible :

S
pH,. = pK, +log 0 .82

Ainsi, la modification du pH,, peut se faire en jouant sur le pK,, la solubilité intrinseque
ou le produit de solubilité [Fig. 29].
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Figure 29 : Impact du pK, de Sy et du K surle pH,
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Une difficulté majeure pour déterminer la solubilité d’un sel est la conversion partielle du
sel dans Peau (hydrolyse) sous forme d’acide libre ou de base libre. Aussi, il est important de bien
identifier quelle est la forme solide a I’équilibre pour interpréter les courbes pH/solubilité.
D’autre part, si la solution contient des ions identiques aux ions formant le solide ionique (le
contre ion en particulier), la solubilit¢é du produit sera partiellement réduite par effet d’ions
communs [SERAJUDDIN 85].

IV.4. Solubilité dans les solvants non aqueux

Alors que de nombreux travaux sur les sels ont été réalisés dans les milieux aqueux, les
publications sont bien plus rares pour les milieux non aqueux, qui représentent majoritairement
les solvants de cristallisation de principes actifs. Aussi, il est nécessaire de déplacer la théorie vue
précédemment d’une échelle a une autre en termes de pH [DELCOURT 01].

Un solvant organique peut avoir une influence forte sur plusieurs points dont :
» L’augmentation de la solubilité de 'espéce non ionisée (espéce neutre, acide ou base libre)
» La réduction de la protonation de la molécule
» La réduction de la solubilité du sel formé

L’utilisation d’un solvant mixte (eau / solvant organique) permet d’augmenter le pH,
d’une espece basique a cause de 'augmentation de la solubilité intrinseéque du produit. A 'inverse,
le pH, .. d’une espece acide sera diminué dans un solvant mixte (également appelé systeme co-
solvant). Néanmoins, ceci n’est vrai que si le pK, de 'espéce considérée reste inchangé. En effet,
utilisation d’un solvant organique peut modifier I'équilibre acido-basique, I'ionisation des
molécules, en réduisant la constante diélectrique du solvant. Par exemple, les alcools réduisent la
force des acides et des bases (réduction de 0,5 sur Péchelle des pK, dans un milieu 60/40
MeOH/eau) [DELCOURT 01]. Une réduction des pK, est encore plus forte avec I'utilisation de
'acétone ou de dioxane.

De plus, il faut prendre en compte le fait que le solvant peut aussi jouer sur I'ionisation du
contre ion, par exemple, la formation du sel d’'une forme basique avec un acide carboxylique
réduit le pK, de la base mais augmente en plus le pK, de I'acide, rendant la réaction de salification
plus difficile. En effet, plus I’écart de pK, entre les couples acido-basiques est élevé, plus
I’équilibre chimique acide/base se penche vers la formation du sel. Ainsi, tout effet bénéfique de
I'utilisation d’un solvant sur la solubilité intrinseque et le pH, . est mis en compétition par la
réduction de I'ionisation de la molécule. Par contre, la réduction de la solubilité du sel formé dans
un solvant organique peut s’avérer tres utile pour aborder la cristallisation.

IV.4.1. Caractéristiques des solvants organiques

Les solvants organiques sont des liquides dont la constante diélectrique relative e varie
dans un large domaine (de 2 pour le benzene a 165 pour la N-méthyle acétamide a 20°C). Du fait
de leur faible taux d’auto-ionisation, ils conduisent peu le courant électrique. Leur cohésion est
assurée par différents types de liaisons intermoléculaires (liaisons hydrogene, interaction dipdle-
dipole ou van der Waals) qui leur assurent un point de fusion et un point d’ébullition relativement
bas: ils sont utilisables a température ambiante. Parmi les nombreuses constantes physico-
chimiques qui les caractérisent, nous retiendrons en particulier la constante diélectrique ¢ et la
constante d’auto-ionisation ou d’autoprotolyse K, (pour certains solvants). Des constantes pour
quelques solvants sont données en annexe C [CHARLOT 63][RIVED 98].
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Dans un solvant de constante diélectrique plus faible que 'eau, les ions s’associent de la
maniére suivante :

A sonv + Clsonv > (A_ ) C+)
L’équilibre est régi par la constante d’association K ou la constante de dissociation K :
[A © ]_ [Eq 83] et pKdiss = _Iog Kd = |Og Kass [Eq 84]
I_A J_C J diss

solv

Les constantes K, et K, dépendent de la constante diélectrique du solvant, la charge, la

taille et la concentration des ions. La distinction de AH de la paire d’ions A ,H" étant difficile, la
constante d’acidité a pour expression :

A JHe]
. 85
“aHla ] e
On définit pK =-logK, grandeur caractéristique du couple acide-base. La définition du

pH dans un tel solvant (constante d’équilibre K)) est: pH = -log[H+_,....] [Eq. 86] ou [H+
est la concentration des protons libres solvatés, non engagés dans les paires d’ions.

solvaté]

1
La définition du pH neutre dans un tel solvant est: pH = 2 pK, [Eq. 87]

Les zones d’acidité et de basicité se situent de part et d’autre de cette valeur. Par exemple,
dans l'acide formique (pK, = 6,2) un pH de 4 correspond a un milieu basique. Un acide est dit
fort dans un solvant donné s’il est complétement dissocié en H'_, cette entité chimique est
I'acide le plus fort pouvant exister dans ce solvant. Cependant le phénomene d’association
ionique complique cette situation puisqu’une partie des H™, se retrouve sous forme de paires :
ainsi des acides totalement solvolysés peuvent se comporter en acide faible (acide perchlorique
dans Pacide acétique). Le cas particulier des solvants amphiprotiques, dont HS, capables de
prendre ou de céder un proton au soluté est discuté longuement par Delcourt [DELCOURT 01].

IV.4.2. Calcul de Péchelle des pK, d’un solvant a un autre

L’expression du pK, met en jeu la solvolyse et I'association ionique :

fb e

» K, estla constante de dissociation des paires d’ions
» o est la fraction solvolysée des formes de steechiométrie AH

D’ou pK, = pK, —log¢;, [Eq. 89]

a; ne peut prendre des valeurs importantes que lorsque la solvolyse est efficace, c'est-a-
dire lorsque le solvant est plutot basique vis-a-vis de I'acide AH : «; est une mesure de la basicité
du solvant. Lorsque I'on passe d’'un solvant 1 a un solvant 2 (de ’eau a un solvant organique ou
solvant mixte par exemple) [CHARLOT 63]:

pK,, — pK,, = pK,, — pKy;, —(logea, —log ;) => ApK, = ApK, —Alog &; [Eq. 90]et [Eq. 91]

Il convient de considérer trois types de couples acide-base pour procéder a un changement
d’échelle de pK,.

» Couple dont la forme basique est moléculaire BH" /B (type 1)
La forme basique B n’étant pas chargée, il n’y a pas de paire (B,H"), donc le terme d’association
ionique n’a plus lieu d’exister :

ApK, =-Aloge;, [Eq. 92]
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» Couple dont la forme acide est moléculaire AH/A (type 2)
La théorie de Bjerrum-Fuoss permet d’exprimer le pK, en fonction de la constante diélectrique :

1
ApK, = kA(Zj —Aloge; avec k une simple constante  [Eq. 93]

» Couple dont les deux formes sont anioniques (type 3)

ApK, = 2*k*(1j —Aloge; [Eq. 94
&

Il est nécessaire de réaliser un calage des échelles. Pour placer les échelles de pK, 'une par
rapport a I'autre, on choisit un couple acido-basique de type 1 pour lequel il n’y a pas de terme
ApK, : les ordonées pK, se trouveront sur une horizontale. Sur échelle verticale des pK, dans
Ieau, on place le zéro puis le point représentatif de pK, (BH+/B) mesurée dans l'eau. Sur
I’échelle verticale des pK, dans HS, on place sur la méme horizontale le point représentatif de
pK, BH+/B) mesurée dans HS : on peut placer le 0 de cette deuxiéme échelle. On en déduit :
-Alogn, = pK,-pK,; [Eq. 95] écart entre les zéros des deux échelles [Fig. 30].

Ensuite, il faut prendre en compte la constante diélectrique du solvant. On choisit un
couple acido-basique de type 2 pour lequel ApK, = kA(%j —Aloge; [Eq. 96]. On mesure le pK,
de ce couple dans I'eau puis dans HS et on place les points représentatifs sur les deux axes
verticaux : on peut en déduire la valeur numérique de ApK, = kA(éj [Eq. 97]. On en tire k qui

est la pente de la droite joignant ces points. Une fois Alogy; (terme relatif a la basicité relative des
deux solvants) et k ou ApK, (terme relatif a 'association ionique) connus, on peut exprimer pK,,
a partir de pK,, pour tout couple, sans nouvelle mesure expérimentale. Compte tenu des
approximations faites, cette valeur n’est pas exacte mais constitue une bonne indication.

Alogei AlogpKd=k.A(l/s)
‘:_I _— | Solvant Crrganique

Z
- 10] pKil
1

14 |
AH/A- BH+/B |
Figure 30 : Changement d’échelle de pKa

1
1
1
1
1
1
Eau 0]
|

Le changement d’échelle du pH permet d’avoir un ordre d’idée sur les mesures en solvant
organique par rapport a échelle connue dans 'eau [DELCOURT 01]. 11 est a noter que Davey
aborde a peine la notion de correction de ’échelle du pH pour comprendre le diagramme de
phase et approcher la cristallisation d’'un API [DAVEY 05].

Cette méthode est donnée a titre d’indication et de compréhension globale des échelles de
pH dans les solvants organiques. Si elle n’a pas pu étre appliquée pour ce travail de thése, nous
avons tout de méme pu faire des suivis de pH dans I’éthanol.
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IV.5. Notes sur les mod¢les de prédiction de la solubilité

La connaissance de la solubilité a différentes températures permet de travailler avec le
diagramme de phase d’un soluté et de conduire au mieux un procédé de cristallisation. L’intérét
est donc réel pour les industries chimiques et pharmaceutiques [BRITT 04]. L’utilisation de
mode¢les mathématiques, physiques ou thermodynamiques permet de prédire, dans des cas plus
ou moins simples la courbe de solubilité d’un composé chimique en fonction de la température.
Souvent, ces modéles ne tiennent pas compte de lexistence de différentes phases
(polymorphiques, solvates, ...) d’ou l'intérét de faire attention a utilisation de ces outils. Ici est
fait un état des lieux dans le domaine des modéles de prédiction de la solubilité. Retenons que le
cas qui nous concetne sont les molécules électrolytiques dans un mélange solvant organique/eau.

La these de Lei Du Cuny [DU CUNY 06], reprend la comparaison de solubilités aqueuses
de plusieurs principes actifs (aucun sel) en les comparant aux valeurs calculées par de nombreux
logiciels a partir des valeurs calculées de I’électrotopologie, et les aires de surface moléculaire des
groupes fonctionnels des molécules (modélisation mathématique des molécules). La these de
Wassvik [WASSVIK 00], reprend le méme principe, en s’arrétant plus sur logP (logarithme du
rapport des solubilités dans 'octanol et dans I’eau) et le traitement statistique des données. Les
solubilités ne sont calculées que dans I'eau. Les 2 théses sont concluantes sur efficacité des
mode¢les pour des molécules organiques simples dissoutes dans ’eau. Filho et Rasmussen utilisent
les modeles UNIQUAC (UNlversal QUAsi Chemical) et Debye-Hiickel, qui utilisent la
modélisation des coefficients d’activité, pour calculer la solubilité des sels minéraux dans des
solvants mixtes. Malheureusement, cet article reste général et n’aborde pas le cas des molécules
organiques [FILHO 00]. Au contraire, Espitalier étudie une molécule organique non salifiée, le
kétoprofene[ ESPITALIER 95], a I'aide du modéele UNIQUAC dans un mélange mixte, mais la
question des sels organiques n’est pas abordée dans la littérature pour ce modele. De plus le
modé¢le UNIQUAC ne fait pas de la prédiction pure, il ne fait qulinterpoler a partir de quelques
résultats existants [ESPITALIER 97]. Tantishaiyakul utilise la méthode des moindres carrés a
partir de plusieurs descripteurs moléculaires pour prédire la solubilité aqueuse de sels organiques,
en particulier différents sels du diclofénac [TANTISHAIYAKUL 04].

Mullins utilise la méthode COSMO-SAC (COnductot-like Screening MOdels — Segment
Activity Coefficient) pour prédire les solubilités de principes actifs (non salifiés) dans un solvant
pur ou un mélange de solvants. La méthode COSMO-SAC est basée sur des calculs de physique
quantique. Ces résultats sont intéressants par rapport aux valeurs expérimentales et COSMO-
SAC est réguliecrement utilisé par certains laboratoires académiques. Néanmoins, c’est une
méthode particuliecrement complexe, moins facile d’approche que les modéles UNIQUAC et
NRTL [MULLINS 08].

La société éditrice du logiciel de génie chimique / génie des procédés Aspen (Aspen
Technology Inc.) travaille sur le développement de modéles évolués afin de répondre aux
demandes de ses partenaires industriels. Aspen est un logiciel trés complet pour dimensionner
(entre autre) les installations de I'industrie chimique et pétrochimique. Les modéles de calculs
thermodynamiques qui sont classiquement utilisés sont NRTL (Non Random Two Liquid),
UNIFAC (UNlversal Functional Activity Coefficient) et UNIQUAC.

Le modele NRTL-SAC (non random two liquid segment activity coefficient) permet de
prédire la solubilité de molécules organiques dans des mélanges binaires de solvant. L’article de
Kokitkar illustre l'utilisation avec succes de ce modele pour la sélection d’un solvant afin de
maximiser la solubilit¢ du principe actif, tout en réduisant la quantité de solvant utilisée
[KOKITKAR 08]. NRTL-SAC nécessite quelques valeurs expérimentales dans différents
solvants pour faire ses calculs, mais aboutit dans 'exemple cité a des résultats tres utiles pour le
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développement du procédé. NRTL-SAC utilise la contribution des groupements chimiques pour
calculer 4 facteurs : ’hydrophobie X, la polarit¢ Y- et Y+ et ’hydrophilie Z [CHEN 04]. Le
couplage de ces valeurs caractéristiques de la molécule d’étude aux valeurs du ou des solvants
considérés (62 sont enregistrés dans la base) permet d’obtenir des diagrammes représentant la
solubilité en fonction du ratio de solvant. La figure 31 compare les solubilités d'un API dans des
ratios de solvants différents aux valeurs calculées a I'aide du modele NRTL-SAC [CHEN 06_A].

100

Modéle

B Mesures

Modéle 1000 l

B Mesures

100 - L

0.1

Solubilité de I'API (mg/ g de solvant)
Solubilité de I'API (mg/g de solvant)
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Fraction d'eau dans Dioxane,/eau a 25°C Fraction d'eau dans DMF/eau a 25°C

Figure 31 : Solubilité mesurée et prédite de la sulfadiazine dans les mélanges Dioxane/eau et

DMF/eau

A partir d’essais sur plusieurs APIS, Tung décrit le modéle NRTL-SAC comme plus
performant que COSMO-SAC grace a des calculs mieux optimisés pour 'utilisation des solvants
mixtes [TUNG 08]. NRTL-SAC s’étend aussi aux équilibres Liquide-Vapeur et Liquide-Liquide
[TABORA 04].

Ces dernicres années, a été développé le modele eNRTL-SAC (electrolyte Non Random
Two Liquid Segment Activity Coefficient). Ce mode¢le gere un facteur supplémentaire : le facteur
électrolytique E [CHEN 05]. Il permet de traiter la solubilité des molécules organiques sous leur
forme salifiée dans des mélanges binaires de solvant, ce qui est particulierement intéressant pour
les industries pharmaceutiques. La figure 32 montre, dans le cas du benzoate de sodium, que la
solubilité calculée par le modcle est tres satisfaisante par rapport aux valeurs expérimentales dans
10 solvants ou mélanges de solvant différent [CHEN 06_B].
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Figure 31 : Comparaison des solubilités expérimentales et calculées par eNRTI.-SAC a 25°C du
benzoate de sodium dans 10 solvants ou mélanges de solvant

Ce travail bibliographique montre I'importance donnée a la prédiction de la solubilité
aqueuse des molécules pharmaceutiques, premier élément mesuré pour apprécier la
biodisponibilité du produit avant son efficacité thérapeutique. La prédiction de la solubilité
organique dans des mélanges mixtes n’est pas encore totalement mise au point mais le travail
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exercé par les équipes qui développent le logiciel Aspen est prometteur. Ainsi, 'intérét porté au
développement des modeles de prédiction est suivi de pres par les laboratoires pharmaceutiques
comme Astrazeneca [CRAFTS 05] [BLACK 07] [WASSVIK 06], Eli Lilly [KOKITKAR 08],
Merck [TABORA 04] et Roche [DU CUNY 00]. Le modéle eNRTL-SAC est clairement une
excellente solution a utiliser dans le développement des APIs pour améliorer ses connaissances et
accélérer la prise de décision dans le suivi de projet [BOLLAS 08].

V. Méthode pour le choix du sel

Au-dela des considérations toxicologiques, le choix du sel s’avére trés important pour la
solubilit¢ du produit dans le solvant de cristallisation et pour les caractéristiques physico-
chimiques du solide. Choisir une forme salifiée permet de modifier un ensemble de propriétés
mais il est difficile de trouver une forme en particulier qui permette de cibler une propriété sans
en modifier d’autres. La premiere propriété recherchée étant une solubilité aqueuse supérieure a
celle d’'une molécule non salifiée. La cristallisation de I’API sous la forme d’un co-cristal est aussi
une solution envisagée lors de son développement pharmaceutique [GAGNIERE 09]. La
décision du choix du sel se fait selon plusieurs criteres avec 'appui de différents spécialistes :

» Les chimistes discutent du rendement chimique, de la qualité cristalline, du
polymorphisme, du cout et de la disponibilité de I'acide ou de la base conjuguée.

» Le groupe de formulation et de chimistes analytiques discute de I’hygroscopicité, de la
stabilité, de la solubilité et de la processabilité du sel.

» Le groupe d’étude sur laction métabolique du principe actif discute des aspects
pharmacocinétiques et toxicologiques.

Est discuté dans cette partie 'effet que le changement du contre ion choisi pour le sel
peut avoir sur les différentes propriétés physico-chimiques telles que la solubilité, le point de
fusion ou I’hygroscopicité du principe actif toutes importantes pour la biodisponibilité et la
stabilit¢ du médicament. Une approche méthodique est ensuite proposée pour choisir au mieux
un contre ion.

V.1. Effet du contre ion sur la solubilité du sel

La formation du sel d’'un produit basique nécessite que le pK, de l'acide conjugué soit
suffisamment inférieur au pK, de la base. L’utilisation d’acides minéraux comme HBr (pK,=-8,0)
HCI (pK,=-6,1), H,SO, (pK,=-3,0) ou un acide sulfonique (pK,<2,0) est propice a la préparation
de sels de base faible avec un site amine de pK, <4,0. Des acides plus faibles comme I’acide
acétique ou I'acide benzoique ne permettraient pas de faire de tels sels. Il est conseillé d’avoir une
différence de pK, d’au moins 2 unités [STAHL 02]. Une liste de pK, est donnée en 'annexe D du
manuscrit. Le choix d’un acide faible ou fort, d’une base faible ou forte implique des méthodes de
calcul du pH des solutions de sel différentes [Tableau 5]. On note que le pK, est le pK; de l'eau :

Sel Equation
Acide faible / base forte pH = %(DKa + pK,, +1ogC)
Base faible / acide fort pH = %(pKa —logC)
Acide faible / base faible pH = %( pK, (acide) + pK, (base))

Tableau 5 : Equations pour le calcul du pH d’une solution de sel
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La solubilité du produit est assez dépendante du contre ion. La figure 33 suivante illustre
parfaitement I'importance du contre ion pour la solubilité de différents sels de Perfenadine
[STRENG 84].
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Figure 33 : Profils pH /solubilité de différents sels de Perfenadine [STAHL 02]

On se rend compte que le pH, . est légerement déplacé et que la solubilité maximale du
sel de Perfenadine varie du simple au sextuple. Cela peut s’expliquer par les équations décrites plus
tot dans le manuscrit.

Prenons un exemple pratique de la nécessité de fabriquer un sel: l'aspirine. L’acide
acétylsalicylique est généralement vendu sous forme de comprimés, permettant au principe actif
de se dissoudre dans 'estomac. Néanmoins, il existe des formulations en sachet qui permettent
de dissoudre la molécule dans un verre d’eau pour une biodisponibilité (cinétique de I'action sur
le métabolisme, relatif a la solubilité aqueuse) plus rapide. Ces formulations en sachet ne
contiennent pas de l'acide acétylsalicylique mais son sel de D-Lysine. En effet, la dissolution de
'acide acétylsalicylique serait bien plus longue dans le verre d’eau.

V.2. Effet de la nature du sel sur le point de fusion

Un accroissement de la température de fusion du solide est généralement accompagné
d’une réduction de la solubilité. Les variations du point de fusion sont dépendantes du cation ou
de I'anion conjugué. L’exemple qui suit, concerne un API a destinée antimalarial [STAHL 02] :

Sel Point de fusion (1 atm, 0°C) | Solubilité (mg/mL)
Base libre 215 7,5
Chlorhydrate 331 13
Sulphate 270 20
Mésylate 290 300
2-hydroxyéthane sulphonate 251 620
L-lactate 192 925
DL-lactate 172 1850

Tableau 6 : Relation entre le sel, le point de fusion et la solubilité aqueuse d’'un API [STAHI 02]
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La stabilité des composés organiques a I’état solide est reliée a la force des liaisons dans la
structure cristalline. Etant donné que les forces entre les molécules d’un cristal sont faibles en
comparaison a énergie nécessaire pour casser les liaisons chimiques, la fusion du solide
intervient avant que la dégradation du produit n’intervienne. On note aussi qu’a une température
inférieure a la température de fusion, une couche semi-liquide se forme a la surface du solide, on
peut patler de phase amorphe.

La température de fusion et la stabilité du produit sont aussi liées. Il existe de nombreux
cas ou le choix du sel s’est tourné vers un produit a haute température de fusion afin de ne pas
avoir de soucis en ce qui concerne le stockage des produits. Les produits a basse température de
fusion peuvent poser des problemes pour le traitement galénique: mélange et compression.
Ceux-ci ont tendance a s’agglomérer et avoir un comportement d’écoulement plastique.
L’augmentation du point de fusion, réduit la solubilité dans tous les solvants mais améliore la
stabilité¢ du produit.

V.3. Effet de la nature du sel sur ’hygroscopicité

Les sels solubles polaires ont une aptitude forte a étre hygroscopiques a cause des
interactions entre les liaisons hydrogenes et ’humidité ambiante. Plus est polaire I’acide ou la base
conjuguée du sel, plus grande est la capacité du produit a absorber '’humidité, ce qui explique que
les dichlorhydrates sont particulierement hygroscopiques, plus en tout cas que les chlorhydrates
[WERMUTH 96]. Aussi, hygroscopicité des matériaux cristallins dépend de la nature hydrophile
ou hydrophobe des faces exposées a la surface du cristal. Il va de soi que si le solide est
partiellement amorphe, il aura d’autant plus tendance a absorber 'eau car la phase amorphe réduit
Pexposition des faces hydrophobes a ’humidité.

L’hygroscopicité du produit a un effet notoire sur la processabilité du solide. La

formation d’hydrates peut entrainer un séchage difficile. Une mauvaise coulabilité, mesurable
y g >
grace a Pangle de talus, peut aussi étre génante.

V.4. Effet du sel sur la nature du solide

La synthese de différents sels d’'une méme molécule (a sites acides ou basiques) aboutit a
des produits cristallisant de maniceres différentes. Il n’est pas rare d’observer que le sel A d’une
molécule ne donne qu’une seule et méme forme cristalline alors que son sel B présente de
nombreuses formes polymorphiques. Il est utile de détecter au plus tot les problémes potentiels
de polymorphisme des différents sels d’'une molécule. Un exemple est donné dans la littérature :
le développement d’une molécule basique A était prévue sous sa forme non salifiée, sa forme
chlorhydrate ou sa forme methanesulfonate [Tableau 7].

Base forme 1 | Base forme 2 Chlorhydrate | Methanesulfonate
MM 272,74 309,20 367,84
Forme cristalline aiguilles batonnets aiguilles cubes
Point de fusion 247,1°C non mesuré non mesuré 222.2°C
Corrosion trés corrosif peu corrosif

Tableau 7 : Propriétés du principe actif A [STAHI, 02]

Le chlorhydrate a été éliminé de la sélection a cause des problémes de corrosion puis a
solubilité équivalente, la forme methanesulfonate a été préférée a la base car elle ne présente pas
de forme polymorphique. La transition polymorphique entre les 2 formes cristallines de la base
représentant un inconvénient sur la stabilit¢ de la forme cristalline déclarée dans le dossier
d’enregistrement du médicament.
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V.5. Spécificité des chlorhydrates

L’utilisation de 'acide chlorhydrique pour former des sels de molécules basiques est tres
répandue. Tout d’abord, elle s’explique par la bonne solubilité dans I’eau des sels de chlorhydrate
[JOHDO 05]. Ensuite, le geste chimique a la paillasse est bien connu et maitrisé, il faut dire que
'acide chlorhydrique étant un acide fort, le rendement de salification est particulicrement bon.
Enfin, nous pourrions noter que c’est un produit chimique bien moins couteux que certains
acides organiques [STAHL 02]. D’autre part, le mécanisme de la réaction de salification est
simple, en voici un exemple [Fig. 34| sur un site basique qu’est une amine tertiaire :

‘[\\J\/?HCI — h*H,CL
AN W A

Figure 34 : Mécanisme de salification entre une amine et ’acide chlorhydrique

Les chlorhydrates représentent une grande partie des sels de molécules basiques. Des
travaux ont estimé en 1977 que 43% des sels de base approuvés par la FDA étaient des
chlorhydrates [BERGE 77]. Une étude similaire en 1994 montre que plus de 38% des sels
pharmaceutiques sont des chlorhydrates (nombre plus grand si on estime par rapport aux sels de
base). En 1994, parmi les sels de base, les sulfates représentent une part importante (6,8% de la
totalité des sels) mais 4 a 5 fois moins que les chlorhydrates. Viennent ensuite les tartrates, les
bromhydrates, acétates, maléates, mésylates et phosphate. Du c6té des sels d’acides, les sels de
sodium sont largement majoritaires (17,8% de la totalité des sels) avec quelques sels de
potassium, de calcium, de zinc, d’olamine, de benzathine et de méglumine [JONES 06].

Néanmoins, l'utilisation de I’acide chlorhydrique peut étre néfaste a 'obtention de certains
sels : corrosion, produit de solubilit¢ du sel, effet d’ion commun et hygroscopicité sont des
facteurs qui ne font pas toujours des chlorhydrates le premier choix pour un sel. La dissolution
des sels de chlorhydrate dans I'estomac peut étre réduite par I'effet d’ion commun a cause de la
forte concentration d’ions chlorures dans 'estomac [MIYAZAKI 80][MIYAZAKI 81]. Plusieurs
travaux ont montré aussi que les sels de chlorhydrate ont parfois tendance a étre plus
hygroscopique que d’autres sels a cause de leur nature polaire, causant éventuellement une
déliquescence. Ces problémes sont encore plus marqués pour les sels de di-chlorhydrate comme
vu précédemment. On note également que les sels de chlorhydrate ont une forte aptitude a
former des cristaux sous forme d’aiguilles [MACCALMAN 93].

Les molécules basiques au pK, faible sont souvent salifiées avec un acide fort tel que
'acide chlorhydrique. L’acidité peut atteindre un tel degré que les appareils métalliques en contact
avec le produit tout le long de la chaine de production du principe actif et de sa forme galénique
sont sous le risque de corrosion. En particulier, les filtres sécheurs du solide ou les appareils de
fabrication des comprimés sont sous la menace d’une usure rapide tout en engendrant la présence
d’impuretés métalliques solubles dans le produit en faible quantité. Le potentiel corrosif d’un
produit ne peut s’observer qu’en présence d’humidité pour faciliter la libération de la forme acide
du produit. Le lien entre hygroscopicité et corrosion est donc évident. Les expériences ont
montré que les produits en solution ayant un pH inférieur a 2,5 sont tres corrosifs. Pour illustrer
cela, une expérience est décrite [STAHL 02] : 5 a 10 mg de deux produits différents, un sel de
methanesulfonate et un sel de chlorhydrate d'un méme API sont déposés sur deux disques
d’alliages en acier utilisés pour la compression en production galénique. L’exposition de la poudre
sur le métal pendant une heure dans une atmosphere a 75% d’humidité aboutit a une attaque du
métal [Fig. 34].
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Drug Salts Exposed to 75% r.h.
on Tool Steel Alloy # 2063

N
Ill v

CGPB8I73A [ CGP21495A

Figure 35 : Observation de.s éurfacés métal]iciues abrés éxﬁosition de la poudre a 75%
d’humidité [STAHL 02]

La compression des mélanges principe actif + excipients peut s’avérer techniquement
impossible si les substances corrosives sont présentes en forte concentration. D’autre part, la
présence de traces de métaux dans les comprimés peut accélérer la dégradation du produit. Pour
éviter ces problémes, il faut soit réduire le temps de contact du solide avec les surfaces
métalliques, soit réduire les dosages par dilution avec les excipients.

V.6. Actions a entreprendre pour modifier les propriétés d’un sel

Pour améliorer une propriété particulicre d’un sel, Gould propose a partir d’études sur
plusieurs APIs une démarche pour cibler une action en particulier [GOULD 86].

» Réduction du point de fusion
Afin d’augmenter la solubilité, au risque de faire face a des probléemes de démixtion : utiliser des
acides aliphatiques pour des bases aromatiques ou des acides organiques hautement substitués
pour réduire la symétrie cristalline.

» Augmentation du point de fusion
Pour réduire la solubilité et les problemes de processabilité, favoriser les petits contre ions (Cl,
Br,..), des anions aromatiques si la base est aromatique, ou encore des acides organique riches en
groupes hydroxyles.

» Réduction de la vitesse de dissolution
Pour fabriquer des produits a dissolution lente ou retardée, augmenter le point de fusion et
I’hydrophobicité de I'anion conjugué.

» Augmentation de la dissolution
Pour augmenter la biodisponibilité, réduire le pK, de I'acide conjugué [HILFIKER 006], réduire le
point de fusion, augmenter le taux d’hydroxylation de I'acide organique et, en cas d’effet d’ion
commun, préférer un acide organique de faible poids moléculaire.

» Augmentation de la stabilité
Réduire 'hygroscopicité en augmentant ’hydrophobicité de l'acide. Choisir plutoét un acide
carboxylique qu’un acide minéral ou sulfonique. Utiliser un acide avec un pK, supérieur pour
augmenter le pH de la solution. Réduire la solubilité et augmenter la cristallinité en augmentant le
point de fusion.

» Réduction de la mouillabilité
Pour réduire I’hygroscopicité, augmenter ’hydrophobicité de I’anion conjugué.

-67 -



Thiband Detoisien Chapitre 1 : Bibliographie

» Augmentation de la biodisponibilité
Afin d’augmenter la biodisponibilité du produit, augmenter la polarité de 'anion conjugué, baisser
le pK, de 'acide, essayer de recristalliser le produit dans un autre solvant pour changer I’habitus,
utiliser un acide organique riche en groupes hydroxyles.

En fin de compte, la stabilité, la solubilité, le point de fusion et la mouillabilité des sels
sont tous reliés. En Annexe D est fournie une liste de contre ions triés par classe chimique, avec

leur pK,.

V.7. Approche méthodique pour le choix du sel

Il est proposé dans la littérature d’adopter une approche en quatre parties [Tableau §]
pour sélectionner le sel optimal [STAHL 02]. Le choix doit répondre aux problématiques
suivantes :

Le pK, de la molécule a salifier permet il de réaliser facilement un sel ?

La solubilité aqueuse est elle convenable ?

Est-ce que le solide produit est cristallin ? (la phase amorphe peut poser des problémes
dans la processabilité du produit, réglementairement cela peut poser des soucis aussi)

La toxicologie et la pharmacologie de lion conjugué et du sel formé sont elles
acceptables ?

Un des sels présente-t-il plus ou moins de polymorphes que le forme non salifiée ? (Cette
question est difficile a répondre tot dans le développement de la molécule)

Y VWV VYV

1% partie

|

2" partie

|

3% partie

Cristallinité (microscopie)
Cristallisation a partir de différents solvants
Solubilité aqueuse

Evaluation de la forme cristalline (DRX, microscopie a effet peltier)
Propriétés thermiques (DSC, TG)
Hygroscopicité

YV VYVV VVYV

Changement de la forme cristalline en fonction de la température et de
I’humidité ambiante (DRX, DSC, TG, sorption de wvapeur,..)
[MORRIS 94]
4™ partie
l »  Stabilité sous contrainte

» Extrapolation

Forme finale
Tableau 8 : Approche par étapes pour la sélection d’un sel

Notons enfin que la formation d’un sel peut présenter un désavantage notoire :
Iutilisation de contre ions a haute masse moléculaire peut augmenter la masse du principe actif de
20 a 50% [BASTIN 00]. Etant donné que certaines molécules présentent de mauvaises propriétés
de coulabilité, le mélange final peut compter de 40 a 70% d’excipients en masse. Ainsi, cela
nécessiterait de faire des comprimés de taille trés importante ou de devoir augmenter le nombre
de comprimés par prise. Il a été aussi noté que les sels, a cause de la complexité croissante des
molécules, ont de plus en plus tendance a former des hydrates et des solvates.
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VI. Les étapes du développement pharmaceutiques

L’objectif des services de Recherche et Développement d’une industrie pharmaceutique
est de découvrir, de développer, d’enregistrer et de mettre sur le marché des produits hautement
innovants répondant a des besoins médicaux importants non satisfaits. La recherche « amont »
est essentielle a la bonne santé de lentreprise sur le long cours. Le nombre de molécules
commercialisées par un groupe pharmaceutique est directement dépendant du dynamisme de la
recherche, du budget qui lui est alloué et de la créativité de ses chercheurs. Aussi, il faut compter
jusqu’a une quinzaine d’années pour qu’une molécule passe du stade de la découverte a la mise
sur le marché. Lorsqu’une molécule entre en phase de développement, une équipe “projet” est
constituée, rassemblant des représentants des fonctions appropriées (pharmacologues, cliniciens,
chimistes, toxicologues, spécialistes des affaires réglementaires, spécialistes du marketing) qui
vont collaborer pendant toute la durée de vie du projet [COSSERAT 03]. Le processus de
développement est associé a 3 phases réglementaires de développement clinique.

Phase I > Dose maximale tolérée
» Premiére administration chez ’lhomme sain
» Test sur une population de 50 2 100 personnes
» Dose de 1/1000 a 1/10 de la dose active chez ’animal
Phase II > Efficacité thérapeutique
>
>
>
» Il b => La dose maximale est optimisée
Phase III > Confirmer Pefficacité, évaluer les risques, observer les effets secondaires
» Test sur une population de 500 a 3000 personnes
» Etudes comparatives

Premicre administration chez ’'homme malade, Etudes non comparatives
Test sur une population de 100 a 1000 personnes
II a => Efficacité thérapeutique sur un premier ensemble de malades

Le tableau 8 suivant résume les différentes étapes lors de la vie d’une molécule a partir de
la découverte jusqu’a sa mise sur le marché. Pour une action thérapeutique ciblée, jusqu’a 10.000
molécules sont envisagées, puis ce nombre est réduit au fur et a mesure des phases, précliniques
et cliniques pour ne conserver qu’une seule molécule (et parfois une molécule “backup”). L’'unité
de temps de la recherche est le quart de siecle [SERVIER 07], 'industrie est aussi soumise a la
pression de commercialiser au plus tot son produit pour bénéficier le plus longtemps possible de
la protection de son API par son brevet.

Tableau 8 : La vie d’'une molécule pour la pharmacie

RECHERCHE DEVELOPPEMENT NAISSANCE VIE
12a2ans 1a2ans 12a2ans 62 8ans 1an Permanent
Recherche [Optimisation| Evaluation Evaluation clinique chez ’homme Préparation et Commercialisation
des points préclinique in Phase I Phase 11 Phase IIT  |dép6t du dossier LCM
de départ vitro chez d’enregistrement|
chimique I’animal du médicament g Life Cycle
.Conception|.Puissance  [.Développement|.Tolérance et Activité .Confirmation | Management
Synthese |.Sélectivité |chimique pharmacocinétique|biologique et |de Peffet c
Screening |.Durée .Pharmacologie recherche thérapeutique @)
d’action .Méthodes d’un effet etdela :I
analytiques thérapeutique|tolérance ®)
Stabilité z
Sécurité
.Galénique
5000 a 10000 molécules 30 10 3 1 molécule
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VII. Conclusions

Au plus le projet de développement d’un API avance, au plus la quantité a produire est
importante pour satisfaire les besoins en essais cliniques et les différentes études de galénique,
toxicologie, et de développement chimique. Il faut alors accompagner le projet au cours de
Pextrapolation du procédé de synthese et de cristallisation. On comprend qu’il est essentiel de
faire au plus tot de bons choix pour ne pas étre embarrassé plus tard avec un mauvais procédé
lorsque l'on travaille avec de gros volumes pour la synthése de PAPIL Un procédé peu robuste ou
produisant des cristaux avec de mauvaises propriétés d’usage posera probléme tot ou tard. Par
exemple, un mauvais facies peut poser des problemes importants au niveau industriel comme des
aiguilles peuvent boucher un filtre sécheur [TRIFKOVIC 07]. Ainsi, il est important de détecter
au plus tot d’éventuels problémes, a partir d’'une quantité faible de produits et d’avancer par
exemple au moment du choix du sel des propositions qui ont aussi un intérét a prendre en
compte, en plus, des éléments cliniques, pharmacologiques et toxicologiques [HIRSCH 78].

La cristallisation de ’API est une étape tout aussi importante que la synthése chimique
pour obtenir un produit chimique de qualité. Le choix du procédé (choix du milieu de synthese et
de cristallisation, choix du sel...) doit prendre compte des propriétés du solide : facies, taille et
stabilité de la phase cristalline de ’APL

Cette bibliographie a permis de reprendre les concepts nécessaires a la compréhension
des phénomeénes d’obtention du solide, en particulier pour les formes salifiées d'un API ; de la
cristallographie et du polymorphisme. Le recul nécessaire sur les mécanismes de choix d’un sel
plutot qu’un autre et les étapes du développement pharmaceutique permet de mieux comprendre
les enjeux d’une bonne étude préliminaire des différents choix auxquels une entreprise
pharmaceutique est confrontée a des étapes clefs du développement.

Le criblage des formes salifiées pourrait étre couplé a un criblage polymorphique pour
choisir une forme appropriée de TAPI [REMENAR 03]. Une étude complete sur les différentes
phases, avec la connaissance des facics, des solubilités aqueuses et des stabilités différentes, a
toute son importance. Clest un enjeu, de connaitre le maximum d’informations sur le
comportement physico-chimique de API au début de son développement pour favoriser une
bonne extrapolation du procédé. Nous allons effectuer dans la partie suivante une revue des
différentes techniques utilisées pendant cette these pour étudier la cristallisation dun API sous
différentes échelles.
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Chapitre 11 :

Matériels et Méthodes

Le secret de toute méthode consiste a regarder
avec soin dans toute chose ce qu'il y a de plus absolu.

René Descartes (Les régles pour la direction de [esprit)
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11 est présenté dans ce chapitre 'ensemble des méthodes utilisées pendant ces 3 années de
doctorat au CINaM et au LAGEP. Nous commencons par expliquer dans le détail la méthode de
mesure de solubilité la plus couramment utilisée au laboratoire, par observation de la dissolution
ou non des ajouts successifs. Ensuite, nous nous intéressons a la microscopie optique et
Iutilisation du controle de la température par effet Peltier. Les méthodes de caractérisation des
poudres sont également expliquées: diffraction des rayons X ; analyse de la structure de
monocristaux ; calorimétrie différentielle ; thermogravimétrie ; microscopie électronique a
balayage et microscopie a force atomique. La présentation des réacteurs de cristallisation utilisés
au LAGEP et au CINaM est aussi importante pour introduire la notion d’hydrodynamique en
cristallisation. Enfin, les outils de mesures 7z sitn utilisés pendant la these sont décrits : sonde
FBRM et sonde vidéo in situ pour le réacteur du LAGEP ; mesure du pH pour le réacteur du
CINaM ; diffusion des rayons X aux petits et moyens angles d’une suspension dans un capillaire
sous température controlée.

De plus, une partie sera réservée a la présentation du produit d’études, le TD901 et la
réflexion qui nous a menés a faire ce choix.

I. Mesure de la solubilité par ajouts successifs

La solubilit¢ dun soluté dans un solvant a température donnée est une valeur
thermodynamique mesurée a I’équilibre. L’établissement du diagramme de phases nécessite la
mesure de la solubilit¢é a plusieurs températures. La figure 36 montre schématiquement 3
méthodes de mesure de la solubilité.

A

KLZM

-

-
- = 3 - Encadrement

Concentration (g/L)

i 1 - Ajouts dosés par

;{ dissolution
1

5
Tempeérature (°C) 4

Figure 36 : Méthodes de mesure de la solubilité a I'aide du diagramme de phase

La premiere méthode, dite des “ajouts successifs”, consiste en I’addition progressive de
soluté dans une quantité connue de solvant a température constante. Une fois le soluté dissous (la
solution est toujours sous-saturée, donc en dessous de la courbe de solubilité), une nouvelle
quantité de soluté est ajoutée, et cela jusqu’a ce que le solide ne se dissolve plus. Plus les quantités
de soluté ajoutées en fin de manipulation sont petites, plus la solubilité est précise puisqu’il s’agit
d’un encadrement. La solubilité se calcule par I’équation 98.
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Masse totale de solide dissout (mg)
Volume de solvant (mL)

C. (glL)= [Eq. 98]

La patience doit étre de rigueur pour bien effectuer cette méthode, car selon les cas, le
soluté peut mettre un temps important pour se dissoudre, c’est a I'utilisateur de bien juger du
moment ou 'on peut considérer que la solubilité est atteinte. I.’augmentation d’un degré de la
température permettra de vérifier que l'on est bien a Péquilibre, méme si les cinétiques de
dissolution et le polymorphisme peuvent géner I'appréciation de la solubilité.

La seconde méthode est celle de la gravimétrie. A température constante, on se place en
conditions de sursaturation (masse de suspension connue), au dessus de la solubilité, en laissant le
temps a la suspension d’atteindre I’équilibre thermodynamique, au niveau de la courbe de
solubilité, puis de décanter. Le prélevement d’une masse connue du liquide surnageant est ensuite
évaporé dans une coupelle pesée au préalable. La quantité de solide restante dans la coupelle
aprés évaporation permet de connaitre la concentration a I’équilibre du soluté dans le solvant
considéré, a température connue. La solubilité est obtenue par croissance.

Masse coupelle aprés évaporation (mg) - Masse coupelle vide (mg)
Volume de liquide prélevé (mL)

C.(oL)= [Eq. 99]

La troisieme méthode, par encadrement de la température, est réalisée a partir d’une
concentration connue de soluté dans un volume également connu de solvant [ BECKMANN 84].
La solution ou la suspension est placée dans une cellule a température controlée. S’il s’agit d’une
suspension, I'augmentation progressive de la température permettra de dissoudre le solide une
fois que l'on se place en conditions sous-saturées (a droite de la courbe de solubilité). S’il s’agit
d’une solution, la détermination de la solubilité¢ est bien complexe et nécessite beaucoup de
patience sans forcer la nucléation trop rapidement ce qui permettrait de déterminer une limite de
zone métastable et non la solubilité. Cette partie de la méthode n’est pas tres rapide a utiliser,
mais elle permet d’avancer par encadrement, ce qui est parfois utile pour vérifier un point sur une
courbe de solubilité. Nous travaillons principalement au laboratoire avec la méthode des ajouts
successifs dosés par dissolution. Iétablissement d’une courbe de solubilité compléte pouvant
s’avérer parfois gourmande en soluté, nous avons dessiné et fait fabriquer des cellules doubles
enveloppées nous permettant de travailler avec un volume de seulement 10mL [Fig. 37].

Figure 37 : Cellule double enveloppée de 10 ml pour la mesure de solubilité

Ces cellules sont posées sur un agitateur magnétique afin d’accélérer la dissolution du
produit dans le solvant et d’atteindre ’équilibre thermodynamique plus rapidement. En fait, deux
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cellules alimentées par un bain thermostaté sont montées en série afin de mesurer au plus précis
la solubilité et éventuellement le pH dans une premiere cellule et la température dans la seconde
[Fig. 38]. Cette seconde cellule ne contient uniquement que le solvant et une sonde PT100 pour
faire une mesure et éventuellement corriger la température du bain si celle-ci est trop éloignée de
la consigne. Selon, les cas, nous avons utilisé une sonde pH dans la premiere cellule pour faire en

paralléle des additions une mesure du pH de la solution ou de la suspension.
Electrode de pH combinée Sonde de température PT100

Schott / LiCL T

Bécher a double enveloppe +—— Bouchon hermétique — Bécher 4 double enveloppe
de ~10mlL \ de ~10mlL

— —
‘*-\_\ ’_/.f
Solution 3 étudier S
s
BN
Eau du bain thermostaté
= La=d = LT J | s
| barreau
@ magnétique @
Agitateur magnétique Agitateur magnétique

Figure 38 : Schéma du montage pour I’établissement des courbes de solubilité

La saturation est appréciée une fois que la solution reste troublée pendant plusieurs
heures. Nous pouvons alors augmenter la température du bain thermostaté pour dissoudre la
suspension dans la cellule et continuer les ajouts successifs a une température connue.

Pour établir les courbes de solubilité de nos produits, nous avons mesuré la solubilité a
10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 35°C, 45°C, 55°C et 65°C, soit 8 points de mesure pour établir les
courbes C; = f (T). L’exploitation des données doit étre accompagnée d’un traitement sous la
forme In (C)= f (1/T) pour retrouver la relation de van’t Hoff [Eq. 12 et Eq. 100] et déterminer
expérimentalement la valeur de enthalpie de dissolution du soluté [Eq. 101].

—AH A
InS:A*T£+B [Eq. 100]  avec A:_Td [Eq.101] et B= S,

[Eq. 102]

Le calcul de l'entropie de dissolution a pression atmosphérique [Eq. 102] a partir de
I'ordonnée a l'origine de la droite est peu significatif. En effet, notre domaine d’étude [283.15 —
338.15] est tres éloigné de 0 Kelvin ou se lit le coefficient B de Iéquation de van’t Hoff. 1l
faudrait, de plus, exprimer entropie en calculant les fractions molaires.

II. L.a microscopie avec cellule a effet Peltier

Le CINaM est équipé de nombreux microscopes optiques inversés, c'est-a-dire avec la
source lumineuse en haut de I’échantillon et 'objectif en bas. Ces microscopes Nikon Eclipse TE
300, avec des objectifs x4 ou x10, sont reliés a des caméras CCD pour I'acquisition des images en
temps réel [Fig. 39]. Un logiciel permet d’enregistrer les images a intervalles réguliers. L’utilisation
d’un bloc Peltier sur le microscope inversé permet d’étudier dans un volume thermostaté, que
Pon peut sceller pour I’étanchéité, le contenu dune cellule. Des adaptateurs métalliques
permettent de travailler avec des volumes divers : de 15 plL a 2 mL..
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Figure 39 : Microscope optique inversé équipé d’une platine a effet Peltier

Le controle de la température et observation des phénomenes en solution a température
connue sont essentiels a ’étude de la cristallisation en solution.

I1.1. Principe de P’effet Peltier

La platine Peltier [Fig. 40] permet d’obtenir une température désirée dans la cellule qu’elle
entoure. Ceci est di a leffet du méme nom: Teffet Peltier. Il s’agit d’un phénomene
thermoélectrique, de déplacement de chaleur en présence d'un courant électrique. L'effet se
produit dans des matériaux conducteurs de natures différentes liés par des jonctions. L’une des
jonctions se refroidit légerement quand l'autre se réchauffe. Cet effet a été découvert en 1834 par
Jean Chatles Peltier. Un module de commande permet d’alimenter ce systéme avec un courant
spécifique a la température que nous lui avons programmé. Ces platines sont équipées d’un
systeme de double enveloppe afin de refroidir ou réchauffer la platine avec de Ieau au cas ou les
températures imposées seraient respectivement chaudes ou froides.

Figures 40 et 41 : Photographies d’une platine Peltier et d’une celule de 2 ml. avec adaptateurs

Le plus classiquement, nous utilisons le monopuits avec des cellules de 2 mL [Fig. 41], ces
cellules ont un fond optique parfaitement adapté a 'observation a I'aide d’un microscope.

I1.2. Caractérisation entre polariseurs croisés

La lumicre est constituée d’une infinité d’ondes électromagnétiques. Chacune de ces
ondes est caractérisée par une direction de propagation et une vibration. Certaines substances
sont capables de favoriser un plan de vibration de sorte que les ondes de la lumiere émergente
vibrent toutes dans le méme plan. On dit que cette lumiere est polarisée. Pour faire de la
microscopie en lumiére polarisée, il faut deux filtres polariseurs. Le premier filtre est appelé le
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polariseur. I laisse passer seulement la lumiére qui vibre dans une direction. Le deuxieme filtre
est appelé I'analyseur, il est placé sur le chemin de la lumicre polarisée. Ce dernier filtre est tourné
a 90° pour obtenir 'extinction complete de la lumiere (loi de Malus). Cette configuration, appelée
situation croisée, permet l'observation d’éléments capables de dévier le plan de la lumicre
polarisée les rendant ainsi visibles sur un fond noir [Fig. 42].

o]

u

ucorrespond &
I"axe de

transmission

Figure 42 : Schéma de principe d’un polariseur croisé

L’interaction de la lumiere avec certaines substances naturelles biréfringentes, notamment
les matériaux cristallins de symétrie non cubique, induit une polarisation naturelle de la lumiere.
Ils apparaissent donc lumineux lorsqu’on provoque l'extinction de la lumicre en utilisant un
polariseur. Ce n’est pas le cas des matériaux monoréfringeants (cristaux a symétrie cubique,
amorphes et cristaux liquides).

Lanisotropie désigne I'aptitude d’un corps a ne pas avoir les mémes propriétés physiques
selon toutes les directions de I'espace. Cette méthode permet ainsi d’apprécier la cristallinité d’un
¢chantillon solide a cause de I'anisotropie du matériau.

I1.3. Le montage avec cellules multipuits a effet Peltier

Depuis plusieurs années est développé au CINaM, avec la société ANACRISMAT, un
montage de microscopie inversé avec un bloc Peltier multipuits [Fig. 43]. L’utilisation de cet
appareil de microscopie est vraiment intéressante pour multiplier les essais, que ce soit dans un
but statistique ou de recherche d’espéces polymorphiques. Un logiciel, basé sous LabVIEW,
permet de programmer Pévolution de la température (rampes, paliers, sauts), ainsi que la
fréquence des cycles de la platine motorisée en (X, Y) pour enregistrer une image de chaque puits
a intervalles réguliers.

CSHORONORONG,
CNORONCORONO,
CNORONORONC
CNORONORONC

24X 0.5-2mL : \ \

Figures 43 et 44 : Photos du multipuits, des blocs Peltier, des vials correspondantes et schéma et
numérotation des 24 vials d’étude.

-77 -



Thibaud Detoisien Chapitre I : Matériels et Méthodes

Les microscopes sont des Nikon Eclipse TE 2000-S et TE 2000-U. Des lingots
permettent de travailler avec 2 séries de 12, 24 ou 48 cellules de tailles différentes, respectivement
2mL, ImL et 100uL. Dans la réalité, 'addition précise d’une quantité de solide dans une cellule
n’est vraiment pratique que dans le cas 2*12 [Fig. 44|. Les 2 autres solutions sont envisagées si
I'on charge des solutions. En ce qui nous concerne, les cellules utilisées sont de simples vials
HPLC, de 1,8 mL avec un bouchon a vis. Il est raisonnable de ne pas dépasser ImL pour que la
hauteur de liquide dans la vial ne dépasse pas la hauteur du lingot.

I1.4. La diffusion du soluté en condition statique

Le travail dans des vials ou des cellules de 2 mL est en condition statique, a moins de les
agiter a la main pour accélérer une éventuelle dissolution ou améliorer une homogénéisation de la
diffusion du soluté dans le volume.

11 est possible de faire des calculs sur la diffusion du soluté A dans tout le volume occupé
pat le solvant B. Considérons une vial de 1,8 mL placée dans le bloc Peltier (¥12) a 20°C, pour le
soluté TD901 sous sa forme basique dans de I’éthanol. La diffusivité du soluté se calcule d’apres
I'équation 103 de Wilke et Chang [WILKE 55] et [REID 88] pour les solutions diluées, non
électrolytiques. Cette relation est une adaptation de la relation Stokes Einstein.

Dy =7 4.10*8_-'-'— V#s- MM

G [Eq. 103]
MgV

On précise les unités a utiliser pour cette corrélation :

D,, la diffusivité du soluté dans le solvant (en cm®s.")

T la température du milieu (en K)

@y est le facteur d’association du solvant (valeur thermodynamique), sans unité

MM est la masse molaire du solvant (en g.mol™)

uy est la viscosité dynamique du solvant (en cp,, avec 1cp,= 10° Pa.s = 10° kg.m™.s™)

VVVVVY

V, est le volume molaire du soluté en diffusion (en cm’.mol™)

On note aussi que le calcul de la diffusion des solutés électrolytiques se calcule par
I'équation de Nernst Haskell [REID 88] :

_ RTJ@/n)+@/in)]
R AC, )+ (@A)

[Eq. 104]

» T estla constante de Faraday (96.485 C.mol ™)
> n,, estlavalence respective du cation et de I'anion
» A°,, estla conduction ionique limite (en mS.m”mol™)

Le facteur d’association et la viscosité dynamique de I’éthanol sont respectivement de 1,5
et de 1,20 centipoise [WILKE 55]. Le TD901 a pour formule brute C,,H,;N;O,, soit une masse
molaire de 361,44 g.mol . La relation de Traube [AKERS 91] est une formule empirique écrite en
1899 qui calcule le volume molaire du soluté, ou V,(C.HNSO) = 13 + 9.9v + 3.1w + 1.5x +
15.5y + 5.5 pour chaque oxygene carbonyle + 2.3 pour chaque oxygene alcoolique + 0.4 pour
chaque oxygene carboxyle [Eq. 105]. Ces formules empiriques sont peu adaptées des que la
molécule contient des cycles carbonés et que le solvant est non aqueux.
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On peut calculer le volume molaire V,, (en m’.mol") d’une maniére plus classique a
partir de la masse molaire du soluté et de la masse volumique apparent du solide g, , estimé en
moyenne a 1500 Kg.m™ (typiquement la mesure de la densité apparente a 'aide d’un picnométre
est entre 1400 et 1600 Kg.m™):

3 3
Vmol :ﬂ*”*(i*dmolj *Na :i*ﬂ-* 1*3 M *Na ZE*w2125,60m3.m0|’1
3 72 3 712 Voo *N, 6 1500

[Eq. 106]

Cette valeur du volume molaire permet de calculer avec la relation de Wilke et Chang la
diffusivité du soluté TD901 dans ’éthanol (classiquement entre 10° et 107" m*s™).

* *
D,;(533138) =7,4.10° * 293157415 30661’4 =2,316*10°cm*.s™ =2,316*107°m* s
1,20*(125,6)™
[Eq. 107]
La solubilité a 20°C de la base TD901 dans I’éthanol est de 20.3 ¢/L,, soit 56,16 mol.m™.
Une fois que le soluté est dissous, a 'équilibre, et dans des conditions statiques, il diffuse dans
lintégralité du volume du solvant. On aura précisé avant de faire ces calculs de diffusion que I'on
ne considere par la convection naturelle thermique, car on est beaucoup plus dense en bas qu’en
haut de la vial.
SiTon applique la loi de Fick [Eq. 31] entre 2 plans infinis a notre vial cylindrique dont la
hauteur de liquide pour un volume de ImL est de L. = 1.3 c¢m, le flux molaire maximal de soluté
entre la base de la vial et le niveau supérieur du liquide est :

J,=-D *ﬁ =-2,316*10"° *@ =-1,00.10"mol.m2.s7* [Eq. 108]
d o 13 q

Au signe prés, équation de Fick au 2™ ordre lie Pévolution temporelle de la
concentration au flux de matiere dans espace considéré.
&K Ay 5°C
—=—4="Dy— [Eq. 109]
X a oz
Si nous faisons hypothese que la diffusion ne se fait que dans une dimension entre deux
plans infinis (base de la vial et niveau supérieur du liquide) et que le facteur de diffusion D, est
constant dans tout le volume, la solution de I’équation [Eq. 109] est du type “fonction erreur” :

C(z,t)=C(0,0).erfc(ﬁ) [Bq. 110] avec erf(u):%ze‘fzdé [Bq. 111]

Une autre maniere d’exploiter cette équation est de considérer deux plans séparés d’une
distance finie. Nous effectuons ’hypothése que la partie contenant initialement le soluté (h = 2
mm) est toujours homogene et donc que C(0,t) diminue jusqu’a la concentration finale. La
concentration finale C; dans I’ensemble du volume de la vial est de 56,16 mol/m’. On réduit par
un facteur de 56,16 cette concentration et on définit une concentration initiale réduit C, telle que
C, = Cx(h+L)/h = 7,5%C.. L’équation 112 relie la concentration a tout niveau de la vial z et au
temps t a partir duquel le soluté est dissous et commence a diffuser [BOTTON 04].

* % P *
C(z,t)zc{uzx_{cos(” ’LT Z)exp[ d nLZ Day tm [Eq. 112]

On trace pour chaque niveau z de la vial la courbe de I’évolution de la concentration au
cours du temps dans la figure 45 grace a la discrétisation de la seconde loi de Fick.
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Figure 45 : Calcul de la Concentration entre 2 plans séparés de 13 mm

On regarde particulierement la courbe correspondant au niveau supérieur du volume a 1,3
cm puis on note le moment ou la concentration est a 95% de la concentration finale homogene.
Cette détermination se fait sur la feuille de calcul pour 8 heures et 35 minutes. Ce temps
important d’homogénéisation montre qu’il faut considérer les mesures en conditions statiques
avec soin. Il faut aussi réaliser que les effets de bord ne sont pas pris en compte. Cependant, ce
calcul donne un bon ordre de grandeur des limitations d’utilisation des études en conditions
statiques une fois que le solide est dissous.

ITI. Méthodes de caractérisation des solides

Désormais, nous allons aborder une série de méthodes d’analyse importantes permettant
de caractériser les poudres et les cristaux apres tous nos essais de cristallisation.

I11.1.La diffraction des poudres par rayons X

La diffraction des poudres par les rayons X (DRX) est une propriété caractéristique des
ondes électromagnétiques. La DRX résulte de Tinteraction de ces ondes avec le nuage
¢lectronique des cristaux du produit a analyser. Tout atome placé dans un faisceau de rayons X de
longueur d’onde A, diffuse cette radiation dans toutes les directions. Si 'on considére une famille
de plans réticulaires (hkl) d’une structure cristalline bien définie [Fig. 46|, séparés par une distance
inter réticulaire d,,, faisant un angle 0 avec le faisceau incident, I'intensité diffractée dans une
direction 20 par rapport au faisceau incident, sera maximale si la loi de Bragg est respectée :

n*A=2*d,, *sin(9) [Eq. 113]  (n étant Pordre de diffraction)
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Cette loi régit la diffraction des RX dans un milieu cristallin. La mesure va consister a
faire varier I'angle d’incidence 6 du rayonnement X monochromatique et de récolter le signal
diffracté. Un diffractogramme correspond donc a une représentation de la variation de I'intensité
en fonction de 'angle 20.

Figure 46 : Plans atomiques d’un cristal séparés de d,

Le diffractometre utilisé au CINaM est du type Debye Scherrer de marque INEL XRG
3000 [Fig. 47 et 48]. Le générateur de rayons X a une anode en Cuivre (longueur d’onde de 1,54
A) suivie a la sortie du générateur d’un monochromateur de quartz et d’'un collimateur. La
particularité majeure de I'appareil est son détecteur CPS120 a localisation d’impulsions. C’est un
détecteur courbe de 20 = 120° composé de 4096 petites cellules placées derriere une fenétre en
Beryllium qui agissent comme des détecteurs propres représentant chacune ~0,03° de I'espace
2D-Courbé. La localisation du courant d’avalanche est faite grace a la ligne a retard (comparaison
du temps que met 'impulsion pour aller de chaque c6té du détecteur).

Le générateur émet un signal toutes les secondes pendant une durée fixée par l'utilisateur
(classiquement 20 minutes, soit 1200 secondes), la poudre placée dans un capillaire de 0,7mm de
diameétre diffracte le faisceau incident et par ionisation de gaz, les différentes cellules de I'arc
émettent un signal pour signifier a 'informatique si elles ont été touchées par un rayon diffracté
ou pas [DENIARD 09]. L’intensité se mesure ainsi par coups pour chaque cellule, autrement dit
pour chaque angle de l'arc de diffraction. Une déviation des résultats de 9/1000 de degté peut
étre attendue pour une mesure de routine avec 'appareil. Il est important de faire des calibrations
régulicres du détecteur [DENIARD 91].

e - Ry
Figures 47 et 48 : Diffractomeétre INEL du CINaM

Tout au long de I'analyse, le capillaire tourne sur son axe afin de pallier éventuellement a
quelques problemes d’orientation préférentielle des cristaux, ce qui peut se voir sur le cliché de
poudres par des différences d’intensité des pics par rapport aux autres.

Nous utilisons au laboratoire les logiciels Windif® pour I'acquisition des données, Peakoc”
pour Iindexation et Winplot® pour affichage des résultats, ainsi que MS Excel®. Nous avons
utilisé pour les derniers mois de travail la Suite FullProf (libre de droits) qui est une solution
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compléte pour Iexploitation des résultats. Les logiciels libres ConvX et PowDLL Converter sont
utiles pour transformer le format des fichiers et les utiliser sous des logiciels propriétaires, ce qui
est utile pour faire des comparaisons de clichés enregistrés avec des appareils différents.

L’analyse par DRX est sans doute loutil le plus puissant pour étudier une structure
cristalline, et ainsi différencier les polymorphes ou solvates dun méme produit. Le
diffractogramme d’une poudre fournit trois types d’informations :

» La position angulaire des pics de diffraction, fonction de la géométrie et de la taille de la
maille cristalline.

» L’intensité des pics de diffraction, qui dépend de la nature et de ’arrangement des atomes
ainsi que de l'orientation des particules.

» La forme des pics de diffraction qui est fonction de ’élargissement lié a instrument, des
dimensions des particules et des contraintes.

D’autre part, un diffractogramme sans pic, mais sous forme d’un halo est significatif d’un
produit amorphe. II est possible de savoir plus rapidement si un produit est amorphe ou cristallin
avec l'utilisation de polariseurs croisés (hors cristaux a symétrie cubique).

A partir de diffractogrammes, il est possible d’indexer les pics pour déterminer les
parametres et affiner les structures pour effectuer une exploitation plus riche du diffractogramme
si celui-ci est de qualité. La méthode de Rietveld est basée sur un modéle mathématique qui
permet de faire de la quantification pour un mélange de phases a partir de parameétres globaux
(caractéristiques du diffractometre, fond continu) et de parameétres dépendant des phases
(position des pics de Bragg, forme et largeur des réflexions, Intensité des pics) [BORDET 09_A].

11 est également possible d’approcher une structure cristalline d’un échantillon de poudre
si le diffractogramme est de tres bonne qualité (pureté chimique, pics fins). On parle de
détermination ab initio. Pour cela, I'indexation des pics permet de déterminer les parametres de
maille, 'indexation des intensités permet éventuellement d’obtenir une structure a affiner par des
mode¢les mathématiques complexes. [ BORDET 09_B].

Autrement, 'analyse compléte d’une structure cristalline se fait a partir d’'un échantillon
monocristallin avec un appareil de diffraction par rayons X spécifique.

II1.2. I’analyse de monocristaux par rayons X

Une fois que nous avons pu obtenir au moins un monocristal d’'une phase particuliere
(50um de longueur minimum sur les 3 dimensions) il est possible de le faire analyser au
spectropole de Saint Jérome. L’appareil est un diffractometre Bruker-Nonius (générateur FR590
et anode au Molybdéne) [Fig. 49] équipé d’un goniometre 4 cercles et détecteur 2D Kappa CCD
[Fig. 50].

Cette technique repose sur 'enregistrement des intensités diffractées par un monocristal
soumis a un rayonnement X dans toutes les directions de l'espace. La durée moyenne des
mesures est de moins de 2 heures, méme avec un cristal de quelques centiecmes de millimeétres.
Les informations obtenues permettent de déterminer la structure cristalline, la position et la
conformation de la molécule dans la maille, ainsi que 'empilement cristallin.

L’exploitation au laboratoire des données structurales (maille cristalline, groupe d’espace,
coordonnées des atomes) en .cif se fait avec le logiciel Mercury®.
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Figures 49 et 50 : Diffractomeétre Bruker-Nonius, goniométre 4 cercles et capteur CCD Kappa

I11.3. I’analyse calorimétrique différentielle

Lauréat du concours académique Mettler [METTLER 08], jai gagné un appareil DSC-1
(~45 k€) équipé d’un four et d’un Intracooler permettant de travailler entre -100°C a 500°C, d’un
passeur automatique d’échantillons et d’un capteur haute sensibilité HSS7 (~3 k€/capteur) [Fig.
51]. JPai ensuite réalisé la mise en route de I'appareil et rédigé les guides de fonctionnement
destinés a tous les utilisateurs apres avoir fait un tour d’ensemble des variables de mesure et de
leur impact sur la qualit¢é de mesure. J’ai aussi écrit un guide complet pour la calibration de
Iappareil.

Figure 51 : Photo de I'appareil DSC1 Mettler Toledo
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I11.3.1. Principe et intérét

La DSC (Ditferential Scanning Calorimetry) est un appareil de Calorimétrie Différentielle
a Balayage. Elle sert a étudier les transitions thermiques d’un matériau en enregistrant les
changements enthalpiques que subissent un échantillon et une référence [Fig. 52] inerte quand ils
sont soumis a une variation de température. Elle permet a la fois une mesure quantitative et une
mesure qualitative avec l'utilisation du principe de la compensation de puissance. La différence de
puissance entre deux boucles de controle, nécessaire au respect de I'égalité de température entre
Iéchantillon et la référence, correspond au signal calorimétrique [Eq. 114] :

d H dQ h eréf
= e 114
dt  dt  dt [Fq. 114]

Cette grandeur sera tracée en fonction de la température ou du temps. Ce systeme permet
donc de mesurer I’énergie d’'un phénomene, en Joules, en plus de la température a laquelle il se
produit. La mesure que la DSC effectue est la valeur du flux thermique nécessaire pour que la
température de I’échantillon augmente ou diminue a une vitesse choisie. Ce flux thermique est
directement proportionnel a la capacité calorifique du matériau a une température donnée.

%:djzc [Eq. 115]
dr/ dr " 4
dt

» dH/dt: Flux de chaleur (J.s-1)
» dT/dt: Vitesse de chauffe (K.s™)
> C,: Capacité calorifique (J.K)

Le capteur HSS7 [Fig. 53] de I'appareil est un capteur céramique avec 120 thermocouples
répartis sur 3 couches qui augmentent la sensibilité et diminue le bruit a quelques centaines de
nano watts pour offrir des performances proches d’'une puDSC [METTLER 09].

four |

7 ,,., S falalu

e

METTLER TOLEDD

Figures 52 et 53 : Représentation d’une téte d’analyse de DSC et Photo d’un capteur HSS7

METTLER 09]
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I11.3.2. Mesures qualitatives

Si un matériau soumis a une température se réorganise, il a gagné assez d’énergie pour
entrer dans des arrangements ordonnés: ’état cristallin. Il expulse alors de la chaleur, la
cristallisation est ici exothermique (AH, négatif) [Fig. 54]. Si on continue a chauffer le matériau,
la chaleur peut conduire a son démantelement, c’est une transition thermique : la fusion (AH;

négatif) [Fig. 55]. Il prend ’énergie fournie par le systeme, la fusion est endothermique.

Flux de Flux de Flux de
Chaleur (mW) Chaleur (mW¥) Chaleur (mW)

Te N Tf
4

5 Ig
?

b
Température (°C) Température (°C) 4

‘Température (°C)
Figure 54, 55 et 56 : Principe calorimétrique d’une cristallisation, d’'une fusion et d’une transition
vitreuse

Dans le cas ou au cours du chauffage, le signal calorimétrique subit une chute, il se passe
au cceur du matériau une réorganisation structurelle appelée transition vitreuse [Fig. 56]. La
capacité calorifique du matériau varie ainsi que ses propriétés mécaniques (coefficient de
dilatation, module d’élasticité...) Tres utilisée pour étudier les maticres plastiques, elle peut étre
utile dans certains cas pour les poudres organiques afin de détecter une quantité importante de
produit amorphe dans I’échantillon. On utilise le point de demi-vitrification pour définir T,. Il a
ét€¢ montré qu'en général, T, est proche de ~1,6* T; (T en Kelvin) [CHAREYRON 03].

Techniquement, la mesure d’un point de fusion a I'aide du logiciel STARe® de Mettler
Toledo se fait en choisissant une zone d’intégration et un type de ligne de base (plate, courbée...).
La température de fusion correspond a T, (la ou débute le phénomene) qui en fait la coupure
de la ligne de base a la premicre tangente du pic. L’appareil peut déterminer une température au
sommet du pic ou encore une température extrapolée a I'intersection des deux tangentes quand le
pic n’est pas symétrique.

Nous pouvons jouer sur une multitude de parametres pour jouer sur la qualité des
mesures en DSC parmi lesquels : la calibration, la soustraction de la courbe a blanc pour
I'exploitation, le percage du couvercle, 'atmosphere du four, le type de creuset, la quantité de
produits, la gamme de température, la vitesse de chauffe, le broyage du solide avant analyse, le
séchage du solide et 'utilisation d’allers-retours en température. Parfois, les analyses sont réalisées
sous balayage d’un gaz comme I’air ou un gaz inerte (I’'azote ou I'argon) pour éviter toute réaction
du matériau a étudier avec Patmosphere du four.

I11.3.3. Mesures quantitatives

La pureté chimique d’un API peut étre mesurée par DSC. La température de fusion est
abaissée par la présence d’impuretés. Si 'on connait la température et Penthalpie de fusion de
IAPI 100% pur, la mesure de la température de fusion d’un mélange T, permet de calculer la
fraction molaire d’impuretés x; par la relation de van’t Hoff simplifiée [Eq. 116] [CHAREYRON
03] :

T, =T T [Eq. 116]
=l —"X .
fm f AH . i q
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Pour un échantillon de PET (Polyéthylene Téréphtalate), 'enthalpie de fusion dun
échantillon 100% cristallin est de 145 J.g-1. Si un échantillon de PET contient une partie non
cristalline, on observera une cristallisation autour de ~145°C avant la fusion de 1’échantillon a
~240°C. La pureté cristalline de ’échantillon x se calcule a I'aide de I’équation 117 [METTLER
09]:

AH{ —AH,

SN ——— 117
AH @ooogy et

V4

La mesure de la pureté cristalline d'un API peut également étre approchée avec la mesure
de l'enthalpie de fusion de Iéchantillon, faut-il encore connaitre la valeur de référence d’un
échantillon 100% cristallin.

Si, dans la littérature nous avons vu que la DSC était un outil couramment utilisé pour
mesurer la pureté chimique d’'un API dans l'industrie [GIRON 99], elle I'est beaucoup moins
pour évaluer la pureté cristalline. Enfin, nous avons relevé que la DSC pouvait étre une solution
pour mesurer la solubilité du soluté dans un solvant comme la protéine lysozyme dans I'eau [LU
03]. Ces mesures nécessitent un travail important en amont pour travailler avec des suspensions
ou des solutions dans les creusets DSC.

I11.3.4. Relation entre enthalpie de fusion et de dissolution

Comme la DSC permet de mesurer précisément Penthalpie de fusion dun API et que
nous pouvons extrapoler I'enthalpie de dissolution de cet API dans un solvant grace aux
équations 12 et 101, nous nous intéressons a une relation thermodynamique entre ces deux
valeurs [VEESLER 97].

La variation d’enthalpie de la réaction de dissolution, AH,, d’'un composé est égale a la
chaleur de la réaction de dissolution a pression constante, au signe pres. AHy, représente une
quantité différentielle, un changement d’enthalpie quand 1 mole de soluté est ajoutée a un volume
infini d’une solution presque saturée. Dans une solution idéale diluée, les fonctions
thermodynamiques comme les volumes, les entropies et les enthalpies partielles sont égales a
leurs valeurs a dilution infinie, soit H' = H',

La dissolution d’un composé n’a lieu que si les liaisons de type solvant-solvant et soluté-
soluté (dans le cristal) peuvent étre remplacées par des liaisons solvant-soluté. Selon le type de
liaison créée ou rompue, la réaction de dissolution sera endothermique ou exothermique,
I'enthalpie de dissolution est fonction du solvant. I’enthalpie de dissolution est reliée a I’enthalpie
de fusion AH;, a la capacité calorifique entre le solide et le liquide AC,, et un terme d’exces
d’enthalpie AH" selon 'équation 118 :

AH g =AH +AC *(T -T( ) +AHF [Eq. 118]

diss fus
L’exceés d’enthalpie AH" contient un terme de mélange (solvant-soluté) et un terme relié a
I’état de dissociation du soluté. En annexe E est donné un tableau complet pour les valeurs de
Ienthalpie d’exces dans les mélanges Eau + Ethanol a différentes températures [LARKIN 75].
Lutilisation de ces valeurs sera importante pour exploitation des données thermodynamiques,
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I11.4. Observation de la fusion dans un capillaire

A Paide d’un appareil Electrothermal Digital 9100 [Fig. 57], il est possible d’observer dans
un capillaire de 1mm de diametre le comportement d’un échantillon solide soumis a une haute
température. L'intérieur du four pouvant contenir 3 capillaires, a température controlée, est
observable par un dispositif optique. Ainsi, il est aisé de déterminer la température de fusion
d’une poudre. Cet appareil est proche, dans son principe, d'un banc Kofler. C’est un outil
complémentaire a la DSC et a la thermogravimétrie.

Figure 57: Appareil Electrothermal Digital 9100

II1.5. La thermogravimétrie

Nous avons établi un contact avec I'IUT de Chimie de Marseille pour mettre en
fonctionnement un nouvel appareil non utilisé a 'IUT et faire des analyses sur nos produits. Cet
appareil de thermogravimétrie TGQ4000 de marque Perkin Elmer [Fig.58] repose sur un principe
simple : une microbalance est placée dans un four et 'appareil enregistre 'évolution de la masse
d’un échantillon au cours du temps pendant que le four impose une température (rampes, paliers,
sauts) a ’échantillon.

Figure 58: areil TGA4000 Perkin Elmer de ’IUT Chimie de Marseille

Les températures balayées par le four vont de 40°C a 900°C a la vitesse désirée. La
température finale est tres élevée, ce qui est inutile pour I'analyse de poudres organiques, mais
cela permet de faire une pyrolyse de suite apres 'analyse pour nettoyer le godet en céramique.
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I11.6. La microscopie électronique a balayage

Le CINaM dispose d’un microscope électronique a balayage (MEB, SEM en anglais pour
Scanning Electron Microscope) haute résolution Jeol JSM-6320F, dont une photo est jointe en
figure 59. La résolution de cet appareil est de 1,2 nm sous 15kV et de 2,5 nm sous 1kV. Le
grandissement va de *25 a *2000 en mode résolution moyenne et de *500 a *650000 en mode
haute résolution.

Un microscope électronique a balayage est essentiellement composé d'un canon a
électrons et d'une colonne électronique dont la fonction est de produire une sonde électronique
fine sur I'échantillon, d'une platine porte-objet permettant de déplacer I'échantillon dans les trois
directions et de détecteurs permettant de détecter et d'analyser les rayonnements émis par
l'échantillon. En outre, 'appareil doit nécessairement étre équipé d'un systeme de pompes a vide.
Lun des avantages du rayonnement électronique est sa faible longueur d’onde, qui permet
d’obtenir une excellente résolution associée [KOCIAK 07].

La figure 60 illustre le schéma de principe d'un MEB : une sonde électronique fine
(faisceau d'électrons) est projetée sur l'échantillon a analyser. L'interaction entre la sonde
électronique et I'échantillon génere des électrons secondaires, de basse énergie qui sont accélérés
vers un détecteur d’électrons secondaires qui amplifie le signal. A chaque point d'impact
correspond un signal électrique. L'intensité de ce signal électrique dépend a la fois de la nature de
l'échantillon au point d'impact qui détermine le rendement en électrons secondaires et de la
topographie de I'échantillon au point considéré. 1l est ainsi possible, en balayant le faisceau sur
I'échantillon, d'obtenir une cartographie de la zone balayée. Dans les MEB modernes [Fig. 61], la
cartographie d'électrons secondaires est enregistrée sous forme numérique.

Canon & électrons -

- Faisceau électronigue

1er Condensateur —/

2&me Condensateur —j

—Spectrometre X

Bobines de balayage

Objectif

Detecteur d'électrons ——
rétrodiffusés

Echantillon

Détecteur d'électrons
secondaires

Figures 60 et 61: Schéma et photographie du MEB équipé d’un détecteur de rayons X
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La nature de Iéchantillon est importante, elle doit pouvoir réfléchir les électrons. Nos
échantillons étant tous des poudres, ils sont isolants. Or, seuls les échantillons conducteurs
réfléchissent naturellement les électrons. Ainsi, nous devons métalliser nos échantillons, posés sur
des plots métalliques, par un dépot d’or. Cette manipulation se fait rapidement grace a un
phénomene d’arc plasma dans une cloche sous vide poussé, avec une base dorée [Fig. 62 et 63].

Figure 62 et 63 : Métalliseur Jeol et sa cloche d’évaporation

I11.7. L.a microscopie a force atomique

ILa microscopie a force atomique permet d’observer I’état de surface des cristaux. Cette
technique donne une représentation tridimensionnelle de la surface de l'objet, on parle de
topographie. Elle permet de déterminer les propriétés physico-chimiques de I’échantillon (nature
des faces, mécanismes de croissance...). S’il est possible d’étudier des cristaux en suspension,
nous n’avons travaillé uniquement avec des cristaux secs, collés a un plot avec un scotch double
face.

Figure 64 : Microscope a force atomique

Ce microscope est un Nanoscope 111 [Fig. 64|, équipé d’un scanner de 12 ou de 120 um
avec une pointe en Si3Na4. Le principe est basé sur la détection des forces interatomiques entre
les atomes de I’échantillon et ceux de la pointe du microscope. Les forces exercées sur la pointe
augmentent quand celle-ci s’approche de la surface du cristal [Fig. 65]. En fonction de cette
distance, différentes forces interviennent, comme les forces a grande distance (supérieures a 1
nm) : les forces capillaires, électrostatiques et de van der Waals ; puis les forces a courte distance,
inférieures a 1 nm de type Coulombiennes.
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«——— Faisceau Laser

Figure 65 : Schéma de fonctionnement d’une pointe d’AFM

Le balayage de la surface de I’échantillon est réalisé par une pointe associée a un micro
levier dont la constante de raideur est trés faible et la fréquence de résonnance élevée. Les
déplacements dans les trois directions de I'espace de I’échantillon sont controlés par trois
céramiques piézoélectriques (sensibilité inférieure 2 1 nm/V). Les déplacements de la pointe sont
mesurés grace a un laser focalisé a lextrémité du levier. La réflexion de celui-ci sur un
photodétecteur constitué de quatre cellules photoélectriques permet de détecter les mouvements
de la pointe a la surface de I’échantillon.

IV. Les réacteurs de cristallisation

Nous avons utilisé pendant les 3 années de these deux réacteurs de petite taille (100 a
140mL de volume utile), avec des dimensions les plus proches possible des caractéristiques
homothétiques. Ces réacteurs ne sont pas rigoureusement les mémes et permettent des suivis
différents : pH et photos ex sit# pour le réacteur du CINaM, suivi FBRM et vidéo 7 situ pour le
réacteur du LAGEP.

IV.1. Le réacteur du CINaM

Nous avons mis en place au CINaM, méme si ce n’est pas la vocation premicre du
laboratoire que d’aborder des problemes d’hydrodynamique, un montage complet pour faire de la
cristallisation dans un réacteur agité. Notre réacteur a un diamectre interne de 60 mm et une
hauteur totale de 120 mm. Sa double enveloppe est alimentée par de 'eau thermostatée par un
bain de marque Huber. Le controle et 'acquisition de la température interne du réacteur se font
par informatique via le logiciel propriétaire SpyControl Evaluation®. Apres de nombreux essais,
nous avons optimisé notre systeme pour pallier a quelques problémes :

» Lagitateur et les contrepales ont été recouverts d’un matériau pour protéger de 'attaque
de l'acide chlorhydrique sur l'acier. Pour cela, entreprise APS Aquitaine a utilisé un
revétement Halar Ectfe qui est un polymere fluoré offrant une bonne combinaison entre
la résistance chimique et de bonnes résistances mécaniques [Fig. 66].

» Nous avons dessiné et fait refaire par un verrier le ciel de notre réacteur pour plusieurs
raisons : tout d’abord pour éviter quelques problémes d’étanchéité a la fermeture du
réacteur. Ensuite, pour réduire la distance entre les cols rodés et le cceur du réacteur, nous
avons opté pour une solution peu courante de faire fabriquer un ciel quadricol avec 2 cols
de 14 mm rentrants dans le réacteur et non sortants de celui-ci. Le troisiéme col est un col
classique de 14 mm pour le condenseur et le quatrieme est un col de type GL 22 [Fig.
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67].Ceci permet de plonger correctement des sondes de longueur limitée (pH,
conductimétrie) au ceeur de la suspension, dans des conditions satisfaisantes d’étanchéité.
Enfin, comme notre réacteur est petit, 'encombrement autour de la tige d’agitation est
important pour pouvoir utiliser les 4 cols en méme temps. Nous avons dessiné des
accessoires coudés ou allongés pour travailler dans de bonnes conditions et faire en sorte
que le liquide de 'ampoule de coulée tombe dans le cceur du réacteur, sans couler sur la

paroi [Fig. 68].

Figures 606, 67 et 68 : Photos de I'agitateur métallique et des contrepales avant et apres
recouvrement par un polymere protecteur, du ciel du réacteur et des accessoires en verres

Le multimetre 4 canaux / pH-meétre de marque Eutech est relié 2 un ordinateur poutr
enregistrer les données a intervalles de temps constants. Pour 'exploitation, il est aisé de coupler
le suivi de la température (consigne, température du bain, température du réacteur) et le suivi du
pH. L’ensemble est placé sous dans une table/boite, que I'on peut fermer avec une sortie
aspirante pour travailler en sécurité [Fig. 69].

Figure 69 : Photo du montage au laboratoire

IV.2. Notes sur les prises de photos ex situ

La prise de photos au microscope optique, pour des particules seches sur une lame de
verre n’est pas toujours adaptée obtention de photos de qualité. I’idéal est de recouvrir les
échantillons solides d’une goutte d’huile de paraffine et d’une lamelle de verre. Dans ces
conditions, la paraffine n’interagit pas avec I’échantillon et celui-ci ne bougera pas, ce qui permet
de revenir plus tard sur la lame de verre pour une autre observation.
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L’observation du prélevement d’un peu de suspension dans un réacteur agité est a faire
avec soin. En effet, le solvant s’évapore rapidement et en dépit du recouvrement de la goutte de
suspension sur une lame par une lamelle de verre, le solvant a tendance a migrer vers les
extrémités de la lame, nous n’avons en général qu’un peu moins d’une minute pour enregistrer
une série d’images. Enfin, selon les cristaux, le départ de solvant peut dénaturer totalement le
facies en suspension : un oursin d’aiguilles se transforme en une sorte de boule mal définie au
moment ou le solvant s’évapore.

IV.3. Le réacteur du LAGEP

Le LAGEDP est équipé d’un réacteur de 100mL dans lequel il est possible d'utiliser une
sonde FBRM Lasentec de petite taille (14 mm de diamétre en partie haute, 8 mm en partie basse,
plongée dans la suspension) et une sonde vidéo 7 situ de petite taille (12 mm de diametre).

ligne d’agitation

sonde lasentec

Introduction des
réactifs

condenseur

sonde Pt100
Figures 70 et 71 : Vue en 3D de ’ensemble du réacteur et du couvercle [GAGNIERE 09]

Ce réacteur de petite taille [Fig. 70] a été récemment monté par les équipes du LAGEP
pour travailler avec de tres faibles quantités de soluté afin de pallier a2 une contrainte courante
dans le développement pharmaceutique. Le couvercle de ce réacteur est un couvercle plat en Inox
316L, thermostaté par circulation interne de fluide caloporteur (en série sur la double enveloppe
de la cuve). Ce couvercle est principalement constitué de 6 éléments [Fig. 71] :

Piquage pour le condenseur a reflux () diametre de 10 mm)

Piquage pour I'introduction des réactifs (@ diameétre de 10 mm)

Piquage pour la sonde de température PT100 (@ diametre de 1,6 mm)

Passage de sonde pour la sonde vidéo 7 sitn (O diameétre de 12 mm)

Passage de sonde pour la sonde FBRM (0 diametre de 14 mm)

Ligne d’agitation composée en partie haute, d’un arbre en inox dans le guide d’agitation a
roulement avec garniture mécanique pour I’étanchéité, et en partie basse, d'un mobile et
d’un arbre d’agitation en verre monté sur un manchon d’accouplement en inox vissé sur
'arbre moteur.

YVVVVVY

La conception a été réalisée a partir de dessins industriels 3D et d’une maquette, afin de
définir précisément les positions des piquages pour que les 2 sondes ne soient pas en contact avec
I'arbre d’agitation, la paroi interne du cristallisoir ou les contre-pales. La cuve en verre du réacteur
[Fig. 72], congue par VS Technologie, possede une double enveloppe chicanée par un serpentin, a
entrée et sortie tangentielles de fluide caloporteur. Etant donné le nombre d'éléments importants
a introduire dans le réacteur, la cuve est élargie en partie haute du couvercle. La zone
réactionnelle de 100mL se situe dans la partie inférieure et vérifie le critere de dimensionnement
Hauteur de liquide = Diametre = 50,4 mm.
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L’agitateur est une hélice de type Mixel TT [Fig. 74], il a un diameétre de 30,24 mm. Sur le
manchon en acier inox est collée la tige en verre, parfaitement centrée. La fragilité de cet agitateur
est importante, il faut l'utiliser avec grand soin lors de Pouverture et de la fermeture du réacteur.

i R = W

Figures 72, 73 et 74 : Photos de la cuve, des contrepales et de agitateur en verre

Les images des figures 75 et 76 permettent de voir quel est 'encombrement des sondes
FBRM, vidéo 7 situ et de température dans le réacteur sans contrepales respectivement pour
100mL de suspension non agitée puis 125mL de suspension agitée (on devine 'emplacement de
la sonde vidéo par la source lumineuse au cceur de la suspension sur la figure 76).

Figures 75 et 76 : Photos des 3 sondes dans le réacteur, avant et pendant ’agitation

IV.4. Calculs a partir de la vitesse d’agitation

La figure 77 montre un schéma d’un réacteur homothétique répondant aux cotes diameétre
interne du réacteur = hauteur de liquide (T = H) et diameétre de Pagitateur = 0,6 * le diameétre
interne du réacteur (D = 0,6 T). Les mesures sur nos 2 réacteurs [Tableau 9] respectent ces
regles. Le réacteur du CINaM est a peine plus grand que celui du LAGEP.

-93 .



Thibaud Detoisien Chapitre I : Matériels et Méthodes

Figure 77 : Schéma d’un réacteur homothétique

Dimensions Réacteur CINaM Réacteur LAGEP
Hauteur du volume utile H 60 mm 50,4 mm
Hauteur du réacteur L 120 mm 90 mm
Diameétre interne du réacteur T 60 mm 50,4 mm
Diametre de lagitateur D 36 mm 30,24 mm

Tableau 9 : Dimensions des 2 réacteurs

Les agitateurs sont des hélices a 3 pales a profil mince du type Mixel TT [ROUSTAN 91].
On précise avant toute chose que les dimensions de 'agitateur du CINaM ne sont pas parfaites
car la longueur des pales est génée par DIépaisseur importante de la tige d’agitation, le
recouvrement d’une couche de polymere n’ayant pas amélioré la minceur du profil.

On calcule le nombre de Reynolds [Eq. 119] dans un réacteur agité pour 2 valeurs
d’agitation différentes [Tableau 10]. Celui-ci nous indique grace a 'abaque N, = f(Re) jointe en
annexe I que nous travaillons en régime turbulent (Re > 3000) et nous pouvons en tirer le
nombre de puissance N, de I'agitateur.

p*N *D?

Re = [Bq. 119]  P=Np*p*N°*D° [Eq. 120]  V, =7*N*D [Eq. 121]

Nos deux références bibliographiques [ROUSTAN 91] et [LIETO 98] nous précisent que
le nombre de puissance en agitation turbulente d’une hélice du type Mixel TT est égal a 1. A
partir de la, nous calculons la puissance dispersée par I'agitateur [Eq. 120], la puissance dispersée
par unité de masse et la vitesse en bout de pale [Eq. 121].

Pour ces calculs, nous avons fait utilisé la masse volumique et la viscosité de ’éthanol a
20°C (respectivement 791 kg.m'3et 1,20 Kg.m‘l.s‘l), ce n’est pas probablement le cas car nous
travaillons dans un solvant EtOH/Eau 90/10 avec une quantité non négligeable d’API, ceci a un
impact certain sur la masse volumique (plus élevée) et la viscosité, mais notre approche est
qualitative et a pour objectif de proposer des ordres de grandeur. Le rapport puissance par unité
de masse se fait sur la base de 100mL d’éthanol. Nous avons utilisé deux vitesses d’agitation : 450
rpm et 650 rpm. Les résultats sont donnés dans le tableau 10.
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CINaM - 1 CINaM - 2 LAGEP -1 | LAGEP-2
Vitesse d’agitation N(en trs.min’') 450 650 450 650
Diametre de l'agitateur (en m) 0,036 0,036 0,03024 0,03024
Nombre de Reynolds Re 6047 9254 4520 6530
Nombre de Puissance N 1 1 1 1
Puissance dispersée P (en W) 0,020 0,060 0,008 0,025
Puissance / U. de masse (en W.kg‘l) 0,255 0,768 0,106 0,321
Vitesse en bout de pale V, (en rn.s'1) 0,84 1,22 0,71 1,02

Tableau 10 : Calculs des nombres de Reynolds et de la puissance dispersée P

On observe bien dans les résultats de puissance dispersée que le diametre est a une
puissance élevée (puissance 5) car la différence « priori minime entre les diametres des agitateurs a
un impact fort sur la puissance dissipée. Il en est de méme pour la vitesse d’agitation (a la
puissance 5 pour le calcul de la puissance dispersée). Typiquement, la puissance par unité de
masse doit étre comprise entre 0,3 et 0,5 W.kg"' pour une bonne agitation en cristallisation. Par ce
simple calcul, on réalise alors que 450 rpm est une valeur un peu faible pour le réacteur du
LAGEDP et juste acceptable pour le réacteur du CINaM. Cependant, nous sommes limités par la
fragilité des installations, qui vibrent beaucoup si Iagitation est trop forte. En annexe G, est
donné brievement quelques conseils pour intrapoler/extrapoler les vitesses d’agitation entre deux
réacteurs homothétiques, équipés du méme type d’agitateur.

V. Les mesures in situ

Le réacteur du LAGEP permet de faire en méme temps des mesures dans le milieu
réactionnel avec la sonde FBRM et une sonde de visualisation in situ, en plus de la température.
Le suivi iz situ réalisé au CINaM concerne quelques essais de mesure du pH de la solution puis de
la suspension agitée. L’utilisation de I'appareil de diffusion des rayons X aux petits et moyens
angles peut étre assimilée dans notre cas a une mesure 7 situ é¢tant donné que nous avons cherché
a reproduire les conditions types du procédé de cristallisation.

V.1. Les mesures FBRM avec la sonde Lasentec®

Ia sonde FBRM Tasentec® est un appareil de réflectance laser (Focused Beam
Reflectance Measurement) commercialisé par Mettler Toledo. Le mod¢le original est muni d’une
sonde de 24 mm de diametre, relié a un boitier de commande électronique. Un filet d’air
comprimé permet d’actionner un module optique afin de faire tourner I’émission laser [Fig. 78].
L’air est préalablement filtré afin de ne pas encrasser le systeme. Un modéle plus récent de sonde
avec un diametre de 12 mm est adapté aux petits réacteurs. La rotation du systéme optique se fait
par un systeme de roulement a billes. I.’émission laser est concentrée sur un plan focal parallele a
Pextrémité de la sonde et détecte ou non si une particule se trouve dans le champ d’analyse. La
rotation du faisceau permet de balayer toute la zone a proximité du bout de la sonde [Fig. 79].
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Figures 78 et 79 : Principe de mesure d’une sonde FBRM, mesure d’une corde de particule

Une sonde FBRM permet de compter le nombre de particules dans le champ de mesure
ainsi que I’évolution au cours du temps d’une distribution en longueur de cordes. Les mesures
avec cet appareil sont reproductibles et la comparaison quantitative des résultats pour un méme
réacteur sont possibles si les mesures ont été faites dans les mémes conditions d’étalonnage. Cette
technologie fournit deux types de mesures au cours du temps: un comptage du nombre de
particules dans le champ de mesure, ainsi que I’évolution d’une distribution en nombre de
longueurs de cordes. Les mesures sont en général trés reproductibles.

Un souci de I'appareillage est qu’il mesure en fait des longueurs de corde et non des tailles
de particules. Si les cristaux sont du type sphérique, ce qui est mesuré peut étre assimilé a une
distribution de taille de particules [LANGSTON 01], mais des que les cristaux ont un facies a
deux ou trois dimensions caractéristiques, le traitement statistique des résultats est a prendre avec
beaucoup de recul [WORLITSCHEK 03]. Cela est d’autant plus vrai pour des cristaux aciculaires
car la notion de corde d’aiguille a peu de sens physique.

Cependant, la réflectance laser est utilisée abondamment pour étudier, voire controler un
procédé. L’analyse FBRM a permis de suivre la transition polymorphique du D-mannitol de sa
forme & a sa forme B [O’'SULLIVAN 03] ou encore la formation du solvate de I'acide L-
Glutamique [SCHOLL 06]. Monnier a pu utiliser appareillage pour optimiser la séparation
d’isomeres Z/E et détecter la présence de solvates plus stables que le polymorphe recherché
[MONNIER 01_A]J[MONNIER 01_B]. La sonde permet de détecter, au méme titre qu’une
sonde turbidimétrique, la nucléation primaire et ainsi d’établir la limite de zone métastable afin de
mettre au point une procédure d’ensemencement [TAHTI 99]. Abu Bakar se sert de la FBRM
pour controler son procédé de cristallisation par addition d’antisolvant et de solvant afin de se
placer idéalement sur son diagramme de phases pour obtenir une distribution de taille de
particules particulicre [ABU BAKAR 09].

V.2. La sonde vidéo in situ

La sonde de visualisation zz situ est développée depuis des années au LAGEP par les
Docteurs Jean Marc Galvan et Alain Rivoire. Immergée dans la suspension en cours d’agitation,
elle permet d’enregistrer des images de bonne qualité en temps réel. Cette sonde est un outil
d’analyse puissant pour observer et analyser les mécanismes liés a la cristallisation voire des
phénomenes de séparation liquide/liquide (démixtion).

Le principe de la sonde de visualisation in situ est schématisé dans la figure 80. Une fibre
optique assure le transport de la lumiere, dans un fourreau métallique, a la téte de sonde sur un
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hublot en verre. Le volume de mesure, constitué d’un entrefer réglable a travers lequel passe la
suspension est illuminé par transmittance par une lumicre blanche continue acheminée par fibre
optique. La lumiere transmise au travers de la suspension passe par un systeme de lentilles
optiques pour étre récoltée sur une caméra CCD. L’ensemble des images est obtenu par
acquisition numérique. Un logiciel d’acquisition comme VirtualDub (licence libre) enregistre les
images pour en faire des films. Typiquement, nous travaillons avec des films de 24 images par
seconde, de taille 480*640 pixels. Sachant quun pixel représente 2,09 um de longueur réelle, la
résolution de I'appareillage permet de visualiser des particules dont la taille est supérieure a 10 ou
15 um. Malheureusement, les images deviennent inexploitables quand la concentration de solide
dans la suspension est trop importante (de 5 a 10% selon les modeles étudiés).
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.-— Caméra CCD
-

Fibre optique ——|

-
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LT ." Sl \‘ . L
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Figure 80 : Principe de mesure d’une sonde de visualisation in situ

La sonde de visualisation zz situ est en développement et les prototypes sont en constante
amélioration. Originellement, la sonde utilisée au LAGEP a un diametre de 24 mm, mais depuis
moins d’un an, une sonde de 14 mm de diameétre, adaptée aux petits réacteurs, est utilisable au
laboratoire [Fig 81].

Figure 81 : Sonde vidéo in situ de 12mm de diametre

Cet outil est vraiment intéressant car il permet de ne pas faire de prélevements ex situ
pour faire des photographies au microscope et donne de suite une idée de I’état de la suspension
dans le réacteur. Les vidéos obtenues sont de bonne qualité, avec une lumiére homogene sur tout
le cadre de la vidéo et il est possible d’extraire facilement une image d’une vidéo pour un rapport
écrit. La complémentarité de cet outil avec la sonde FBRM est évidente pour permettre de mieux
comprendre ce que lit la sonde FBRM (par exemple Papparition d’'une nouvelle population
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cristalline dont non seulement la taille de particule est différente, mais aussi le faci¢s). Les
perspectives d’utilisation de la sonde sont grandes et un projet de traitement statistique des
images est en cours afin de mesurer au cours du procédé une distribution de taille de particules
[PRESLES 09]. Les mode¢les mathématiques actuels sont toutefois limités par la concentration de
la suspension (au-dela de 5 a 10% de suspension) et le faci¢s des cristaux (les cristaux aciculaires
posent probleme).

V.3. Suivi du pH dans le réacteur

La mesure de pH au cours du procédé peut s’avérer intéressante étant donné que nous
travaillons avec des sels organiques, les équilibres acido-basiques sont essentiels. 11 est nécessaire
de comprendre les mécanismes derriére une mesure de pH afin de mieux appréhender son travail,
en particulier pour des conditions originales (mesures dans les solvants). Le pH est le
cologarithme de Iactivité des ions H' dans la solution de mesure. Il se détermine par la mesure
d’une différence de potentiel entre 2 électrodes particulicres placées dans la solution. Le pH-
metre faisant office de voltmétre a trés haute résistance d’entrée, il mesure une tension
directement liée a l1a loi de Nernst [Eq. 122 et 123] [Fig. 82] (intensité nulle pendant la mesure) :

E_Eo° 23*R*T *
=E°+————"log(a,;,) [Eq.122] ouencore AE=a*pH+b [Eq.123]
» aetb sont déterminés a I’étalonnage

ELECTRODE
POTENTIAL (m)

500 4

100%  (74mv / pH UNIT )
50°C (64 mv / pH UNIT )
0 (54 miv  pH UNIT)

I/— ISOPOTENTIAL POINT

-500 T 1

pH

Figure 82 : Droites de réponse E = f(pH) a différentes températures

L’¢électrode de mesure est nommée électrode de verre. Elle est caractérisée en son bout
par une bulle formée d’'une membrane en verre trés spécifique, recouverte d’une couche de gel
hydraté. La structure de la silice, avec ce gel permet de laisser passer seulement certains ions. Les
ions H" de la solution s’arrétent en surface de la membrane, mais provoquent un déplacement
des Na’, par diffusion, que mesure une électrode en argent ou en calomel (Hg,Cl,) (cathode). La
solution de remplissage de cette électrode est classiquement du KCl saturé avec HCI 0,1 mol/L.
L’électrode de référence (anode) consiste en une électrode en calomel plongée dans un
électrolyte, en général KCL. Une jonction, parfois une pastille poreuse au bout de I’électrode,
permet d’effectuer un pont salin entre les 2 électrodes en diffusant une solution saline dans
I’échantillon a hauteur de quelques microlitres par heure. I’ensemble se comporte comme une
cellule galvanique ou le pont salin (tube en U dans un montage de Galvan) est remplacé par un
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flux d’ions venus de la solution électrolytique (classiquement K'). On comprend la nécessité de
remplir réguliecrement Iélectrode de référence de solution électrolytique.

Désormais, les 2 électrodes sont réunies dans un seul tube, on parle d’électrode combinée.
11 existe d’autres modeles d’électrode "simple", les électrodes IFSET (transistor a effet de champ)
permettent souvent de mesurer la température du milieu et de faire une correction de pH
automatique. Ces électrodes n’utilisent pas d’électrolyte sous forme de solution, mais sous forme
de gel.

Notons un point particulicrement important : la solubilité du chlorure de potassium dans
I'eau est élevée alors quelle est tres faible dans les solvants organiques. On réalise alors que
I’établissement du pont salin est trés mauvais dans les alcools et explique en partie la difficulté de
mesurer le pH d’une solution organique. On choisira plutdt d’utiliser comme électrolyte du
chlorure de lithium dans de I’éthanol, plus soluble dans les solvants organiques comme les
alcools. Autre point a considérer pour la mesure du pH dans les solvants organiques: la
dissociation des acides et des bases dans les solvants organiques s’effectue de la méme manicre
que dans I'eau [Eq. 124] et [Eq. 125] :

H+] K
Ay = Eq. 124 t a, = a Eq. 125
AH |H*|+ K, K Ie A |H*|+ K, q |

Par contre, les valeurs de pK, d’un acide varient selon le solvant utilisé. Prenons le cas de
'acétone, il est moins apte a stabiliser un proton en solution que I'eau. Les molécules d’acétone
sont dipolaires avec une charge négative sur 'oxygene. Un atome d’hydrogeéne peut s’associer sur

.. . . . 5 5 + . . .
cette position, mais moins facilement qu’avec 'eau pour former H;O". Ainsi, les acides seront
moins préts a se dissocier dans 'acétone que dans I'eau et ont des pK, plus élevés [Fig. 83]. Les
bases sont moins touchées car la forme ionisée constitue un ion plus gros avec une plus faible
densité de charge.

OH Ao
PEE oA
+ _H

0 o
)J\ + AH o+ oA
e T—

OH, + AH T—™= HO+ + &

Figure 83 : Equilibre d’un acide dans I’isopropanol, I'acétone, ’eau

En tant que solvant, les alcools ont tous des propriétés légerement différentes, comme le
cologarithme de la constante de dissociation pK,. Une partie de 'annexe C donne les valeurs de e
et de pK, pour les mélanges alcools/eau. Nous utilisons un appareil de mesure Eutech cyberscan
PCD6500 et une sonde Schott N6480 eth au Chlorure de Lithium pour mesurer le pH dans les

solutions/suspensions éthanoliques [Fig. 84].

" i b - — == =
. B ——el e )

Figure 84: Sonde pH-métrique Schott
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V.4. La diffusion des rayons X aux petits et moyens angles

Le dispositif SWAXS (Small and Wide Angle X rays Scattering) commercialisé par
HECUS M. BRAUN est arrivé au CINaM fin janvier 2008 [Fig. 85]. La particularité de ce
dispositif réside dans son systeme de collimation du faisceau : il permet d’obtenir un faisceau
linéaire, trés propre, avec une largeur minimale d’environ 250um. Ceci permet d’atteindre des
résolutions importantes avec un dispositif compact (60cm contre plus de 250 cm pour un
dispositif SAXS habituel avec trois fentes). Le signal peut étre mesuré jusqu’a 0.07° en 26, ce qui
permet d’analyser des objets avec des tailles comprises entre 1.5 nm et 120 nm, on utilise un tube
RX - Cu (A = 0.154 nm). Le signal est enregistré a 'aide d’un détecteur linéaire couvrant les
angles 0° a 7° (étude des macromolécules) et un autre couvrant le domaine 18°-27° en 20 (étude
de la nucléation et de la cristallisation). Les échantillons a étudier (volume requis 50 ul) peuvent se
présenter sous forme de solution ou de poudre et sont disposés dans des capillaires de 1mm de
diametre [Fig. 80]. La température de I’échantillon est régulée entre 5 et 70°C a laide d’un
dispositif a effet Peltier.

B8tecteur WAXS Systéme

Echantillon collimation o

Détecteur SAXS

Figure 85 : Equipement SWAXS du CINaM

L’appareil est couramment utilisé pour étudier les solutions de macromolécules, mais pas
encore pour les petites molécules. Il nous a semblé intéressant d’utiliser les cellules capillaires
sous forme de récipient étanche pour une suspension. Etant donné qu’il est possible de controler
la température de la cellule, nous envisagions d’observer des phénomenes de nucléation et de
transformation de phase 7 situ, par analyse SWAXS.

Porte échantillon avec
capillaire D=1mm

Capillaire scellé ou
ouvert, 2 points de
colle nour étanchéité

Figure 86 : Cellule capillaire pour étude SWAXS
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VI. Choix du produit d’études

Le choix d’'une molécule “modele” pour le travail de thése est important. Il faut que le
produit soit le plus représentatif des APIs sortis du développement industriel des laboratoires
Servier, que ce soit au niveau de la molécule et du choix de sel, ou des probléemes rencontrés au
niveau industriel a cause de mauvaises propriétés d’usage (facies en aiguilles, provoquant des
problémes a la filtration de la suspension).

Pour ces raisons, Oril industrie a ciblé 9 produits salifiés sous la forme d’un chlorhydrate
(mono ou poly chlorhydrates), cristallins et si possible avec un faci¢s aciculaire. Nous avons
cherché parmi ces 9 solutions, un produit “modele” respectant le schéma du tableau 11 qui soit le
plus représentatif de ce que nous avons vu dans la bibliographie.

Base Sel
Solubilité aqueuse Faible | Elevée
Solubilité organique Elevée | Faible

Tableau 11 : Conditions de solubilité recherchées

En plus des raisons scientifiques, des questions plus terre-a-terre, sur la disponibilité des
produits (base et sels) ainsi que sur les procédures chimiques de salification et éventuellement de
retour a la forme basique non salifiée, ont été levées pour chaque molécule afin de travailler le
plus librement possible au laboratoire, sans contrainte de limitation par la quantité de produits.
Toutes les molécules étudiées au CINaM ont vu leur développement arrété, que ce soit au début
ou au milieu de la these, pour des raisons propres aux laboratoires Servier a propos de Pefficacité
de ces APlIs.

VI1.1. Analyses préliminaires
Pour chacun des 9 produits, nous avons conduit une batterie d’analyses simples :

Observation du facies et appréciation de la cristallinité des échantillons.
» Images enregistrées au microscope optique
» Images MEB (grandissements, *25, *100, *300, *500, *700, *1000, *2000)
» Analyse DRX pour détecter si ’échantillon est amorphe

Mesure des solubilités dans 'eau et dans quelques solvants organiques. Analyse de la phase pour
détecter de maniere précoce Pexistence de phases différentes
» Mesure des solubilités par ajouts successifs dans 10mL de solvant. Les solvants testés
sont P'eau, le méthanol, I’éthanol, I'acétate d’éthyle, 'acétone, I’heptane, le toluene et le
chloroforme
» Analyse DRX des échantillons solides trécupérés aprés mesure des solubilités et
refroidissement a 10°C des suspensions puis filtration.

Regards sur la chimie, les procédés utilisés et la mise a disposition des produits
» Modélisation du ou des pKa par le logiciel MarvinSketch®
» Détermination du pKa par dosage acido-basique
» Inventaire sur la disponibilité des produits, base et sel, sur les procédés de salification et
essais de retour base au laboratoire

En annexes H et I est donné de maniere tres synthétique un apercu des résultats généraux de
ces analyses.
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VI.2. Choix et présentation du TD901

La molécule, renommée TD901 pour les besoins de confidentialité du manuscrit,
correspond le plus au modéle recherché : la solubilité de son sel est importante dans I'eau et plus
faible dans I’éthanol. Au contraire, sa base est bien soluble dans I’éthanol et pas du tout dans
I'eau. C’est un monochlorhydrate dont la phase fournie par Oril présente un facies aciculaire, qui
nous intéresse d'autant plus, car représentatif des solides dont les propriétés d’usage posent
probleme a l'industriel (problemes de filtration). Enfin, c’est un produit dont les quantités mises a
disposition par Oril industrie, sous sa forme basique sont suffisantes pour compléter un travail de
thése dans un petit réacteur de cristallisation.

Le TD901, (N-4-[2-[(3aS,9bR)-8-cyano-1,3a,4,9b-tetrahydro[1]-benzopyranol|3,4-
c|pyrrol-2(3H)-yl]-ethyl]phenylacetamide), est une molécule en développement au moment du
début de la these, sortie du département de psychopharmacologie de Croissy des Laboratoires
Servier. C’est une molécule potentiellement intéressante pour le traitement de la schizophrénie
Son mécanisme d’action est détaillé dans [MILLAN M.]. 08_A], c’est un antagoniste préférentiel
des récepteurs de la dopamine D5 au lieu de 'ensemble des récepteurs de la dopamine D, et D,
En cela, le TD901 se différencie des neuroleptiques classiques comme I’halopéridol. Les études
réalisées in vivo ont donné des résultats satisfaisants dans un premier temps [MILLAN M.].
08_B]. Le TD901 préserve les fonctions cognitives et présente des propriétés antipsychotiques a
des doses bien inférieures aux modecles provoquant la catalepsie [MILLAN M.]. 08_C]. Une
feuille de sécurité simplifiée du produit est donnée en annexe J.

La molécule [Fig. 87] présente 2 sites acido-basiques principaux. Une amine tertiaire,
susceptible de capter un proton et un site amide avec un hydrogene labile sous des conditions
trés basiques. Le site amide peut aussi former un sel avec HCI, mais des conditions de pH
inférieures a zéro. Ainsi, la réaction du TD901 avec un acide chlorhydrique forme un mono
chlorhydrate dont le proton H+ est attaché au site azoté de 'amine tertiaire au cceur de la
molécule [Fig. 88].

CH, CH,
HM ‘< HM ‘<
LN\ /N
Cl
H
Vi \ /7

— N

Il il

R 5

Figure 87 et 88 : Formules développées de la base (MM = 361.4 o.mol?) et du chlorhydrate
(MM = 397.9 o.mol™) de TD901

A 20°C, sur Iéchelle de pH [0 -14] dans Peau, la répartition des espéces du TD901 en
fonction du pH est donnée sur la figure 89. Le pK, de I'amine tertiaire qui nous concerne
particuliecrement est de 8,25 a 20°C.

Sur le procédé utilisé par Oril industrie, la base est dissoute dans de I’éthanol et 'acide
chlorhydrique, dilué dans I’eau, est coulé a 73°C pour la réaction acido-basique. A partir de la est
conduit le procédé de cristallisation du sel de TD901.
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Sel BH2+,Cl- Base BH

Figure 89 : Courbes fuyy.. fuy. £ = f(pH) 4 20°C

Comme nous ne travaillerons que dans des conditions plutot acides, nous ne nous
intéresserons qu’au premier pK . Nous notons sur le tableau 12 et la figure 90 I'évolution du pK,
prédit par MarvinSketch® en fonction de la température, qui nous sera utile car la salification du
TD901 se fait a chaud.

Température [°C) pka
0 8,79 9

10 551 4

15 3,38 8,5 \

20 825 \\

<5 8,13 Echelle de pH 8

30 5,01

= 789 —\\\

40 776 7.5

15 7E7 \\.‘

50 t=1i 7 . . :

a5 747 0 20 40 60 80
G0 737 Température (°C)

(=) 727

e

Tableau 12 et Figure 90 : pK dans 'eau de 'amine tertiaire en fonction de la température

VI.3. Autres produits chimiques

Nous tenions particulierement a ce que le solvant utilisé pour nos études se rapproche de
I’éthanol technique d’Oril industrie, anhydre. Or Péthanol absolu a ~99% contient des traces
d’eau. Nous avons eu des difficultés, en particulier pour des raisons douanieres et administratives

-103 -



Thibaud Detoisien

Chapitre I : Matériels et Méthodes

a recevoir de I’éthanol au laboratoire et nous nous sommes portés vers la solution d’'un mélange
Ethanol/ Isopropanol 2 95/5 % v/v (Référence Alfa Aesar 33361) [Tableau 13].

Ethanol technique Oril indutrie Ethanol laboratoire CINaM
Origine Distillerie Hauguel Alfa Aesar
Ethanol ~96% ~95%
Eau - -
Isopropanol (IPA) ~1% ~5%
Autres ~2,5% essence C -

Tableau 13 : Bthanol choisi pour nos expériences

Pour des raisons de simplicité, a chaque fois que nous dirons Fthanol, nous sous-
entendrons “Ethanol 95% + Isopropanol 5%”. Il faut bien comprendre, que I'introduction de
I'isopropanol pourrait rajouter une variable a nos problémes, mais étant donné que le ratio
EtOH/IPA restera toujours constant, nous nous permettrons cet abus de langage. L’acide
chlorhydrique 37% utilisé est de marque Normapur VWR — Prolabo Référence 20252.290)

VII. Conclusions

Nous avons présenté dans cette partie 'ensemble des techniques mises en ceuvre au cours
du travail de these. L’intérét est de voir le travail de la cristallisation a des échelles différentes :

» Le travail au CINaM part du cristal (fabrication des monoctistaux et méme modélisation)
a la suspension dans quelques millilitres de solvant (microscopie avec controle de la
température par effet Peltier, mesure des solubilités) et exceptionnellement plus (suivi pH
dans un réacteur). Les méthodes d’analyse du solide sont disponibles au laboratoire.

» Le travail au LAGEP se base sut des volumes plus importants, a partir de la centaine de
millilitres. Les outils de suivi in situ permettent de mieux travailler autour du procédé de
cristallisation pour chercher a analyser, comprendre, adapter et piloter un procédé.

Le choix de la molécule d’étude est primordial pour que le travail de théese, dans la
compréhension des phénomenes et 'amélioration d’un procédé, soit adaptable aux situations les
plus fréquemment rencontrées par Oril industrie. Le choix de travailler sur un chlorhydrate
s’explique avant tout par des raisons statistiques : il s’agit du sel le plus fréquemment utilisé pour
le développement des APIs par les groupes pharmaceutiques et le groupe Servier en particulier.
Avoir a faire a une phase qui cristallise sous forme d’aiguilles est d’autant plus intéressant que ses
propriétés d’usage posent problemes sur les procédés de traitement du solide aprés la
cristallisation. Pour ce projet de these particulier en collaboration CINaM — LAGEP — Oril
industrie, il était important de travailler sur un produit représentatif des problemes rencontrés par
I'industriel pour aborder la problématique multi-échelle de la cristallisation des sels, et non une
molécule “originale”, le TD901 a donc été notre choix.
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Chapitre 111 :

Résultats et
Discussions

Si la science ne s'intéresse pas aux choses délirantes,
elle risque fort de passer a coté de choses intéressantes.

Antoine Labeyrie
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L’approche globale de ce travail réside dans la compréhension des enjeux quimpose avant
tout un choix de sel (travail bibliographique) et un choix de solvant pour I’établissement d’un
procédé. L’impact de ces choix est capital sur la qualité cristalline, les propriétés d’usage des
poudres et I'industrialisation du procédé. Cette partie du manuscrit est dédiée a la présentation
des expériences et des résultats qui nous permettront de discuter et de conclure sur lutilité de
mener ces expériences, y compris d’avoir un regard fondamental sur le “crystal engineering”, le
plus tot possible au cours du développement d’un API pour une entreprise pharmaceutique.

Pour ce projet de thése particulier, le choix de sel a déja été fait par P'entreprise. Par contre
les connaissances, au moment de la theése ne font pas part de Uexistence de phases différentes de
ce chlorhydrate. II est supposé que les lots fournis par Oril industrie sont, pour la base et pour le
sel, des phases anhydres. Les rapports d’analyse chimique précisent que nos lots ont une pureté
supérieure a 99,9 %. Nous nommons a partir de 1a, la phase du sel fourni par Oril, la phase A.

La présentation des résultats d’expériences dans ce manuscrit ne reflete pas l'ordre
chronologique de l'obtention de ceux-ci. Ils s’organisent selon la maniére suivante, avec pour
objectif de proposer une méthodologie :

Caractérisation de la base et du chlorhydrate fournis par Oril industrie

Optimisation d’une méthode de recherche de phases polymorphiques, avec I'acquisition
de données supplémentaires sur la solubilité et le facies de PAPI

Mesure complete de la solubilité de la base et du sel dans un binaire éthanol/eau
Recherche de la structure de la base et du sel

Travaux autour d’un procédé de salification et de cristallisation par ensemencement,
utilisation d’outils de suivi in situ dans un réacteur agité homothétique

VVV VYV

I. Caractérisation des solides, base et sel

I.1. Caractérisation des phases par DRX, photos MEB

La base TD901 pourrait étre considérée comme un intermédiaire réactionnel étant donné
que la forme chimique finale recherchée a la fin du procédé est celle du chlorhydrate. Ainsi, la
qualité physique du produit n’est en soi pas si importante a 'exception des propriétés d’usage
ayant une influence sur la filtration et le traitement du solide au niveau industriel. Le lot
#851351/003 fourni par Oril est un échantillon non broyé, avec de fortes aptitudes a
I'agglomération. Des photos prises au MEB illustrent cette observation dans les figures 90 et 91.
Il est moyennement hygroscopique, il faut le conserver a ’'abri de 'humidité.

i m

-

Figures 90 et 91 : Photos MEB de la base (ot usine), *100 et *1000
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L’échantillon de sel du lot #851391B016 est, quant a lui, broyé. On observe qu’il s’agit de
fines aiguilles [Fig. 93] pas plus longues que 15 um, s’agglomérant trés facilement [Fig. 92].

i oy

Figures 92 et 93 : Photos MEB du sel (lot usine), *100 et *1000

Les résultats d’analyse des poudres (temps d’analyse de 20 minutes) par la diffraction des
rayons X sont caractéristiques d’échantillons bien cristallins. Les lignes de base ne sont pas
bombées. Ces clichés présentent aussi des pics de diffraction bien définis et fins [Fig. 94]. L autre
observation a faire est de les comparer tous les deux. Ftant donné qu’il ne s’agit pas de la méme
phase chimique, et ainsi pas de la méme phase cristalline, les pics d’un cliché ne se retrouvent pas
sur lautre.

Superposition clichés DRX

1
] — Base lot usine
8 — Sel lot usine
» 20000
3 1
> B
o 1
o |
3 15000 +
o i
Q ]
5 ] i
£ 10000 i |
o) i
= il
c B
3 5000 +
. N |
| N
0 1 1 | | |
5 10 15 20 25 30 35

2-théta (°)
Figure 94 : Clichés DRX de la base et du sel TD901 — lots usine
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Une liste des pics principaux pour chaque cliché est donnée dans le Tableau 14 afin de
pouvoir comparer les résultats présentés tout au long de ce manuscrit.

20 (en °) 20 (en °) 20 (en ©) 20 (en ©) 20 (en ©) 20 (en ©) 20 (en °) 20 (en °)

de la base du sel de la base du sel de la base du sel de la base du sel
9°85 5°91 17°10 15°54 21°22 20°99 25°57 26°01
10°96 8°75 18°12 17°25 21°77 21°40 26°09 26°44
12°32 10°43 18°76 18°76 22°03 22°41 26°82 26°73
12°90 14°44 19°68 19°39 22°59 24°90 27°20 28°30
15°54 14°93 20°76 20°55 22°85 25°22 28°15

Tableau 14 : Pics de diffraction principaux de la base et du sel — lots usine

I.2. Analyses thermiques

L’analyse thermique des poudres est riche d’enseignement. Elle permet d’en savoir plus
sur leurs propriétés et leur stabilité. Nous abordons ici les résultats en 2 temps : la base TD901
puis son chlorhydrate.

I.2.1. Analyse de la base

La détermination des parametres de mesure en DSC a été longue et fastidieuse pour
travailler avec des conditions satisfaisantes : Chauffe de 25 a 250°C a 10°C.min’', creuset en
aluminium de 40um, couvercle du creuset percé finement, 3 a 5mg de produit non broyé dans le
creuset. L’atmosphere du four n’est pas balayée par un filet d’azote sec comme il est parfois
nécessaire. La figure 95 montre un enregistrement DSC pour la base. Ce thermogramme présente

une ligne de base plutot plate et un unique endotherme, bien défini, avec un pic fin.

*exo MAX13-Essai7 02.06.2009 11:56:00

Wwg™1 |

1 IMAX13-Essaiv
0 - MaxX13-Essai?, 4,9900 mg

Integral
-1 normalized
Onzet

Peak Height
Peak 172,39 °C

443,34 m)
83,85 g1
170,26 °C

3,86 Wg~-1

Extrapol. Peak

Paak Width

Left bl Limit

Right bl Limit 183,33 °C

-2 Heating Rate 10,00 *Cmin~-1
E Baszeline Type spline

172,45 oC
2,02 o
157,64 oC

40 80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 °C
1 T 1 . 1 T 1 T | T 1 T 1 T 1 T 1 - 1 T 1 T 1 T | T 1 T 1 T T 1 T 1 T 1 T ! T 1 T Sy
o 2 4 & ] 10 12 14 16 18 20 it
Lab: METTLER S5TAR® SW 9.10

Figure 95 : Analvse DSC de la base
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L’ouverture du creuset apres 250°C montre que le produit est completement dégradé et
carbonisé, ce qui ne laisse aucun doute sur le fait que cet endotherme soit représentatif de la
fusion du produit. La qualité du pic, sa largeur et sa hauteur, est dépendante de facteurs
cinétiques. Nous pourrons regarder T, ., comme la température du début de phénoméne de
fusion. Ici, T, = 170,26°C et 'enthalpie de fusion est de -88.85 J.g". Notons de suite que
Iéchantillon de base, s’il est placé un moment a lair libre (plusieurs heures), capte un peu
d’humidité ambiante, ce qui s’observe par de petits endothermes de libération de ’eau de surface
autour de 100°C.

L’analyse thermogravimétrique de la base, de 40 a 500°C, montre que la poudre perd de
60°C a 120°C prés de ~2% de sa masse initiale [Fig. 96], de maniére assez étalée. A partir de
280°C, I’échantillon voit sa masse chuter fortement car la dégradation commence a produire des
COy et NOy + H,O qui s’échappent du four.

Masse (%) TG de la base lot usine (10°/h) Heat flow (mW)
120 - - 400
: 2% 1 350
100 . :
] 7( + 300
80 | :
: /\/ \ | -
60 1 - 200
1 / \ 1 150
40 - :
1 + 100
20 | :
| — % Masse + 50
] — Heat flow
0 1 1 1 1 1 1 f 1 1 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Température (°C)

Figure 96 : Analvse TG de la base — lot usine

Pour comprendre P'origine de ces 2% de perte de masse, nous avons fourni en annexe K
un résultat d’analyse TG d’un échantillon de base, préalablement séché a 60°C pendant 2 heures.
I’absence de perte de masse montre que ces 2% ne sont probablement dus qu’a de I'eau de
surface, absorbée par les propriétés hygroscopiques de la molécule de base TD901.

Notons en plus que la mesure approximative de I'évolution de la chaleur dégagée ou
emmagasinée par I’échantillon par Pappareil montre aussi un endotherme net pour une fusion
débutant a 170°C.

Nous considérons alors que la base est bien anhydre, avec de fortes aptitudes
hygroscopiques. Des analyses DRX de la base, avant et apres séchage a 60°C et 120°C, n’ont pas
montré de deuxieme phase.
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I.2.2. Analyse du sel

L’analyse DSC d’un lot usine de sel est beaucoup plus riche en endothermes [Fig. 97]. Un
premier endotherme, tres large, s’étend de 30°C a 140°C. L’enthalpie du premier phénomeéne est
de -126,30 J.g'. Un second endotherme a 181,74°C est trés net. Enfin, un dernier pic a 208,68°C
a un épaulement gauche important. A conditions de mesure égales, il est arrivé que I'épaulement
soit suffisamment dégagé pour que nous considérions ce phénomeéne par un endotherme a part
enticre. Malheureusement, les mesures a vitesse de chauffe plus lente que 10°C n’ont pas permis
de séparer plus clairement ces 2 endothermes. Nous nous intéressons dans cette partie avant tout
au premier endotherme. L’exploitation et la compréhension des derniers endothermes sont
réalisées dans la partie I1.3.1 des résultats.

fexo MCU11_12 09.07.2009 09:33:55
Wiig -1
Integral -26,11 ml
0,07 normalized  -6,17 g1
Onset 181,74 °C
laMCUl_12 Peak Height 0,13 Wig™-1
JMICU11_12, 4,2300 mg Peak 189,36 °C
Exfrapol. Peak 189,81 °C
Peak Width 5,93 *C
Left bl Limit 173,11 °C
-0,2 Right bl Limit 195,71 °C
Heating Rate 10,00 #*Cmin™-1
Bazeline Type spline
0,4
-0,6 -
Integral -534,26 ml
normalized  -126,30 1371
Onset 50,25 *C
1  PeskHeight 0,44 wig~-1 Integral -109,87 rn]
Peak 90,40 °C normalized  -25,97 1971
Extrapol. Peak 96,62 °C Onset 208,67 °C
Peak \Width 45,07 °C Peak Height 0,54 Wg™-1
S08 7 LeftblLimit 32,64 o0 Peak 214,23
Right bl Lirit 143,58 °C Extrapol. Peak 214,25 °C
Heating Rate 10,00 ®Crin~-1 Peak Wwidth 5,90 °C
| Baseline Type spline Left bl Lirmit 196,43 °C
Right bl Limit 224,20 °C
Heating Rate 10,00 #*Cmin™-1
Baseline Type spline
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
40 a0 a0 100 120 140 160 1a0 =200 I 220 240 °C
Lab: METTLER STAR® SW 9.10

Figure 97 : Analyse DSC du sel

Le dégagement de chaleur du premier endotherme étant trés probablement lié au départ
de molécules d’eau de la structure cristalline, nous calculons la masse théorique qu’occuperait une
quantité steechiométrique de molécules d’eau dans la structure d’un chlorhydrate de TD901 (MM
= 397,9 g.mol ) dans le cas d’un hémi hydrate, d'un mono hydrate, d’'un sesqui hydrate et d’un di
hydrate [Tableau 15].

Si I'enthalpie du premier phénomene correspond bien au départ de P'eau de structure,
nous pouvons chiffrer ’énergie correspondante grace a I'enthalpie de vaporisation de 'eau a
pression atmosphérique (-2257 J.g") en rapportant cette valeur a la part d’eau dans la molécule.
La valeur calculée dans la derniére ligne du tableau 15 correspond ainsi a I’énergie théorique de
vaporisation des molécules d’eau de la structure du sel 33138, x H,0.
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Sel, 0,5 H20 Sel, 1 H20 Sel, 1,5 H20 Sel, 2 H20
MM de I'eau
pour 1 molécule 9 18 27 36
de base (g.mol")
MM de la phase 406,9 4159 4249 4339
hydrate (g.mol")
% MM eau /
MM totale 22 + 6, 8,3
AH, (. 49,65 97,05 . 142,19 J.¢" 187,33 ].¢"

Tableau 15 : Calculs de la part de la masse molaire de ’eau pour une molécule de sel S3318

La valeur énergétique du premier endotherme, de -126,30 J.g" se situe entre les valeurs
théoriques pour la déshydratation d’'un mono hydrate et d’un sesqui hydrate, théoriquement pour
un rapport de masse molaire de 5,5%.

L’analyse TG du sel corrobore parfaitement cette observation. La figure 98 montre un
départ franc, entre 50°C et 100°C, de 5,57% de la masse initiale de I'échantillon.

0,
masse(%) TG du sel lot usine (10°C/h ) Heat flow (mW)
120 400
5,57% / | 350
100 — 7
N + 300
80
+ 250
60 + 200
+ 150
40
+ 100
20
— 9% Masse + 50
— Heat flow
O T T T T O
0 100 200 300 400 500

Température (°C)

Figure 98 : Analyse TG du sel — lot usine

Nous retrouvons en DSC et en TG, la méme valeur de perte de masse. L’analyse TG d’un
échantillon séché a 60°C est fournie en annexe L. La perte de masse avant 100°C n’est pas
parfaitement nulle, mais beaucoup plus faible que pour la base [Fig. 96], elle est proche de ~1%.
Cela montre qu’en dépit du séchage préalable, la molécule recapte tres rapidement des molécules
d’eau de 'atmosphere ambiante, que ce soit dans sa structure et peut étre en surface.

La qualité du séchage et le temps avant la mesure en DSC ou en TG est primordiale pour
la quantification du départ d’eau pendant le chauffage. Nous avons choisi de donner en figure 96
une mesure sur un échantillon ayant eu le temps d’absorber de I’humidité pendant une demi-
journée dans sa capsule percée. Si avec la DSC, nous imposons a un échantillon de sel un aller-
retour de 25°C a 150°C puis de 150°C a 25°C avant de repartir immédiatement pour une analyse
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jusqu’a 250°C a 10°C.min’", le premier endotherme ne réapparait pas pendant la 2°* chauffe et les
autres pics entre 150 et 220°C ne bougent pas [Annexe M].

Pour mieux comprendre la vitesse a laquelle la poudre séchée reprend ’humidité au sein
de sa structure, nous avons suivi aprés séchage pendant 2 heures a 60°C la masse d’un échantillon
de masse conséquente (une dizaine de grammes) sous atmosphere et température ambiante dans
un cristallisoir de grand diametre pour bien étaler la poudre. Cette expérience a aussi été faite
pour un séchage plus long et une température de 120°C, pour des résultats équivalents.

102

101 / ;_7\/‘\,\\
100 / ' Echantillon replacé
dans I’étuve
99
6,18%
% Masse / o
Initiale ‘ f 5 06%
97
] i Sortie de ’étuve
96 \ /
95 Ji\ v v R
Sortie de ’étuve
94 | . | '
0 10 20 30 40 50

Temps (h)

Figure 99 : Suivi de la masse d’un échantillon de sel a la sortie de I’étuve 2 60°C

Les résultats de la figure 99 montrent que le séchage a 60°C fait perdre 5,06% de la masse
a la poudre, quelle reprend en seulement 5 heures. L’exposition prolongée a atmosphere
ambiante lui fait méme gagner de la masse en plus par rapport a la masse placée dans I’étuve en
début d’expérience. Cela montre une nouvelle fois qu’en plus d’'une quantité d’eau de structure,
I’échantillon est particuliecrement hygroscopique et capte de 'eau en surface.

Au regard des résultats tirés de I'exploitation TG et DSC nous pourrions étre amenés a
penser qu’il s’agit d’un sesqui hydrate (TD901, HCI, 1,5H,0) non hygroscopique, mais comme les
valeurs de prise de masse sont toujours en dessous des 6,3% théoriques du sesqui hydrate, nous
émettrons I’hypothése qu’il s’agit d'un mono hydrate avec de fortes aptitudes hygroscopiques
pour capter de I'eau en surface. I’analyse Karl Fisher de cet échantillon n’aurait donné que la
quantité d’eau totale contenue dans I’échantillon, mais des analyses plus poussées de mesure de
sorption de vapeur (DVS) permettraient d’étre plus catégorique. Enfin, la détermination
structurale a partir d’un mono cristal de chlorhydrate TD901 serait le juge de paix pour trancher
sur la structure exacte du produit.

Si la masse du produit et sa structure évoluent au cours du temps apres le séchage, il est
intéressant de réaliser des clichés de poudre d’un échantillon de sel et de le comparer au cliché de
la poudre séchée a 60 et 120°C ainsi qu’aux clichés de ces échantillons refroidis et placés sous
atmosphere ambiante a la sortie de I’étuve pendant une demi-journée.
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Nous avons pris soin de préparer les capillaires et de placer la poudre dans I'étuve, dans
son capillaire. Pour les échantillons analysés a chaud, la tulipe des capillaires a été fermée a chaud
avec un bruleur a la sortie de Iétuve pour éviter que trop d’humidité vienne s’absorber dans la
poudre.

L’ensemble des clichés est donné dans la figure 100. La premicre remarque a faire entre
les clichés du sel de départ (courbe noire) du sel chauffé a 60°C puis refroidi (courbe rose) du sel
chauffé a 120°C puis refroidi (courbe verte claire) est que les clichés sont rigoureusement les
meémes. Les cycles de chauffage et de refroidissement a 60 °C ou a 120°C ne dégradent pas et ne
changent pas la structure initiale.

Superposition clichés DRX

Sel 120°C refroidi
] —Sel 120°C
14000 T — Sel 60°C refroidi
= ] — Sel 60°C
% 12000 T — Sel lot usine
O -
o 10000 -
'c i
m ]
o 8000 -
E i
o ]
£ 6000 1 ”
P ] Wj
% 4000 + e
— 2000 T e
] S
0 - ! 1 & 1 1
5 10 15 20 25 30 35

2-théta (°)
Figure 100 : Clichés DRX du sel, lot usine, séché a 60°C et 120°C, ainsi qu’apres refroidissement

Par contre, les clichés des échantillons chauffés a 60°C (courbe rouge) et 120°C (courbe
verte foncée) et analysés de suite apres la sortie de I’étuve sont quelque peu différents du cliché de
la phase A du sel. Si quelques-uns des plus grands pics de diffraction sont toujours présents et
parfois a peine décalés (8°75, 10°43, 14°93, 15°54, 24°90, 25°22), d’autres sont absents (14°44,
17°25, 18°76, 19°39, 20°55, 20°99, 21°40, 22°41, 26°01, 26°44, 26°73, 28°30), beaucoup plus
intenses (5°91, 11°45) ou méme non présents pour le cliché du sel de départ (13°48, 17°51,
17°71, 19°02, 20°67, 26°44).

Nous avons sans doute réussi a isoler pour les analyses DRX la phase anhydre obtenue
apres déshydratation de la phase A, mono hydratée.

I.3. Approfondissement des résultats DSC

Les résultats obtenus par DSC pour la base et surtout pour le sel peuvent étre
approfondis afin d’avoir une meilleure compréhension des phénomenes et de faire une meilleure
interprétation des résultats.
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I.3.1. Analyse de la base

Pour la base, nous avons réalisé un aller-retour en température juste apres la fusion du
produit. A 185°C, la température du four est abaissée a 100°C 2 raison de 10°C.min-1 puis élevée
de maniere classique a 250°C [Fig. 101].

*exo MAX16-E ssai1-Température 03.06.2009 17:35:43
Integral 363,33 ml
g ™1 normalized 72,53 1971
1 Onset 128,77 °C
Peak Height 1,10 Wg™1
b Peak 120,48 °C

E Extrapol. Peak 139,69 °C
Peak width 9,89 °C

Left bl Limit 115,16 °C

b Right bl Limit 157,35 °C
Heating Rate 10,00 *Cmin
Baseline Type spline

JiEmax16-Essail
IMax16-Essail, 5,0100 mg
JL[EMAX1E-Essail

1MAX16-Essail, 5,0100 mg

Integral -411,74 ml
-1 2l¢mMax16-Essail normalzed  -82,18 lg™-1
Tax16-Essail, 50100 mg Onset 170,68 =C
I3[ max 16-Essail Peak Height 3,64 Wig-1
A¥16-Essail, 5,0100 mg Peak 172,29 °C

7 Extrapol. Pesk 172,27 °C
B Paak Width 2,83°C

o Irntegral -386,36 ml
-2 Left bl Limit 153,44 °C normalized <77, 12 Jg™-1
Right bl Limit 182,98 °C Oreat 168,61 5C
1 Heating Rate 10,00 *Crmin™-1 Peak Height 5 70’ W1
d Baseline Type spline g ! 9
Peak 172,32 °C

4 Exfrapol. Peak 172,22 =C

Peak Width 3,710

Left bl Limit 157,55 °C

-3 Right bl Limit 185,55 °C

1 Heating Rate 10,00 *Cmin"-1
Bazeline Type spline

T T T T T T T
40 & =in] 100 120 140 160 1a0 200 220 240 8C

Lab: METTLER STAR® SW 9.10
Figure 101 : Exemple d’aller-retour en température pour la base

Nous observons sur enregistrement DSC que le produit recristallise non pas pendant le
refroidissement, mais pendant la seconde phase de chauffage (bel exotherme débutant a
128,77°C). Par analogie avec la chimie des polymeres, nous pourrions nommer ce phénomene
une cristallisation froide. La cinétique d’analyse est trés importante pour cette observation. Nous
n’avons pas observé de recristallisation pendant le refroidissement aprés fusion a plus basse
température (25°C), ni a vitesse de refroidissement plus lente (2°C.min") ou plus rapide
(20°C.min™"), mais seulement pendant la seconde phase de chauffe.

La reproductibilité quantitative de la fusion n’est pas parfaite : enthalpie de fusion de -
88,18 J.g' 4 -77,12 J.g'1 aprés un cycle) ; température de début de fusion de 168,61°C a 170,68°C.
Ces légeres différences peuvent s’expliquer par la dégradation chimique du produit de suite apres
la premicre fusion. Le role du transfert thermique en DSC a sans doute réle dans cette
observation car une fois fusionné, le produit est sous forme liquide dans le creuset. L.a seconde
fusion du produit, recristallisé sur I'ensemble de la surface, est soumise a un transfert thermique
un peu différent que pour la premiere ou le solide est simplement déposé, de manicre hétérogene
sur la surface du creuset (moins bonne conduction de la chaleur du creuset aux cceurs des
cristaux).

Notons une derniere fois que dans le cas de cet échantillon, nous observons 2
endothermes (~25 J.g"), un principal avant 100°C et un petit avant 120°C. Ils sont
caractéristiques d’un échantillon ayant capté de '’humidité par hygroscopie (en opposition a un
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échantillon plus sec [Fig. 95]). Le départ de I’eau est parfois étalé au-dela de 100°C car la cinétique
du phénomene dépend des forces d’attachement entre la molécule d’API et les molécules d’eau. 11
n’est pas rare non plus que le phénomene se fasse en deux temps, comme c’est le cas sur la figure
101.

I.3.1. Analyse du sel

L’enregistrement DSC de la phase A du sel [Fig. 97] montre 2 endothermes a 181,74°C et
208,67°C (endotherme épaulé a sa gauche). Nous avons a faire a 2 plusieurs phénomenes
distincts et non une simple fusion. L’intérét est ici d’essayer de comprendre a quoi correspond
chacun de ces endothermes : dismutation du sel ; fusion ; mauvaise qualité chimique du lot usine ;
transformation solide/solide,...?

Pour cela, nous avons commencé chauffer des échantillons de sels a la méme vitesse de
10°C.min™ jusqua différentes températures. I’ouverture des creusets aprés analyse permet de
comprendre dans quel état se trouve notre poudre [Fig. 102].

D UOD

B50°C 6o 170 43¢ A SR

2E228

}

Figure 102 : Photo des creusets DSC, différentes température de fin d’analyse

La poudre originellement de couleur blanche, commence juste a peine a devenir brune a
200°C. A 210°C, elle est brune avec 'impression qu’elle a fusionnée et recristallisée. Au-dela, il ne
s’agit que de produit liquide caramélisé et dégradé.

Lobservation de la fusion dans un capillaire placé dans un four a température controlée
(Electrothermal Digital 9100) ne montre absolument pas de modification de la couleur ni de
'aspect de la poudre avant 208°C. Seulement a 207°C, celle-ci commence a jaunir et devient de
plus en plus foncée jusqu’a 213°C ou le produit est en train de fusionner. Des 215°C, le produit
sous sa forme liquide se dégrade (couleur brune intense).Ces observations sont reproductibles sur
plusieurs échantillons. I’endotherme a 181,74°C ne met donc pas en jeu une fusion.

Malheureusement, le chauffage a vitesse plus lente ne permet pas de séparer correctement
I’épaulement du dernier endotherme. Les 2 bosses sont intégrées ensemble pour 'exploitation a -
25,97].g-1 pour un phénomene débutant a 208,67°C, dont le pic est a 214,23°C. Nous pouvons
affirmer qu’il s’agit de ’endotherme de fusion du sel.

Nous avons cherché, de manicre intensive, a I'aide d’allers-retours en température, a
recristalliser la forme tout juste fusionnée, comme pour la base, sans aucun succes. Nous avons
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multiplié les essais en repoussant les bornes des allers-retours a des températures basses pour le
refroidissement, entre les endothermes (198°C et 208°C) pour les températures hautes, le tout a
des vitesses de chauffe et de refroidissement trés diverses. I’annexe M illustre en cela le fait
qu’apres la déshydratation du produit, la ligne de base des 25°C est parfaitement rectiligne. La
figure 103 est un autre exemple ou nous nous sommes arrétés a 198°C, redescendu a 150° puis
nous avons repris la chauffe classique (nous avons fait des essais ou nous avons refroidi a 25°C).

Ce cycle ne change en rien la mesure du dernier endotherme.

09.07_2009 16:24:42

*exo MCU11_18
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Figure 103 : Exemple d’aller-retour en température pour le sel

Nous nous sommes arrétés entre les 2 pics, a 198°C pour analyser la phase par DRX ainsi
qu’apres 208°C, au niveau de I'épaulement. Les clichés de DRX sont joints avec celui de la phase

anhydre, chauffée a 120°C, dans la figure 104.

Le produit chauffé des 'endotherme a 181,74°C petd sa cristallinité. Seuls 4 pics, plutot
larges subsistent par rapport a la phase anhydre (5°91, 8°75, 14°93 et 24°90) et la ligne de base est
particulicrement bombée (phase amorphe). Chauffer au-dela (208°C) fait disparaitre 3 des 4 pics,
seul celui a 24°90. La dégradation cristalline et sans doute chimique est déja importante.

L’analyse de la phase a 198°C ne permet pas de dire que I'endotherme débutant a
181,74°C correspond a une transition solide/solide, nous nous serions d’ailleurs attendu a un
exotherme aprés pour suivre un schéma classique de fusion, cristallisation puis fusion de la
nouvelle phase. Nous ne pouvons non plus penser que cet endotherme est di a une autre phase
chimique car les résultats d’analyse font état d’une pureté de 99,9%.
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Figure 104 : Photo des creusets DSC, différentes températures de fin d’analyse

Enfin, nous pouvons émettre ’hypothése que I'endotherme a 181,74°C correspond a la
réaction chimique de dismutation du sel en sa base et 'acide chlorhydrique. La fusion observée
apres n’aurait rien a voir avec la fusion du sel, mais d’un sous-produit. La température de fusion
de la base étant inférieure, hypothése de la simple dismutation du sel suivie d’une fusion de la
base n’est pas bonne. En plus, 'enthalpie de vaporisation de HCl a pression atmosphérique est de
44338 J.g', soit 40,67 J.g' pour une molécule d’acide chlorhydrique par molécule de base
S33139. Cette valeur est trop importante par rapport a ce que Nous mesurons pour que nous
mesurions en fait la vaporisation d’HCI.

11 est difficile de conclure parfaitement sur Porigine de cet endotherme et de I’épaulement.
Ce phénomene rend notre poudre plus amorphe, mais I'observation dans un capillaire de la
poudre soumise a 180-200°C ne donne aucune indication.

Nous avons cherché a mieux comprendre les caractéristiques de la base et du sel fournis
par Oril industrie. Bien que le choix du sel soit déja fixé au moment ou nous avons commencé a
travailler dessus, ainsi que le choix du solvant pour le procédé de cristallisation, nous avons
cherché a optimiser une méthode de criblage polymorphique compléte pour détecter de nouvelles
phases et choisir a partir des informations (solubilité, faci¢s, phase) un solvant adapté.
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I1. Développement d’une méthode de criblage polymorphique

Nous sommes équipés au laboratoire d’un microscope inversé équipé d’une platine pour
montage Peltier multipuits pour contréler la température. Nous avons développé une approche
permettant d’emmagasiner un maximum de données lors du criblage. I.a mesure par encadrement
des solubilités, 'observation des faci¢s cristallins et de leur évolution en suspension et I'analyse
des phases solides par DRX puis par DSC et TG peuvent étre englobées dans un seul projet
autour de cet appareil. Il faut comprendre que nous avons modifié notre approche au fur et a
mesure, aussi nous présentons ici une méthode finie et destinée a tout nouvel utilisateur du
multipuits, écrite aprés un bilan sur toutes nos expériences. A quelques détails pres, elle differe
des résultats présentés (choix des températures et des solvants). Une premiere explication de la
méthode est donnée dans la littérature [DETOISIEN 09]. Elle est micux détaillée dans ce
manuscrit, avec une représentation plus compléete des résultats sur notre molécule d’étude
(Solubilité, facies, clichés DRX) mais aussi une caractérisation des formes trouvées par I'analyse
thermique (DSC, TG).

I1.1. Détails de la méthode

L’intérét d’'un criblage polymorphique, pour toutes les raisons expliquées dans la
bibliographie, peut étre encore plus important s’il est complété par d’autres informations sur la
phase analysées. La seule analyse par DRX des phases obtenues dans différents solvants est bien
entendu intéressante, mais 'accompagner de données de solubilité a différentes températures et
d’images des facics cristallins est un point clé pour réussir un choix de procédé de cristallisation.
Le chimiste cherchera souvent a avoir une différence de solubilité importante entre une haute et
une basse température dans son réacteur pour profiter d’un meilleur rendement. Aussi I'industriel
préférerait éviter un facies aciculaire.

Enfin, comprenons bien que les contraintes de quantité de mati¢re premicre imposées par
le développement pharmaceutique sont fortes car les quantités disponibles d'un API pour de
telles études sont tres faibles lors des premieres étapes de développement. L’enjeu de la méthode
est aussi de travailler avec peu de maticre et obtenir un maximum d’informations en un minimum
de temps possible. En annexe N est donné I'ensemble des informations qu’Oril avait a
disposition sur la solubilité et les phases du TD901 au moment ou nous avons commencé le
projet de these.

Figure 105 : Photo du montage multipuits pour 24 vials
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Le matériel utilisé, déja présenté, est un microscope a multipuits Peltier [Fig. 105] qui

permet de multiplier les essais, controler la température du milieu et prendre des photos
réguliérement pour suivre les phénomenes, la nucléation et I’évolution du facies des cristaux. Des
lingots permettent de travailler avec 2 séries de 12, 24 ou 48 cellules de tailles différentes. Dans la
réalité, 'addition précise d’une quantité de solide dans une cellule n’est vraiment facile que dans le
cas 2*¥12. Les cellules alors utilisées sont des vials HPLC de marque WATERS, de 1,8 mL avec un
bouchon a vis. Il est raisonnable de ne pas dépasser 1,4 mL pour que la hauteur de liquide dans la
vial ne dépasse pas la hauteur du lingot thermostaté.

Nous proposons de travailler avec une liste de 32 solvants purs [Tableau 16], de classes

chimiques les plus variées possible et couramment utilisés en développement chimique :

Solvant HO
aqueux B
) au
H \T/ CH, H,C CH,
e — \|_r
Alcools HC —0OH OH OH 0 Ether de
et Méthanol Ethanol Isopropanol Acétone Pétrole
cétones H.C CH,
®) N Y\(
e ™ " on He N cH, ©O
Butanol Pentanol MéthyllsobutylCétone (MIBC)
Al CH, CH, CH,
canes oH,
ct
alcenes P CH,
©) HLC
Hexane Cyclohexane MethylCyclohexane Toluc¢ne o-xyléne
8] (8]
Esters AN )J\ AT )J\
(2) H.C 8] CH, HC a] CH,
Acétate d’éthyle Acétate de butyle
CH, CH, CH,
)\ /I\ i >J\
CH
HacﬂDﬁCHa H.C 0 CH, He o~
Diéthylether Diisopropylether  MethylTertioButylEther(MTBE)
8]
Ethers o]
" J
(8]
p-Dioxan TetraHydroFurane (THF)
H.C 0 H.C 0 o
3 xo,-""“«.,‘/ \CHj 3 MO/\"“W/" wof‘\v, “"CHa
DiméthoxyEthane (Glyme) TriethyleneGlycolDimethylEther (Triglyme)
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Chlotrés -
) . cl cl —<
NN g ol
DichloroEthane DichloroMéthane Chloroforme Chlorobenzéene
8]
g H3C.KS,_,CH3 HBCJ'LT,-CHa
P I
Azotés HC Y o} CH,
et Acétonitrile DiMethylSulfoxide (DMSO) DiMethylFormamide (DMF)
sulfurés o o
5
® M e N
H ! £~
CH3

DiMethlAcétamide (DMAC) N-MethylPyrrolidone (NMP)

Tableau 16 : Liste de 32 solvants proposés pour I’étude

En plus de ces 32 solvants, nous utiliserons des mélanges. I.e nombre de mélanges choisis

(tous a 50% v/v) est dépendant du nombre d’essais que 'on doit refaire et de ce que nous
voulons étudier en particulier. Dans un premier temps, nous avons utilisé les mélanges 50/50 de
solvants suivants avec de eau :

> Toluéne, Dichlorométhane, Ethanol, Acétate d'éthyle, Methanol, Diisopropylether,

Acétonitrile, DMAC, Acétone, DMF, Hexane, THF, Chloroforme

Apres plusieurs révisions, la méthode optimisée, que nous proposons, est la suivante :

>

Préparer 24 vials avec 5mg de produit

» Ajouter dans chaque vial 1mL de solvant (la concentration est alors de 5g/L)

>

>

YV V

Fermer les vials, les stabiliser a 20°C, prendre des photos de chaque puits régulierement
O Sile produit ne se dissout pas, laisser la vial en place
O Si le produit se dissout, préparer 5 autres milligrammes de soluté, sortir la vial,
I'ouvrir, ajouter le solide et replacer la vial dans le multipuit
= Si le solvant dissout tres rapidement le soluté, éventuellement, rajouter
plus de soluté que 5mg a chaque addition
= Continuer lopération jusqu’a ce que toutes les vials contiennent du
produit non dissous
Monter la température a 40°C (rampe 5°C/h), prendre des photos régulierement
O Noter quelles sont les vials ou le soluté s’est dissous et reprendre la méme
méthode que précédemment pour atteindre la sursaturation
= A partir de 40°C, il est nécessaire de sortir les vials et de les laisser
refroidir a température ambiante avant les additions de soluté. Le peu de
temps ou celles-ci sont ouvertes pour I'addition du solide peut fausser les
manipulations a cause de I'évaporation et présente un risque pour le
manipulateur. (Toutes les additions se font néanmoins sous hotte
aspirante par mesure de sécurité)
Continuer la procédure pour 60°C
Monter la température a 65°C pour essayer de dissoudre le soluté dans certaines vials
Descendre la température a 10°C a 1°C/h et prendre des photos régulicrement pour
observer la nucléation dans les vials ou le soluté est dissous a 65°C
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De maniére schématique, la mesure de la solubilité¢ dans 4 solvants A, B, C, D peut étre
décrite par la figure 106, qui montre bien I’encadrement par pas de la solubilité.

Le soluté a une solubilité inférieure 2 5 g/L dans le solvant D, méme a 65°C. Dans le
solvant C, la solubilité du soluté est entre 5 et 10 g/L a partir de 40°C, mais reste inférieure a 10
g/1 a 65°C. Pour les solvants A et B, la solubilité est importante, 'encadrement des valeurs de
solubilité a 3 températures se fait en connaissance de la masse de soluté ajouté pour obtenir la
saturation et de la masse pour I'avant-derniére addition de solide.

AN
L »
—
- {
"b\b . H
e . ™
Z
= — Solvant A
-
o + T — Solvant B
_g T — Solvant C
7 1 ./ ! N — Solvant D
10g/L) . * —= @
5g}fL__ . /’:’*-/./
: : : : >
20°C 40°C 60°C 65°C 7

Température (°C)

Figure 106 : Exemple de courbes de solubilité déterminées par encadrement 2 20, 40 et 60°C.

Le refroidissement est volontairement lent, pour favoriser la croissance au détriment de la
nucléation. Une fois a 10°C, le contenu des vials est filtré sur filtre millipore (téflon hydrophobe,
0.2micrometre FG) et séché une nuit a 60°C. Enfin, est préparé ’échantillonnage dans les
capillaires pour analyses DRX.

L’ensemble de la procédure, dans des conditions optimales ou le manipulateur utilise cette
technique comme une routine prend 5 jours pour la mesure des solubilités, un week-end pour le
refroidissement et 2 a 3 jours pour récupérer et préparer le solide, ce que 'on peut faire en méme
temps que le début d’'une nouvelle série de mesures de solubilité. La figure 107 montre la durée
de manipulation pour une série complete de 24 essais.
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Figure 107 : Temps passé pour une série de 24 vials

Sachant que 'on désire enchainer 3 séries de 24 essais, un mois de travail (4 a 5 semaines
de travail) permet de faire une étude compléte avec une synthese de tous les résultats. Le choix
des solvants, y compris des mélanges pour la seconde et la troisiéme série est a adapter en
fonction des quantités de solide récupérées et des besoins d’observer une nouvelle fois un
phénomeéne. Nous différencions sur la figure 105, la prise de photos manuelles de la prise
automatique. Comme il se peut que les cristaux ne soient pas dans le méme plan pour toutes les
vials, une série de photos avec une mise au point manuelle, adaptée a chaque puits est préférée
une fois que le contenu des vials est saturé pour chaque température.

I1.2. Résultats sur le TD901

Précisons ici que les résultats sont donnés pour l'adaptation de cette méthode au
chlorhydrate TD901, nous avons utilisé de 'heptane au lieu de la NMP. La premicre série de
mesures s’est faite pour 30, 40, 50, 60 et 70°C au lieu de 20, 40 et 60°C alors que nous travaillions
encore sur les détails de la méthode. L’encadrement des solubilités est accompagné par une série
de photos enregistrées par le microscope optique, I'exploitation des résultats DRX, TG, DSC et
quelques images prises au microscope électronique.

I1.2.1. Solubilités

Les résultats par encadrement sont donnés dans le tableau 17. Tous les mélanges sont
effectués pour 50/50 (v/v). D’une série a une autre, nous avons décidé de refaire des essais avec
plus de mati¢re au départ (nécessité pour faire une analyse DRX), réduisant le nombre de
mélanges étudiés.
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Nom Solubilité Solubilité Solubilité Solubilité Solubilité Solubilité
220°C (g/l) | 230°C (g/) | 240°C (g/D) | 250°C (g/1) |a60°C (g/]) (S)| a70°C (g/))
©) ©) ) ©) )
Eau 15<8<20 20<8<25 30<S<35 55<S<60 65<S<75
Ethanol S<5 S<5 S<5 5<8<10 10<S<15
Isopropanol S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Méthanol 5<8<11 5<S<11 5<S<11 11<8<15 15<S8<21
Butanol S<5 S<5 S<5 5<S<11 5<S8<11
Pentanol S<5 S<5 S<5 S<5 5<S<10
Acétone S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
MIBC S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Dioxan S<5 S<5 S<5
Hexane S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Heptane S<5 S<5 S<5
Cyclohexane S<5 S<5 S<5
MéthylCyclohexane S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Toluéne S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Xylene S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Acétate d’éthyle S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Acétate de butyle S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Diéthyléther S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Diisopropyléther S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Ether de pétrole 140<S<160 320<S<360 500<S<520
MTBE S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Glyme S<5 S<5 S<5
Triglyme S<5 S<5 S<5
Dichloroéthane S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Dichlorométhane S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Chloroforme S<5 S<5 S<5
Chlorobenzene S<5 S<5 S<5 S<5 S<5
Acétonitrile S<5 S<5 S<5
DMSO 250<8<265 | 250<S<265 | 265<S<335 265<S8<335 335<S<355
DMF 5<8<10 5<8<10 10<S<16 16<S<21 21<S<33
THF S<5 S<5 S<5
DMAC 10<S8<15 15<S<30 15<S8<30
Eau + Toluene 5<8<10 5<S<10 5<S<10
Eau + CH,Cl, 5<8<10 5<8<10 5<8<10
Eau + Ethanol 15<S8<25 25<8<50 80<S<120
Eau + Acétate d'éthyle S<5 S<5 S<5
Eau + Methanol 15<8<25 25<S<40 40<§<70
Eau + DMF 30<S<40 210<S8<245 495<S8<525
Eau + Hexane 5<S<10 5<S<10 5<S<10
Eau + Diisopropylether 5<8<10 5<8<10 5<8<10
Eau + THF 230<S<255 430<S<470 845<S<875
Eau + Acétonitrile 380<S<400 795<S<805 1175<S<1220
Eau + DMAC S<5 65<S<85 300<S<340
Eau + Acétone 160<S<190 160<S<190 335<S<385
Eau + Chloroforme S<5 S<5 S<5

Tableau 17 : Encadrement de la solubilité du TD901

La comparaison des résultats du tableau 17 a annexe N est rassurante car les valeurs
données par I'entreprise a 20°C rentrent dans les encadrements mesurés au CINaM. Dans les cas
ou la température d’ébullition du solvant est faible (éther, ..) la valeur d’encadrement a 60°C a
forcément peu d’intérét physique, mais il faut savoir qu’a 40 et a 60°C, les vials sont sorties des
blocs pour refroidir un peu et éviter que le solvant s’évapore trop quand on ouvre les vials pour
les remplir.
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A titre d’exemples, sont données dans les figures 108, 109 et 110 les courbes de solubilité
mesurées par encadrement respectivement dans I'eau, le butanol et le DMF. Nous avons ajusté
les données par une exponentielle passant par les encadrements de la solubilité aux températures

d’étude.
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Figures 108 et 109 : Courbes de solubilité du TID901 dans I’eau et dans le butanol
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Figure 110 : Courbe de solubilité du TD901 dans le DMF

Sur ensemble des 32 solvants, on peut noter que le produit est soluble a 60°C dans les
solvants suivants : Eau, Ethanol, Méthanol, Butanol, Ether de pétrole, DMSO, DMF, DMAC.
Les mélanges 50/50 (v/v) de ces solvants organiques avec ’eau augmentent considérablement la
solubilité du TD901.

I1.2.2. Faciés et transformations

La somme des 3 séries d’expériences a permis d’enregistrer plus de 11.000 images, dont
288 prises de maniere manuelle, avec la mise au point parfaitement réglée. L’exploitation de ces
images est facilitée par le nom de chacune d’elle, donné automatiquement par le logiciel
d’acquisition, avec le numéro du puits, la température et I’heure d’enregistrement, afin de les trier.
Les photos étant prises tous les quarts d’heure, il est facile de faire des vidéos avec les images
enregistrées.
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Nous présentons ici 4 séquences d’images, enregistrées au cours des cycles de défilement
des puits devant I'objectif. Ces séquences sont caractéristiques de phénomenes différents.

Tout d’abord, un cas ou le soluté a une solubilité inférieure a 5 g/L dans le THF tout au
long de la manipulation [Fig. 111]. Nous n’avons nullement manipulé la vial apres le premier
chargement. Une fois la température portée a 65°C (la premicre image est représentative de ’état
du fond de la vial de 60 a 65°C), le soluté commence a se dissoudre et apparait en méme temps
une autre phase cristalline au dessus des agglomérats dissouts a 65°C. Si nous n’étions pas allés au
dessus de 60°C, nous n’aurions pu observer ce phénomene.

e ¢
~ S
.

- - \"_ L .
65°C “T24h06 — F hue 65°C ~t=5h28 65°C *t=6h50 . ¥
Figure 111 : Transition dans le THF séquence de 7h 2 65°C

Dans I’eau, la suspension est dissoute a 65°C. Pendant le refroidissement une phase solide
nucléé des 47,0°C. La séquence de la figure 112 montre la nucléation primaire de cette phase
¢talée sur 2h37 de temps de 47,0°C a 44,4°C

47,0°C - t=0 46,5°C — t=24min 46,0°C — t=1h07

200um
I

>

44.4°C ¥2h37

uence de 2h37 de 47,0°C 4 44.4°C

45,6°C—t=1h40 !

Figure 112 : Nucléation primaire dans eau sé
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Dans le pentanol, le soluté a une solubilité inférieure a 5 g/L jusqua 60°C compris. A
70°C, le soluté est dissous, I'addition de 5 mg supplémentaire dans la vial est suffisante pour
saturer la solution a 70°C. On observe ainsi, de gros agglomérats au fond de la vial. La descente
en température provoque, a partir de 30°C, une vague de nucléation secondaire. On voit tres bien
sur la séquence de la figure 113 que de petites et fines aiguilles nucléent en nombre autour des
agglomérats.

;I.Ji I re 113 : Nucleatlon secondalre dans le entanol séquence de 16h40 de 30,0°C al44 4°C

Dans I'acétone [Fig. 114], le TD901 forme un gel et dans I'eau des aiguilles. Dans un
mélange Eau/Acétone, le résultat est tout autre. A 60°C, la solubilité est comprise entre 335 et
385 g/L. La séquence d’images de la figure 114 est ainsi prise a 385 g/L. L’élévation de la
température a 65°C semble (logiquement) dissoudre la suspension restante, mais alors que nous
entamons 2 peine le refroidissement 2 10°C 2a raison de 1°C/min, nous assistons non pas 2 la
simple dissolution du produit, mais a une transition polymorphique avec nucléation d’une
nouvelle phase, au faciés massif tres différent de ce que nous avions vu jusque-la.

200um
m——  64,5°C — t=34min 62,8°C —t=2h14

60,6°C — t=4h27 57,8°C —t=7h13 54,5°C - t=10h33

Figure 114 : Transition dans le mélange eau/acétone séquence de 7h a 65°C
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Nous avons au moins 45 séries d’images, une série par solvant ou mélange de solvants
différents. Est donnée ici, sur les figures 115, 116 et 117, une image pour chaque cas. Ces images
ont été prises automatiquement ou manuellement, a 60°C ou pendant le refroidissement.

> # X e <3

Méhano ‘ Butanol | Pentanol

cétone . . MIBC ioxan

Methleyclohexae Toluene | Xylene |
Figure 115 : Images des suspensions/solutions de TD901 dans un solvant donné (1/3
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DiisopropylEthe Ether de pétrole MTBE

Dichloroéthane

200pm

Dichlorométhane Chloroforme Chlorobenzéne

-t

200pm

Acétonitrile DMSO DMF

Figure 116 : Images des suspensions/solutions de TD901 dans un solvant donné (2/3
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2
T
<

THF DMAC Fau+Toluéne

Eau + Dichlorométhane Eau + Ethanol Eau + Acétate d’éthyle

200um

Eau + Méthanol -I Eau + DMF Fau + Hexane

.
T .

5
L T - J ‘ = 200pm

Eau + DiisopropylEther

Fau + THF Eau + Acétonitrile

2. 200pm

Eau + DMAC “ FEau + Acétone . Eau + horfore

Figure 117 : Images des suspensions/solutions de TD901 dans un solvant donné (3/3
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Ces images sont soit des photos prises manuellement soit tirées des cycles automatiques
d’enregistrement d’images. Selon les cas, les photos manuelles n’ont aucun intérét car la vial est
complétement blindée de solide et 'on ne distingue pas d’aiguilles ou de faciés particulier, d’ou le
choix de montrer une photo avec une mise au point mauvaise (Eau + Méthanol, figure 117).
D’aprés nos observations, la nucléation des aiguilles, la plupart du temps, prend moins de 30
minutes (soit 2 images) pour blinder la vial, c’est un phénoméne beaucoup plus rapide que pour
la nucléation de cristaux plus massifs (Eau + DMF, figure 117).

Nous avons observé plusieurs cas ou le TD901 formait un gel dans le solvant et non du
solide : Acétone, MIBC, Acétate d’éthyle, Ether de pétrole. Enfin, dans le DMAC et le DMSO, le
TDY01 a respectivement une solubilité importante a 65°C ou 70°C, mais n’a pas pu recristalliser a
10°C (nous avons récupéré du liquide), ce qui est da a un écart tres important dans ces deux
solvants entre la coutbe et la limite de zone métastable.

Les mélanges 50/50 devraient étre choisis entre un bon solvant et un mauvais solvant du
produit a étudier. Nous avons choisi d’utiliser 'eau comme bon solvant. Des mélanges avec un
ratio différent de 50/50 sont aussi possibles. Le choix des mélanges aurait pu étre revu, car
I'intérét de travailler dans des solvants non miscibles 2 50/50 v/v est faible, mais ’observation de
la séparation de phases liquide/liquide dans le ternaire TD901/Eau/Chloroforme ou
TD901/Eau/Dichlorométhane est intéressante (le soluté est dissous dans la phase aqueuse).

En tout cas, ces séries d’expériences nous ont permis d’observer au moins 4 types de
faciés distincts : Aiguilles agglomérées ou non (Ethanol, Isopropanol, Pentanol, Fau +
Acétonitrile, Dichlorométhane, Dichloroéthane, Eau+DMF), batonnets (Eau, Chloroforme,
Eau+DMAC), plaquettes (Eau + Acétone) et agrégats massifs (THF).

De plus, nous avons cherché a reproduite la manipulation dans Eau/Acétone 50/50 pour
obsetver encore la nucléation de plaquettes (figute 114). Au lieu de se placer a 385 g/L a 60°C,
nous avons ajouté seulement du soluté dans la vial pour atteindre 340 g/L pour observer les
conditions de sursaturation a 60°C. Cela nous permet d’ailleurs de réduire 'encadrement de la
solubilité pour ce point précis. Cependant, au lieu d’observer une transformation polymorphique
a 65°C et des le début du refroidissement, le produit s’est nettement solubilisé entre 60°C et 65°C
et n’a renuclée qu’a 32°C, avec un tout autre faciés que celui attendu : des aiguilles au lieu de
plaquettes [Figure 118].

200pm
32,4°C-t=0 s 31,8°C - t=23 min

o~

:30,7°C - t=1h40 ; 30,2°C —t=2h13 23,9°C - t=8h27
Figure 118 : Nucléation dans ’eau+acétone séquence de 8h27 de 30.0°C a 44.4°C
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Nous avons reproduit a plusieurs reprises ces expériences a 340 g/L et 385 g/L et
observé a chaque fois ces 2 phénomenes respectivement a ~32°C et a ~65°C. Nous avons ici
clairement a faire a un cas de polymorphisme. Si nous avions utilisé ces 2 phases pour mesurer la
solubilité dans Eau/Acétone pour plusieurs points, nous pourtions statuer s’il s’agit d’un cas de
polymorphisme monotropique ou énantiotropique. Nous nommons les conditions pour obtenir
les plaquettes “Fau+Acétone o’ et pour obtenir les aiguilles “Fau+Acétone 3”.

L’analyse de chacune des phases solides récupérées a 10°C permet de trier les conditions
de cristallisation en fonction de la phase cristalline du solide.

I1.2.3. Comparaison des clichés de poudre

La filtration du seul millilitre de suspension est une opération particulicre, qui nécessite de
la précision pour pouvoir récupérer autant que possible le TD901 sous forme solide. La
préparation des capillaires pour les analyses DRX nécessitant au moins quelques milligrammes de
solide, il a été parfois nécessaire de refaire des expériences avec plus de produit au départ (10
voire 15 mg dans 1 mL de solvant). Une fois tous les essais analysés par DRX quand cela était
possible, il faut faire un travail de comparaison dun diffractogramme a l'autre. Ainsi, les 38
enregistrements ont été comparés un a un, ainsi qu'aux clichés de la base et de la phase anhydre
obtenue pendant le chauffage de la phase A.

Nous avons pu distinguer de ces 38 clichés, 12 enregistrements différents. Les figures
119, 120 et 121 montrent un exemple pour chacune des 12 phases.

2000 WMW WW VV\J\‘M
e I T

1000

— THF (Phase H)
8000 - — Dichloroéthane (Phase E)
— Ethanol (Phase A)
7000 Eau/DMF (Phase G)
A n
2 6000 'l
o
O ﬁ
o 5000
: A il
5 4000 s - m - 4
z mﬂ Wl \»/WV \J W L./ M
£ 3000
Pt
k%)
c
()
=

W%

0 I I I I I 1
5 10 15 20 25 30 35
2-Théta (°)

Figure 119 : Clichés des phases H, E, A et G du chlorhydrate TD901
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L’intensité des clichés n’est pas réguliecre d’'un enregistrement a un autre, mais les
conditions d’analyse sont rigoureusement les mémes. Cela signifie que certains échantillons sont
particulierement cristallins (phases H, A, G de la figure 119) par rapport a d’autres (phases B, I, K
de la figure 120). Dans le cas des formes B et I [Fig. 119], la distinction des 2 phases n’est pas
facile, mais le pic a 9°98 de la phase I ne se retrouve pas dans la phase B (petit amas a 10°49).

8000 + — Eau (Phase B)
— Eau/THF (Phase I)

— Chloroforme (Phase F)
Eau/DMAC (Phase K)

7000
- MWAMA

5000 -

2000 —ottuesne AMAAA . A A ) A .

=i | v A7 v ) AWM}\M

4000 -

3000 ~

Intensité (nombre de coups)

1000 -

O 1 I I I I I 1

5 10 15 20 25 30 35
2-Théta (°)

Figure 120 : Clichés des phases B, I, F¥ et K du chlorhydrate TID901

Dans les cas ou les pics sont particulicrement peu intenses (phases B, I de la figure 120)
ou que 'on observe plus une ligne de base en forme de halo (phase D de la figure 121), la poudre
analysée est particulicrement amorphe.

8000 - — Pentanol (Phase C)
— Acétonitrile (Phase D)
— Eau/Acétone Béta (Phase L)

7000 - Eau/Acétone Alpha (Phase J)

6000 -

5000 NV%meijwJﬂMmmemwﬂﬁ h

4000 - foxwwm”W“““mﬂw%meww
MW%MWWM

3000 e

2000 -

1000

Intensité (nombre de coups)

0 T T T T T 1
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Figure 121 : Clichés des phases C, D, L et | du chlorhydrate TD901
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Un point commun 2 tous ces clichés est existence d’un pic tres intense autour de 25°10,
prouvant que toutes ces phases ont un plan de diffraction en particulier qui leur est commun. Le
tableau 18 récapitule apres analyse des clichés DRX, 'ensemble des solvants dans lesquels nous
avons obtenu chaque phase cristalline.

Phases Solvant de cristallisation
Ethanol Isopropanol Méthanol Butanol
Dioxan Hexane Heptane Cyclohexane
Phase A | Methylcyclohexane Tolucne Xyléne Acétate de butyle
Diéthyl éther | DiisopropylEther MTBE Glyme
Chlorobenzéne Eau+tEthanol |[Eaut+Méthanol
Phase B Eau
Phase C Pentanol Triglyme
Phase D Acétonitrile

Phase E | Dichloroethane |Dichloromethane
Phase F Chloroforme

Phase G DMF Eau+DMF
Phase H THF

Phase 1 Eau+THF Eau+Acétonitrile
Phase | Eautacétone o

Phase K Fau+DMAC
Phase L. | Eau+ Acétone j3
Tableau 18 : Phases cristallines selon le solvant de cristallisation

La connaissance de toutes ces phases cristallines est nécessaire pour le dépot d’un dossier
de demande de mise sur le marché d’'un nouvel APIL Pour l'industriel, ces informations,
complétées avec des images du facies de chaque phase sont intéressantes pour réaliser un bon
choix de solvant. Cependant, ce que l'analyse DRX ne dit pas, c’est si les phases sont des
polymorphes ou des solvates/hydrates. L’analyse thermique peut donner des pistes pour conclure
sur ce point.

I1.2.4. Apports de la DSC et de la TG aux résultats

Il est intéressant de continuer le travail de caractérisation des différentes phases
cristallines du sel afin de voir si les méthodes mises en jeu sont bien complémentaires de la DRX
dans le cadre d’une recherche polymorphique. Un enregistrement DSC d’un produit avec un seul
endotherme de fusion donnera une caractéristique simple a la phase cristalline. Plus
d’information, comme de multiples endothermes avant la fusion, voire un exotherme de
cristallisation ou encore la présence d’'un endotherme “patatoide” aux basses températures,
permettront de compléter de maniere importante les connaissances sur ces phases cristallines. La
TG servira de complément d’information a I'analyse DSC.

Les analyses ont été faites dans des capsules en aluminium de 40ul, de 25°C a 250°C a
raison de 10°C/h. A la fin des mesures, nous avons ouvert les capsules pour vérifier que tous les
échantillons se retrouvaient sous forme de “solide fondu” resolidifié. Nous avons refait une
analyse pour TD901 cristallisé dans le dichloroéthane jusqu’a 300°C car la fusion du produit
n’avait pas été atteinte.

L’ensemble des résultats est donné dans les figures 122, 123 et 124. Le détail des
enthalpies mesurées est donné dans le tableau 19.
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fexo

Phase H: THF

1514 3
MAKLS Essais, 3

MG 14 Phase E: dichloroéthane
MCU11_{%, 2,4700 mg

g1
4:3 5'0 96 160 12'0 1"10 15'0 13'0 20'0 22'0 2‘;0 25‘0 'CI
Lab: METTLER STAR® SW 9.10
Figure 122 : Enregistrements DSC pour les phases cristallines H. E. A, G
fexo
S e 40200
S Phase B: ean
13R)AK19-Exzaid
Phase I: eau/THF
Phase F: chloroforme
_ -40,48]/ g
1
g1
3'0 413 56 5‘0 76 3'0 9'0 10'0 11'0 12'0 13:0 1‘;0 15‘0 15'0 17‘0 13'0 19‘0 20'0 21‘0 22'0 23'0 24'0 hi
Lab: METTLER STAR® SW 9.10

Figure 123 : Enregistrements DSC pour les phases cristallines B, I, F, K
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Aexo
RS e Phase C: pentanol
[FrAR 19-Essaid
AN 13-Essald, £,3700 mg
46,92/
A Phase D: acétonitrile
TDM -1, 4,4200 g -2,49J/g
Phase J: eau/acétone alpha
20,00/ g
1
Vg1
E‘D 4:] SI‘] B:] 7|I] 8:] TI] 1E:|] l;l] IZ‘U B‘D 14‘0 15‘0 IBIIJ 17I|] léﬂ lﬁlﬂ ZE:[l leﬂ ZZ‘D 23IE| 24‘0 'C‘

Lab: METTLER

STAR® SW 9.10

Figure 124 : Enregistrements DSC pour les phases cristallines C, D, |, L.

TyetAH,, (P,.) | Endotherme Température et enthalpie des
MM, a 100°C autres endothermes
o q | 1
oot | agpme | 0950 | Gmoiste | owe |-
Phase B 100°C, 2257 J.g"! 4560 7o -4927].g" | -37,89 ].g" i
B 18 g.mol’ 628 14334°C | 203,87°C
Phase C 138°C, 4| -1471).g" | 233,37 ).g"
Pentanol 88 o.mol’ A92]8° | 17953°¢ | 20411°C -
Phase D 820C -58,48 J-gﬁl
Acétonitrile 41 g.mol’l ) ) ) 225,81°C
Phase E 84°C —43,76 J.g—l
Dichloroéthane 99 g.mol’1 ) ) ) 260,26°C
Phase F 62°C, 247 ].¢" 4049 1o | 9897]g" | -16,04].g" ]
Chloroforme 119 g.mol” MJe | 16107°C | 20431°C
Phase G 153°C i 133,08 J.g" i 19,84 J.g"
Eau/DME 73 g.mol’ 158,05°C 215,24°C
Phase H 66°C i -119,02].g" | 9,42].g" )
THFE 72 g.mol’1 156,91°C 207,82°C
T
Eaurtiie 23808 | - | iere |
Phase | 56°C, 532 J.¢ 000 1a! | 93B5)E [ 945 ]
Eau/Acétone 60 gmol " D0J80 1 180.06°C | 203,61°C
Phase K 164°C ) 90,92 J.¢" 21,22].g"
Fau/DMAC 87 o.mol’ 161,21°C - 218,16°C
Phase L .l -40,59 .
Eau/Acétone _26’28 ‘]g ) 202,280C )

Tableau 19 : Phases cristallines selon le solvant de cristallisation
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Si Pon détaille les résultats de la DSC, nous pouvons séparer les phases cristallines en 2
sections en fonction de la présence de 'endotherme avant 100°C que nous avions, pour la phase
A, attribué a 'existence d’un hydrate.

Absence de I'endotherme de 100°C
» Phases D et E, un seul endotherme, correspondant a la fusion du produit
Phases polymorphiques anhydres, cristallisées dans I'acétonitrile et le dichloroéthane, avec une
fusion bien définie
» Phases G et K, respectivement avec 2 endothermes a 158,05°C et 215,24°C puis
161,21°C et 218,16°C. Etonnamment, les 2 endothermes de ces phases sont décalés de
3°C les uns par rapport aux autres. Les clichés DRX de ces 2 phases ne sont d’ailleurs
différents que de 5 a 6 pics de diffraction. On note enfin que ces phases on été préparées
dans les mélanges Eau/DMAC et Eau/DMEF, or le DMAC et le DMF sont des molécules
tres proches chimiquement [Tableau 16]. Il ne serait pas étonnant que ces 2 phases soient
des solvates car 'impact de la petite différence entre le DMAC et le DMF se verrait par le
faible nombre de différences entre les clichés DRX des phases G et K. Le premier
endotherme pourrait correspondre au départ du solvant
Phases probablement solvates avec le DMAC et DMF
» Phase H avec deux endothermes a 156,91°C et 207,82°C. Le premier endotherme
pourrait correspondre au départ du solvant, le THF
Phase probablement solvate avec le THF

Endotherme en amont de 100°C
» Les phases A, B, C, F, J ont 2 points communs. Leurs analyses par DSC ont toutes un
endotherme large avant les 100°C, que nous pourrions considérer comme caractéristique
d’un hydrate. Puis, ces phases présentent toutes un endotherme entre 140 et 180°C et
surtout, un endotherme a 202 — 203°C (208°C pour la phase A dans I’éthanol). On note
que les phases I et L répondent aussi a ce critere et peut étre la phase H (208°C, cristallisé
dans le THF). Cette forte similitude entre ces enregistrements DSC est frappante.
Phases sans doute hydrates (Ia molécule d’eau pouvant venir tres vite s’incorporer dans la
structure des que le solide est sorti de la suspension). Les enthalpies mesurées pour le départ de
I'eau respectent de pres les stcechiométries suivantes : A (1:1), B (1:0,5), C (1:0,5), F (5:2) et J (5:1)
» Les phases I (Eau/THF) et L (Eau/Acétone) ont également deux points communs : Un
endotherme tres large autour de 100°C de pres de -27] /g puis un endotherme de pres de
-40 J/g a 202°C. Ces 2 enregistrements sont presque identiques. La comparaison des
clichés I et L montre 2 phases plutot amorphes, le cliché de I a seulement 6 pics, que 'on
retrouve tous dans le cliché de L. Cependant le cliché de L. contient bien plus de pics.
Phases probablement hydrates, il faut vérifier avec plus d’analyses s’il ne s’agit en effet pas des
mémes formes. Les enthalpies mesurées pour le départ de ’eau font penser a une stecechiométrie
d’une molécule d’eau pour 4 molécules de sel TD901.

Si la DSC nous donne de tres bonnes pistes pour la caractérisation de nos solides, la
thermogravimétrie peut confirmer ou réfuter les hypothéses que nous avons émises pour chacune
des phases obtenues apres cette recherche polymorphique.

L’analyse TG se fait dans des creusets en céramique a la méme vitesse que les analyses
DSC, 10°C/min de 40°C a 600°C. Nous ne donnons ici qu’une illustration des résultats [Fig.
125], le détail des résultats étant donné dans le tableau 20 juste apres. En ce qui concerne la figure
125, nous observons une perte de masse de 15,02% du solide initiale, tres nette autour de 166°C
(température déterminée par la méthode des doubles tangentes). La ligne de base avant cette
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perte est parfaitement plate, ce qui a été assez rare pour 'ensemble des échantillons, ce qui dénote
pour ceux-ci I'existence d’un hydrate ou d’une quantité non négligeable d’eau de surface sur le
cristal.

TG du sel, phase H (THF)

Masse (en %) Heat flow (en mW)

120 400
— 9% /masse initiale
— Heat flow / 1 350
100
15,02% 1 300

80 /

166°C

f)\ 1 250
60 200

+ 150
40
+ 100
20
+ 50
0 \}\\}\\\}\\}\\\} \\l‘\\\} \\}\\ }\0
40 100 160 220 280 340 400 460 520 580

Température (en °C)

Figure 125 : Analyse TG de la phase cristalline H

Phase Perte de masse avant dégradation chimique
Phase A Ethanol Perte nette de 5,57 % avant 100°C
Phase B Eau Perte nette de 5,13 % avant 100°C

Phase C Pentanol

Perte nette de 5,21 % avant 100°C

Phase D Acétonitrile

Perte non marquée de 1% jusqu’a la dégradation

Phase E Dichloroéthane

Perte nulle avant la dégradation

Phase F Chloroforme

Perte nette de 2,53 % avant 100°C
Perte nette de 16,77% centrée sur 169°C
= > Correspond au 1 des 2 endothermes

Phase G Eau/DMF

Perte nette de 15,48 % avant 100°C
Perte nette de 13,34% centrée sur 174°C
= > Correspond au 1 des 2 endothermes

Phase H THF

Perte nette de 15,02% centrée sur 166°C
= > Correspond au 1 des 2 endothermes

Phase I Eau/THF

Perte lente de 4,8 % jusqu’a 120°C

Phase ] Eau/Acétone o

Perte nette de 2,45 % avant 100°C
Perte nette de 6,31% centrée sur 189°C
= > Correspond au 1 des 2 endothermes

Phase K Eau/DMAC

Perte nette de 4,31 % avant 100°C
Perte nette de 17,12% centrée sur 173°C
= > Correspond au 1° des 2 endothermes

Phase I. Eau/Acétone (3

Perte lente de 4,9 % avant 120°C

Tableau 20 : Résultats T'G sur nos 12 phases cristallines

- 138 -




Thibaud Detoisien Chapitre 111 : Résultats et Discussions

Nous exploitons ces thermogrammes selon le méme schéma de présentation que
précédemment, vis-a-vis de la perte de masse avant 100°C :

Pas de perte de masse avant 100°C
» Phases D et E, aucune perte de masse avant la dégradation des produits
Formes polymorphiques anhydres, cristallisées dans I’acétonitrile et le dichloroéthane.
» Phase H, unique perte de masse de 15,3% a 166°C. Cette perte correspond au rapport des
masses molaires du THF au solvate TD901/THF (1 : 1) de 15,25%
La phase H est un solvate avec le THF, de steechiométrie (1 : 1)

Perte de masse avant 100°C

» Phases G et K, perdant leur masse en 2 temps : respectivement a 15,48% et 4,31% avant
les 100°C puis 13,34% et 17,12% a 174°C et 173°C. 1I est étonnant de voir que la
premicre perte, avant les 100°C, ne donne pas de signal DSC pour les 2 cas. La
stoechiométrie (1 : 1) des solvates respectifs devrait représenter 15,5% en masse pour le
DMF et 17,9% pour le DMAC, ce qui s’approche des valeurs mesurées (attention a
I'impact de la premicre perte de masse sur le calcul)

Les phases G et K sont tres certainement des solvates (1: 1), mais il se pourrait qu’elles
renferment en plus dans leur structure une quantité steechiométrique de molécules d’eau, mais la
DSC et la TG se contredisent a ce sujet.

» Les phases I (Eau/THF) et L. (Eau/Acétone) perdent a peu prés la méme quantité de
masse (~4,8%), de maniére équivalente, c'est-a-dire de maniere plus diffuse que pour une
perte nette, jusqua 120°C, plus tard que les 100°C habituels des hydrates. L’analyse TG
ne permet pas de différencier les phases I et L. Si le départ de Ieau est plus lent que
d’habitude, cela peut s’expliquer par une stabilité plus importante de la structure hydratée,
avec des forces de liaison entre le sel et 'eau plus fortes. La quantification du départ de
I'eau est par contre contradictoire avec la DSC. La ou nous mesurions a une
steechiométrie (1 : 4) pour -27,58 J/g en DSC, la TG nous donne une stoechiométrie de
(1:1). Etant donné que la patatoide s’étend presque au-dela de 120°C, les conditions
d’intégration pour la mesure ne devaient pas étre bonnes.

Les phases I et L sont certainement des phases hydrates (1: 1). Il n’est pas impossible que ces
phases soient d’ailleurs les mémes.

» Les phases A, B et C présentent une simple perte de masse de 5,57% 5,13% et 5,21%
avant 100%. Cela correspond tout a fait a I'existence de monohydrates avec un peu
d’humidité en plus en surface des cristaux. Nous faisons néanmoins la méme remarque
que précédemment : la DSC donnait une stoechiométrie (1 : 0,5) pour les phases B et C
alors que la TG nous dit que c’est plutot (1 : 1)

Les phases A, B et C sont des monohydrates, avec encore le doute que les phases B et C aient
une steechiométrie de 2 molécules de sel pour une molécule d’eau.

> Enfin, les phases F et | ont un profil TG similaire : perte de masse de 2,53% et 2,54%
avant 100°C puis respectivement perte de 16,77% a 169°C et perte de 6,31% a 189°C. La
premicre perte correspond a la perte d’une quantité d’eau d’une stoechiométrie (1 : 0,5),
qui est supérieure a (5: 2) et (5: 1) mesurées par DSC. La encore, nous préférons nous
reposer sur la TG pour une telle exploitation quantitative. La seconde perte est tres
prononcée, exactement au niveau du deuxieme des trois endothermes observés par DSC.
LLa masse du chloroforme et de I'acétone dans des structures (1 : 0,5 : 1) serait de 22,2% et
de 12,8%. La phase ] comprend sans doute dans sa structure aussi une molécule
d’acétone pour deux molécules de sel TD901, alors que la phase FF compte 3 molécules de
chloroforme pour 4 molécules de sel.

Les phases I et ] sont des solvates, associés peut-étre a une quantité stcechiométrique d’eau de
structure: (1: 0,5 : 0,75) pour la phase F (chloroforme) (1 : 0,5 : 0,5) pour | (acétone/eau).
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I1.2.4. Photos MEB

L’observation plus précise des cristaux avec l'aide des photos prises au microscope
électronique pourrait nous apporter de nouvelles informations pour répondre a nos derniéres
interrogations. Les figures 126, 127, 128 et 129 comparent, pour chaque solvant ou nous avons
obtenu une phase différente, une image prise au microscope optique a une photo MEB de
grossissement x300 ou x500. En annexe O sont fournies 2 images MEB supplémentaires pour
chaque couple, a un grossissement plus faible et a un grossissement élevé.

i e '

Fi 'uté 126 : Com araiso des photos prises en suspension et des photos MEB des . hases A.B.C

Les phases A, B et C cristallisés dans Iéthanol, I'eau et le pentanol, ont des facics
aciculaires avec une forte aptitude a I’'agglomération. Les aiguilles de B sont les plus épaisses.

S

. 1 - ' m
=LA HED o m CINaM = u a m m CIHaM 3. .e8Ku mm

Figure 127 : Comparaison des photos prises en suspension et des photos MEB des phases D.E.F
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Les photos MEB de la phase D confirment bien que le produit est amorphe (observation
des clichés DRX). Les aiguilles de la phase E sont extrémement fines, toutes les photos
corroborent cette observation. Le faciés de la phase I obtenue dans le chloroforme est tres
particulier. Les quelques aiguilles poussant d’un noyau dense de type oursin ont une base
triangulaire (photo MEB de I'annexe O), ces aiguilles pourraient du coup étre considérées comme
des plaquettes allongées.

B m i i Py ——— m
CI aM 3 .0KV ®See mm CIHamM = K e, mm CINaMI\Z . ¢ u w3ea m m

Figure 128 : Comparaison des photos prises en suspension et des photos MEB des phases G,H.I

Le facies de la phase H, cristallisée dans le THF, est vraiment différent des autres, sous
forme d’agrégats massifs en “nceud papillon”.

CINaM 3 .8Ku H45@ 17mm CINaM 3 .8KUV “See e CINaM 3 &‘; {3200 L
-

Figure 129 : Comparaison des photos prises en suspension et des photos MEB des phases [ K.I,

Ici, nous nous arrétons particuliecrement sur les phases I et L, que nous soupgonnons étre
identiques. La microscopie optique montre des aiguilles poussant en “oursins” pour L et
poussant “en maille” pour I. Les photos MEB montrent aussi des faciés un peu différents, ce qui
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ne contredit pas d’ailleurs qu’il s’agit d’une seule et méme phase cristalline, mais qui nous force a
traiter ces deux phases avec précaution comme deux phases a distinctes.

I1.3. Conclusions

Ce travail de recherche de phases nous confirme une régle simple du polymorphisme : au
plus on cherche, au plus on trouve de phases différentes. C’est au manipulateur de décider quand
le criblage de solvants doit étre arrété. Il est sans doute peu utile d’aller au-dela des 32 solvants
purs listés dans le tableau 16.

Ce plan de travail, dessiné pour 5 a 6 semaines optimisées n’a utilisé que moins de 5
grammes de mati¢re premicre, dont la moitié n’a été nécessaire que pour 4 des 72 vials d’essais. 11
répond au cahier des charges initial voulant obtenir le plus d’informations en un minimum de
temps et avec le minimum de produit consommé.

Pour le TD901, nous avons pu ainsi tracer les courbes de solubilité par encadrement
(solubilité > 5 gI." a 20, 40 ou 60°C) pour 9 solvants purs ou mélanges de solvant. 12 phases
cristallines ont pu étre discriminées et nous avons observé 6 facies différents pour le TD901
recristallisé (aiguilles, amorphe, batonnets, petites plaquettes, agrégats massifs, tablettes) [Tableau
21].

Phase Solubilités (g/L), solvant Facies Nature du solide
Ethanol .
Phase A S (30°C)<5 10<S (70°C)<15 Aiguilles Mono hydrate
Phase B Bew Aiguilles Mono hydrate
15<S (30°C)<20 65<S (70°C)<75 gt Y
Pentanol
S (30°C)<5 5<S (70°C)<10 .
Phase C Triglyme Aiguilles Mono hydrate
S (60°C)<5
Acétonitrile Amorphe mal
Phase D S (60°0)<5 défini Anhydre
Dichloroethane, Dichloromethane A s
Phase E S (60°C)<5 Aiguilles Anhydre
Phase I Chloroforme Petits Batonnets Solvate
S (60°C)<5 agglomérés (1:0,5:0,75)
DMF
Phase G | 55 20°0)<10 21<8 (60°C)<33 | Plaquettes tres Solvate (1: 1)
a Eau+DMF fines (+ de Peau ?)
30<S (20°C)<40 495<8 (60°C)<525
Phase H THE Agrégats massifs | Solvate (1: 1)
S (60°C)<5 81e8 '
Eau+THF
380<S (20°C)<400  1175<S (60°C)<1220 |  Aiguilles mal
Phase 1 Eau+Acétonitrile définies LETTD ey e
380<S (20°C)<400  1175<S (60°C)<1220
Phase | Hautacétone a Tablettes Solvate
160<S (20°C)<1903 35<S (60°C)<340 (1:0,5:0,5)
Eau+DMAC . Solvate (1 : 1)
Phase K1 ¢ o5ecy<s 300<S (60°C)<340 Batonnets (+ de Peau ?)
Phase L Eau+ Acétone 83 Aiguilles Mono hydrate

Tableau 21 : Phases cristallines selon le solvant de cristallisation
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L’analyse thermique de tous les échantillons donne des informations capitales,
complémentaires aux résultats DRX. En effet, la connaissance de la nature des phases est une
priorité avant de débuter le développement d’une d’entre elles. Le développement d’une phase
solvate, particulicrement avec un solvant toxique n’est pas envisageable pour un produit
pharmaceutique. La DSC est riche en informations, mais la TG permet d’apporter une sécurité
quant a linterprétation des résultats qualitatifs et quantitatifs en DSC. Les 2 techniques sont
parfaitement complémentaires et ont un role important dans I'exploitation des résultats tirés de ce
travail de criblage polymorphique.

Si ces techniques ne nous ont pas encore permis d’étre sur que les phases I et L soient
exactement les mémes (Clichés comparés en annexe Q) ou que les phases G et K contiennent un
peu d’eau de structure et pas seulement des molécules de solvant organique, nous avons pu, avec
assurance, dire que les phases A, B, C, I et L sont des monohydrates. Les phases D et E sont des
phases anhydres, la phase H est un solvate (avec le THF), les phases F et ] sont des solvates peut
étre avec une quantité steechiométrique d’eau dans la structure (les monocristaux de la forme ]
ont été analysés plus tard par DRX en annexe P, ce qui a montré qu’il s’agit d’'une phase mono
acétonate simple). Enfin, les phases G et K sont soit des solvates, soit des ternaires. Nous
n’avions pas la moindre idée sur ces informations avec les seuls clichés de poudre et images
enregistrées au microscope. Des analyses de sorption de vapeur (DVS) pourraient confirmer avec
précision la steechiométrie de nos phases hydratées.

Ce criblage s’est effectué sur le solvant de cristallisation du chlorhydrate, mais nous
pourrions imaginer de le coupler avec un criblage de sel. Cela nécessiterait de faire un peu de
chimie en amont et partir de plusieurs sels (chlorhydrate, tartrate, sulfate...). Le croisement de
toutes les possibilités donnerait un nombre de résultats trés importants et permettrait alors
d’avoir un panel de choix tres large par rapport aux meilleures conditions recherchées pour une
qualité cristalline optimale vis-a-vis des propriétés d’usage des cristaux.

En tout cas, pour le chlorhydrate, les meilleures conditions de synthése peuvent étre
définies par plusieurs éléments du tableau 21 :

» Grande différence de solubilité a haute et 2 basse température, avec une solubilité tres
faible a basse température pour un meilleur rendement

» Un faci¢s qui ne soit pas aciculaire

» Une phase non amorphe et non solvatée aprés le séchage (on pourrait envisager un
solvate en fin de cristallisation si la molécule de solvant part tres facilement pendant les
opérations de traitement du solide)

Malheureusement, les facies les plus intéressants (F, H, J) sont ceux de quelques solvates,
les aiguilles étant des phases hydrates ou anhydres pour notre produit (on note que la relation
structure hydrate = facies aciculaire n’est peut étre pas une coincidence). La phase obtenue dans
I'eau donne les aiguilles les plus épaisses parmi toutes les solutions a facies aciculaire. I’eau, ou
bien I’éthanol sont aussi des solutions acceptables vis-a-vis des valeurs de solubilité mesurées.
Sans avoir eu la connaissance de ces résultats détaillés, le solvant choisi par Oril industrie pour la
cristallisation de ce produit a été un mélange Ethanol/Eau (90/10). Nous avons, dans la partie
suivante cherché a mesurer de plus pres la solubilité du TD901 dans les mélanges d’eau et
d’éthanol.
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II1. Solubilité de la base et du sel TD901

Le procédé choisi par Oril industrie consiste a dissoudre les cristaux de base dans
I’éthanol. I’acide chlorhydrique est dilué dans I'eau avant la coulée. Les cristaux nucléent dans un
mélange Ethanol / Eau avec un ratio volumique de 90/10. La connaissance de la solubilité de la
base et du sel dans les mélanges EtOH/Eau est capitale avant toute étude sur le procédé de
cristallisation du TD901.

Nous présentons dans cette partie du rapport les résultats de la mesure de la solubilité a
différentes températures et pour différents ratios de mélange EtOH/Eau. Le solide récupéré
apres chaque mesure est analysé pour avoir une meilleure approche des conditions optimales de
cristallisation. L’utilisation de la thermodynamique et des valeurs d’enthalpie de mélange s’avere
intéressante pour discuter de I'intérét des méthodes de prédiction.

I1.1. Détermination de la solubilité de la base

I11.1.1. Solubilité de la base dans les mélanges Eau/EtOH

La solubilité est mesurée par ajouts successifs dans des cellules thermostatées de 10mL.
Nous avons établi des courbes de solubilité avec des points a 10, 15, 20, 25, 35, 45, 55 et 65°C.
Les mélanges de solvant EtOH/Eau utilisés ont été au départ: 90/10, 80/20, 70/30, 50/50 et
30/70 en plus de Iéthanol et de I'eau. Le produit étant insoluble dans I’eau (0,2 g/L insoluble 2
65°C), nous ne donnons pas de courbes de solubilité dans ’eau.

La figure 130 représente la courbe de solubilité de la base dans de I’éthanol. A partir des
points expérimentaux, le logiciel trace une courbe exponentielle et donne I’équation de cette
courbe ainsi que le coefficient de lissage R®.

160

+ Solubilité dans I'éthanol
140 4+—

— Exponentiel (Solubilité dans I'éthanol) M

R*=0,999

= =
o N
o o
1 1

(0]
o

[e2]
o
1
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N
o
1

N
o

/

o

T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
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Figure 130 : Courbe de solubilité de la base dans I’éthanol

- 144 -



Thiband Detoisien Chapitre 111 : Résultats et Discussions

A partir de 1a, nous représentons ces valeurs expérimentales en In(C) = f (1/T) (relation
de Van’t Hoff [Eq. 100]) et en tirons une valeur de enthalpie de dissolution du produit dans ce
solvant. Dans le cas de la figure 131, nous lisons A = -3941,9 et calculons AH,=32,8 kJ.mol .

5 *
+ INC=f(L/T)
4.5 ™~ — Linéaire (INC=f(LT))
1
b C=A*—+3
4 T
—AH AS
0 N A=-—""4 B= R‘
=35 R -
y \
y = -3941,9951x + 16,5058 NS
2,5 1 R? = 0,9950
2
0,0029 0,003 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036
1T (KA-1)
Figure 131 : Exploitation In C = f (1 our base dans I’éthanol

Les autres résultats pour les ratios 90/10, 80/20, 70/30, 50/50 et 30/70 sont donnés dans
la figure 132.

CS?S% (;‘Sf;tilin Solubilités (g.L 1) a T donnée (°C) Droite de régression

EtOH | Eau 10 15 20 25 35 45 55 65 Pente Origine | AH (kJmol")
100 0 144 | 17,3 | 20,3 | 25,8 | 38,1 | 60,4 | 87,6 | 1383 | -3941,995 | 16,505 32,8

90 10 10,4 | 13,6 | 16,8 | 21,6 | 38,4 | 63,1 | 103,7 172 | -4897,969 | 19,57 40,7

80 20 6,2 7,9 | 104 | 13,1 | 20,2 | 28,4 | 389 51,8 | -3702,498 | 14,939 30,8

70 30 4,5 5,3 6,4 8 11,9 | 17,7 | 25,8 36,3 | -3709,427 | 14,540 30,8

50 50 1,2 1,5 2 2,3 4 6 9,8 18,6 | -4638,362 | 16,478 38,6

30 70 0,17 | 0,32 | 0,25 | 0,4 | 0,59 | 1,09 | 2,08 3,13 | -4953,049 | 15,720 41,2

Tableau 22 : Points de solubilité pour la base dans différents ratios de solvants EtOH /Fau

Notons ici que les valeurs expérimentales de Penthalpie de dissolution sont comprises
entre 30 et 43 kJ.mol" pour tous les mélanges EtOH/Eau testés.

L’ensemble de ces valeurs mesurées est représenté dans la figure 132. Une nappe de
lissage de la solubilité accompagne ce graphique en trois dimensions en fonction de la
température et du ratio de solvant EtOH/Eau [Fig. 132].
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Figure 132 : Représentation 3D de la solubilité de la base en fonction de la température et du
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A 10°C, le maximum de solubilité est obtenu dans ’éthanol pur (14,4 g/I.), mais avec
I’élévation de la température, ce maximum dévie vers un ratio de 90/10 (172 g/L a 65°C).

Nous pouvons aussi représenter ces résultats par des diagrammes de phase appelés
ternaires, sous représentation triangulaire, marquant les limites d’une phase a une autre pour les
mélanges de 3 composants en pourcentage massique. Il est donc nécessaire, a I’équilibre, au
niveau de la saturation, de recalculer les masses mises en jeu [Tableau 23].

| A 10°C |

Composition du solvant Wisie dles Gasmpesds (3] Composition de la solution a la saturation en
en %ov/v %m/m
Eau Ethapol Eau Ethanol Sel Eau Ethanol Sel
technique

0 100 0 7,89 14,4 0,00 35,41 64,59

10 90 1 7,10 10,4 5,40 38,39 56,20

20 80 2 6,31 6,2 13,78 43,50 42,72

30 70 3 5,53 4,5 23,03 42,42 34,55

50 50 5 3,95 1,2 49,28 38,90 11,83

70 30 7 2,37 0,17 73,39 24,83 1,78

Tableau 23 : Calcul des compositions TD901/Ethanol/Fau a saturation a 10°C pour chaque
mélange de solvant
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Figure 133 : Diagramme ternaire [Base TD901 : Ethanol Eau] a différentes températures

Le diagramme ternaire permet de réaliser 'importance du domaine d’existence du TD901
sous sa forme solide par rapport au domaine ou le soluté est dissous dans les mélanges
Ethanol/Eau. Bien entendu, chauffer la suspension réduit la zone d’existence de celle-ci sur le
diagramme. L’évolution de la zone d’existence de la suspension avec l'augmentation de la
température suit un profil cohérent selon surtout, semble-t-il, la quantité d’éthanol dans le
mélange ternaire. A 10°C, les cristaux de la base n’existent pas avec plus de 45% de masse
d’éthanol dans le milieu. Cette limite est repoussée a 38% pour 20°C, 25% pour 45°C et 20%
pour 65°C.

I11.1.2. Solubilité de la base dans un mélange ternaire et
thermodynamique : Discussion

I semble pertinent de comparer les résultats de la figure 132 avec les valeurs de
Penthalpie de mélange Ethanol/Eau que 'on peut trouver dans la littérature [BELOUSOV 90].
Ces valeurs expérimentales sont données pour 0, 25, 50 et 75°C en fonction des fractions
molaires de mélange. La représentation de ces valeurs brutes est donnée dans la figure 134.
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Figure 134 : Enthalpie de mélange Ethanol[ Fau en fonction de la fraction molaire

L’enthalpie de mélange atteint un minimum de 20% a 10% a température croissante. Un
autre extremum est atteint a haute température autour de 60% molaires d’eau dans le mélange.

Le calcul des fractions volumiques d’un binaire liquide [a, b] a partir des fractions
molaires se fait a I'aide de ’équation 126. Les enthalpies de mélange sont alors représentées dans
la figure 135.

Xva= Xma*(Ma*pb) [E
My *p5) + X0, * (M, * p,) = (M, * p,))

q. 126]

Précisons, sous 1atm: p,,,= 1000 g.1.”, ¢,,...= 7893.1.", M, =18,01 g.mol’, M,,,,,, =46,08 g.mol’.

anol
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Figure 135 : Enthalpie de mélange Ethanol/ Eau en fonction de la fraction volumique
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Le calcul des fractions Ethanol/ Eau sous forme de pourcentages volumiques déplace
Pextremum vers la gauche du graphique: de 10% a 5% d’Ethanol dans le mélange. Nous
retrouvons un profil équivalent 2 la solubilité de la base dans les mélanges EtOH/Eau. La figure
136 reprend les valeurs des enthalpies de mélange a 50°C (courbe verte) et les compare aux
solubilités (multipliée par un facteur -1 pour une meilleure observation) a 45 et 55°C.

’ _‘_—‘;‘_/‘,/_‘4'* ’
-100
T -20
-200

+ 40

wh A
Enthalpie de 400 a%.i/‘/ / -60 -1*Cs (en g/L)
//'
| 7/

mélange (J/mol) -

-500
+ 80
600 ++—
t / + 2100
-700 ?/
-800 : : : : -120
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1

% (v/v) d'eau dans le mélange EtOH/Eau

—e— Enthalpie 2 25°C —— Enthalpie 4 50°C —#— Solubilité a 25°C
—»— Solubilité a 45°C Solubilité 2 55°C

Figure 136 : Comparaison des enthalpies de mélange Ethanol / Eau en fonction de la fraction
volumique aux solubilités mesurées de la base TD901

L’enthalpie de mélange résulte de deux phénomenes: d’une part la rupture des
interactions éthanol / eau (liaisons hydrogenes) qui contribuent a une variation positive de
Penthalpie et d’autre part a la formation de liaisons éthanol / eau conduisant a une variation
négative de 'enthalpie [ESPITALIER 95]. Autour de 95/5 EtOH/eau, nous assistons a une
formation maximale de liaisons solvant/solvant, qui coincide a 5% prés au maximum de la
solubilité de la base dans ce mélange de solvant a température constante.

On peut donc penser que 'utilisation des valeurs d’enthalpie de mélange (mesurées en
mélangeant les deux solvants) pourrait étre utile pour faire une prédiction qualitative de
I’évolution de la solubilité dans un mélange de solvant. En aucun cas, nous ne parlons de valeurs
de solubilité, mais uniquement de I’évolution du profil de solubilité, afin de faciliter les études
préliminaires pour rédiger des conditions opératoires de cristallisation.

I11.1.3. Recristallisation du solide

La recristallisation de la base a une importance toute relative car il ne s’agit pas du produit
final (la phase fournie par Oril est synthétisée puis cristallisée dans THF/eau). Par contre, la
connaissance des phases de la base permet de détecter éventuellement par DRX la présence de
base apres la cristallisation du sel. Apres la mesure de la solubilité a 65°C, la température de la
suspension est abaissée a 5°C, puis la suspension est filtrée et le solide séché pendant 24 heures
dans une étuve a 80°C. Le solide est analysé par DRX et des clichés sont pris au MEB.

Les analyses MEB [Fig.137] montre que dans I’éthanol, la base recristallise sous un joli
facies de plaquettes. Dés qu’un peu d’eau est ajouté au mélange, le solide est récupéré sous forme
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tres agglomérée et mal définie. Les clichés RX montrent que tous les échantillons obtenus dans
un mélange EtOH/Eau sont de la méme phase, différente de celle de la phase de départ. Par
contre, dans I’éthanol, le cliché est identique [Fig. 138] (a 'exception d’un amas a 23,5-24,5°) a
celui de la base de départ. On note ainsi par rapport aux photos MEB des figures 90 et 91 que la
recristallisation de la base dans I’éthanol améliore le facies du solide, sans en changer la phase.

C TSR S L : 5 m m

m m

Fioures 137 a, b, ¢, d: Images MEB sous différents grossissements des cristaux de base récupérés
dans les mélanges EtOH /Eau respectifs 100/0 (A), 70/30 50/50 (C) et 30/70
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Figure 138: Clichés de la base lot usine et de la base recristallisée dans 1’éthanol et dans 70/30
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I11.2. Détermination de la solubilité du sel

La détermination de la solubilité du sel est une étape essentielle dans la méthodologie
générale du développement de la cristallisation du sel afin de connaitre la sursaturation a tout
point du diagramme en fonction de la température et du ratio éthanol/eau, et de conduire un
procédé de cristallisation. Nous en avons profité pour caractériser le solide pour les différentes
conditions dans les mélanges éthanol/eau.

IT1.2.1. Solubilité du sel dans Eau/EtOH

Les solubilités sont toujours mesurées par ajouts successifs et appréciation visuelle de la
sursaturation. Le sel étant soluble dans EtOH/Eau = 0/100, nous avons pu remplacer les
conditions 80/20 par 0/100. L’ensemble des résultats est donné dans le tableau 24.

Cg;niﬁiﬁin Solubilités (g/L) a T donnée (°C) Droite de régression
EtOH | FEau 10 15 20 25 35 45 55 65 Pente Origine | AH (k].mol")
100 0 0,4 0,5 0,7 | 0,9 1,7 | 28 | 44 7,4 -5081,779 16,983 42,2
90 10 7,6 8,6 10,1 | 12,2 | 18,5 | 26,6 | 39,8 | 56,2 | -3572921 14,546 29,7
70 30 10,2 | 134 | 16,5 | 20,6 | 29,3 | 47,8 | 78,8 | 124,5 | -4265,333 17,345 355
50 50 124 | 14,8 | 18,7 | 23,1 | 354 | 545 | 99 167 -4484,58 10,334 37,3
30 70 6,6 82 | 10,6 | 14,2 | 23,8 | 38,4 | 69,2 | 127,9 | -5108,046 14,859 42,5
0 100 6,4 6,9 84 | 10,3 | 14,8 | 21,7 | 34 53 -3721,541 14,859 30,9

Tableau 24 : Points de solubilité pour le sel dans des solvants de ratios différents EtOH/Eau

Notons que les valeurs de I'enthalpie de dissolution sont encore comprises entre 29 et 43
kJ.mol". Par contre, I'évolution de ces valeurs, tout comme celles obtenues pour la base [Tableau
22] ne suit pas de tendance particulicre.

Une nouvelle fois, les valeurs de la solubilité sont représentées dans un graphique en trois
dimensions [Fig.139]. Le lissage de ces valeurs expérimentales de solubilité en fonction de la
température et du ratio de solvant EtOH/Eau compléte le graphique. Nous observons ainsi sur
ce graphique que le maximum de solubilité est obtenu pout un mélange 50/50 (167 g.L’1 a 65°C).

Le diagramme ternaire de la figure 140 a une allure un peu différente de celui de la base.
Bien que le domaine d’existence de la suspension se réduit quand la température augmente (ce qui
est logique), il se concentre sur un angle particulier du diagramme : celui formé par les axes Sel
TD901 / Eau. Cela se comprend car le produit est tres soluble dans les mélanges EtOH/Eau, ce
qui réduit la zone ou le sel peut cristalliser.

En tout cas, le principe recherché pour les solubilités du produit d’étude [Tableau 11] est
parfaitement respecté avec le TD901 avec un sel soluble dans I’eau et peu soluble dans ’éthanol
et inversement pour la base.
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Figure 139 : Représentation 3D de la solubilité du sel en fonction de la température et du ratio du
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Figure 140 : Diagramme ternaire [Sel TD901 : Ethanol : Eau] a différentes températures
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II1.2.2. Solubilit¢ du sel dans un mélange ternaire et
thermodynamique : Discussion

Le profil de solubilité étant completement différent de celui de la base, avec un maximum
de solubilité pour un ratio de 50/50 (v/v), la comparaison de la solubilité du sel aux valeurs
d’enthalpie de mélange ne donnera rien. Ce n’est pas illogique si 'on considere que le fait de
travailler avec un sel, une molécule électrolytique, rajoute des facteurs électrolytiques aux termes
d’enthalpie de mélange.

Nous avons vu en bibliographie que la modélisation de la solubilité en était a ses
balbutiements en ce qui concerne les molécules électrolytiques. Le modele eNRTL-SAC n’est
aujourd’hui utilisé et distribué que dans les suites ASPEN®. Malheureusement, la suite PROSIM®
que nous aurions pu tester n’utilise pas encore ce modele. Quelques essais auraient pu étre
encourageants pour une utilisation plus large de la modélisation de la solubilité dans les solvants
organiques et les mélanges de solvants pour les molécules électrolytiques que sont les sels
pharmaceutiques.

IT1.2.3. Rectristallisation du solide

Le solide recristallisé donne la forme B dans I'eau et la forme A dans I’éthanol et dans
tout mélange EtOH/Eau avec un peu d’éthanol. Le faciés des cristaux est assez mal défini dans
I’éthanol et dans I'eau (photos a et d de la figure 137). Les aiguilles longues et fines sont
agglomérées dans les mélanges 90/10 et 50/50.

m < MLCF 2 .B8ELU

CEMCH 3 . B ’ b A m m "

Figures 137 a, b, ¢, d: Images MEB sous différents grossissements des cristaux de sel récupérés
dans les mélanges EtOH /Eau respectifs 100/0 (A), 90/10 50/50 (C) et 0/100
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I11.3. Solubilité et pH

La solubilité du sel TD901 est dépendante des conditions de pH dans la solution comme
nous I'avons vu en bibliographie. Le pH est dépendant de la température et bien entendu de la
concentration du soluté en solution. Nous présentons ici les mesures du pH dans des solutions
de sel a différentes concentrations, températures et mélanges EtOH/Eau. Ensuite, nous
reprenons les équations détaillées dans la bibliographie expliquant le profil de la solubilité en
fonction du pH afin de comprendre quel est le potentiel du facteur pH sur la modification de la
solubilité et ainsi des conditions de cristallisation.

IT1.3.1. Mesure du pH couplée a la solubilité

Lors de la mesure de la solubilité du sel, nous avons aussi mesuré le pH de la solution au
moment ou nous considérions que nous avions atteint la sursaturation [Fig. 138] a I'aide de notre
sonde au LiCl/EtOH. Les mesures sont patticulierement stables, méme dans EtOH/Eau 100/0,
elles sont données dans le tableau 25 et dans la figure 138. La correction de la température est
automatiquement faite par le pH-metre (calibration a 20°C en amont, mais ajustement de
I'appareil a la température de mesure).

Composition

Valeur du pH de la solution saturée
du solvant

EtOH Fau 10°C 15°C 20°C | 25°C | 35°C | 45°C | 55°C 65°C
100 | 0 | 325 | 322 | 319|314 |3,13 | 3,14 | 314 | 296
90 | 10 | 3,91 | 3,82 | 3,77 | 3,66 | 3,59 | 3,51 | 3,59 | 333
70 | 30 | 423 | 412 | 404 | 397 | 394 | 384 | 3,59 | 333

50 | 50 | 457 | 453 | 442 ] 428 | 405 | 395 | 395 | 3,59
30 | 70 | 534 | 515 | 496 | 48 | 448 | 419 [ 393 | 36

0 | 100 | 572 | 567 | 553 |535| 51 | 482 | 447 | 4,18

Tableau 25 : Mesure du pH au moment ou la solution est saturée

5,5

5 \
pH 45 e \
4
35
2 5"7\: ‘ . ‘ . ‘ 4\‘
0 10 20 30 40 50 60 70

Température (°C)

—e— Ethanol technique  —=— 10% eau 90% EtOH —— 30% eau 70% EtOH
—<— 50% eau 50% EtOH —— 70% eau 30% EtOH —— Eau déminéralisée

Figure 138 : pH de la solution saturée de chlorhydrate TD901
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Sila décroissance du pH en fonction de la température est avant tout due a 'impact de la
température dans Péquation de Nernst [Eq. 122], elle est aussi due a l'augmentation de la
concentration au fur et a mesure de I'expérience (ajouts successifs de soluté). La comparaison des
valeurs [Tableau 26] est a prendre avec soin, en parallele avec les valeurs de la solubilité données
dans le tableau 24. Nous regardons en particulier les valeurs a 20°C et adjoignons les valeurs de la
constante diélectrique a 20°C et du pK du solvant tirées de I'annexe C.

Ratio du solvant
EtOH/Eau 0/100 30/70 90/10 100/0
Solubilité (g.1.") 8,4 10,6 10,1 0,7
pH mesuré 5,53 4,96 377 3,19
pKi du solvant 14 19
e (20°C) 80,4 62,6 29 25

Tableau 26 : pH mesuré dans différents ratios de solvant et propriétés physiques a 20°C

Comme nous I'avons expliqué en bibliographie, dans la partie concernant le changement
d’échelle du pH d’un solvant a un autre, la réduction importante de la constante diélectrique du
solvant avec 'augmentation de la part de I’éthanol dans le mélange est responsable du décalage
des échelles A log pK,,.

Si nous regardons les conditions clefs du procédé (fonctionnement a 90/10), nous
pouvons dire que la concentration a saturation a 20°C est proche des conditions obtenues avec
un mélange 30/70 (10,1 a 10,6 g.."), soit un décalage du pH de -1.19. Or, Iutilisation des
connaissances détaillées en bibliographie (pK,, pK,, pH,..., S;) va se faire dans ’eau pure ou la
valeur de pH (5,53) mesurée se fait 4 une concentration inférieure de 8,4 g.I." (décalage de -1,76).
Nous faisons donc une appréciation trés approximative du décalage des échelles de pH, a partir
des valeurs de -1,19 et -1,76, entre 90/10 et 0/100 de -1,6 unités de pH. Nous serons amenés
plus tard a utiliser cette valeur pour transposer des valeurs de pH mesurées vers une autre échelle.

I11.3.2. Courbe de solubilité théorique en fonction du pH

Si nous reprenons les équations d’équilibre chimique sur la solubilité des sels dans le cas
d’une base faible, nous séparons deux zones d’existence du solide :
» Pour un pH < pH,_, le solide a I’équilibre dans la suspension est le sel, la solubilité est
régie par le produit de solubilité :
C, =[1+ 2
[H7]
» Pour un pH > pH
So-

J* Ky, [Eq.72] avec K, =[BH*[CI] [Eq. 73]

la solubilité totale est fonction de la solubilité intrinséque de la base

max>

CS:[BH*]+[B]:SO[1+[|;+]j [Eq. 70] avec Ka:[BB]l[_'I_':] [Eq. 71]

a

» Le pH,,., est donné par la relation suivante :

max>

S
PH e = PK, +log| —= [Eq. 82]
JKs d

Nous savons que dans ’eau, a 20°C, le pKa de notre molécule est de 8,25 [Fig. 89], nous
avons mesuré aussi la solubilité de la base dans 'eau comme étant particulicrement faible voire
nulle. Une nouvelle mesure, plus précise, de cette solubilité dans un grand bécher thermostaté de
200mL nous a donné une valeur proche de 0,2 g.I.", elle correspond a la solubilité intrinséque de
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la base S,. Enfin, nous avons mesuré le produit de solubilité par une nouvelle méthode : le dosage
UV du sel. Les analyses en ultra-violet mesurent 'absorption d’une solution soumise a une onde
électromagnétique en se basant sur les phénomeénes de transition énergétique. La loi de Beer-
Lambert relie 'absorbance a la concentration d’une solution. Des études préliminaires nous ont
montré que travailler a 248 nm était une bonne solution pour avoir une absorbance maximale a
20°C [Annexe §]. La mesure de I'absorbance de plusieurs solutions de sel a 20°C, avant et apres
saturation permet de tracer la figure 139 ou nous observons 2 droites se coupant au point
représentant la saturation de la solution en sel. Cette saturation a lieu pour 0.024 mol.L.". Nous
sommes surpris que la seconde droite ne soit pas un plateau car analyse se fait sur du surnageant
aprés décantation de la suspension, la solution devrait étre la méme pour tous les essais a
concentration supérieure a 0,024 mol..". Cette concentration correspond a la racine carrée du
produit de solubilité K ,=[BH][CI] de 5,76¥10" a Péquilibre.

1,2

| —%
1 = 3,8559x +/0,5804

// R® =0,9218
0,8

<
Y Z./
g —
S 06
g
2 04
0,2 1 y =26,986x + 0,0007
R?3 =0,9997
0
o 0.024 mol/L 01 0.2

Concentration (mol/L)

Figure 139 : Absorbance de la solution de sel TD901 dans I’eau en fonction de la concentration 2
20°C

Nous tragons ensuite les courbes de solubilité théorique dans I’eau a 20°C de la base et du

sel autour du pH, . a partir des équations 72, 70 et 82 et des données expérimentales. Le pH, .
calculé est alors de 7,31 a partir de S,;=1 g.I".

14 \ f
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\ \
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—=—Sel, <pHmax —+— Base, >pHmax —*— pHmax

Figure 140 : Solubilité théorique a 20°C dans I’eau des especes de TD901
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Nous retrouvons ici le profil rencontré dans la littérature avec S, = 1g.." (0,2 g.I."" donne
un pH, . un peu bas pour la compréhension générale du graphique). La remontée de la solubilité
du sel prés de pH,,,, est un phénomene observé couramment comme pour la papaverine HCI
[STAHL 02]. Cependant, au contraire de la papaverine et d’autres exemples de mono-base faible,
la solubilité aux tres bas pH ne chute pas. D’un point de vue de la biodisponibilité, cela veut dire
que Peffet d’ions communs avec NaCl ne jouera pas sur la solubilité¢ du TD901. Du point de vue
du procédé de cristallisation, cela veut dire que le pH ne devrait pas modifier les parametres de la
cristallisation en dessous du pH

max*

IT1.3. Conclusions

L’établissement de la courbe Cs = f(pH) pour les especes du TD901 est intéressante a
faire pour retrouver les observations notées dans la littérature. Les études en fonction du pH sont
essentielles vis-a-vis des cinétiques d’absorption de PAPI. Par contre, nous n’avons pas lu et
observé d’éléments nous indiquant qu’il s’agissait d’un point essentiel pour dessiner et conduire
un procédé de cristallisation. En effet, dans le domaine de pH ou est conduite la cristallisation,
zone bien inférieure au pH,, la solubilité du chlorhydrate est indépendante du pH.

Drautre part, I'expérience est limitée par une dégradation chimique du soluté si la quantité
d’HCl est supérieure a une steechiométrie de un par rapport a une molécule de base. Nous avons
tout de méme procédé a des essais de cristallisation au multipuits avec des quantités d’acide
chlorhydrique de 0 a 4 équivalents par rapport a la base. Au dessus de 1 équivalent, les
suspensions ont fortement jauni a cause d’un sous produit de la réaction. En tout cas, les aiguilles
récupérées en fin de manipulation étaient toutes semblables et les analyses DRX ont montré qu’il
s’agissait pour chaque essai de la phase A du sel.

La mesure de la solubilité de la base TD901 et de son sel dans I’éthanol, Ieau et les
mélanges de ces solvants, a différentes températures est un point essentiel pour approche d’un
procédé de cristallisation. Ce travail préliminaire permet de savoir ou nous nous plagons sur le
diagramme de phase par rapport a la solubilité des solutés (base et sel), ce qui nous permet de
suivre au mieux et de comprendre les phénomenes de nucléation et de croissance cristalline.
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IV. Recherche de la structure du TD901

Une fois les solubilités de la base et du sel connues, nous pouvons chercher a produire
des monocristaux de base et de sel (phase A, désirée par Oril industrie). L’analyse par rayons X de
ces monocristaux permettra d’en connaitre la structure cristalline. Or, il est trés intéressant de
comparer ces structures pour comprendre ou se place I'acide chlorhydrique et de chercher des
hypotheses de I'impact de la structure sur les propriétés d’usage du solide. Le travail est présenté
en deux parties : la recherche et l'analyse de monocristaux pour la base puis pour le sel. La
méthodologie utilisée pour cette partie suit une procédure logique permettant de travailler avec
des méthodes simples pour obtenir des monocristaux jusqu’a des méthodes plus complexe en cas
d’échecs.

IV.1. Recherche et analyse des monocristaux de base

L’enjeu est ici d’obtenir des monocristaux de la phase qui nous a été fournie par Oril.
Nous avons vu que la cristallisation de la base dans I’éthanol permettait d’obtenir la bonne phase.
Nous avons cherché a obtenir ces monocristaux en solution par deux méthodes : nucléation et
croissance maitrisée par le controle de la température du milieu ; évaporation de la solution.

IV.1.1. Nucléation et croissance de monoctristaux dans une

cellule Peltier

Le principe de cette manipulation est, dans un premier temps, de dissoudre une masse
connue de solide dans le solvant a une température choisie pour venir se placer sous la courbe de
solubilité. Nous travaillons pour cela dans une cellule de 2 mL dans un montage Peltier a
température controlée, sur un microscope inversé pour observer les phénomenes dans la solution
[Fig. 39]. Puis, on diminue la température afin que la nucléation ait lieu, si possible a faible
sursaturation 3. On fait ensuite varier la température pour dissoudre les plus petites particules,
réduire le nombre de cristaux et les faire grossir. L’intérét est de faire peu de cristaux, de taille
suffisamment grande selon les 3 dimensions (50pm minimum, I'idéal étant de 300pum). II est aussi
assez complexe de récupérer ces cristaux sans les casser. Pour cela, nous avons versé le contenu
de la vial dans un verre de montre et absorbé la solution autour des cristaux avec du papier. 1l
faut faire attention a ce que ces cristaux, une fois séchés ne soient pas collés a la paroi du verre de
montre car il faudrait les casser pour les décoller.

Une autre approche est d’ensemencer dans la zone métastable pour faire croitre par AT (a
faible ) pour éviter une nucléation secondaire des cristaux. Cette approche est cependant peu
pratique quand la semence n’est pas de bonne qualité (solide mal défini, broyé et aggloméré), mais
on peut envisager une étape de dissolution/cristallisation au préalable pour améliorer le faciés.

Nous travaillons a partir de la courbe de solubilité de la base dans I’éthanol [Fig. 141]
pour rapidement dissoudre 17,54 g/L de solide a 35°C (Fleche 1 sur la figure 141). La
température est alors abaissée a 8°C (Fleche 2, sursaturation $=1,39) pour étre placée légerement
au dessus de la courbe de solubilité. La courbe de solubilité étant relativement plate autour de
5°C-25°C, ce qui n’est pas un cas idéal car plus la solubilité dépend de la température, plus le
controle sera aisé.
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Figure 141 : Courbe de solubilité de la base dans I’éthanol

Apres une journée, se forment quelques rares aiguilles dans la cellule de 2 ml,
L’acquisition séquentielle d’images nous permet d’observer précisément Iévolution de la
croissance. En plus de films vidéo qui ont été montés, les photos MEB de la figure 142
permettent d’observer la croissance des cristaux dans le solvant en 27 heures et 20 minutes. On
observera particulie¢rement comment les faces terminales, biseautées ont poussé par rapport aux
faces de croissance rapide.

= e

Figures 142 : Ménocristaux de base 2 8°C a 9h40 (A) et 13h le_lendemain

La cristallisation de ces « gros » cristaux tres longs sur une dimension, et épais jusqu’a
100um * 200 um sur les 2 autres est relativement facile a reproduire, aussi, nous avons réalisé 5
essals pour obtenir une quantité importante (prés de 10 mg). Notons que sur les différents essais
effectués, nous calculons une moyenne de la vitesse de croissance dans le sens de la longueur de
20 um.h’, soit 0,48 mm.jour'l.

Les quelques photos de ces grosses aiguilles prises au microscope électronique sont
jointes dans la figure 143. Les faces terminales en biseau sont beaucoup moins bien observables.
Le traitement du solide pour récupérer les aiguilles a peut-étre abimé les cristaux qui sont sujets a
Pattrition.
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Figure 143: Photos MEB *100 (A) et *500 (B) de monocristaux de base

Malheureusement, la recherche de structure sur tous ces échantillons de base n’a pas
abouti avec la DRX-Monocristaux. En effet, les premicres acquisitions 2D ont montré de
maniere récurrente, sous de multiples orientations, un dédoublement ou triplement de taches
intenses extrémement proches a plusieurs endroits du diagramme d’acquisition 2D. Cette suite de
taches est caractéristique de la diffraction des rayons X par au moins 2 cristaux si proches qu’il ne
peut s’agir que d’un seul. Malheureusement, ces conditions ne permettent pas d’aller plus loin
dans la détermination de la structure cristalline. A l'aide d’une loupe binoculaire, nous avons
remarqué Peffet suivant : alors que nous voulions couper le batonnet dans le sens de la largeur,
pour travailler avec un batonnet moins long, de lui-méme le cristal se coupait dans le sens de la
longueur. 11 s’agit en fait d’'un macle de batonnets, vraiment difficile a apprécier dans un premier
temps. La multiplication des essais, avec des conditions différentes ne nous a pas permis
d’obtenir de monocristaux.

IV.1.2. Nucléation et croissance de monocristaux par

évaporation

Nous avons ensuite cherché a obtenir des monocristaux par évaporation. L'intérét de
réaliser une évaporation d’une solution pour obtenir les cristaux du soluté est d’atteindre
lentement la sursaturation du soluté dans le solvant a température constante. La vitesse
d’évaporation, assez faible, permet en principe la nucléation et la croissance le long des parois du
cristallisoir ou dans le fond de celui-ci. Nous avons travaillé avec une solution de base ou de sel
TDY01 a différentes concentrations (8, 24, 35 g..'' pour la base) dans de I’éthanol ou des
mélanges 90/10 et 50/50 EtOH/Eau. L’évaporation se fait dans une chambre froide a 8°C, dans
une salle climatisée a 20°C ou encore a température ambiante fluctuante autour de 28°C. Deux
cas de figure sont a distinguer selon la sursaturation B: le produit est soluble a température
ambiante ; le soluté n’est pas soluble et il est nécessaire de chauffer la suspension pour la
dissoudre. Dans ce dernier cas, le soluté peut cristalliser pendant le refroidissement, ou rester
dissous, selon la saturation.

50mlL de solution sont versés dans un cristallisoir de 8 cm de diameétre, recouvert d’un
couvercle percé pour ralentir le départ du solvant. Deux fois par jour, des annotations sont faites
sur I’évolution de la solution, le départ de solvant et la nucléation. Selon les essais (les variations
des trois facteurs que sont la concentration, le solvant, la température d’évaporation sont
croisées) I’évaporation totale du solvant dure de 4 a 15 jours. En ce qui concerne la base TD901,
la température d’évaporation n’a pas grandement changé les résultats. Nous avons observé 3
types de résultats :

- 160 -



Thiband Detoisien Chapitre 111 : Résultats et Discussions

» Dans 90/10 EtOH/Eau (v/v), a basse concentration, le temps d’évaporation des 50mlL
de solvant est tres long, le produit n’a cristallisé que sur les bords du cristallisoir
(collerette) sous forme d’aiguilles longues et larges. Une photo prise a la binoculaire et
une photo MEB de ces cristaux sont fournies en figure 144. Nous avons pu récupérer
suffisamment de cristaux sur la collerette pour vérifier par un cliché de poudre qu’il
s’agissait de la forme recherchée de la base.

cihan, 3 i a8 i T

Figures 144: Phoos prises a la binoculaire (A) et au MEB *100 (B)

» La concentration du soluté est trop importante pour une dissolution a température
ambiante, nécessitant le chauffage a 40°C de la suspension. Le produit nucléé tres
rapidement pendant le refroidissement, ’évaporation modifie peu la population cristalline.
Nous obtenons une forét d’aiguilles [Fig. 145] particuliécrement importante au fond du
cristallisoir.

CLH=FM CIMN=M. 3 .8EKU

Figures 145 et 146 : Photos au MEB *100 et *100

Ces aiguilles sont tres bien définies, nous avons pu observer au MEB la définition des
différentes faces. Le corps des aiguilles est articulé autour de 6 faces latérales, les faces
terminales sont plus difficiles a observer car les cristaux se cassent facilement. On observe
tout de méme sur la figure 146 une certaine rugosité apparente sur le bout des faces. En
tout cas, il s’agit encore une fois de la phase cristalline recherchée pour la base
(identification par DRX).
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» Le soluté est soluble a température ambiante (28 a2 30°C) pour 8 et 24 g.1.", Pévaporation
lente de I’éthanol provoque la nucléation de quelques rares agglomérats (jamais plus d’une
trentaine par cristallisoir) a branche dendritiques [Fig. 147].

Figures 147 : Photos prises a la binoculaire pour les échantillons obtenus a partir de 24 o/1L (A) et
8 o.I." (B) de base TD901

Le faci¢s de ces agglomérats est tres particulier. I'image MEB de la figure 148A montre
comme une boule avec un cceur d’ou partent des feuilles de palmier. Bien entendu, ces
échantillons ne sont pas monocristallins, mais 'analyse DRX-poudre montre qu’il s’agit encore
une fois de la premicre forme de la base [Annexe T|. Autrement dit, il s’agit d’'un superbe
exemple ou les cristaux des figures 145 et 148 ont exactement la méme structure cristalline, mais
des facics tres différents. Cette différence est due a un mécanisme de nucléation différente et une
cinétique de croissance plus lente dans le cas de la figure 148.

CIMN=M 3. @t S mm P NS ¢ Egok

\ i s AN
Figures 148 : Photos prises au MEB *25 (A) et *700 (B) pour 8 g.I."de base TD901
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IV.1.3. Obtention de la structure de la base

Les échantillons de base obtenus par évaporation a 35 g.I." dans I’éthanol et 24 g.1." dans
90/10 EtOH/Eau sont analysables en tant que monoctistaux pout la détermination de la
structure de la base. Les deux échantillons ont bien entendu donné les mémes résultats. I’analyse
sur 'appareil Bruker-Nonius (générateur FR590, raie Ka du Molybdéne, goniomeétre 4 cercles et
détecteur Kappa CCD) donne tout d’abord le systeme de symétrie du monocristal et les
parametres de maille correspondants :

» Base TD901: C_. H N, O,
0 MM = 361,43 g.mol’

» Symétrie orthorhombique (angles « = § =y = 90°)
0 Groupe d’espace P2,2,2,
O Paramctres de maille :

= a=47279 A
= b=99887 A
= c=41022A

= V=1937,29 A

Le parametre de maille ¢ est beaucoup plus grand que les autres, cela est généralement
source d’une anisotropie importante, synonyme en principe d’un cristal en forme d’aiguille ou de
plaquette. Ensuite, 'appareil recherche avec précision I'emplacement de chaque atome dans la
maille cristalline. Un logiciel de visualisation cristallographique comme Mercury® permet de
représenter dans espace [Fig. 149] la maniere dont les molécules s’organisent les unes entre elles
grace entre autres aux liaisons de van der Walls ou aux liaisons hydrogenes. L’intérét est ici de
comparer plus tard cette structure a la structure du sel pour comprendre ce que 'ajout d’une
molécule d’acide chlorhydrique change dans la structure, au niveau conformationnel, de
Iempilement des molécules et des interactions intermoléculaires.

Figure 149 : Packing du TD901 - base

La résolution de la structure cristallographique permet de faire de la prédiction de
morphologie grace a des algorithmes de calculs basés sur la densité électronique de chaque atome
et de la position des molécules les unes par rapport aux autres. La méthode BFDH (Bravais,
Friedel, Donnay and Harker) et celle des énergies d’attachement sont des outils permettant une
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prédiction morphologique, autrement dit de toutes les faces du cristal susceptibles d’apparaitre
(dans le vide, c'est-a-dire sans solvant).

01-1
011

0-1-1
o-11

10-1
1m

Figures 150 : Morphologie prédite par 'algorithme BFDH (A) et B (B)

La figure 150A est le résultat de cette prédiction BFDH sur la base TD901. Le cristal de la
base TD901 devrait étre en effet une plaquette ou une aiguille. Les faces les plus rapides a
pousser étant plutot paralleles aux I'axes x et y (parametres de maille a et b). La figure B est le
résultat obtenu avec I'algorithme des énergies d’attachement. Ici, la morphologie prédite est plus
allongée, favorisant un faciés en aiguilles, poussant dans une direction paralléle a x. Chaque face
est indexée par les indices de Miller hkl correspondants. Nous retrouvons ici les 6 faces ((002)
(011) (01-1) et leur opposée (00-2)(0-1-1)(0-11)) qui forment le corps des aiguilles (observations
longitudinales).

Nous avons cherché a aller plus loin dans observation des différentes faces des cristaux
de base. Pour cela, nous avons travaillé sur des échantillons non métallisés, avec une tension
adaptée a ces conditions, soit 1kV au lieu de 3kV.

CIMNza2M 1 .a8KuU bl

Figures 151 : Images MEB *70 (A) et 1500 (B) des monocristaux de base

= o CIH=M 1. .8EW. 58
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On observe sur les images de la figure 151 sur les faces terminales, qui ont sans doute été
brisées, des stries partant de l'intersection de 2 arétes du cristal. Il est pour le moment complexe,
voire hasardeux si on ne mesure par précisément les angles entre les faces, d’indexer celles-ci par
rapport a la morphologie prédite.

IV.1.4. Analyse AFM des monocristaux de base

Nous avons aussi observé sur les cristaux des défauts sur certaines surfaces. Ces défauts
sont d’autant plus marqués que les cristaux ont été conservés sous atmosphére ambiante, et non
dans une cloche protégée de '’humidité. Nous pouvons penser qu’il s’agit d’eau adsorbée a la
surface des cristaux. Ce phénomene trés marqué sur la figure 152B ne s’observe que sur 2 des 6
faces du corps des aiguilles (2 faces opposées et paralléles). Il faudrait aller plus loin dans la
description cristallographique (indexation des cristaux) pour pouvoir avancer des hypothéeses sur
les groupements chimiques qui sont exposés au niveau de ces surfaces afin d’expliquer I'aptitude
de la molécule a capter P’humidité ambiante, mais ce n’est pas le cceur de la these.

CIH=M I w1l Zmm

Figures 152 : Images MEB *1500 (A) et *1500 (B) des monocristaux de base

Les images MEB ne nous permettent pas de savoir s’il s’agit de trous ou de gouttes a la
surface des cristaux. L’analyse de ces surfaces par microscopie a force atomique nous apporte ces
réponses. La figure 153 nous montre une surface avec quelques défauts répétés sur une section de
cette surface, de tailles différentes. Les plus gros de ces défauts ont jusqu’a 1 um de diametre, ce
qui correspond aux observations faites sur la figure 152B.

Digital Instrusents HanoScope
Scan size 4.000 vs
Scan rate 1,001 Hz

s
Image Data Height
Data scale 50.00 s

Figure 153 : Image AFM d’une face d’un monocristal de base

Ces observations viennent corroborer ce que nous avons observé au tout début du travail
sur la base : elle est bel et bien hygroscopique.
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IV.1.5. Analyse quantitative de la cristallinité en DSC

Si tous les échantillons de base obtenus par recristallisation sont de la méme phase
(observation DRX-poudre), il est intéressant de regarder la qualité de 'endotherme de fusion de
la base pour voir si la qualité cristalline a été singulicrement modifiée par le procédé de
recristallisation. Nous comparons en figure 154 les enregistrements DSC de la base lot usine
(courbe noire) aux aiguilles obtenues par nucléation a chaud dans I’éthanol puis évaporation
(courbe rouge), aux aiguilles récupérées sur la collerette dans EtOH/Eau 90/10 (courbe bleue) et
aux aiguilles nucléées a 8°C en solution dans une vial de 2 mL. (courbe verte). Les conditions de
mesure pour ces échantillons sont rigoureusement les mémes : Capsule de 40um en aluminium,
couvercle percé, programme de 25°C a 250°C a 10°.min", pas de gaz circulant dans le four,
soustraction automatique d’une ligne de base.

Aexo
3 4
13 4
3 \ /» 4
- 3 4
g1
1BMANL3-Exs a7 TOHI0LA TOMIDID } )
; 30080 17-Exsail
MAKL3-Essal, 4,3300 mg TOM1014, 4,3500 g TON01D, &,2500 mg 1 17-E3sail, 5,1300 mg
Trtegral 35,62 m)
"U,gma‘izgd 87,30 Jg"-1 Integral -6l ml Inagral 02,64 m] Intagral -£12,24 md
Oniet 170,27 ¢ nemalized 95,31 Jg”-1 nomnalized 36,42 Jg*-1 nomalized 99,67 Jg-1
sk Lok e Cngat 172240 Onsat 172,33 "0 Onsat 173,74 °C
Heating Rate 10,00 *Crnin™-1 Paak 174,45 °C Paak 174,79 °C Paak 175,38 °C
g Heating Ratz 10,00 *Croin-1 Heating Rate 10,00 *Croin™-1 Heating Rate 10,00 “Crnin™-1
R R R T T T T T R R R R AR AR
100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 1801 185 130 135 s
. e
Lab: METTLER STAR® 5W 9.10

Figure 154 : Comparaison des enregistrements DSC de la base lot usine (courbe noire) aux

échantillons obtenus par recristallisation

La recristallisation de la base permet d’obtenir un solide avec une température de fusion
plus haute que celle du produit de départ (170,27°C), et cela, quelle que soit la méthode [Tableau
27]. Ceci est caractéristique dune amélioration de la pureté chimique du produit par une
recristallisation.

D’autre part, la valeur de I'enthalpie de fusion du produit est un peu plus grande apres
recristallisation. De -87,30 J.g"', I’enthalpie du produit augmente a -95,31 J.g" et -96,42 J.g'apres
recristallisation par évaporation et méme -99,87 J.g! aprés recristallisation en solution a 8°C.
L’enthalpie de fusion est caractéristique de la cristallinité du produit. Si Pon est sar de travailler
avec un échantillon 100% cristallin, la valeur de I'enthalpie de fusion du produit peut étre utilisée
comme valeur de référence afin de comparer les enthalpies de fusion (mesurées dans les mémes
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conditions) et d’apprécier quantitativement la cristallinité d’une poudre. Par analogie avec la
mesure de la cristallinit¢é du PET [Eq. 117], nous pouvons faire le rapport des enthalpies en
faisant ’hypothése que I’échantillon avec la plus haute enthalpie de fusion est 100% cristallin.

Nucléation a Evaporation Nucléation et
Base Lot usine chaud puis dans 90/10 croissance en
évaporation EtOH/Eau solution a 8°C
T e CO) 170,27 172,24 172,33 173,74
AH; (J.g) -87,30 -95,31 -96,42 -99,87
Lizpipross: 0 0 0 0
AH, / AH, 110, 87,4% 95,4% 96,5% 100%

Tableau 27 : Température et enthalpie de fusion pour les différents échantillons de base

Le calcul du rapport des enthalpies de fusion par rapport a la valeur référence de
I’échantillon obtenu en solution a 8°C donne une cristallinité de 87,4% pour le lot usine, 95,4% et
96,5% pour les deux échantillons obtenus par évaporation. Il faut prendre le résultat de ce calcul
avec recul pour plusieurs raisons :

» Rien ne permet de dire que le dernier échantillon est 100% cristallin, on est susceptible de
recristalliser un échantillon avec une enthalpie de fusion plus grande.

» L’appréciation quantitative des résultats DSC est toujours soumise 2 la qualité du transfert
de chaleur entre le creuset, le solide en contact avec le creuset et le cceur du solide,
d’autant plus que nous travaillons avec des aiguilles, la surface de solide en contact direct
avec le creuset n’est pas, de maniere sure, la méme pour tous les essais.

Néanmoins, lutilisation de la DSC pour la caractérisation de monocristaux (s’ils sont

assez nombreux) a un potentiel important. Nous répondons ici au besoin de quantification de la
cristallinité du solide (et donc a 'appréciation d’une partie amorphe du solide).

IV.2. Recherche et analyse des monocristaux du sel

De la méme maniere, nous avons cherché a obtenir des cristaux de chlorhydrate TD901
suffisamment gros pour une analyse de la structure par DRX-monocristaux. Nous présentons
brievement les résultats obtenus par controle de la température d’une solution, par évaporation et
la détermination d’une structure par modélisation moléculaire.

IV.2.1. Recherche de monoctistaux en solution

Les essais pour fabriquer des monocristaux de sel ont été tres nombreux, Popération est
bien plus difficile que pour la base. Nous avons multiplié les essais a des ratios EtOH/Eau
différents, et nous nous sommes concentrés sur le mélange EtOH/Eau 90/10 (v/v).
Typiquement, par rapport a la courbe de solubilité de la figure 155, nous travaillons a 9,22 g.I!
de sel dissous rapidement a 35°C. La nucléation se fait a une température basse comme, par
exemple 5°C. Cela est dt a 2 raisons : la présence de cristaux qui ont poussé sur la collerette, au-
dessus du niveau du liquide, qui sont tombés dans la solution, provoquant une nucléation
importante et le fait que la nucléation primaire est un phénomene stochastique, il est difficile de
savoir quand elle va avoir lieu. Dans le premier cas, la nucléation secondaire a lieu, la limite de
zone métastable pour la nucléation secondaire étant plus basse que la limite pour une nucléation
spontanée, elle est plus difficile a atteindre. La gestion de la collerette est un point clé pour
travailler avec le sel dans EtOH/Eau. La cellule est tout le temps fermée, le niveau du liquide par
rapport aux blocs Peltier est déterminant pour ne plus étre géné par la collerette qui interrompt
pres de trois quarts des essais avec le sel [Annexe U].
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Figure 155 : Courbe de solubilité du sel dans 90/10 EtOH/Eau

Souvent, la nucléation des aiguilles de sel est assez importante, et nous cherchons a avoir
peu de cristaux mais de grande taille. Malheureusement, dans ces conditions, notre produit forme
des aiguilles particuliecrement fines et courtes, avec une forte tendance a s’agglomérer sous forme
d’oursins comme le montre la figure 156. De plus, cette expérience est réalisée dans des
conditions de sursaturation relativement basses, 9,22 g.I" de sel pour une solubilité de 9,09 g.I."
a 16,5°C, soit une sursaturation de 1,02. Si quelques aiguilles sont suffisamment longues, nous
n’avons pas réussi par cette méthode a les rendre plus épaisses.

Oursin

Aiguille

Figure 156: Aiguilles et oursins de sel

De la dizaine d’essais effectués, 'image de la figure 156 présente le meilleur résultat. Il est
possible de discerner des aiguilles en petite quantité, avec une largeur proche de la dizaine de
micromeétres au mieux, ce qui n’est toujours pas suffisant pour une analyse de la structure. Nous
avons imaginé de prélever une aiguille et d’en couper les faces terminales pour favoriser la
croissance en épaisseur, mais le prélevement d’une seule aiguille parmi des oursins est trop
complexe.
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IV.2.2. Recherche de monocristaux par évaporation

Nous avons ensuite essayé d’obtenir des cristaux de taille importante par évaporation. En
adoptant la méme stratégie que pour la base en croisant les concentrations (10, 25, 40 g.I.™"), les
compositions du solvant (90/10, 100/0, 50/50 EtOH/Eau) et la température d’évaporation (8°C,
20°C, ~28°C). Les figures 157 et 158 montrent quelques exemples typiques des résultats obtenus
pour Pensemble de nos essais par évaporation. La figure 157A montre un aspect laineux du solide
ou des oursins collés dans le fond du cristallisoir.

La figure 158A est sans doute la plus intéressante car le produit a cristallisé sous forme
d’oursins légers ou encore de “pompons” au fond du cristallisoir (40 g.I.' dans EtOH/Eau
90/10) et les collerettes sont riches d’aiguilles, en appatence bien épaisses.

et pour 10 g.L‘1 dans EtOH 100%, 20°C (B)

Malheureusement, ces aiguilles cachent toutes une structure dendritique et absolument
pas monocristalline. La figure 159A correspond a I’échantillon de la photo 157A. Les branches
supposées monoctistallines de la figure 158A sont en fait tressées [Fig. 159B]. Les tiges des
“pompons” ne sont absolument pas de belles aiguilles, mais des arrangements tressés de trés fines
aiguilles dont la cristallinité est faible.
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mem

Figures 159: Image MEB du sel cristallisé par évaporation pour 40 g.L‘1 dans EtOH /Eau 50/50,
8°C (A) pour 40 g.L’1 dans EtOH/Eau 90/10, 20°C (B)

CIH=M{\3. G A/ =i rn'; m CIH=M §= .

Figures 160: Image MEB *700 (A) et *2000 du sel cristallisé : ar évaporation pour 40 oL

dans EtOH/Eau 90/10, 20°C

En conclusion, la recherche de monocristaux de sel par évaporation ne donne pas de
meilleurs résultats que dans une vial de petit volume avec un controle de la température autour de
la solubilité. Cela est da aux caractéristiques propres a la molécule de sel. On peut des lors
deviner que ce produit posera des soucis lors de sa cristallisation a plus grande échelle.

IV.2.3. Détermination par modélisation moléculaire

En dernier recours, nous avons décidé de voir ce que la modélisation moléculaire pouvait
apporter pour chercher la structure du sel sous sa phase A. Nous sommes conscients que la
structure obtenue avec la modélisation moléculaire ne sera pas forcément celle avec laquelle nous
travaillons, mais la compréhension du potentiel de cet outil est intéressante, pour son apport
pédagogique. Nous utilisons pour cela GENMOL, logiciel en constante amélioration depuis
20ans au CINaM, écrit par le Dr. Gérard Pepe.

Nous sommes tout d’abord partis de la structure de la base. I’addition d’une molécule
d’HCI (en face du site de 'amine tertiaire) et d’'une molécule d’eau (nous avons la certitude que la
phase A est un monohydrate) est gérée par informatique pour chercher la position idéale par
rapport a la molécule de base. Pour cela, la conformation la moins énergétique (celle qui est
soumise au moins d’interactions intramoléculaires) est calculée pour partir dune position
“approchée” de chaque atome dans la molécule.
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Nous avons pris des photos a une meilleure résolution de nos cristaux de sel (recristallisé
sous forme d’aiguilles fines/d’oursins) pour avoir plus d’informations sur le solide. Les images de
la figure 161 montrent des cristaux aciculaires particulicrement agglomérés, mais dans le détail on
peut voir que les monocristaux, tres fins ont une symétrie particuliere, selon les 3 axes. Cela nous
permet d’émettre hypothése que la structure cristalline présente une symétrie orthorhombique.
Or, statistiquement, les groupes d’espace les plus fréquemment rencontrés pour une symétrie
orthorhombique sont les groupes P2,2,2, et Pbca.

CINaM 3 ._.aKu wla. 8006 15mm

Figures 161: Image MEB *10000 (A) t *10000 (B) du sel TD901

15mm

Le logiciel analyse ensuite précisément le cliché de poudre pour entamer une recherche de
la maille cristalline @b initio. Nous sélectionnons une quinzaine de pics parmi le cliché de poudre.
A partir des positions de ces pics (et en aucun cas de leur intensité), le logiciel calcule, pour une
symétrie orthorhombique et les groupes d’espace P2,2,2, et Pbca, les parameétres de maille les
plus probables. Le logiciel a alors testé, pendant une semaine, plus de 800 structures cristallines
grace a la modélisation de I’énergie du cristal. Une structure est sortie du lot comme étant
particulicrement peu énergétique (-77,9 kcal). Des algorithmes permettent d’affiner la structure a
une énergie de -77,5 kcal. Par ordre de comparaison, la seconde structure la moins énergétique a
une énergie de -58 kcal.

» Monochlorhydrate monohydraté TD901: C_. H_ N, O, H,0, HCI
0 MM = 427,92 g.mol

»  Symétrie orthorhombique (angles « = § =y = 90°)
0 Groupe d’espace P2,2,2
O Parametres de maille :

= 2=8825A
= 5=9750 A
"= c=28955A

= V=24914A

Malheureusement, le cliché de poudre théorique de cette structure [Annexe V] ne
correspond pas vraiment a celui de la phase A. L’exploitation de ce résultat n’a donc qu’une
valeur toute relative, mais néanmoins permet de comprendre lintérét de la modélisation
moléculaire.

La figure 162 donne une représentation de 'empilement de 4 molécules de sel dans une
maille. Les atomes de chlore sont en vert et 'on peut observer facilement les molécules d’eau. Si
nous mesurons les distances entre les atomes, on note que la molécule d’eau forme 2 tres fortes
liaisons (distance interatomique entre 2 et 3A), un de ses hydrogenes avec loxygéne du
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groupement amide et I'autre avec 'oxygene de 'hétérocycle. L’atome de chlore forme une liaison
forte avec 'oxygene de 'amide. Il peut paraitre étonnant qu’il ne soit pas plus prét de 'azote de
I'amine tertiaire car nous avions précisé au début de la modélisation quel site chimique réagissait
avec l'acide chlorhydrique. On note par ailleurs que pour la structure de la forme | du sel, un
mono acétonate [Annexe Q], le chlore est bien en face de 'amine tertiaire.

En comparaison, la molécule de base avait principalement des liaisons intermoléculaires
mettant en jeu simplement oxygeéne de 'amide. L’introduction d’une molécule d’eau et d’une
molécule d’acide chlorhydrique ajoute énormément de liaisons intra et intermoléculaires a la
structure cristalline.

Figure 162: Packing du TD901 — sel, structure proposée par GENMOL

La modélisation de la morphologie par BFDH ou par les énergies d’attachement est
donnée dans la figure 163. Ces morphologies prédites laissent penser que le cristal aura un facies
de plaquettes ou d’aiguilles. Encore une fois, nous appuyons le fait qu’il ne s’agit pas de la phase
désirée pour le développement du procédé, ce travail de modélisation tournant autour d’une
phase qui n’est pas la phase A. Ces observations sont intéressantes par contre pour la
méthodologie.

Figures 163: Modélisation de la morphologie par BEDH (A) et par les énergies d’attachement (B)
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Enfin, nous remarquons que la projection de cette structure théorique sur différents plans
est riche d’informations. Si la projection sur certaines faces comme (002) ne donnent pas
d’informations, la projection sur les plans (Obc) [Fig. 164] et (aOc) [Fig. 165] montrent I'existence
de canaux dont le cceur est occupé par les molécules d’eau (points rouges) [Fig. 164]. Ceci montre
que trés probablement, que les molécules d’eau peuvent entrer et sortir de la structure avec une
grande facilité, ce que nous avons montré en séchant et en réhydratant de la poudre de sel
TD901. La figure 165 est plus singulicre, on observe sur cette projection que le squelette carboné
de la molécule, et en particulier ses cycles, est orthogonal au plan (aOc).

Figure 165: Projection de la structure déterminée par GENMOL sur (a0c)

Méme s’il ne s’agit pas de la phase du sel avec laquelle nous avons travaillé pour cette
these, I'exploitation de cette structure est vraiment intéressante. L’existence de canaux pour le
départ des molécules d’eau permet d’imaginer que 'hydrate du chlorhydrate a une stabilité tres
relative.

IV.3. Conclusions

L’obtention de monocristaux d’un API n’est pas si facile. La croissance en solution, en
jouant sur la température du milieu ou I'évaporation du solvant, ne permet pas toujours d’obtenir
des cristaux suffisamment gros pour déterminer la structure par DRX-monocristaux. Nous avons
vu avec le chlorhydrate du TD901 que la molécule d’étude est aussi limitante pour la croissance
d’un seul cristal selon les 3 axes (dans ce cas, la détermination de la structure sur un échantillon
de poudre est réalisable au synchrotron.). Bien entendu, nous aurions pu chercher a obtenir des
monoctristaux des autres phases du sel que nous avons détecté, mais l'intérét du travail consistait a
comparer la structure de la base a celle de la phase A du sel. Nous avons vu, grice a la
modélisation moléculaire, que l'addition dune molécule d’eau et d’'une molécule d’acide
chlorhydrique dans la structure modifie énormément les liaisons intra et intermoléculaires et la
structure de la base. La modélisation moléculaire permet aussi de faire de la prédiction a partir de
la structure (aptitude a piéger des molécules de solvant,...). De la connaissance des structures, on
peut tirer beaucoup d’informations car il s’agit de 50% de la compréhension de la cristallisation,
imposée par les parametres internes (les 50 autres pourcents sont les conditions de cristallisation).
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V. Etudes du procéd¢ de cristallisation

A partir des connaissances des différentes phases du sel, de la caractérisation de la phase
A (solubilité, faci¢s), nous sommes riches d’informations permettant de travailler sur le procédé
de cristallisation a I’échelle d’un réacteur de laboratoire. Une méthodologie d’approche est
présentée au cours de cette partie pour comprendre les mécanismes de nucléation et une maniere
dont on peut controler le procédé de cristallisation du sel.

Le mode de synthese et le procédé de cristallisation du sel TD901 dans un réacteur ont
été choisis et améliorés par Oril pendant les premicres années du développement de la molécule.
Le dernier protocole opératoire utilisé par la Chimie — Recherche Industrielle d’Oril industrie est
le suivant (quantités ramenées a celles utilisées pour un réacteur de ~130mL de volume utile) :

Chargement de 8,75 g de base
Chargement de 112 mIL d’éthanol technique
0 Suspension de base de 78,12 g.I'" dans I’éthanol
Agitation 2 450 rpm (7,5 tr.s™)
Chauffage et maintien de la température a 73°C pendant 15 minutes pour dissoudre
completement la base dans I’éthanol
Préparation d’une ampoule de coulée avec 2,31 g I’HCI 11N et 12,5 mL d’eau
0 Coulée des 0,95 équivalents d’acide dans ’eau pendant 10 minutes
Ringage de 'ampoule avec 4,9 mL d’éthanol technique
Maintien de la température du milieu réactionnel a 73°C pendant 10 minutes pour la
réaction acido-basique
0 Solution de chlorhydrate de 70,63 g.1." dans EtOH/Eau 90/10
Descente a 65°C pendant 15 minutes
Introduction de la semence a hauteur de 1% massique de la quantité de solide
attendue
Maintien de la température a 65°C pendant 30 minutes
Descente en 4 heures et demie a 20°C, soit une rampe de 10 °C.h’!
Filtration sur fritté
Lavage avec 14mL d’éthanol
Séchage dans une étuve a 80°C pendant 48h

VV VWV VYV VYV

VVVVY VY

L’acide chlorhydrique étant dilué dans de 'eau, aprés addition de I'acide, le solvant a la
composition d’un mélange EtOH/Eau 90/10. Notons aussi que nous ajoutons 0,95 éq. ’'HCl car
au-dela, des problémes de stabilité chimique de la molécule ont été observés.

Tout d’abord, nous cherchons a placer la limite de zone métastable sur le diagramme de
phase qui nous intéresse. Cette détermination cinétique, en opposition a la mesure de la solubilité
qui correspond a des facteurs thermodynamiques, est essentielle pour comprendre la nucléation
au cours d’un procédé de cristallisation.

L’¢tude du procédé de cristallisation doit nous aider a comprendre le mécanisme de
nucléation du chlorhydrate. En effet, dans la premicre partie des résultats, nous avons montré
que le sel cristallise sous forme de monohydrate et que la phase anhydre correspondante était
facile a isoler pendant le séchage. Ainsi, I'objectif est de savoir si le sel nucléé directement sous sa
phase hydrate ou sous une phase anhydre suivie d’'une transition de phase anhydre — hydrate.
I’étude de la suspension sortie du réacteur par diffraction des rayons X puis I'utilisation de
I'appareil SWAXS permettra de valider ou non cette hypothése concernant la nucléation du sel.
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Ensuite, une étude plus poussée du procédé de cristallisation du sel. Les outils de suivi 7
sitn de la solution et de la suspension dans un cristallisoir agité (sonde pH, caméra vidéo, sonde
FBRM) sont utilisés pour comprendre si le changement particulier d'un parameétre améliore, ou
au contraire, nuit aux propriétés d’usage des cristaux récupérés en fin de manipulation. Le
procédé étudié est déja optimisé et le choix s'est otienté fort justement vers un ensemencement,
dans cette étude les objectifs étant de mette au point une méthodologie nous avons donc testé
des procédés a priori non pertinents: nucléation primaire et précipitation.

V.1. Mesure de la limite de zone métastable

D’un point de vue pratique, il est important de placer la limite de zone métastable dans un
diagramme de phases ; elle indique la température, a concentration donnée, a laquelle le soluté
nucléé spontanément. Il est théoriquement possible de discerner plusieurs limites de zone
métastable : pour la nucléation primaire homogene, la primaire hétérogene, la secondaire. Nous
nous contentons de déterminer la zone de nucléation spontanée. Cette détermination est d’ordre
cinétique, au contraire de la solubilité qui est d’ordre thermodynamique. Autrement dit, les
conditions dans lesquelles sont réalisées les mesures sont essentielles. ’hydrodynamique a ici une
place tres importante. Pour schématiser, nous pouvons expliquer que dans un méme réacteur, la
probabilité de nucléation augmente avec la vitesse d’agitation. On peut aussi penser qu’une
agitation plus intense augmente les perturbations locales (jusqu’a I’échelle de turbulence, la
dizaine de microns) et réduit la métastabilité.

Tout d’abord, les résultats pour un réacteur agité a 650 rpm (0,32 W.kg") sont exposés.
Dans un second temps, ils sont comparés aux résultats de la détermination de la LZM dans des
conditions statiques. Nous insistons fortement pour faire comprendre que seule la détermination
de la LZM dans un réacteur agité a de l'intérét vis-a-vis du procédé. La mesure dans des
conditions statiques n’apporte rien pour le procédé, mais seulement pour la compréhension
globale des phénomenes.

V.1.1. Mesures en réacteur agité

La limite de zone de métastable est détectée par la nucléation primaire du soluté dans la
solution, sans que I'on sache a priori si elle est homogeéne ou hétérogéne. Nous nous placons
dans le réacteur du CINaM dans des conditions de concentrations successives de 18, 30, 40, 50 et
70 g.I'. Une fois la suspension dissoute, la température du bain est programmée pour une rampe
de refroidissement de 10°C.h™". A partir du moment ou 'on observe la nucléation des cristaux, on
note la température du milieu. Les résultats sont donnés dans le tableau 28.

Concentration en sel dans Température de nucléation
EtOH/Eau 90/10 (en g1 spontanée (en °C)
18 14,5
30 36,7
40 47,3
50 53,3
70 00,2

Tableau 28 : Détection de la limite de zone métastable dans le réacteur agité du CINaM a
650 rpm, refroidissement 4 10°C.h’"

Cette mesure est propre au réacteur du CINaM, a son agitateur associé et a la puissance
dissipée. Si la vitesse d’agitation était moins élevée, la LZM serait décalée vers de plus basses
températures. Les résultats sont affichés dans la figure 166. On observe un écart d’une dizaine de
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degrés a 50 g.I.", écart élargi a prés de 20°C pour 20 g.I.'. Dans ces conditions d’agitation, le
positionnement de la LZM permet de prédire le moment ou le soluté nuclééra de manicre
spontanée. Néanmois, si des promoteurs de nucléation hétérogene de nature différente au soluté
apparaissent dans le réacteur, la position de la LZM changera.

80 | | |
- X- Réacteur, 650 rpm, 10°C/h
70 1 _
< Solubilité "
60 4 —— Exponentiel (Solubilité) S
50 < //

40 L pd
C(g/L) "’¢ /

! "“v—//

20

10 —

0 T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Température (°C)
Figure 166: Solubilité du sel dans EtOH/Eau 90/10 et LZM dans un réacteur agité a 650rpm

V.1.2. Comparaisons avec d’autres conditions

L’intérét de mesurer une courbe de limite de zone métastable, hors conditions du
procédé, est limité sur le plan théorique. Une zone métastable large permet de prévoir une
mauvaise reproductibilité de la nucléation. Dans ce cas, un ensemencement sera facilement mis
en ceuvre et permettra de controler la cristallisation. Au contraire, une zone métastable peu
étendue conduira a une nucléation mesurée et reproductible, d’ou un ensemencement moins
crucial. La LZM est donc une donnée procédé tres importante car elle permet de voir 'intérét ou
non d’un ensemencement, et donc d’agir sur les choix lors du développement du procédé.

Cependant, nous avons cherché a faire ce travail pour comparer I'impact des conditions
de cristallisation sur le placement de la LZM. Parmi tous les essais, nous donnons ici les résultats
concernant les conditions suivantes :

» Conditions non agitées, dans une vial de 1mL,, refroidissement de 1°C.h’!

» Conditions non agitées, dans une vial de 1mlL,, refroidissement de 10°C.h"

» Conditions agitées (barreau aimanté), dans un bécher de 10 ml, refroidissement de
10°C.h"

» Conditions agitées (barreau aimanté), dans un bécher de 10 mL, refroidissement par un
changement manuel de la température (~0,5°C toutes les 2 heures)

» Conditions agitées dans le réacteur (650 rpm, Mixel TT), refroidissement de 10°C.h"

L’observation de la nucléation dans des vials est enregistrée grace a une prise de photos
réguliere au microscope. Les images de la figure 167 montrent la nucléation spontanée du solide
pour 40 g.I'" dés 33,9°C, on note que les cristaux poussent en oursins. En ce qui concerne les
béchers double-enveloppés, il faut étre vigilant devant la manipulation pour observer la
nucléation.
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Figure 167: Nuclétion du sel (40 ¢.I.) dans EtOH/Eau 90/10 en milieu stagnant (vial 1 mI.

L’ensemble des résultats concernant les mesures de la LZM est donné dans la figure 168.
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Figure 168: Comparaison des limites de zone métastable, selon les conditions de mesure

Tout d’abord, nous notons que la limite de zone métastable est repoussée dans le cas
d’une cristallisation sans agitation (vials de 1 mL), ce qui est tout a fait compréhensible. Par
contre, nous observons la nucléation spontanée a une température un peu plus élevée pour un
refroidissement a 10°C.h™ par rapport a 1°C.h’", ce qui est contraire a ce qui était attendu car
refroidir plus vite doit retarder la cinétique de nucléation primaire (par contre, la nucléation est
plus importante a cause d’une sursaturation plus élevée). Ceci est probablement du a la qualité des
¢changes thermiques dans le systéme multipuits.

-177 -



Thiband Detoisien Chapitre 111 : Résultats et Discussions

Par contre, dans un bécher, la nucléation a lieu a peine plus tot (2 a 5°C de décalage)
lorsque la vitesse de refroidissement est de ~0,25°C.h" au lieu de 2 10°C.h™. La nucléation a lieu
aussi un peu plus tot dans un bécher que dans le réacteur agité. I ’agitation des béchers avec un
barreau aimanté conduit a un cisaillement local tres élevé dans le systeme et favorise la nucléation,
ou alors que le frottement du barreau magnétique sur le verre provoque lattrition de
microparticules du barreau, elles mémes génératrices de nucléation hétérogene.

V.2. Recherche d’une phase anhydre pendant le procédé de
cristallisation par analyse de la suspension au cours du procédé

Pour vérifier si la phase du produit cristallisé était la méme quelque soit la position sur le
diagramme de phase, nous avons cherché a isoler des cristaux peu de temps apres nucléation afin
de faire une analyse DRX. Comme il est expliqué sur la figure 169, nous avons cherché a préparer
des solutions de sel a 10, 20, 30, 40, 50 et 60 g.I.". Une fois le sel dissous, nous imposons une
rampe de refroidissement de 10 °C.h". Dés que les premiers cristaux apparaissent, nous filtrons
les cristaux, ce qui n’est pas toujours aisé vu leur faible taille.

concentration
(/L)

60
50
40

30

20
10—

temperature

Figure 169 : Méthode utilisée pour analyser le sel apres nucléation

Il est vraiment important de ne pas attendre plus de 5 minutes apres nucléation pour
filtrer la suspension afin d’éviter une transformation de phase vers une phase plus stable.
Iéchantillon est brievement séché a 60°C pendant quelques heures avant analyse DRX. L’étape
de séchage est obligatoire car il est difficile de rentrer du produit trop humide dans nos capillaires
d’analyse DRX a 0,5 ou 0,7 millimétre de diametre. Les résultats sont donnés par la figure 170.
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Figure 170 : Diffractogrammes du sel aprés nucléation a partir de concentrations différentes
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L’ensemble des clichés est homogene, nous retrouvons les mémes pics aux meémes
endroits. Notons que I’ensemble de pics autour de 26-27° a une allure dépendant de la qualité du
broyage avant échantillonnage pour analyse. I’enregistrement a 30 gl.' donne un
diffractogramme trés peu intense avec peu de pics. Ces pics correspondent bien aux pics majeurs
du sel (phase A). Si cet essai donne un signal aussi peu intense, c’est que la quantité de cristaux
apres nucléation était particulierement faible (filtration trop tot) et que ces cristaux étaient encore
trés petits (nucléis).

Nous pouvons tirer comme conclusion préliminaire de ces essais que le sel ne cristallise
pas sous différentes formes dans EtOH/Eau 90/10. Cependant, nous avons tenu a vérifier ce
point dans les conditions types du procédé, dans un réacteur agité. Pour cela, nous suivons un
procédé classique de synthese et de cristallisation du sel : Synthese a 73°C, Ensemencement a 1%
a 65°C, plateau de 30 minutes a cette température, rampe de 5 °C.h"". Dans notre cas, nous avons
laissé une nuit supplémentaire le réacteur sous agitation a 20°C. Nous avons effectué des
prélevements a la fin de Iisotherme de 30 minutes a 65°C et a la fin du long isotherme a 20°C.

&0

) \ 20°C

: AN A

~65°C

0 T T T T T T T T T
00:00:00 02:24:00 04:48:00 07:12:00 09:36:00 12:00:00 14:24:00 16:48:00 18:12:00 21:36:00 00:00:00

‘—T consigne (°C) —T process (°C) ‘

Figure 171 : Profil de température pendant le procédé

Les prélevements sont de deux sortes :
» Prélévement de suspension, chargement de la suspension dans un capillaire de 1 mm de
diametre, étape difficile dans la pratique
» Filtration tres rapide d’un peu de suspension, espace de quelques secondes pour séparer
le surnageant du solide.

Dans les deux cas, les capillaires sont scellés tout de suite aprés leur préparation. Etant
donné que la suspension peut étre chaude, il faut faire attention a ce qu’il n’y ait pas de transition
trés tot, die au refroidissement a I'air ambiant pendant I’analyse. Ainsi, le choix a été fait de ne
faire que des analyses DRX de 5 minutes puis des analyses de 20 minutes (comme d’habitude).
Nous avons observé que les clichés de 5 minutes étaient équivalents a ceux de 20 minutes. Ils
sont bien moins intenses, on ne peut observer les petits pics de diffraction [Annexe WJ.

Tout d’abord, nous notons que les mesures en suspension sont peu intenses, avec une
ligne de base arrondie de 15 a 25°. Elles n’apportent pas plus d’informations que les mesures sut
des échantillons fraichement filtrés. La forme finale du sel, I’hydrate, se retrouve tres tot au cours
du procédé. Les pics du cliché de 'anhydre ne se retrouvent pas sur les autres clichés.
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Dans le cas ou la forme anhydre est particulicrement instable, voire évanescente, il sera
difficile de vraiment P'observer aux rayons X, sans dispositif de four. Le SWAXS pourrait
apporter des informations sur une éventuelle transition anhydre — hydrate a un point précis du
procédé.

V.3. Détection de la nucléation et recherche d’une transition
anhydre — hydrate dans un appareil de diffusion des rayons X
aux petits et moyens angles

L’utilisation du SWAXS est fréquente pour la diffusion aux petits angles par les solutions
de macromolécules afin de caractériser les molécules. I’analyse en ligne d’une suspension d’une
petite molécule pharmaceutique avec cet appareil (diffusion aux petits angles et diffraction aux
angles moyens) est beaucoup plus rare. La procédure de chargement du capillaire en quartz
consiste a préparer a chaud (~70°C) une solution a 70,63 g.I." de sel dans EtOH/Eau et de
laisser tremper le porte capillaire [Fig. 86] dans de I'eau a ~70-80°C pour le laisser prendre la
température. Les 2 bouchons du porte capillaire sont alors ouverts et la base trempe dans la
solution de sel, qui remonte par capillarité. Les 2 bouchons sont fermés et immédiatement apres,
le porte capillaire est introduit dans la cellule SWAXS d’analyse. La grande surface de contact du
quartz a Dair libre, par rapport au volume de la solution, fait que la manipulation peut étre
compliquée par la recristallisation du soluté avant Ianalyse. La qualité des joints de colle époxy
entre le capillaire en quartz (plus résistant qu’un capillaire en verre) et le porte capillaire est
essentielle car le vide dans la chambre d’analyse est poussé.

La température, controlée grace a leffet Peltier, est programmée selon le profil du
procédé [Fig. 171], avec des sauts de 10 °C toutes les 2 heures. Toutes les 2 heures, la
température est abaissée de 10 °C, et un enregistrement du cliché RX est fait toutes les demi-
heures. Les figures 172 et 173 montrent I’évolution des clichés aux petits angles et aux angles
moyens pour 60°C, 50°C, 40°C et 30°C
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Figures 172 et 173 : Evolution de I'enregistrement RX en suspension aux petits et moyens angles

Nous remarquons aux petits angles [Fig. 172] que des 30°C, le cliché RX differe des
précédents. Un pic est apparu a ~2°80. Ce pic correspond a la phase hydrate du sel [Annexe W].
Les autres enregistrements, en dessous de 30°C ne sont pas modifiés. En ce qui concerne les
angles moyens, nous observons les premiers changements du cliché a partir du refroidissement a
30°C (le signal a 20° est di a un défaut du détecteur). Les pics qui ressortent a 21° et 24°95
correspondent a des pics importants du cliché du sel hydraté 20°99 et 24°90, [Tableau 14]. Par
contre, le pic a 24°20 n’est ni caractéristique de la phase A hydratée, ni de la phase anhydre.
L’intensité de ces pics ne change pas en dessous de 30°C.
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Tout d’abord, cette méthode permet de détecter la nucléation d’une phase a partir d’une
solution d'un API, ce qui est intéressant. Cependant, si nous regardons la figure 168, la
température de nucléation de cette phase, qui intervient entre 30°C et 40°C, est bien faible par
rapport aux autres mesures réalisées en statique. Il est vrai que les conditions de cristallisation,
dans un capillaire de diamétre 1 mm, sont particulieres : milieu stagnant et convection faible
(nucléation plus faible dans une enceinte de petite taille).

La détection de 2 pics caractéristiques de la phase A du sel au moment de la nucléation
consolide nos observations précédentes ; le sel nucléé sous sa phase hydrate et ne passe pas par
une phase anhydre en suspension dans les conditions de solvant 90/10 EtOH/Eau. Par contre, le
pic large a 24°20 ne s’explique pas facilement. Il pourrait s’agir de la présence d’une autre phase
non identifiée jusque la. I’absence d’autres pics de la phase A ou la différence d’intensité relative
entre 2 pics est due a 'orientation préférentielle des cristaux dans le capillaire. Les figures 174 et
175 montrent des cristaux qui ont nucléé et cru dans le capillaire pendant les expériences réalisées
au SWAXS. On peut remarquer que les aiguilles poussent globalement dans le sens de la longueur
du capillaire.

Figures 174 et 175 : Photos des cristaux dans le capillaire SWAXS aprés les expériences

Cette méthode d’analyse 7 sitn de la cristallisation est porteuse d’espoir, dés les protocoles
d’analyse améliorés (méthode de chargement, choix des températures et de la rampe de
refroidissement) pour détecter d’éventuelles transitions solide — solide. Si étudier les suspensions
par DRX est complexe, a cause de Iévanescence des phases métastables, cette méthode est
complémentaire aux analyses Infrarouge et Raman pour étudier les transitions de phase en
solution.

V.4. Suivi du pH pendant la cristallisation

Nous avons cherché a savoir si le suivi i sitn du pH de la solution et de la suspension
apportait des informations essentielles qui permettraient d’identifier les parametres de la
cristallisation en vue d’améliorer les procédés. Pour cela, nous utilisons dans le réacteur du
CINaM une sonde pH au chlorure de lithium dans I’éthanol. La stabilité de la mesure dans un
milieu éthanolique ou 90/10 EtOH/Eau est particuliérement bonne, du niveau d’une mesure
dans I’eau pour une sonde classique. Précisons d’emblée que la correction du pH en fonction de
la température est automatiquement réalisée par le pH-metre une fois qu’il a été étalonné.

Sur la figure 176, est donné le suivi de I’évolution du pH dans la solution/suspension en
paralléle a la température dans le cceur du milieu réactionnel. A 73°C, le pH de la solution de base
est de 6,70 et 'addition de I'acide chlorhydrique réduit le pH a 4,05. A 65°C, il est de 4,25 et reste
inchangé pendant I’ensemencement. Nous n’observons strictement aucune modification due a la
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nucléation secondaire. Le pH augmente linéairement pendant le refroidissement a cause de sa
dépendance vis-a-vis de la température. L’effet ainsi mesuré est de 0,032 unités de pH par °C.
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- 170
6,5 1 + 60
6 150 &
Ensemencement a 1% e g
T 55 % 40 g
e
51 130 &
=

4,5 Ljﬁif’”’fr 20
4 ‘\\\\‘ +10

Début de la rampe
3,5 T T T T T T T T T O

00:00 01:12 02:24 03:36  04:48 006:00 07:12 0824 09:36 10:48 12:00
Temps (hh:mm)

Figure 176 : Suivi du pH au cours d’un procédé avec ensemencement a 65°C

La mesure du pH au cours d’'un procédé de cristallisation par nucléation primaire a
ensuite été réalisée. Nous avons observé le début de la nucléation dans le réacteur a 61,5°C et
ensuite imposé un palier de 30 minutes a 60°C. Le résultat du suivi du pH est donné dans la
tigure 177.
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Figure 177 : Suivi du pH au cours d’un procédé avec nucléation primaire 2 61.4°C
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Nous observons cette fois-ci une modification du pH liée a la nucléation du soluté. Ce
saut de pH de 0,15 unités de pH retombe sur la droite d’évolution du pH en fonction du temps et
surtout de la température. Autrement dit, apres la demi-heure de palier a 60°C, leffet de la
cristallisation sur le pH n’est plus observable. Ce saut peut-étre attribué a un saut de
concentration en solide autour de la sonde pH, ce qui génerait ’homogénéité de la mesure par
exemple. En tout cas, au-dela de ces observations, 'impact de la nucléation et de la croissance sur
le pH de la suspension ne semble pas clairement établi, et les variations observées sont toujours
tres faibles.

Malheureusement, ces deux enregistrements amenent a des conclusions équivalentes et
I'observation de variations relatives du pH importantes d’'un procédé a l'autre n’a pas pu étre
obtenue. Les mesures absolues du pH sont intéressantes par rapport au travail effectué
précédemment. En fin de manipulation a 20°C pour P'essai ensemencé, le pH de la suspension est
de 5,70. Comme a été évalué le décalage a 20°C du pH d’une solution aqueuse a une solution
90/10 EtOH/Eau 2 -1,6 unités de pH, le pH de la suspension dans I’eau devrait étre proche de
7,30, autrement dit, au niveau du pH,_, de 7,32. Nous ne pensons pas qu’il faille voir une
coincidence dans le tres fort rapprochement de ces deux valeurs (pH de 7,15 a 20°C pour P'essai
avec nucléation primaire). En tout cas, en regardant la figure 140, nous remarquons que travailler
avec un pH plus faible ne changerait pas la solubilité du sel et travailler avec un pH plus haut
déplacerait I’équilibre chimique dans le sens de la base, ce qui n’a pas d’intérét. L utilisation de la
sonde pH est intéressante pour aider a la compréhension de la théorie mise en place en
bibliographie, mais ne constitue pas un point clef de notre travail.

V.5. Suivi de la suspension au cours du procédé

Il existe différentes manicres de générer des cristaux en solution apres la réaction de
salification dans un réacteur agité. Le diagramme de phases de la figure 178 permet de
comprendre, selon les conditions du procédé comment se placer pour suivre un procédé en
particulier. Ainsi, par exemple, la base TD901 est dissoute a 78,12 g.I.! dans I’éthanol a 73°C
(point bleu sur le graphique, conditions trés solubles). L’action 1 réside en 'addition d’acide
chlorhydrique dilué dans I'eau pour former le sel. Nous travaillons alors avec 70,63 g.I.' de sel
dans un mélange de solvant 90/10 EtOH/Eau (v/v), représenté par le point B sur de la figure.
Le point B rouge est en dessous de la courbe de solubilité¢ correspondant aux conditions
soluté/solvant, signifiant que le soluté est sous-saturé a cette température. A partir de la, plusieurs
actions sont envisagées :

» 2: Abaisser la température 2 65°C pour se placer en conditions sursaturées et ensemencer
avec la phase A du sel final (nucléation secondaire)

» 3 : Abaisser la température jusqu’a atteindre la limite de zone métastable (autour de 61°C)
et provoquer la nucléation primaire

> 4. Evaporer le solvant a partir du point C pour concentrer la solution jusqu’a atteindre la
limite de zone métastable (~79 g.L.-1 a 65°C) et provoquer la nucléation primaire

» 5: Ajouter une quantité connue d’anti-solvant afin de placer le soluté (concentration un
peu diminuée par dilution) dans la zone labile dun autre diagramme de phase
correspondant au nouveau mélange de solvants (courbe de solubilité et limite de zone
métastable en vert sur la figure)

» 6 Faire une précipitation du sel au moment de se formation chimique (fleche de E 4 F
sut le graphique). Par exemple, se placer a 60°C pour que dans ces conditions, le sel se

trouve dans la zone labile du diagramme de phase. Une fois la concentration de ~66 g.1."

de sel atteinte pendant la réaction chimique, le soluté nuclée de manicre spontanée
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Figure 178 : Utilisation d’un diagramme de phase pour piloter la nucléation

Parmi ces cinqg méthodes, chacune déterminant le type de procédé de cristallisation, nous
avons cherché si 'une d’entre elles était plus adaptée qu’une autre a la cristallisation de notre
chlorhydrate a laide des sondes ## sitn FBRM et caméra vidéo. La partie concernant
Iensemencement a été développée de manicre plus importante pour comprendre 'impact des
différents parameétres expérimentaux sur la qualité des cristaux.

L’évaporation a de suite été écartée pour des questions de sécurité car 'idée d’évaporer
une solution riche en acide chlorhydrique n’est pas bonne pour I'équipement (HCI attaque les
pieces en métal et les soudures) et pour la sécurité du manipulateur (bien que le réacteur soit
protégé dans une hotte dédiée).

Remarque préalable : Teffort a été porté sur la recherche des conditions optimales
particulicres a un petit réacteur homothétique de laboratoire comme celui du LAGEP.
L’utilisation des contre-pales [Fig. 73], quoique essentielle pour I'extrapolation des procédés a des
volumes plus importants, est ici rendue inutile, voire néfaste. Inutile, car les sondes plongées dans
la suspension (FBRM, Vidéo, température) en plus de I'agitateur servent déja de contrepales pour
un si petit volume réactionnel et empéchent la formation d’un vortex important. Néfaste, car
dans ce volume restreint, elles picgent une quantité non négligeable de solide des le début de la
nucléation entre la paroi interne du réacteur en verre et les cercles des contrepales (zones mortes
d’agitation). Pour des réacteurs de laboratoire plus gros, les contrepales restent obligatoires pour
faire des études de procédé.

Enfin, nous avons beaucoup travaillé en amont autour de la vitesse d’agitation du procédé
de référence afin de correctement mettre en suspension le solide pendant la cristallisation et
éviter les zones mortes d’agitation, sans pour autant trop agiter et créer des problemes de
vibrations excessives de I'appareillage. 650 rpm s’est avéré étre une vitesse d’agitation idéale avec
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ce réacteur, le calcul de la puissance dissipée par unité de masse donnant une valeur idéale (0,321
W.kg’l) pour mener une cristallisation, entre 0,3 et 0,5 \W.kg'1 [Tableau 9]. Par ailleurs, I'agitation
de la suspension crée des projections sur les parois du réacteur. La géométrie de notre réacteur
fait que cette zone est aussi thermostatée a haute température et provoque I'évaporation du
solvant au contact de la paroi, laissant du solide au dessus du niveau du mélange réactionnel.
Quelques fois, cette collerette se décolle et peut favoriser la nucléation secondaire du soluté avant
que la cristallisation soit lancée.

La vitesse de refroidissement de référence a été ajustée a 5°C.h" car refroidir 2 10°C.h" a
entrainé a plusieurs reprises la prise en masse de la suspension. Le volume réactionnel a aussi été
ajusté a 120mL au lieu des 100mL nominaux pour s’assurer que les sondes soient parfaitement
plongées au cceur de la suspension. Une photo du montage du LAGEP est donnée en figure 179.
Deux ordinateurs enregistrent les données de la sonde FBRM, les images de la sonde vidéo 7 situ
et les données du bain (T, ugene Lrtacteurs Lbain)-

3 '_ X -~ %..__________
Figure 179 : Montage du LAGEP avec les sondes Pt100, vidéo 7z sitv et FBRM

V.5.1. Cristallisation par relargage

Le relargage consiste en I'addition d’un anti-solvant dans la solution. L’anti-solvant doit
réduire tres sensiblement la solubilité du soluté dans le mélange de solvant nouvellement
constitué, au point que la concentration soit au niveau de la zone labile sur le diagramme de
phases correspondant au nouveau milieu (solvant + anti solvant), provoquant la nucléation
spontanée pendant ou a la fin de la coulée de I'anti-solvant. Il faut cependant s’assurer que I'anti
solvant est parfaitement miscible avec le solvant, ou encore ne provoque pas de séparation
liquide/liquide avec le soluté. Enfin, le relargage est limité par le volume utile du réacteur, il faut
bien prévoir ce parametre avant le chargement du soluté, du solvant, et de 'anti-solvant.

Etant donné que nous travaillons déja avec un mélange de solvants, nous nous sommes
limités au couple éthanol/eau, considérant que I’ajout d’un solvant supplémentaire rendrait le
probleme trop complexe. Dans les conditions de départ du procédé, en regardant la figure 139,
nous pouvons dire que l'anti solvant est Iéthanol car la solubilit¢ décroit en fonction de la
proportion d’éthanol a température constante, entre 0 et 50 % volumique d’eau dans le solvant.
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Si nous reprenons les conditions classiques du procédé, une fois la réaction acido-basique
complétée avec 0,95 équivalents d’acide chlorhydrique, la concentration de sel est de 70,63 g.I."
dans précisément 129,4 mL de solvant de composition 90,35/9,65 EtOH/Eau (v/v). En
reprenant la figure 180 qui est un grossissement des isothermes de solubilité du sel dans les
mélanges éthanol/eau (adaptation de la figure 139), par détermination graphique, nous lisons la
solubilit¢ du sel a 56 gI.' pour 65°C. Autrement dit, nous sommes dans des conditions de
sursaturation = 1,26 avec AC = 14,6 g.L’l. Ces conditions sont représentées en noir sur la figure
180 par le “point de fonctionnement”. Notons enfin que lorsque nous avons cherché a faire de la
nucléation primaire dans ces conditions en refroidissant 2 10 °C.h", la nucléation a eu lieu a
60,2°C. Graphiquement, nous déterminons la solubilité a cette température pour 45 gL'
Autrement dit, la nucléation a eu lieu a une sursaturation 3 = 1,57 avec AC = 25,6 g.L’l. La
valeur de sursaturation relative de 1,57 nous donne un ordre de grandeur de la sursaturation a
atteindre pour provoquer la nucléation primaire du systeme.

Point de
fonctionnement
+ 20 mL
d'éthanol

+ 20 mL

80

60

Solubilité d'éthanol
(9/L) 45°C
40
35°C
20
0 'a
0 9% (v/v) d’eau dans le mélange 10 20

Figure 180 : Isothermes de solubilité du sel en fonction du ratio éthanol/eau

L’addition de 20 mL d’anti solvant éthanol modifie la concentration a 61,17 g.L’l dans
149,4mL. de solvant 91,64/8,36. Pour cette concentration (point vert sur la figure 180), la
solubilité est atteinte pour 47 g.I.”, la sursaturation est alors de B = 1,30 avec AC = 14,1 g.I".
Nous avons recherché a déplacer notre point de fonctionnement vers la gauche du graphique afin
d’augmenter la sursaturation relative 3. Malheureusement, ’'addition du solvant engendre une
dilution du soluté et un déplacement vers le bas du graphique. Nous avons certes augmenté la
sursaturation de 1,26 a 1,30, mais c’est trop peu pour provoquer une nucléation primaire.
Drailleurs, la sursaturation absolue AC, représentant la différence des potentiels chimiques Ap,
vraie force motrice de la nucléation, a été réduite. Autrement dit, le but recherché n’a pas été
atteint dans un premier temps.

Une nouvelle addition de 20 mlL d’anti solvant éthanol permet d’ajuster C = 53,95g.1."
dans 169,4mlL de solvant 92,62/7,37. Pour cette concentration (point bleu sur la figure 180), la
solubilité est atteinte pour 41 g.L’i, la sursaturation est alors de B = 1,31 avec AC = 12,9 g.L’i. En
fin de compte, 'addition d’un peu d’éthanol supplémentaire n’arrange rien et réduit encore plus la
différence AC.
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Nous avons cherché a reproduire ces conditions 4 65°C au laboratoire, sans succés. A
partir du travail sur le diagramme de phases, nous savions que les conditions ne seraient pas
réunies pour atteindre une sursaturation suffisamment forte par la seule action du relargage a
65°C, et nous I'avons vérifié dans un réacteur agité. Nous aurions pu envisager de faire 'addition
a une température un peu plus basse, mais par soucis de comparaison avec le procédé de base, la
température a été maintenue a 65°C. La sursaturation cible de 1,57 n’a pu étre approchée qu’a
1,31.

Cette approche nous permet de comprendre les parameétres d’un procédé de relargage. La
solubilité du soluté dans le mélange solvant + anti solvant dépend fortement des mesures faites
dans les mélanges de solvant et pas seulement de 'insolubilité du soluté dans I’anti solvant. De
plus, le couple B / AC n’évolue pas de pair et le systéme TD901 / Ethanol / Eau n’est pas idéal
pour faire un relargage car la solubilité a 65°C n’est pas assez fortement modifiée par un
changement du ratio de solvant. I.’éthanol n’est ici pas un bon anti solvant.

V.5.2. Cristallisation par nucléation primaire

Une fois la réaction acido-basique finie, on effectuera un palier a 65°C, pour vérifier que
le soluté ne nuclée pas spontanément a cette température, sous une agitation de 650rpm puis une
rampe de température de 5°C.h" est imposée. Nous observons visuellement la nucléation lente
du produit dans le réacteur a 60,2°C. Le suivi FBRM et les images 7z situ corroborent cette
observation. La figure 181 montre ’évolution au cours du procédé des différentes classes de
cordes.

Les classes de corde sont la somme des nombres de comptes pour chaque canal
d’enregistrement de P'appareil FBRM (un canal correspond a une taille de corde particuliere).
Ainsi, les résultats sont donnés en nombre de comptes par seconde pour les trés petites tailles de
cordes (1 a 5 um - courbe rose), les petites tailles de cordes (5 a 15 um - courbe rouge), les
moyennes tailles de cordes (15 a 50 pm - courbe bleue), les grandes tailles de cordes (50 a 100 pm
— courbe violette) et les tres grandes tailles de cordes (100 a 500 um — courbe marron).

Dire qu’il s’agit de taille de particules serait abusif car la FBRM n’est pas réellement un
granulometre, et ce d’autant plus pour des aiguilles qui ont, en plus, Paptitude a s’agglomérer sous
forme d’oursins (la notion de corde d’aiguille a un sens physique tres limité). Ces résultats sont
donnés en paralléle du suivi de la température dans le cceur de la solution et de la suspension. Les
résultats obtenus par la FBRM traduisent Pévolution des cristaux mais restent largement
qualitatifs.

En ce qui concerne les résultats FBRM de notre expérience, nous remarquons qu’au
moment de la nucléation, le nombre de comptes des moyennes cordes s’est élevé rapidement, au-
dela méme du nombre concernant les petites et tres petites cordes. La figure 182 donne un
grossissement de la figure 181 au niveau de la nucléation. Pendant la premic¢re demi-heure apres
la nucléation (de 60 a 57,5°C), le nombre de comptes des grosses et tres grosses cordes de
particules a aussi augmenté singulicrement avant de se stabiliser et puis de chuter au cours du
temps. Cela est sans doute du a 'agglomération de petites aiguilles sur les plus grandes qui ont
nucléé plus tot.

I’augmentation progressive des nombres de comptes au cours du temps pendant le
procédé indique que le produit nuclée tout au long du procédé. L’agglomération des aiguilles est
importante.
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Figure 181 : Suivi FBRM pour un procédé a nucléation primaire
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Figure 182 : Grossissement des résultats FBRM concernant la nucléation primaire

L’enregistrement FBRM est aussi exploitable par répartition du nombre de comptes par
canal de mesure en fonction de la longueur de cordes. La figure 183, représente le rapport du
nombre de comptes par canal de mesure sur le nombre total de comptes en fonction des
longueurs de cordes. Ce résultat pourrait s’apparenter a une distribution de taille de particules
(DTP) a l'exception que, encore une fois, il ne s’agit pas de granulométrie car dans le cas des
aiguilles agglomérées, ce qui est détecté par la sonde FBRM est en général la section des aiguilles,
le cceur ou les aiguilles des oursins agglomérées [MONNIER 96].
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Figure 183 : Evolution des longueurs de cordes mesurées au cours du procédé

Cette figure 183 montre qu’au moment de la nucléation, a 60,2°C, la population est assez
hétérogene, assez riche en particules de moyenne taille. D’ailleurs, la valeur médiane des
longueurs de cordes mesurées est de 16,29 um au moment de la nucléation. Une demi-heure plus
tard, a 57,6°C, cette distribution de longueur de cordes de particules (DLCP) a sa valeur médiane
sur 11,55 pum, elle est encore riche en particules de moyennes et grandes tailles (15 a 100 um). A
la fin de la cristallisation, a 20°C, la DLCP s’est affinée autour des fines particules, la médiane est
de 10,56 pum.

Le suivi de la cristallisation par une observation des images zz situ corrobore parfaitement
ces observations. Au moment de la nucléation, les rares aiguilles [Fig. 184A] que nous voyons
sont toutes particuliecrement longues. Les conditions de sursaturation sont 3 = 1,57. On peut
penser que le solide, dans un milieu a sursaturation forte et encore pauvre en cristaux et voit sa
croissance favorisée par rapport a la nucléation I'espace des premicres minutes. Cependant, assez
vite, la nucléation devient importante, 7 minutes apres, a 59,6°C, de plus petites aiguilles nucléent

[Fig. 184b).

Figures 184 : Observation de la suspension a 60,2°C (A) et 59,6°C (B)
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Figures 185 : Observation de la suspension a 59,4°C (A) et 57,6°C (B)

Encore deux minutes plus tard, a 54,9°C, on obsetve une plus grande hétérogénéité de la
longueur des aiguilles [Fig. 185a] avec des aiguilles de plusieurs centaines de microns de long et de
nombreuses aiguilles de seulement plusieurs dizaines de microns de long. Certaines aiguilles,
peut-étre celles qui ont nucléé et cri au tout début de la nucléation, sont tellement longues par
rapport aux autres qu’aprés une demi-heure, elles se sont bloquées dans I'entrefer (~1mm) des
deux plots de la sonde vidéo. Les plus petites aiguilles [Fig. 185B] se sont agglomérées autour de
ces grandes aiguilles, ne permettant plus, en dépit de I'agitation, le défilement de la suspension
pendant le reste du procédé. Notons, en plus, que la longueur des aiguilles observées est bien plus
grande que la DLCP mesurée du fait que la probabilité qu’une aiguille passe devant la zone de
mesure de la sonde FBRM dans son orientation longitudinale est minuscule. Les résultats FBRM
sont intéressants pour une exploitation relative et des comparaisons cas par cas, mais pas pour
des mesures absolues avec des particules non sphériques.

Nous avons aussi remarqué qu’en dessous de 50°C, se forme une zone morte d’agitation
sur la partie supérieure de la suspension, sans doute die au faci¢s et a la taille des cristaux formés.
L’hétérogénéité de la longueur des cristaux, une quantité non négligeable de longues aiguilles, et
de nombreuses trés petites, peut expliquer, avec l'aide de l'observation [Fig. 185b], une
ageglomération importante du TD901, en dépit de la puissance d’agitation tres correcte (0,32
W.kg"). Apres filtration (mauvaise filtrabilité) et séchage, observation des cristaux avec le MEB
montre des agglomérats de petites aiguilles [Fig. 186].

CIH=M 3. @KU

Figures 186 : Photos MEB du solide aprés un procédé a nucléation 12’“re *300 (A) et * 1400 (B) |
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Ce facies n’est pas du tout intéressant pour un procédé a développer. Nous avons de suite
vu que la filtration était assez longue et qu’apres une heure d’expurgation (temps supplémentaire
du solide humide sur le fritté une fois que la filtration du solvant semble avoir été finie), le solide
restait riche en solvant (comparaison des masses par rapport aux autres manipulations). Apres
lavage et séchage, nous avons récupéré 4,61 g de solide pour 9,15 g théoriques au cas ou les 0,95
¢quivalents d’acide avaient réagi et que nous ayons pu récupérer tout le soluté sous forme solide.
Cela donne un rendement de 50,3%. Une partie du soluté repart de toute fagon dans les jus meres
a cause de la solubilité de 10,1 g.I" dans le solvant 90/10 EtOH/Eau 4 20°C, en supposant que
I’équilibre thermodynamique soit atteint a 20°C pour étre sur de récupérer le plus de solide
possible.

Cependant, l'objectif de cette manipulation ne résidait dans le rendement chimique, mais
de comprendre I'impact des conditions de cristallisation sur les propriétés dusage du solide.
L’intéréet étant de comparer les conditions, nous avons filtré les suspensions, pour toutes les
¢tudes, des l'arrivée a la température de 20°C.

V.5.3. Cristallisation par précipitation du sel

Nous savons désormais que dans les conditions type du procédé, le soluté nuclée
spontanément a 60,2°C. A partir de cela, nous avons ensuite réalisé un procédé de précipitation
du sel. Le principe consiste a nucléer le soluté des sa synthese chimique. 11 faut pour cela se placer
dans des conditions pour que la nucléation ait lieu spontanément. Il est montré dans la figure 178
qu’a 60°C (du point E au point F), au cours de la réaction acido-basique de cinétique rapide, la
concentration en sel augmente alors que celle de la base diminue, une fois que la concentration
atteint la limite de zone métastable, la nucléation du soluté a lieu (la concentration finale du sel se
trouve dans la zone labile du diagramme de phases).

Le procédé consiste a couler I'acide chlorhydrique pendant 10 minutes a 60°C. La
nucléation n’est pas immédiate (le temps de la réaction de formation du sel), mais de 2 minutes
apres la coulée, les premiers cristaux sont observables dans le réacteur a I'ceil nu, ce qui est
confirmé par observation iz situ [Fig. 187A]. Des aiguilles de plusieurs centaines de microns de
long ont rapidement nucléé et cri. L’agglomération de ces aiguilles en oursins naissants est
immédiate [Fig. 187A] 10 minutes apres la fin de la coulée, les longues aiguilles accrochent les
plus petites et 'agglomération est importante. Trente minutes apres la nucléation, une rampe de
5°C.h" est imposée.

¥ :
4 4
Figures 187 : Observation de la suspension 2 60°C, 2 min (A) et 10 min

/
y

i

apres la coulée

Les résultats obtenus par I'acquisition FBRM, donnés dans la figure 188 sont tres proches
des résultats obtenus pour la nucléation primaire. C’est d’ailleurs logique puisqu’il s’agit du méme
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mécanisme de nucléation. La comparaison des évolutions des nombres de comptes par canal au
moment de la nucléation est identique avec les résultats de la figure 182. En fin de manipulation,
les nombres de comptes sont tres proches.
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Figure 188 : Suivi FBRM pour un procédé a précipitation du sel

I’évolution des distributions de longueurs de cordes mesurées pendant le procédé est
donnée dans la figure 189. 15 minutes apres la fin de la coulée, la médiane des longueurs de
cordes est de 12,19um et évolue a 10,06 um a 56,5°C puis 10,03 um en fin de cristallisation a
20°C. Les deux premicres courbes de la figure 189 sont tres bombées autour de 50-200um.
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Figure 189 : Evolution des longueurs de cordes mesurées au cours du procédé
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Si nous exploitons ces valeurs de DLCP avec une échelle logarithmique [Fig. 190], nous
avons des résultats plus marquants avec deux maxima autour de 10 um et de 100 pm pour les
premicres mesures. Au cours du procédé, ce deuxieme maximum s’efface et les nombres de
comptes par canal se décalent vers la population d’une longueur médiane de 10,03 um en fin de
procédé.

4

— 15min apres la coulée a 60°C — 56,5°C — 20°C
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Figure 190 : Evolution des longueurs de cordes mesurées au cours du procédé, échelle log

L’ouverture du réacteur n’a laissé aucun doute sur I'impact du procédé sur la qualité
cristalline du produit. Le tiers supérieur de la suspension a pris en masse autour des sondes. Ce
que nous avions senti lors de P'essai de nucléation primaire s’est accentué avec la précipitation
avec une hétérogénéité de la suspension due a 'agglomération importante de fines particules sur
les grandes. Méme une agitation un peu plus forte (~850 rpm) n’aurait pas pu éviter cela. Aussi,
on peut imaginer que I’évolution de la DLCP de la figure 190 est caractéristique de ce qui s’est
passé, les grandes particules et une partie des petites se sont déplacées vers le tiers supérieur de la
suspension et n’ont plus bougé. Dés lors, elles ont disparu de 'espace de mesure devant la sonde
FBRM. La sonde n’a pas mesuré quelque chose de représentatif de 'ensemble du réacteur.

Figure 191 : Photo du contenu du réacteur ouvert a la fin de la manipulation
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La filtration de la suspension récupérée est tres difficile, et en dépit de expurgation d’une
heure apres le lavage, le solide reste gorgé de solvant. Le rendement mesuré apres séchage est de
48,7%, a peine inférieur au procédé de cristallisation par nucléation primaire pendant le
refroidissement.

En résumé, ce procédé de nucléation incontrolée accompagnée d’une agglomération
importante des aiguilles aboutit a des cristaux avec un facieés donnant de mauvaises propriétés
d’usage ainsi qu’a une prise en masse dans le cristallisoir de 120mL. I’agglomération des aiguilles
est tres importante. [Fig. 192]. On peut donc qualifier ce procédé de mauvais.

CIHEHM, 3 taELU A M i £ Hz=M F.agu & =l.4E i

A -

Figures 192 : Photos MEB du solide aprés un procédé par précipitation %300 (A) et * 1400 (B)

V.5.4. Cristallisation par ensemencement

Apres la nucléation primaire, nous décrivons ici, dans le détail, une manipulation de
référence avec ensemencement. Les parametres de référence sont les suivants :

Ensemencement a 65°C

Ensemencement avec 1% du solide attendu

Agitation a 650 rpm

Palier isotherme de 30 minutes apres 'ensemencement
Refroidissement a 5°C.h

YVVVVY

Le suivi des nombres de comptes au cours du procédé est donné dans la figure 193. Dés
le moment de 'ensemencement, les nombres de comptes sont élevés. Au bout de 20 minutes, les
valeurs sont déja trés proches des valeurs finales avec 6000 comptes.sec’ pour les trés petites
longueurs de cordes (1 2 5 um, courbe rose), 15000 comptes.sec’ pour les petites longueurs de
cordes (5 a 15 um, courbe rouge) et 10000 comptes.sec” pour les moyennes longueurs de cordes
(15 a 50 um, courbe bleue marine).

I’évolution des grandes longueurs de cordes (courbe violette de la figure 194) monte a
1300 comptes/sec au moment de l'ensemencement et diminue rapidement a cause de la
désagglomération de la semence. Au bout de vingt minutes, cette évolution repart a la hausse, de
maniere tres lente. On note que les cristaux de grandes tailles sont plus riches en matiere que les
petites aiguilles, aussi un compte d’une petite aiguille n’équivaut pas a un compte d’une longue
aiguille en masse de soluté. Il est logique que de manicre absolue, le nombre de comptes des
grandes particules (et des gros agglomérats) soit plus petit que le nombre de comptes des petites
aiguilles.
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Au cours du refroidissement, ’évolution des longueurs de cordes de taille moyenne est
progressivement croissante jusqua une valeur constante (de 10000 a 12000 comptes.sec™). Le
nombre de comptes des longueurs de cordes des petites particules ne décroit que de 15000 a
14000 comptes.sec” sur la méme période.
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Figure 193 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement

Le nombre de comptes des petites particules ne chutant pas en dessous des 50°C, nous
pouvons dire qu’il n‘y a pas ou peu de croissance des cristaux entre 50 a 20°C. La nucléation
prend le pas sur la croissance des aiguilles.
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Figure 194 : Grossissement des résultats FBRM concernant le procédé avec ensemencement
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Figure 195 : Evolution des longueurs de cordes mesurées au cours du procédé, échelle log

Iévolution de la DLCP au cours du procédé est différente des procédés avec nucléation
primaire car dés le début de la nucléation (courbe bleue de la figure 196), la distribution ne
présente qu'un seul maximum. La médiane de la distribution est de 10,67 pm, 5 minutes apres
Pensemencement. A la fin du palier isotherme a 65°C, elle est de 10, 85 um et se déplace a 11,74
um 2 la fin de la cristallisation a 20°C. La croissance des particules n’est pas nulle, mais sans doute
extrémement faible en dessous de 50°C et le refroidissement 2 5°C.h" ne provoque pas, dans ces
conditions de nouvelles vagues de nucléation, mais sans doute une nucléation secondaire
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régulicre avec croissance des germes formés. La sursaturation a 65°C est de $=1,25 au moment
de Pensemencement. La nucléation secondaire provoquée par 'ensemencement doit consommer
suffisamment de soluté pendant le palier isotherme de 30 minutes pour éviter cette nouvelle
vague de nucléation. Des la nucléation, nous avons affaire a un mécanisme de nucléation-
agglomération ou les aiguilles se concentrent sous forme d’oursins. L’évolution des longueurs de
cordes des petites particules reste constante. Or en cas de croissance, elle devrait diminuer. Cela
signifie donc que le soluté nuclée régulierement pendant tout le procédé.

Les résultats FBRM n’ont pas montré a un moment du procédé la présence de longues
aiguilles de TD901. L'utilisation de la sonde vidéo iz situ permet de valider les résultats FBRM. La
figure 196A montre Iétat de la suspension au moment de I'ensemencement. On observe que
cette semence, broyée et agglomérée, est plutot mal définie et surtout sans aiguilles de taille
suffisamment grande pour étre observées. Des la premiére minute apres ensemencement [Fig.
196B], nous observons la formation d’aiguilles de plusieurs dizaines de microns de long et des
premiers agglomérats sous forme d’oursins. Apres 2 minutes [Fig. 196C], la densité de solide dans
la suspension est déja plus riche, nous observons de plus en plus d’oursins. Il semblerait que la
masse augmente par nucléation-agglomération. Apres 5 minutes [Fig. 196D], I'image n’est plus
exploitable cas la densité dépasse 5 a 8 % de solide dans la suspension, concentration limite pour
une bonne observation avec cet outil de visualisation 7z situ. Bien que T'utilisation de cette sonde
soit limitée par la concentration en solide dans le réacteur, elle permet toutefois de visualiser les
phénomeénes au moment de la nucléation et s’avere particulierement complémentaire a la sonde
FBRM. Nous pouvons par exemple, faire des mesures quantitatives de la longueur des aiguilles,
ce qui n’est pas réalisable avec la sonde FBRM. En tout cas, ces images, enregistrées pendant
l’a%itagion du contenu du réacteur, correspondent a I’exploitation des résultats FBRM.

- y 1Y

Figures 196 : Observation de la suspension pendant ’ensemencement (A), une minute apres (B),
deux minutes aprées (C) et cing minutes apres (D)
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La suspension est homogene tout au long du procédé, la filtration est moins difficile et
apres lavage et expurgation, le solide est beaucoup moins riche en solvant que pour les procédés
avec nucléation primaire. Apres séchage, nous calculons un rendement de solide de 53,3%. Les
cristaux sont finalement un peu agglomérés et sont des aiguilles bien définies, de plusieurs
dizaines de microns de longueur.
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Figures 197 : Photos MEB du solide aprés un procédé par ensemencement *300 (a) et * 1400 (b)

Sans surprise, le procédé par ensemencement donne de bien meilleurs résultats que pour
un procédé de cristallisation par nucléation primaire. Méme si le systeme sel/solvant nous impose
I'obtention d’aiguilles (aux mauvaises propri¢tés d’usage), travailler avec un ensemencement est le
choix le plus adapté pour mener la cristallisation du TD901.

V.5.4. Changement des paramétres pour la cristallisation
par ensemencement

A partir du procédé de référence, nous pouvons modifier les différents paramétres pour
voir si nous pouvons améliorer les résultats, et au cas ou nous les rendrions moins bons, chercher
a en comprendre les raisons. Les parameétres modifiés sont les suivants :

Vitesse d’agitation (450 rpm et 850 rpm)

Vitesse de refroidissement (2°C.h™" et 10°C.h™)

Quantité de semence (0,5 % et 2%)

Température de ensemencement (70°C)

Durée du palier isotherme apres 'ensemencement (une dizaine d’heures)
Combinaison de I'ensemencement a 70°C avec d’autres modifications de parametres

YVVVVVY

A — Modification de la vitesse d’agitation

Comme nous l'avons calculé dans la partie IV.4 de la section “Matériels et Méthodes”,
I'agitation du réacteur a seulement 450 rpm au lieu de 650 rpm, dégage une puissance par unité de
masse de seulement 0,106 W.kg"'. On peut penser que l'agitation n’est pas suffisamment forte
pour homogénéiser la suspension. L’essai correspondant a validé cette hypothése. Le suivi
FBRM, fourni en figure 198 montre des fluctuations des mesures. Le bruitage de la température
entre 50 et 60°C laisse penser qu’il y a un léger blindage autour des sondes. On peut attribuer la
croissance du nombre de comptes des petites et tres petites longueurs de corde a un probléme
d’homogénéisation de la suspension [Fig. 198]. Par contre, la vague croissante de ces nombres de
comptes a partir de 50°C peut étre die a une nouvelle nucléation.
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Figure 198 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 450 rpm

Etant donné que les valeurs de ces nombres de comptes au moment de 'ensemencement
sont inférieures a celles de Pessai de référence (4000, 11000 et 9000 comptes.sec” au lieu de 6000
14500 10000 comptes.sec’ pour les trés petites, petites et moyennes longueurs de cordes), il est
tout a fait concevable que I'agitation n’ait pas assez amené d’énergie au systeme pour favoriser la
nucléation secondaire réguliere des cristaux, cette seconde vague de nucléation secondaire
permet de consommer, de nouveau, le soluté.
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Figure 199 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 850 rpm
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L’agitation a 850 rpm donne exactement les mémes résultats quantitatifs que I'essai de
référence a la fin de Pexpérience [Fig. 199], c'est-a-dire des nombres de comptes de 6000, 14000
et 12000 comptes.sec. (Le saut a 25°C est un artefact). Il semble alors inutile d’agiter & plus de
650 rpm.

Les images MEB du solide obtenues apres ces 2 essais ne donnent rien de différent par
rapport a I'essai de référence [Fig. 197]. Les rendements sont respectivement de 52,9% et de
55,1%

B — Modification de la vitesse de refroidissement

La maitrise de la vitesse de refroidissement est essentielle pour contréler la consommation
du soluté en fonction de la position de la limite de zone métastable. Refroidir trop vite devrait
entrainer de nouvelles vagues de nucléation. Au contraire, de manicre générale, refroidir plus
lentement favorise la croissance des cristaux. I’essai de la figure 200 a été fait avec une rampe de
refroidissement de 10°C.h". Nous n’observons pas de deuxiéme vague de nucléation franche,
mais les nombres de comptes en fin de cristallisation sont supérieurs a ceux de I’essai de référence
pour les tres petites et petites longueurs de cordes (7000, 16000 et au lieu de 6000, 14000
comptes.sec'), mais un peu inférieurs pour les moyennes longueurs de cordes (11500
comptes.sec’ au lieu de 12000 comptes.sec'). Comme nous avons vu que les nombres de
comptes des moyennes longueurs de corde avaient plus de poids (quantité de maticre) par
rapport aux petites longueurs de corde, les sommes sont équivalentes. Comme prévu par la
théorie, refroidir plus lentement, a 5°C.h" favorise donc un peu plus la croissance des cristaux.
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Figure 200 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 10°C.h’*

Le suivi FBRM pour lessai refroidi 2 2°C.h™ est donné dans la figure 201. Comme on le
voit, les relevés sont d’abord tres bruités, ce que 'on peut imputer a une zone morte d’agitation
mal placée devant la sonde, voire a un blindage de la sonde. Les nombres de comptes pour les
trés petites et petites particules sont plus faibles que pour I'essai de référence (4500 et 11500 au
lieu de 6000 et 14000 comptes.sec), ils sont équivalents pour les moyennes longueurs de cordes
(12000 comptes.sec™).
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Figure 201 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 2°C.h’'

Ils sont par contre bien supérieurs pour les grandes longueurs de corde (1800 au lieu de
1200 comptes.sec’). On note encore une fois que la croissance des nombres de comptes pour les
moyennes et grosses particules a lieu entre 65 et 50°C. En dessous de 50°C, il n’y a pas
d’évolution notoire. LLe compte des petites particules ne chute toujours pas. Les rendements sont
respectivement de 54,5 et 53,1%.

C — Modification de la quantité de semence

Ajouter plus ou moins de semence augmente ou réduit la surface sur laquelle on
provoque la nucléation secondaire initiale. On s’attend a ce que les nombres de comptes au
moment de lensemencement soient différents de l'essai de référence. Nous avons ainsi
ensemencé avec deux fois moins [Fig. 202A] et deux fois plus de semence [Fig. 202B].

Figures 202 : Images prises in situ dans le réacteur a 65°C au moment de ’ensemencement avec
0,5% (A) et 2% (B) de la quantité de sel théoriquement obtenu a la fin de 'expérience
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Figure 203 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 0,5% de semence

Ensemencer avec 0,5% de sel donne les résultats FBRM de la figure 203. On observe que
les nombres de comptes sont bien inférieurs au moment de 'ensemencement que pour 'essai de
référence (4500, 12000 et 9000 comptes.sec’ au lieu 6000, 14500 et 10000 comptes.sec). Les
valeurs finales sont par contre identiques (6000, 14000 et 12000 comptes.sec). Si moins de soluté
a été consommé pendant 'ensemencement, une seconde vague de nucléation a 60°C a permis de
rattraper écart par rapport a la référence. Du point de vue de la qualité finale du solide, cela ne
change rien, mais il vaut mieux éviter une nucléation plus forte.

Ensemencer avec deux fois plus de sel [Fig. 204] donne exactement les mémes résultats
finaux qu’avec 1% de semence. La différence au moment de I'ensemencement est minime, les
nombres de comptes des tres petites et petites longueurs de cordes sont a peine supérieurs (de
500 comptes.sec) aux valeurs de référence avant de revenir aprés une demi-heure aux valeurs de
I'essai a 1% de semence.

Dans notre cas, ensemencer a 65°C avec plus de 1% de semence n’apporte rien. Les
rendements finaux sont de 51,8% et de 54,3%, nous n’observons aucune différence au niveau du
faciés des cristaux par rapport aux figures 197.
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Figure 204 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, 2% de semence

D — Elévation de la température d’ensemencement

I’augmentation de la température d’ensemencement réduit la sursaturation de 1,25 a 65°C
a 1,03 a 70°C (solubilité calculée par extrapolation exponentielle de la courbe de solubilité du sel
[Tableau 24]). La semence devrait consommer beaucoup moins de soluté pour la nucléation
secondaire lors de son addition dans la solution. La figure 205 représente le suivi FBRM de cet
essal. Les valeurs des nombres de comptes sont en effet faibles au moment de 'ensemencement
(3500, 9000 et 8000 comptes.sec’) et surtout n’évoluent que peu pendant les 30 minutes
d’isotherme car la solution est encore tres pres de 'équilibre thermodynamique. De 70°C a 65°C,
nous observons, pour la premiere fois un transfert des nombres de comptes, des trés petites et
petites longueurs de cordes vers les moyennes longueurs de cordes, ce qui ferait penser a de la
croissance. Par contre, des 65°C, nous observons une violente vague de nucléation ou les
nombres de comptes de toutes les classes de longueurs de cordes augmentent.
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Figure 205 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement a 70°C

Les valeurs finales par rapport a I'essai de référence privilégient les petites longueurs de
corde (8500 et 17500 comptes.sec') aux moyennes longueurs de cordes (11500 comptes.sec™).
Cette seconde vague de nucléation a fait prendre le pas des petites aiguilles sur les plus grandes
ou les agglomérats d’aiguilles. Cette solution n’est pas la meilleure, mais on peut continuer 2a
travailler sur 'ensemencement a 70°C pour mieux comprendre les phénomenes. On voit sur la
figure 206A qu’apres 30 minutes, la densité de solide est encore suffisamment faible pour
permettre I'observation de la suspension. A 68°C, la suspension s’épaissit.

Figures 206 : Images prises in situ dans le réacteur 4 79°C, 30 minutes aprés ’ensemencement (a

eta 68°C (b)

Le rendement de cet essai est de 55,7% et les images MEB sont équivalentes a celles de
essai de référence.
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E — Augmentation de la durée de ’isotherme

Imposer un plus long isotherme aprés ensemencement pourrait favoriser la croissance
des aiguilles en consommant au maximum la sursaturation a 65°C.

18000 80
16000 1l
I 65°C 65°C 70
14000 1 1 o
~
2 12000 - G
E 150 &
£ 10000 et g
S 140 &
] g
'3 8000 g,
8 20°C | 30 E
E 6000 o
Z . 1
4000 - i Bl o prm———r 20
2000 - T 10
-
O 7@ T T T T T O
0:00 4:48 9:36 14:24 19:12 0:00
Temps (hh:mm)
— #/sec, 1-5um — #/sec, 5-15um — #/sec, 15-50um — #/sec,50-100um
— #/sec, 100-500pum — T consigne (°C) — T process (°C)

Figure 207 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement, isotherme long a 65°C

On observe que les nombres de comptes évoluent légerement pendant cet isotherme de
15 heures [Fig. 207]. En particulier pour les tres petites et petites longueurs de cordes dont les
comptes baissent légerement et pour les grosses longueurs de cordes qui augmentent bien plus
que d’habitude. Deux hypotheses peuvent expliquer ces phénomenes: tout d’abord une
croissance avec transfert des petites particules vers les moyennes et des moyennes vers les grosses
particules ou bien une agglomération progressive des petites particules pour former de plus
nombreux gros agglomérats. Vu l'aptitude des aiguilles de TD901 a s’agglomérer, nous penchons
vers la seconde solution. Le début de la rampe de refroidissement a 5°C.h" provoque
Paugmentation du nombre de comptes des moyennes et des grandes cordes de particules. Les
chiffres finaux pour les trois premicres classes de particules sont inférieurs aux valeurs de
référence, mais le nombre de comptes des grosses particules est bien supérieur (1800 au lieu de
1200 comptes.sec ).

Pour la premicre fois, la valeur médiane de la DLCP en fin de cristallisation a 20°C est
supérieure a 12 um. En figure 208 est donnée la DLCP apres 30 minutes d’isotherme a 65°C
(valeur médiane de 11,72 pm tout a fait classique), 15 heures d’isotherme a 65°C (valeur médiane
a 13,08 um) et a la fin du procédé (valeur médiane a 14,54 um). Cependant, le rendement (54,8%)
et les images MEB ne changent pas par rapport aux autres essais.
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Figure 208 : D des longueurs de cordes mesurées au cours du procédé, échelle log

F — Ensemencement a 70°C combiné a d’autres
changements de variable

L’ensemencement a 70°C est intéressant car la sursaturation est minime. D’un point de
vue théorique il est intéressant de combiner cet ensemencement avec d’autres conditions pour
vérifier si on améliore les résultats du premier essai ensemencé a 70°C.

Tout d’abord, apres un palier de 30 minutes, la vitesse de la rampe de refroidissement est
abaissée a 2°C.h™. Théoriquement, cela pourrait réduire la seconde vague de nucléation observée
sur la figure 205 au profit d’un peu de croissance. Le résultat, donné en figure 209, ne va pas dans
ce sens-la, car les valeurs finales sont presque identiques et la seconde vague de nucléation suit
exactement le méme profil, un peu plus étalé sur le temps, en rapport avec la vitesse de
refroidissement. Cet essai n’a pas permis d’améliorer la valeur médiane de la DLCP qui est de
9,30 um en fin de cristallisation.

Pour un autre essai, un long isotherme de 11 heures est imposé apres 'ensemencement
[Fig. 210]. Cet isotherme a permis de réduire de manicre trés importante les longueurs de cordes
des trés petites et petites particules (seulement 2500 et 7000 comptes/sec). La valeur médiane de
la DLCP est alors de 15, 80. Le refroidissement a 5°C.h provoque comme prévu une nouvelle
vague de nucléation assez importante. Nous retrouvons les longueurs de cordes de I'essai de
référence en fin de manipulation. L.a médiane de la DLCP chute méme a 9,99 um.

Ces essais montrent que 'ensemencement a une sursaturation bien plus faible n’apporte
pas de changements positifs a la population cristalline dans notre cas. Les rendements sont
toujours du méme ordre, respectivement de 51,9% et de 53,3%. La qualité des cristaux observés
au MEB ne change guére.
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Figure 209 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement 4 70°C, rampe de 2°C.h"
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Figure 210 : Suivi FBRM pour un procédé avec ensemencement a 70°C, isotherme de 11h
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V.6. Conclusions

L’étude d’un procédé de cristallisation nécessite un travail en amont important sur la
connaissance des diagrammes de phases afin de connaitre et maitriser les parametres de conduite
d’un procédé, au moins au moment de la nucléation. Un travail avec une sonde infra-rouge ATR
permettrait de connaitre précisément la concentration a tout moment du procédé et ainsi d’avoir
une connaissance optimale du positionnement sur le diagramme de phases. La mesure de la limite
de zone métastable, dans les conditions types du procédé, est importante pour compléter le
diagramme de phases et conduire la cristallisation.

La piste du suivi du pH pendant la cristallisation du sel n’a malheureusement pas abouti,
les variations du pH pendant la nucléation, secondaire en particulier, ne sont pas suffisamment
importantes pour se servir de cet outil de mesure 7z situ pour suivre la cristallisation du TD901
dans un réacteur agité. On peut d’ailleurs se poser la question plus générale de la signification du
pH en solution majoritairement organique.

Les études du procédé en réacteur agité ont montré que la sonde FBRM et la sonde de
visualisation 7z situ sont parfaitement complémentaires. La ou la sonde FBRM ne permet pas de
faire des exploitations quantitatives, la sonde vidéo permet de quantifier la longueur des cristaux.
De plus, elle permet d’asseoir des hypothéses formulées grace aux résultats FBRM concernant la
nucléation.

Malheureusement, notre systéme choix du sel / choix du solvant est fixé et ne nous
permet pas de faire cristalliser autre chose que des aiguilles, ce que nous avions vu avec le travail
préliminaire dans de petits volumes ainsi qu’avec les études sur la structure. Avec ce systeme a
cristalliser, la compétition entre la nucléation et la croissance est dominée par la nucléation des
cristaux aciculaires, la croissance consommant peu. I’agglomération des aiguilles est tres
importante et, malheureusement, la FBRM ne permet pas de voir ce qui se passe sur les
agglomérats et 'image de la vidéo zz situ est vite saturée au dessus de 5 a 8% de solide en
suspension. Typiquement, le TD901 nuclée selon un mécanisme de nucléation couplée a
I'agglomération. Il est possible d’aller plus loin en parlant de mécanisme de grossissement par
nucléation surfacique et agglomération. La difficulté a croitre dans le sens de la largeur des
aiguilles a déja été observée pour différents systemes (irbesartan, hydroquinone,...). Il a été mis
en évidence la vitesse faible de nucléation de surface et I'agglomération d’aiguilles a faible
sursaturation et d’oursins a plus haute sursaturation [PUEL 08].

Dans ces conditions, 'ensemencement est le meilleur des procédés étudiés (les aiguilles se
développant alors sur des agglomérats de semence) et la méthodologie suivie pour I’étude des
variations des parametres du procédé a permis de déterminer les meilleures conditions a mettre
en ceuvre. Pour une nucléation primaire, les aiguilles se fixent sur les toutes premicres longues
aiguilles qui nucléent et posent de gros problemes d’homogénéisation de la suspension pendant
Iagitation. En effet, l'agitation picge les petites particules, responsables de 'augmentation de la
viscosité, par liaisons avec le solvant. Selon les essais réalisés autour du procédé avec
ensemencement, ensemencer a 65°C a partir d’1% de semence, avec une vitesse d’agitation de
650 rpm est une bonne solution. Imposer un palier alors que la sursaturation est importante, suivi
d’une rampe de refroidissement lente, peut légerement améliorer la distribution de longueurs de
cordes de particules.

Bien entendu, nous aurions pu faire d’autres essais, avec plus de temps et de moyens, en
particulier en imposant un palier a différents points du procédé ou ensemencer avec une semence
différente, mais ces essais constituent une base pour établir une méthode générale d’approche de
la cristallisation de sels pharmaceutiques.
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Conclusions
Générales

La vraie science enseigne, avant tout, a douter et d ignorer.

Miguel de Unamuno (Du sentiment tragique de la vie, 1913)

-209 -



Thibaud Detoisien Conclusions Générales

-210 -



Thibaud Detoisien Conclusions Générales

Le développement chimico-pharmaceutique est soumis a des contraintes importantes. Le
dépot d’un dossier pour faire une demande de mise sur le marché d’un nouvel API impose que
I'on ne puisse plus changer les conditions de synthese et de cristallisation aisément apres le dépot.
Pour cette raison, les choix effectués pendant les années de développement du procédé doivent
étre tres tot les meilleurs. Les contraintes de temps et de quantité, liées aux besoins du
développement (besoin de quantité dans des conditions reproductibles pour les études cliniques,
galéniques, toxicologiques...) ne permettent pas toujours d’effectuer une batterie d’analyse et de
criblage suffisamment large pour détecter des conditions opératoires particulicrement
avantageuses. En effet, les choix du sel et du solvant de cristallisation, li¢ a la phase de ’API,
dictent une grande partie des propriétés d’usage du solide. Les ennuis causés par de mauvaises
propriétés d’usage des cristaux sont attribuables a 50% a la structure interne du cristal et a 50%
au procédé. Nous avons pu étudier dans ce travail de thése, un exemple typique de sel
chlorhydrate en développement chimico-pharmaceutique sur lequel il aurait été intéressant de
penser a faire un autre sel ou une autre phase du produit. La méthodologie globale du
développement d’un sel fixé [Fig. 211], a contre-ion fixé, a été progressivement dessinée lors de
nos travaux pour qu’elle soit adaptée plus tard aux besoins du développement chimique des
laboratoires pharmaceutiques.

Tout d’abord, nous avons effectué une revue bibliographique concernant les aspects
théoriques et pratiques de la nucléation, de la croissance et du polymorphisme cristallin. Le rappel
de quelques notions de cristallographie nous a semblé étre utile pour mieux appréhender les
résultats obtenus par lanalyse des phases monocristallines. I.a bibliographie concernant les
équilibres chimiques et les profils de solubilité était nécessaire pour comprendre vraiment l'intérét
des études de pH sur le travail a venir. Ce travail nous a montré que les courbes C, = f(pH) ont
surtout un intérét pour les mesures de biodisponibilité des APIs et des sels associés et que
I'apport de cette théorie pour la conduite d’un procédé est assez relatif. Néanmoins, c’est une
base essentielle pour avoir une bonne compréhension des questions qui sont posées lors du choix
d’un sel au début du développement d’'un API. Accompagnée d’une revue des étapes du
développement pharmaceutique, cette bibliographie, si elle s’éloigne un temps des notions
scientifiques théoriques, permet d’avoir un meilleur recul sur le travail effectué pendant la these
vis-a-vis des objectifs premiers imposés par Oril industrie.

Dans la seconde partie du manuscrit, la présentation des différentes techniques utilisées
pendant nos travaux permet de comprendre par quels moyens I’étude de la cristallisation peut
étre menée. On discerne ainsi des méthodes pour I'analyse et la recherche de connaissances
fondamentales du systeme étudié (mesure de la solubilité, analyse des phases par rayons X et
analyse thermique, imagerie MEB...), des méthodes de cristallisation a petit volume, non
extrapolables (utilisation de petites cellules thermostatées avec visualisation au microscope) des
méthodes de cristallisation extrapolables (en réacteur agité de 100mL avec mesure du pH, analyse
en ligne des longueurs de cordes de particules et visualisation de la suspension). La richesse de
ces méthodes est due a la complémentarité des équipements et du savoir des deux laboratoires
qui ont encadré ce travail de thése : le Centre Interdisciplinaire de Nanosciences de Marseille
Luminy et le Laboratoire d’Automatique et de GEnie des Procédés de Lyon Villeurbanne. Le
choix du produit d’étude a été discuté parmi toutes les solutions sur lesquelles nous pouvions
partit. La possibilit¢é de travailler sur une molécule “représentative” du développement
pharmaceutique (chlorhydrate, base soluble dans I’éthanol et insoluble dans I’eau, sel soluble dans
Ieau et moyennement soluble dans I’éthanol) était intéressante d’autant plus que la phase
développée, phase A du TD901, posait des problémes de filtration a cause des mauvaises
propriétés d’usage des cristaux aciculaires formés.
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La troisieme partie du manuscrit de thése reprend 'ensemble des résultats issus du travail
sur le TD901. Nous avons montré que les connaissances sur le TD901 étaient assez faibles étant
donné que la phase de PAPI n’était pas connue en tant que monohydrate. Cet hydrate a une
grande propension a libérer ou récupérer une molécule d’eau de maniere stcechiométrique des le
chauffage a 60°C. Son point de fusion est estimé a 208°C, mais des 183°C, la stabilité chimique
du TD901 est mise en jeu. La base, dont la fusion commence a 170°C, tout comme le sel sont
particulierement hygroscopiques.

Nous avons mis au point une méthode de criblage des connaissances sur la solubilité et
les phases de ’API a partir d’un équipement du CINaM : un microscope inversé équipé d’une
platine mobile multipuits thermostatés par effet Peltier. Cette méthode nous a permis, avec moins
de 5 grammes d’API, d’effectuer un criblage important des différentes phases de ’APIL. Nous
avons pu distinguer 12 phases et les études d’analyse thermique se sont avérées tres riches pour
compléter les connaissances sur ces phases afin de sortir 2 phases anhydres, 5 hydrates et 5
solvates. La distinction des facies, la connaissance des solubilités dans 32 solvants purs et dans
une quinzaine de mélanges de solvants, sont tout autant d’éléments importants a connaitre pour
effectuer un choix judicieux pour une phase d’'un API a développer. En ce qui nous concerne, la
phase ] serait treés intéressante a développer du point de vue du facies, et donc des propriétés
d’usage. Il faudrait toutefois avoir la certitude que l'acétone de la structure acétonate pouvait
facilement étre libérée de la structure au cours du séchage du produit. Malheureusement, nous
n’avons pas pu aller plus loin pour 3 ou 4 des conditions choisies par nos soins car la phase du
produit était déja fixée pour étre cristallisée dans un mélange éthanol/eau.

A partir du systeme fixé “chlorhydrate, phase A du TD901 dans EtOH/Eau”, nous avons
fait un travail sur la connaissance des solubilités de la base et du sel nous permettant de travailler
plus tard sur le procédé. La recherche de la structure cristalline de la base et du sel est importante
pour comprendre I'impact que peut avoir I'introduction d’un contre ion sur les interactions
intermoléculaires et sur la modification de la structure. Méme s’il n’a pas été possible de fabriquer
de monocristaux de sel de taille suffisante (ce qui laisse déja penser que le procédé de
cristallisation en réacteur agité ne serait pas bon), les outils de modélisation ont permis de prévoir
que le sel monohydraté serait facile a déshydrater et a réhydrater.

Le travail en réacteur agité était nécessaire pour comprendre que le systeme choisi ne
laissait pas beaucoup de marge de manceuvre pour améliorer les propriétés d’usage du solide. Les
essals réalisés par nucléation primaire se sont avérés trés mauvais car les petites aiguilles viennent
s’agglomérer sur de plus longues et créent des problemes importants d’homogénéisation. La
nucléation secondaire, provoquée par 'ensemencement évite le probleme de nucléation puis de
développement en longues aiguilles favorisés par de fortes sursaturations et permet de travailler
avec une suspension plus homogene. Le procédé a partir duquel nous avons travaillé s’est avéré
trés bon. Grace a la complémentarité des sondes FBRM et de visualisation 7z situ, nous avons pu
comprendre leffet quun changement de variable du procédé (température d’ensemencement,
quantité de semence, vitesse d’agitation, durée de I'isotherme apres ensemencement...) avait sur
la distribution des longueurs de cordes des particules de la suspension de TD901.

Cette stratégie globale d’¢tude dun sel est schématisée dans la figure 211. Cet
organigramme permet de placer les différentes méthodologies les unes par rapport aux autres.
Les retours d’expérience sont importants pour revenir en arricre et réaliser de meilleurs choix en
ce qui concerne le choix du solvant de cristallisation et les variables principales pour modifier le
procédé de cristallisation. Bien entendu, un retour sur le choix du sel est aussi conseillé et des
stratégies doivent étre développées par entreprise pharmaceutique pour pouvoir, le cas échéant,
changer rapidement et facilement de phase de sel a un moment du développement chimique.
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Figure 211 : Méthodologie d’approche du développement d’'une phase cristalline
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Une science se confirme ou s'infirme dans son progres,

non dans la relecture de ses inventeurs.

André Akoun
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systeme Iriclindgue '

v U é a BT

Ii[‘r TG

BZm (D)
Afmmm =

systime monoclinigae

Gram  (Cy)

)

svsteme hexngonal

.@ﬁ%—,?
A, QD @ <

Annexe A : Représentation 3D des 32 classes cristallines [BOUCHET 09
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Systémes cristallins

Groupe ponctuels

Groupes d'espace

Trichnigue 1 Pl
1 P1
Monoclinigue 2 P2PL; C2
m Pm Pc Cm Ce
Xm P2'm P2y'm C2/m P2/c P2y/c C2ic
Orthorhombigque 222 P222 P22, P22 P2 242, C222) C222 F222 1222 12,212
mm? Pmm? Pmec2?y Pec? Pma? PeaZ?; Poc? Pmn?; Pba? Pnal; Pon?
Cmm? Cmec2) Ceoe2 Amm? Abm?2 Amal Abal Fmm?2 Fdd2
Imm? Tba? Ima?
mnum Pmoim Pnnn Peem Phan Pmma Pnna Pomna Peca Pham Peen
Pbem Ponnm Pmmn Pben Pbea Poma Cmem Cmea Commim
Ceem Cmma Ceea Fmmm Fddd Immim Tbam Ibea Imma
Tétragonal 4 P4 P4 P4, P43 14 14,
4 P4I4
4/m Pd4d/m Pdy'm Pdin P4y/n I4/m I4y/a
22 P422 P42;2 P4,22 P41212 P4,22 P4;2112 P42 P43252 1422
I4722
4mm Pdmm P4bm Pdiem Pdanm Pdce Pdne Pdyme Pdobe Idmm I4em
I4ymd I4;Cd
4m P42m P42c P42;m P42jc P4m2 Pdc2 P4b2 Pén2 T4m) 42 T4
2m 1424
4/'mmm P4d'mmm P4d/mecc P4/nbm P4nne P4'mbm P4d/'mne P4/nimmm
P4/mee Pdy'mme Pdy/'mem P4dynbe Pdy'nnm Pdy'mbe Pdz'mnm
P4y'nme P4ynem [4/'mmm I4/'mem I4y/amd I4;/acd
Ehomboédrigue 3 P3 P3, Pi: R3
3 P3R3
i2 P312P321 P3;12 P3,21 P3,12 P3,21 R32
im P3ml P31m P3cl Pilc B3m R3c
im P31m P31c P3ml P3cl R3m Ric
Hexagonal ] PG P6y Pos Po Pog Poa
6 P6
a/m P&/m Po:'m
22 P622 P6122 P6s22 P6222 P6y22 P6322
fimm Pémm Pécc PA:cm Poxme
6m P6m2 P6c2 P62m P62c
6/mmim Po/mmm P6/mec P8y'mem Péy/'mme
Cubique 23 P23 F23 123 P23 12;3
m3 Pm3 Pn3 Fm3 Fd3 Im3 Pa3 Ia3
432 P432 P4;32 F432 F4132 1432 P4;332 P432 14432
43m P43m F43m I43m P43n F43c 143d
m3m Pm3m Pn3n Pm3n Pn3m Fm3m Fm3c Fd3m Fd3c Im3m Ia3d
Annexe B : Les 230 groupes d’espace cristallographiques [BOUCHET 09]
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Solvant PF (°C) PE (°C) 3 pKi
Acétone -95 56 21
Acétonitrile -44 82 36,6 19,5
Acide acétique 17 118 6,2 ~15
Acide o o
e -83 20 83,6 (0°C) 10,7 (0°C)
Acide sulfurique 10 330 110 2,9
Ammoniaque -78 -33 16,6 ~30
Benzene 5 80 2.3
Chloroforme -63 61 4.4
Dioxane 1,4 12 101 2.2
Eau 0 100 78,5 14
Ethanol -114 78 253 19
N-méthyle 28 205 179 (30°C)
acétamide
Tétrachlorure de 23 77 29
carbone ’
Tétrahydrofurane -108 65 7,5

Données mésurées sous 1 atmosphere, e a 25°C relative a ¢, pK; a 25°C

Alcool % e (2 20°C)
en poids | MeOH EtOH | n-Propanol | IPA | t-Butanol | Glycérol | Ethyléneglycol
0 80,4 80,4 80,4 80,4 80,4 80,4 80,4
10 75,8 74,6 73,5 73,1 70,3 77,5 75,6
20 71,0 08,7 00,5 05,7 61,3 74,7 72,8
30 66,0 62,6 59,2 58,4 52,6 71,8 09,8
40 61,2 56,5 51,7 51,1 43,9 68,8 00,6
50 56,5 50,4 44,3 43,7 354 65,6 03,2
60 51,5 44,7 37,5 36,3 27,9 62,0 59,4
70 46,5 39,1 31,6 29,6 21,4 57,1 54,7
80 41,5 33,9 26,8 244 26,5 52,3 49,3
90 36,8 29,0 23,3 20,95 12,4 47,0 43,7
100 32,3 25,0 20,8 18,6 9,9 41,1 37,7

Annexe C : Propriétés physiques de quelques solvants
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Type de sel
Anions

Exemples

Sels inorganiques

Chlorhydrate, Bromhydrate, Sulfate, Nitrate, Phosphate

Acides sulfoniques

Mesylate, Esylate, Isethionate, Tosylate, Napsylate, Besylate

Acides carboxyliques

Acetate, Propionate, Maleate, Benzoate, Salicylate, Fumarate

Acides aminés anioniques

Glutamate, Aspartate

Hydroxy-acides

Citrate, Lactate, Succinate, Tartrate, Glycolate

Acides gras Hexanoate, Octanoate, Decanoate, Oleate, Stearate
Acides pour sels insolubles Pamoate, Resinate (polystyrene sulfonate)
Cations
Métaux Sodium, Potassium, Calcium, Magnésium, Zinc

Amines organiques

Triethylamine, Ethanolamine, Triethanolamine, Meglumine,
Ethylene diamine, Choline

Acides aminés cationiques

Arginine, Lysine, Histidine

Bases pour sels insolubles

Procaine, Benzathine

Acide pKa PK, PK,,
Iodhydrique -8
Chlorhydrique -6
Bromhydrique -6
Sulfurique -3 1,92
Toluene sulfonique -1,34
Nitrique -1,32
Méthane sulfonique -1,2
Maléique 1,92 6,23
Phosphorique 1,96 7,12 12,32
Embonique 2,51 3,1
L(+)- Tartrique 3,02 4,36
Fumarique 3,03 4,38
Citrique 3,13 4,76 6,40
D,L Lactique 3,86
Succinique 4,19 5,48
Acétique 4,76
Base
Sodium 14
Potassium 14
Zinc ~14
Choline 13,9
L- Arginine 13,2 9,09 2,18
Calcium 12,7
Magnésium 11,4
Diethylamine 10,93
L-Lysine 10,79 9,18 2,16
Ammonium 9,27
Meglumine 8,03
Tromethamine 8,02

Annexe D : Quelques exemples de sels courants et pKa a 25°C [STAHL 02]][HILFIKER 06
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X | H"(/mol) | x | H*(/mol) | X | H"(J/mol)
298.15K
0.3018 99.8 0.4737 116.3 0.6044 109.1
0.4005 112.4 0.4972 115 0.7047 95.9
0.4454 115.6 0.5430 114
323.15K
0.0365 -262 0.02932 -300.8 0.7495 3.7
0.0725 -399.9 0.4020 -196.9 0.7971 3.9
0.1165 -448.7 05017 -121 0.8453 0.1
0.1549 -433.3 0.5993 -80.7 0.8958 -1.9
0.1971 414.5 0.6969 -53.1 0.9450 2.7
331.15K
0.0302 -181.4 0.2999 -187.1 0.6981 2.1
0.0706 -298.4 0.3981 91.6 0.7511 0.5
0.0922 -335.5 0.4987 -19.1 0.7936 -0.6
0.1082 -336.3 0.5475 4.2 0.8472 1.4
0.1446 -331.1 0.5968 18.4 0.8959 0
0.2001 -288.7 0.6465 26.1 0.9425 0.4
343.15K
0.0303 -108.7 0.2402 92.2 0.5889 0.3
0.0596 -173.7 0.3021 -24.8 0.6976 2.1
0.0896 -200.1 0.3514 22.8 0.7439 4.8
0.1238 -194 0.3962 61.6 0.8022 5.7
0.1239 -169.4 0.4502 101.3 0.8457 2.2
0.1697 -160.9 0.4980 129.7 0.8957 4.2
0.1905 -149.9 0.5802 151.3
363.15K
0.0206 -36 0.1517 15.6 0.4012 -4.6
0.0462 -59.3 0.1958 85.7 0.5007 5.9
0.0677 -61.9 0.2024 89.1 0.6968 7.7
0.1005 -36.6 0.2999 227.8 0.8833 1.5
0.1383 7 0.3022 238.4
383.15K
0.0396 19.7 0.2020 315.8 0.5962 3
0.0789 75.7 0.3033 462.3 0.6944 1.4
0.1199 145.4 0.3964 543.5 0.7982 -10.2
0.1491 202.3 0.4948 599.8 0.8967 6.2

Annexe E : Enthalpies d’exces pour les mélanges Eau + (x) Ethanol de 25 a 110°C [LARKIN 75]
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Annexe I : Nombre de puissance en fonction du Reynolds, quelques exemples de mobile

d’agitation MIXEL [IIETO 98]

L’extrapolation d’une vitesse d’agitation dans un réacteur a un autre se fait en général a
puissance dispersée par unité de volume constant, mais il est envisageable de tenir un
raisonnement équivalent a vitesse en bout de pale constante ou 2 nombre de Reynolds constant.

Npl*pl*Nsl*D51 . sz*pz*st*Dsz

Vl V2

Siles conditions de température et de concentration de la suspension sont équivalentes :
0, = 0,. Aussi, les agitateurs sont du meéme type et les réacteurs homothétiques : Np; = Np,, il est

possible d’écrire :
vi_(p2y]”
N1=N2*| = ==
V2 D1

Connaissant les conditions d’agitation d’un procédé de référence (vitesse d’agitation,
diametre de lagitateur, unité opératoire UQ), il est facile de calculer la vitesse d’agitation a
d’autres échelles. (On utilise préférentiellement UO1/UO2 au lieu de V1/V2).

Annexe G : Intrapolation / Extrapolation des vitesses d’agitation pour des réacteurs

homothétiques
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Produit Formules développées (base) Images microscopie Phases
=
Deux phases, aux
Au moins deux
. Deux phases, aux
Produit totalement
. Trois phases, aux
o - o
Dazo. HCI Formule devel‘op ¢ Une seule phase
Non communiquée
Pipe. 2 HCI Une seule phase

Annexe H : Synthése sur 9 produits Oril - partie 1
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Retour Base — Dosage —

Produit Solubilités Profil f,,=f(pH) Oy e
Eau, MeOH, Retour simple non possible (clivage
Fepy. S HC1 faible solubilité ’ chimique) — Produit (base et sel)
dans EtOH encore facile a obtenir chez Oril
Fau, McOH, . Produl:c encore en c\leveloppe.m,ent au
Cyap HCl : début de la thése, quantités
EtOH ] . .
: disponibles
e Fau, McOH, Demlxtlonpde Cﬁln lt)ase dtans Ieau —
v EtOH, CH3Cl | rocuitmor
MeOH, EtOH, o ,
Imid. HCI CH3CL, Insoluble : Retour base dlfﬁcﬂe dans I'eau —
, e Produit mort
dans I’eau
Tres forte t ) )
solubilité dans Falg. trop soluble dans ’eau pour
Falg. HCI eau et les nucléer — Produit mort
alcools
(>1000g/L) r
MeOH, EtOH,
Tiof. 2 HCI | CH3CL E Démixtion de Tiof. — Produit mort
démixtion dans K
I’eau =
Clos. FICI Insoluble dans} 1 Retour base dans 'l eau impossible —
les solvants testés Produit mort
Dazo. HCI Insoluble dans’ Dazo., peut’ étre sous phase huileuse
les solvants testés dans eau — Produit mort
Pipe. 2 HCI MeOH, EtOH : Retour base dans I'eau impossible —

Bt eV e g e e -

Produit mort

Annexe I : Synthese sur 9 produits Oril - partie 2
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FICHE DE SECURITE SIMPLIFIEE Mise 2 jour : 20/09/2007
Aspect : Solide ; i ; Point éb. : Non Applicable
Densité : Non Disponible E‘gl,:tuf:]lﬂ;]érl:?[;\!ﬁgpll;;sﬁzibl i Point fusion :Non
pH : Non Disponible = Disponible

-R62 Risque possible d'altération de la fertilité.
-R25 Toxique en cas d'ingestion.

-545 En cas d'accident et de malaise consulter immédiatement un médecin (si possible lui
montrer I'étiquette)
-§36/37 Porter un vétement de protection et des gants appropriés

REPROTOXIQUE CATEGORIE 3 : Substance préoccupante pour la fertilité dans I'espéce
humaine.

Profil toxicologique non défini complétement

X | Non Disponible
| LIE : Non Disponible LSE : Non Disponible

- Mettre les EPI adaptés. Minimum requis : masque a poussiére type P3.
- Port des gants et lunettes obligatoire.
- Bien se laver les mains aprés manipulation
- Utiliser seulement sous hotte pour émanation chimique
- Privilégier l'utilisation en vase clos.
- Prévoir douche de sécurité et fontaine oculaire
|- Conserver le récipient bien fermé
|- Conserver la poudre & 4°C dans un récipient fermé

 BOLBEC 399 BACLAIR 43000

[Précautions de manipulation / Stock

CONDUITE A TENIR

i - Ramasser le produit en évitant de le disperser dans I'air.
! - Placer dans un récipient pour destruction.

Feu Produits de décomposition : - COx, NOx, HCN

Extinction Préconisée :
A, - Intervenir avee de la poudre polyvalente, du CO2 ou de la mousse physique
Son Protection :

W - Port de FAR.I. obligatoire

Personne Projection :

Accidentée - En cas de projections oculaires : laver i cdi et abongd. 2 l'eau pendant au moins 15 minutes et consulter un médecin
- En cas de projections cutanées : laver i di et abond: 2 l'eau pendant au moins 15 minutes et consulter un médecin

Inhalation :

- Sontir la victime de la zone polluée.
- Prévenir le Service Médical.
Ingestion :

- Prévenir le Service Médical.

En cas de déversement accidentel, fermer la vanne de rejet vers la rivire et dévier les eaux pluviales vers le bassin de confinement. Prévenir les services de séeurité au 399 ou de
l'environnement au 33335
11 est de la responsabilité de 'utilisateur de s'assurer que c'est bien la dernitre version mise a jour,

Annexe ] : Fiche de sécurité simplifiée de la base TID901
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Masse (%) TG de la base lot usine, séchée a 60°C (10°/h) Heat flow (mW)
120 500
] __ o
| Yo + 450
100 — Heat flow
. 4 400
80 1 + 350
] + 300
60 - 250
] + 200
07 1 150
20 | 1 100
] + 50
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ 0
0 100 200 300 400 500

Température (°C)

masse (%) Heat flow (mW)

TG du sel lot usine, séchée a 60°C (10°/h)

120 450
~1%
+ 400
100 3
- 350
80 - - 300
r 250
60 -
- 200
40 150
+ 100
20
— % Masse 4 50
— Heat flow
0 T T } T T } T T } T T } T T } T T } T T } T T } T T } 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Température (°C)

Annexes K et I.: Analyses TG de la base et du sel, préalablement séchée a 60°C pendant 2 heures
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Aexo

MCU11_16

09.07.2009 16:19:12

IBMCULL_16
- MCU11_16, 4,1300 mg
JA[EMCULL_16
MCU11_16, 4,1300 mg
12[EMIULL_16
MCU11_16, 4,1300 mg
J2[aMCUI_1s
MCU11_16, 4,1300 mg

Integral

Onget

Left bl Lirnit
Right bl Limit
Heating Rate
Baseline Type spline

normalized

56,25 °C
47,26 °C
139,19 o

10,00 *Cmin™-1

Integral

25,80 ml

normalized  -6,27 Jg™-1
Orn=et 181,99 °C
Left bl Limit 177,90 °C
Right bl Limit 196,80 °C Integral -89,19 ml
Heating Rate 10,00 ®Cmin™1  normalized  -21,60 Jg™-1
Baseling Type spline Onset 209,08 °C
Left bl Limit 195,48 2C
Right bl Limit 223,91 °C
Heating Rate 10,00 *Cmin-1

Bazeline Type spline

T
40

T T T T
&0 20 100 120 140 160

T
180

T T T d
200 220 240 °C

Lab: METTLER

STAR® SW 9.10

Annexe M: Analyses DSC du sel Chauffage/Refroidissement/Chauffage 25°C /150°C /25°C

/250°C 2 10°C.min""

Constantes physiques Solubilité approchée
Solvant Teb°C (1atm)p yDci,nsité A 20°C ljfu reflux Remarques
Eau 100 1 122 333 C\oloré, Recristallise
apres reflux sous un gel
Ethanol 78 0,791 <7, 27,7 mfgf&ng;ti’ll’;g;L
Isopropanol 82 0,785 <10 <10 Sédimente
Acétate d’éthyle 77 0,901 <10 <10
Acétone 56 0,791 <10 <10 Gel
Butanol 118 0,81 <10 19,2 Recristallise
DMAC 165 0,937 142.8 1000 Recristallise
DMF 153 0,95 12,2 500 Trouble
DMSO 189 1,101 250 Tres élevée
MIBK 117 0,801 <10 <10 Gel a reflux
MEC 80 0,806 <10 <10 Gel

Annexe N : Solubilité du sel TD901 dans différents solvants (document Oril industrie)
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mm ) _ |
Phase A — Ethanol

i T

Phase _ Eau

CIHM=M 3= .8EKL m

Phase C — Pentanol

Annexe O : Photos MEB des différentes phases polymorphiques (1/4)
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i Iy : CIH=zM = .8EKL o B = X i

Phas D — Acétonitrile

CIMN=M 3. 48aKuU &3 2 . 8EKU 2B 15 mnm

CIH=M 3 .8KU 4\ i A U mm CIN=M 2 .8KU fag= R = z 1&mm

Phase F — hloroforrne

Annexe O : Photos MEB des différentes phases polymorphiques (2/4)
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CIMH=M

CIM=HM

1&mm

it I CIM=M

Phase H — THF

=2 .8KL 2 m n CIH=M = .8kl b g 5 m m

Phase I — Eau/THF

Annexe O : Photos MEB des différentes phases polymorphiques (3/4)
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b T al m
CIH=z=M 3.8k ks 8 17Fmm

Phase | — Eau/Acétone «

Tin e CIHM=mM = .8aKuU s B = l1&amm

it I o e . o 5 1&mm

Phase L — Eau/Acétone g

Annexe O : Photos MEB des différentes phases polymorphiques (4/4)
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8000 -
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7000
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4000
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2000

|
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1000
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5 10 15 20 25 30 35

2-Théta (°)
Annexe P : Clichés DRX des phases I, B et L

Forme ] du monochlorhydrate TD901 cristallisé avec une
molécule d’acétone == >> La phase | est une phase (1:1)
avec 'acétone est non (1:0,5:0,5) avec I'eau en plus

»  Symétrie monoclinique
» Groupe d’espace C2
» Paramétres de maille

0 2=188862 A

0 b=069848 A

0 c=187688 A

0 V =12446.95A’

0 o,y=90°p=98,767°

La projection de la structure sur les plans (Obc) et (ab0) montre que la molécule d’acétone

aplanit la conformation de la molécule jusqu’au point de faire penser a une structure en feuillets.

Projections sur les plans respectifs (a0c), (Obc) et (ab0)

Annexe Q : Structure cristalline de la forme
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¢11m

Annexe R : Détermination de la morphologie de la forme | par méthode BEDH

Superposition des Spectres
1,200 —

—_2*10-2M
3+10-2M
/_A 5+10-2M
1,000 0o
— 15%10-1M
/\ —_101M
0,800 —104M [
5+10-4M
10-3M
< 0,600 —10-2M I
/\\\ ——2*10-5M
0,400
0,200
0,000 : : : ‘
190,0 210,0 230,0 250,0 270,0 290,0

A(nm)

Annexe S : Recherche de ’absorbance maximale du sel TD901 pour les mesures UV : 198 nm et
248nm sont adéquats
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5800 [T rrr T rr rrrrrrryrr1rrrrrrrrrgrrrrrrrrrrrr 11111 1]
200 Cliché DRX des cristaux de
u base de la figure 146 ]
4600 = Cliché DRX des cristaux de ]
R base de la figure 148 3
an00 | 3
- [ ]
E- 400 | -
= [ ]
. | |
£ e R ]
5 - .
g 2200 | 3
= [ ]
1500 | .
o0 3
qo0  F "
_200 IR TT RTUT SN T T H ST ST N TR TTIN [ ST N N NS ST T N T SRR T SR T RN T |:
0 4 ] 12 16 20 24 28 32 36 40

26 (°)

Annexe T : Clichés DRX des cristaux de base obtenus par évaporation (grosses aiguilles en bleu,
agglomérats dendritiques en rouge)
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Une solution de sel dissoute dans de Iéthanol ou un mélange Ethanol/Eau pose de
grands problémes de collerette. En effet, nous avons méme observé une collerette montant du
niveau du liquide au bouchon (soit plus de 2 cm de hauteur) en moins d’une journée. Ce
probleme présente une vraie difficulté pour travailler en milieu statique car dés que 'on touche la
vial, il y a une grande probabilité de faire tomber du solide dans la solution. D’autre part, la
concentration de sel dans la solution se voit fortement affectée en cas de grosse collerette,
rendant le suivi et le controle de la manipulation bien difficile.

Ainsi, nous avons multiplié des essais a basse température (en dessous de la température
ambiante, de 5 4 20°C) et a haute température (de 30 a 60°C) a différentes concentrations de sel
dans I’éthanol et surtout a différent niveau de solution dans la vial par rapport au niveau des blocs
Peltier. Au bout d’'une demi-journée, nous avons toujours observé les faits suivants : Au dessus
de la température ambiante (30, 50, 60°C), si le niveau de liquide EtOH/Eau est en dessous des
blocs Peltier (conditions toujours utilisées jusque 1a), la collerette est vraiment importante, si 'on
se situe au moins au niveau des blocs, aucune collerette n’apparait, méme aprés 3 jours de
manipulation comme le montre la figure ci-dessous.

Vial |

Blocs Peltier
_—p

Niveau des solutions par rapport aux blocs Peltier, a haute température

Une fois les vials vidées, nous avons re-préparé des solutions propres, dans des
conditions équivalentes que précédemment, mais a 5, 10 et 20°C.

Niveau des solutions par rapport aux blocs Peltier, a basse température

A basse température, la collerette formée s’est avérée plus importante, dans les conditions
de niveau inférieur a la hauteur maximale des blocs Peltier. Une collerette mince se crée dans les
autres cas. Il est désormais clair qu’ajuster le niveau de la solution par rapport aux blocs Peltier
facilite le travail. Par contre, travailler dans des conditions statiques dans des volumes plus
importants pose un probléme par rapport aux échanges thermiques, qui seront de moins bonne
qualité que dans de petits volumes. Tous les blocs Peltier du laboratoire n’étant rigoureusement
pas les mémes, on note de manicre informative pour les manipulations a venir le volume a utiliser
dans les vials a visser (Vials classiques — grandes tailles) pour que le niveau de liquide corresponde
au niveau des blocs Peltier :

Postes 3 et 4 2,8 mL
Poste 11 2,1 mL
Poste 12 3,2 mL

Volume de travail idéal pour vials & visser sur monopuit Peltier

Annexe U : Méthode d’ajustement du volume dans les cellules Peltier
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Thiband Detoisien Nomenclature
a: Rayon ionique de Debye [-]

a: Surface des cristaux disponibles par volume de suspension [m*.m”]
Apom + Facteur pré-exponentiel de nucléation homogene [nbre.m”.s"]
Ayt Facteur pré-exponentiel de nucléation hétérogene [nbre.m”.s”]
a’:  Activité du soluté dans la phase liquide [-]

a™:  Activité du soluté i a saturation par rapport a son état standard [-]

a’” Activité du soluté dans la phase solide [-]

AC:  Sursaturation absolue [mol.L",g.I."]
c: Nombre de constituants du systeme a ’équilibre [-]

C’:  Concentration standard (1 mol/L) [mol.I."]

C: Concentration du soluté i dans un solvant [mol.L." ,g.1."]
C,: Concentration massique des cristaux en suspension [kg.m™]

C,:  Capacité calorifique [J.K']

C,:  Solubilité d’un soluté dans un solvant [g.mol ' g. 1]
C (L) : Concentration critique [mol.1"]
D:  Diameétre de I'agitateur [m]

d,:  Diameétre de Iagitateur [m]

D, : Diffusivité du soluté dans le solvant [m®s]

d;: Diametre final des particules [m]

d,,,: Distance inter réticulaire [A]

d...: Distance intermoléculaire [m]

d,:  Diametre moléculaire [m]

d,: Diametre des particules de semence [m]

e: Charge élémentaire [A.s]

E: Facteur d’efficacité de la nucléation secondaire surfacique [-]

E°:  Potentiel électrique lors d’une mesure de pH [mV]

E.R..: Energie réticulaire [J.mol ]

F: Constante de Faraday [C.mol ]
f(@): Facteur lié a la sursaturation [-]

t...:  Facteur de réduction d’énergie [-]

f: Fraction molaire de 'espéce acido-basique [-]

G:  Vitesse linéaire de croissance [m.s]

g: Otrdre cinétique global de croissance [-]

AG: Energie libre d’activation de la germination [J.mol™]
AGy,, : Energie libre de dissolution des cristaux [J.mol™]
AG': Energie libre critique d’activation de la germination [J.mol ]
AG',.: Energie libre critique d’activation de la germination secondaire [J.mol™]
AG,,; :Energie libre critique d’activation surfacique [J.mol ]

H: Hauteur du volume utile dans un réacteur [m]

H": Enthalpies molaire d’excés U1

dH: Variation enthalpique ]

AH_: Enthalpie de cristallisation J.g']

AHg,, : Enthalpie molaire de dissolution des cristaux [J.mol]
AH;: Enthalpie de fusion .2

AH;: Enthalpie molaire partielle du soluté en solution [J.mol ]
AH',: Enthalpie molaire partielle apparente de la solution [J.mol ]
AH,,,, : Enthalpie molaire de solvatation [J.mol™]
AH, : Enthalpie molaire de vaporisation [J.mol ]

I: Force ionique [mol.L"]
Ja: Densité du flux molaire par diffusion [mol.m™.s™]
K: Terme constant pour I’équation de De Jong [-]
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Thiband Detoisien Nomenclature
K,: Constante d’équilibre d’un couple acide/base [-]

K,.: Constante d’association d’un solvant [-]

kg : Constante de Boltzmann [J.K!

ky: Coefficient de transfert de matiere [m.s]
K,.: Constante de dissociation d’un solvant [-]

k,: Coefficient cinétique global de croissance [-]

K;:  Constante d’auto-ionisation ou d’autoprotolyse [-]

L: Taille du cristal [m]

L*:  Rayon critique du cristal [m]

M;:  Masse finale de cristaux obtenus lg]

M,: Masse de semence introduite lg]

MM, : Masse molaire du soluté [g.mol ]
MM, : Masse molaire du solvant [g.mol ]

n: Nombre de molécules dans le germe [-]

N,:  Nombre d’Avogadro [moléc.mol ]
N:  Vitesse de rotation de l'agitateur [tr.s"]

N,: Nombre de puissance [-]

n,, Valence respective du cation et de 'anion [-]

P: Puissance dissipée par I'agitation [W]

pK,: Logarithme négatif de la constante d’équilibre d’un couple acide/base [-]

pK: Logarithme négatif de la constante d’équilibre SolvantH+/Solvant [-]

pK, : Logarithme négatif de la constante d’équilibre H,O/HO [-]

pH: Potentiel Hydrogene d’une solution [-]

pH.... : pH de séparation entre les phases solides d’une base et d’un sel [-]

dQ., : Puissance sous la boucle DSC de I’échantillon 1

dQ,..: Puissance sous la boucle DSC de la référence [J]

R: Constante des gaz parfaits [J.mol . K]
r: Rayon du germe sphérique [m]

r Rayon critique du germe sphérique [m]

Re: Nombre de Reynolds []

Re,: Nombre de Reynolds particulaire [-]

fahom ¢ Vitesse de nucléation primaire homogene [Nbre.m™.s™]
fuee :  Préquence de nucléation secondaire [Nbre.m™.s™]
fyene: Fréquence de nucléation secondaire surfacique [Nbre.m”.s™]
N Solubilité intrinseque d’une molécule acide ou basique [mol.I"]
Sc:  Nombre de Schmidt [-]

Sh:  Nombre de Sherwood [-]

Si,:  Entropie de la phase liquide [J.K']

S;: Surface de chaque germe [m?]

Sel Entropie de la phase solide []J.K']
AS,,. : Entropie de dissolution des cristaux []J.K']

T: Diametre interne du réacteur [m]

T: Température K]

T.:  Température de cristallisation (K]

T;:  Température de fusion K]

Ti.: Température de fusion d’'un mélange (K]

T,:  Température de transition vitreuse K]

T, Température de début du phénomene thermique K]

T,:  Température de transition K]

& Variance du systeme a I’équilibre [-]

V,: Volume molaire du soluté en diffusion [m’.mol ]
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V,,: Vitesse en bout de pale [m.s™
V. . Volume molaire [m’.mol ]
X Fraction molaire d’impuretés de I’échantillon i [-]

X Fraction molaire de I’élément i dans un binaire [-]

Xygi Fraction massique de I’élément i dans un binaire [-]

X Fraction volumique de I’élément i dans un binaire [-]

z; Nombre de charges portées par 'élément 1 []

o Angle de contact substrat / germe [°]

B: Rapport de sursaturation [-]

Y+ Coefficient d’activité des ions H” [-]

v Coefficient d’activité du soluté [-]

Vi Energie interfaciale Cristal/Solution pour chaque face i [J.m?]
Ya:  Tension interfaciale germe / solution [J.m?]
va:  Tension interfaciale substrat / solution [J.m?]
V,:  Tension interfaciale substrat / germe [J.m?]
3,: Epaisseur de la couche de diffusion [m]

Sy Epaisseur de la couche d’adsorption [m]

e: Energie transmise par I'agitateur [W.kg']
& Constante diélectrique (permittivité du vide) [A2s%kg!.m7]
g, Constante diélectrique du solvant considéré [-]

0: Angle de diffraction [°]

a Pureté cristalline d’un échantillon [%o]

A Longueur d’ondes du faisceau incident [A]
A°,, : Conduction ionique limite [mS.m*mol ]
T Viscosité dynamique de la solution [Pa.s]
Bg:  Viscosité dynamique du solvant [cp,]
Ay :  Force motrice ]

u'@:  Potentiel chimique du soluté i dans le liquide [J.mol™]
u4: Potentiel chimique du soluté i a pression standard pour le liquide [J.mol™]
u>':  Potentiel chimique du soluté i dans le liquide [J.mol ]
u;": Potentiel chimique de référence du soluté i, solide a pression standard [J.mol ]
v Viscosité cinématique de la suspension [m®s]
o: Masse volumique d’une solution [kg.m™]
0: Masse volumique du cristal [kg.m?]
0w : Masse volumique apprente du solide [kg.m™]
o: Sursaturation relative [-]

o,:  Energie libre de surface [J.m?]
9y :  Facteur d’association du solvant [-]

¢n: Nombre de phases en présence dans le systeme [-]

g, : Facteur de forme surfacique [-]

¢,:  Facteur de forme volumique [-]

Q:  Volume du germe occupé par une molécule [m]
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Résumé : Cristallisation d’un sel pharmaceutique :
Développement de méthodologies d’étude

La formation d’un sel d’un principe actif pharmaceutique (API) permet de modifier les
caractéristiques physico-chimiques d’un principe actif comme sa stabilité et sa biodisponibilité. Ils
représentent aujourd’hui plus de deux tiers des APIs sur le marché pharmaceutique mondial. La
cristallisation des sels peut étre couplée a la réaction de salification par précipitation, le suivi du
pH a un potentiel pour comprendre les équilibres chimiques. La bibliographie porte une attention
particuliere sur I’établissement des courbes C, = f (pH) et les raisons qui conduisent a un choix de
sel en particulier.

Le travail présenté ici s’est basé sur le chlorhydrate d'un API cristallisant avec un facies
d’aiguilles. Le travail au CINaM a permis d’effectuer un criblage polymorphique complet
consommant peu de produit en un minimum de temps, nous avons discriminé 12 phases du sel,
dont 2 anhydres, 5 hydrates et 5 solvates. Nous avons aussi pu obtenir un monocristal de base et
comparer sa structure avec une structure du sel obtenue modélisation moléculaire.

La connaissance de la solubilité dans les mélanges éthanol/eau a permis de préparer le
travail au LAGEP concernant la cristallisation dans un réacteur agité homothétique. Les suivis
sitn a I'aide des sondes FBRM et de visualisation de la suspension nous ont permis de conclure
sur 'impact du type de procédé sur les propriétés d’usage des cristaux. Le meilleur procédé, la
cristallisation par ensemencement a été étudiée en détail. Nous avons ainsi pu vérifier que le
choix du systeme sel/solvant ne permet pas de cristalliser autre chose que des cristaux aciculaires.

Mots clefs : Sels pharmaceutiques, polymorphisme, criblage, analyses thermiques, suivis 7 situ,
transitions de phases, ensemencement, principes actifs pharmaceutiques

Abstract: Crystallization of a pharmaceutical salt :
Development of a methodology of the studies

The salt formation of an active pharmaceutical ingredient (API) changes some physical
and chemical properties of an API, namely its stability and its bioavailability. Pharmaceutical salts
represent two thirds of the APIs in the pharmaceutical market world. Salt formation (acid-base
reaction) can be coupled with its precipitation and pH monitoring helps understanding the
chemical equilibriums. The bibliography part of this document focuses on C, = f (pH) theoretical
curves writing and the reasons leading to a choice of a particular salt of an APIL.

The chosen API for this work is an hydrochlorate that crystallizes as needles. The work at
the CINaM lab consisted first in developing a polymorphs screening method with the fewest
materials (5 grams) in a short time-lapse (4 weeks). 12 phases have been discovered, 2 as
anhydrous phases, 5 hydrates and 5 solvates. A monocrystal of the API base has been prepared
to analyze its crystalline structure and to compare it to a salt structure solved by molecular
modelling.

Solubility measutrements in ethanol/water mixtutes helped us to prepate our work at the
LAGEDP lab for crystallization studies in an homothetic stirred reactor. In situ monitoring with
FBRM and video probes helped us understand the effect of a particular crystallization process on
crystal properties. The best process, crystallization with seeding, has been studied in details. We
confirmed that the salt/solvent combination chosen did not allow improving the acicular habit.

Keywords : Pharmaceutical salts, polymorphism, screening, thermal analysis, 7z sit# monitoring,
phase transitions, seeding, active pharmaceutical ingredients
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