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Introduction

A. CONTEXTE GENERAL DE L’ETUDE

Les matériaux pharmaceutiques présentent, a 1’état condensé, un polymorphisme souvent
trés riche et une aptitude marquée a se maintenir dans des états métastables ou amorphes plus ou
moins transitoires. L’existence de ces différentes formes polymorphiques peut avoir une influence
considérable sur les propriétés thérapeutiques des médicaments, dans la mesure ou elles
conditionnent leur stabilité dans le temps, leur solubilité, et donc leur biodisponibilité [1]. Les
transitions entre les différents polymorphes d’un méme composé interviennent couramment lors de
traitements thermiques, mais peuvent aussi €tre générées par D’application de sollicitations
extérieures sans modification de la température [2]. Au cours des procédés de formulation, les
solides pharmaceutiques sont soumis a de nombreux traitements physiques ou chimiques. Ce sont
par exemple, les opérations de broyage, de micronisation, de mise en solution ou de désolvatation.
Ces étapes offrent de riches possibilités de transformations : les matériaux moléculaires présentent
en effet un potentiel considérable de génération de nouveaux états, du fait du contraste existant
entre les forces de-liaisons intra et intermoléculaires.

Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés plus particuliérement aux effets du

broyage mécanique et de la déshydratation.

v Effets du broyvage mécanique :

L’industrie pharmaceutique a recours a la réduction de taille des. particules dans de
nombreuses étapes de formulation. La réduction de granulométrie est en général effectuée par
broyage mécanique ou par micronisation. Elle permet d’augmenter la surface spécifique des grains,
et de modifier les propriétés pharmacocinétiques des médicaments [2]. Les opérations de broyage
peuvent aussi induire des transformations impromptues, soit vers une phase cristalline polymorphe
de la phase initiale (c’est le cas par exemple de I’'indométhacine [3]), soit vers 1I’état amorphe
(comme pour le poly(éthyleéne térephtalate [4]).

Les effets du broyage sont actuellement trés étudiés en métallurgie [5,6]. Cette technique
permet par exemple de réaliser des alliages métalliques amorphes que 1’on ne peut obtenir en
quantité importante par les traitements thermiques habituels, en raison des grandes vitesses de
trempes requises. De nombreux modéles visant a rationaliser les effets du broyage ont été proposés.
Il s’appuient par exemple sur la généralisation du critére de Lindemann [7], ou sur la prise en
compte de défauts de natures diverses [8]. Un mécanisme tres simple de fusion locale suivie d’une
trempe thermique a aussi été proposé [2]. Récemment, Martin et al. ont élaboré une approche
fondée sur le concept de transformation dynamique hors équilibre, permettant de rendre compte de

la mise en désordre des alliages binaires métalliques sous broyage [9] : aprés un certain temps de
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traitement, le matériau semble atteindre un état stationnaire décrit par un paramétre d’ordre
spécifique, qui dépend uniquement de la température et de 'intensité de broyage. Toutefois, aucun
de ces modeles n’est a ce jour capable de décrire I’ensemble des transformations susceptibles de se
produire sous contrainte mécanique.

Dans le domaine des matériaux moléculaires organiques, les effets du broyage ont été
constatés sur divers compos€s pharmaceutiques [2-4]. Néanmoins, en dépit de la grande réactivité
au broyage de ces matériaux et de la diversité des transformations susceptibles de se produire,
aucune tentative de rationalisation des transformations induites n’a été entreprise. L’application aux
matériaux moléculaires organiques des modeles proposés pour les transformations sous broyage des

métaux n’a pas encore été tentée.

»  Effets de la déshydratation

Les problémes de désolvatation interviennent couramment en pharmacie, dans la mesure ou

nombre de principes actifs sont synthétisés a partir de solvants de cristallisation. L’eau est trés
souvent impliquée dans les procédés de fabrication, directement ou par !’intermédiaire des
excipients. Elle influe de maniére conséquente sur des propriétés physiques telles la solubilité, Ia
stabilité thermique et la mobilité moléculaire [10].

Les opérations de déshydratation sont fréquentes en pharmacie. Par exémple, elles font
partie intégrante des procédés de lyophilisation, couramment utilisés pour produire des formes
séches plus stables que les formes en solution. Or, la déshydratation est susceptible d’entrainer des
modifications structurales profondes. Le retrait des mol€cules d’eau incluses dans l’édifice cristallin
peut provoquer des réarrangements structuraux d’une phase cristalline hydratée vers une phase
cristalline anhydre [11]. Plusieurs exemples d’amorphisation induite par déshydratation ont
également €té reportés [12,13]. L’eau peut aussi intervenir lors du stockage des médicaments,
certains composés hygroscopiques formant spontanément des hydrates steechiométriques au contact
de 'humidité ambiante [10].

Les observations expérimentales de déshydratation de composés pharmaceutiques sont
nombreuses. Elles ont révélé que les mécanismes microscopiques qui gouvernent la déshydratation
sont souvent complexes, et différent fortement d’un composé a I’autre. Des critéres permettant de
classer les différents processus de déshydratation ont ét€ définis [14]. Ils concernent principalement
les mécanismes microscopiques de départ d’eau, et la relation structurale entre I’hydrate de départ
et I’anhydre finalement obtenu [15]. Toutefois, il n’y a pas de consensus sur les mécanismes de
déshydratation, et aucune approche générale faisant intervenir des parametres physiques n’a

jusqu’ici été mise en ceuvre.



Introduction

B. OBJECTIFS

Les procédés de broyage et de déshydratation induisent, comme nous serons amenés a le
démontrer par la suite, des transformations de phases qui dépendent des conditions d’application
des sollicitations (intensité de broyage, vitesse de déshydratation, température, etc.). Deux points
principaux ressortent de ces observations :

- il apparait important de maftriser, et idéalement de prévoir les différentes transformations de
phases induites par sollicitations extérieures (broyage ou déshydratation), dans 1’optique de
I’amélioration des procédés de formulation

- T’étude de la stabilité des produits transformés est nécessaire pour définir les conditions de

conservation des médicaments les mieux adaptées

Dans le cadre d’une collaboration entre le LDSMM et le laboratoire d’Analyses Physiques
d’Aventis Pharma, nous avons entrepris 1’étude des transformations de phases a I’état solide de
deux composés pharmaceutiques : la fanansérine et le tréhalose. Cette terminologie désigne les
transformations induites par des perturbations. extérieures comme le broyage mécanique et lé
déshydratation, se produisant a des températures trés inférieures a la température de fusion du
composé. L’un des points importants de cette étude sera de tester si les transformations générées par
ces sollicitations particuliéres ne pourraient pas relever des nouvelles approches avancées en
métallurgie, qui tendent & prouver que I’on ne serait pas en présence de transformations de phases
«ordinaires », mais plutdt de transitions hors équilibre. Cet aspect n’a jamais été abordé dans le

domaine des matériaux moléculaires.

La fanansérine est un principe actif synthétis€é par Aventis Pharma. Il présente quatre
phases cristallines polymorphes, dont les structures cristallographiques, le comportement
calorimétrique et les domaines de stabilité¢ ont été déterminés lors d’une précédente thése [16]. Ce
systtme étant trés sensible aux perturbations d’origine thermique, il a semblé adapté a
Iinvestigation des transformations potentielles induites par les perturbations mécaniques
spécifiques au broyage. Par ailleurs, la température de transition vitreuse Ty de la fanansérine
vitrifiée par sous refroidissement de la phase liquide est trés proche de la température ambiante, et
donc facilement accessible expérimentalement. Dans ’hypothése ou les sollicitations mécaniques
entraineraient des transformations de phases, cette particularité offre la possibilité de tester
Pinfluence de la température de broyage de part et d’autre de Ts.

Le tréhalose est un disaccharide trés répandu a 1’état naturel. 1l est activement étudié pour

ses facultés de bioprotection qui semblent supérieures a celles de ses isoméres [17,18], ce qui lui
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confere des applications potentielles en tant qu’excipient. Le tréhalose présente deux formes
anhydres (Tq, [19] et Tg [20]) et une forme dihydrate (Tamao [21,22]). L’amorphisation par broyage
du sucrose, un autre disaccharide, a déja été signalée [23], ce qui nous incite a tester le
comportement du tréhalose sous broyage. Les effets de la déshydratation du tréhalose dihydrate ont
été précédemment €tudiés, mais les conclusions publiées sont trés diverses et contradictoires. Les
principales interrogations concernent la nature structurale de 1’anhydre obtenu (amorphe ou phase
cristalline), et les caractéristiques intrinseéques de ce dernier. La situation est donc favorable a une
¢étude rationnelle et méthodique des transformations de phases du tréhalose par déshydratation. Ces
investigations sont potentiellement li€es a 1’action bioprotectrice du tréhalose, puisqu’il a été
proposé que I’existence d’une forme dihydrate et la création d’une situation transitoire originale

propre a la déshydratation puissent jouer un role essentiel dans le scénario de la bioprotection [18].

Les objectifs principaux de ce travail sont donc les suivants :

* Etudier I'influence des perturbations mécaniques sur la fanansérine, pour laquelle Aventis
Pharma dispose de quelques échantillons dans des variétés polymorphiques différentes. Cela
nous a offre I’opportunité rare (cela n’a semble-t-il jamais pu étre réalisé de maniére aussi
directe en métallurgie) d’étudier les effets du broyage sur différents états de départ. C’est un
point important pour: tester par exemple la validité de l’hypothése de transformations vers des
états stationnaires, pour évaluer la dépendance de ces états finals par rapport aux états initiaqu,
et éventuellement pour mettre en évidence des différences dans les chemins cinétiques
empruntés pour les atteindre. ‘

Nous avons par ailleurs évalué le r6le de la température, en effectuant des broyages de part et
d’autre de la température de transition vitreuse Tj.

En liaison directe avec les problématiques de la pharmacie, la stabilité des phases générées par
broyage a également été étudiée. Ces investigations ont permis de tester la nature (stationnaire

ou d’équilibre) des états stabilisés sous broyage.

» FEtudier les effets de la déshydratation sur le tréhalose. Il s’agit d’abord de clarifier une situation
confuse quant aux produits issus de la déshydratation. Nous avons pour cela mis au point un
protocole expérimental rigoureusement contrdlé, de maniére a optimiser les conditions de
déshydratation.

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché & savoir si les états atteints par déshydratation
sont des états d’équilibre thermodynamique du systeme, ou des états stationnaires, afin
d’évaluer si les transformations induites par déshydratation peuvent étre décrites en terme de

transitions dynamiques.



Introduction

* FEtudier la possibilité, pour un méme composé, d’atteindre 1’état amorphe par différentes voies.
Dans le cas du tréhalose, nous montrerons qu’il existe au moins quatre méthodes
d’amorphisation indépendantes les unes des autres. Il se pose alors la question de savoir si les
amorphes ainsi générés possedent les mémes propriétés (notamment au niveau de leur structure
locale et de leur stabilité), ou si au contraire, ils engendrent une situation de polyamorphisme
semblable a celle détectée dans le triphénylphosphite [24,25] ou la glace [26]. Nous avons pour
cela étudié les propriétés dynamiques de ces échantillons, en utilisant les méthodes de

spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique.

C. ORGANISATION DE LA THESE

Ce mémoire est articulé en quatre parties : une introduction, deux parties consacrées aux
résultats obtenus respectivement ‘sur la fanansérine et le tréhalose, et une conclusion. Elles
s’organisent de la maniére suivante-:
= . Le chapitre II permet de situer plus précisémént notre étude dans ses contextes physique et

pharmaceutique : il propose un rappel bibliographique concernant les transformations induites
par broyage et par déshydratation, et les différents modeles mis au point pour les rationaliser.
Les travaux présentés ici ont nécessité I'utilisation de techniques expérimentales nombreuses et
variées, que nous décrirons brievement. Enfin, les méthodes spectroscopiques qui nous.ont
permis d’étudier la mobilité moléculaire des échantillons sont évoquées plus en détail en fin de
chapitre.

= La deuxiéme partie de ce mémoire rassemble les résultats expérimentaux obtenus sur la

fanansérine. Elle est constituée des chapitres III et IV.

Le chapitre III propose une bréve présentation de la molécule, ainsi qu’un rappel des
caractéristiques structurales et du comportement calorimétrique des deux polymorphes étudiés.
Nous présentons ensuite une investigation de la mobilit€é moléculaire de la fanansérine sous
refroidie, réalisée par spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique.

Le chapitre IV met en évidence les transformations de phases de la fanansérine induites par
broyage mécanique, en fonction de la phase de départ et de la température. La stabilité au
stockage des états ainsi obtenus a €galement été étudiée.

= La troisitme partie de ce mémoire regroupe les résultats obtenus sur le tréhalose. Elle se

compose de quatre chapitres.
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Le chapitre V présente le composé et rassemble les informations cristallographiques connues
pour les différentes phases. Il donne un apergu des applications potentielles du tréhalose dans
les domaines de la pharmacie et de 1’agroalimentaire notamment.

Le chapitre VI montre les effets d’un broyage mécanique sur la forme anhydre Tp. La
possibilité d’amorphiser le tréhalose a 1’état solide est mise en évidence pour la premiére fois
[27]. Nous discutons a cette occasion des possibilit€s de quantification de la fraction amorphisée
offertes par I’ Analyse Thermique Différentielle et 1a Résonance Magnétique Nucléaire.

Le chapitre VII présente les transformations de phases du tréhalose dihydrate associées a ses
différents modes de déshydratation. Deux cas sont abordés ici : la déshydratation du composé
cristallin T>mo, et la lyophilisation d’une solution aqueuse de tréhalose. Nous montrerons que
les conditions de déshydratation utilisées influencent directement la nature de la phase anhydre
obtenue, en produisant soit une phase cristalline métastable Ty, soit un amorphe [28].
L’utilisation de protocoles de déshydratation optimisés permet de ‘lever les ambiguités
précédemment signalées quant aux propriétés de 1’état anhydre obtenu. Nous avons cherché a
mettre, en évidence les parametres physiques susceptibles de contrdler le processus de
déshydratation et de conditionner la nature structurale de ’anhydre obtenu. Nos résultats nous
ont incités a évaluer les roles joués par la température d’une part, et le débit des molécules d’eau
s’évaéuant de 1’échantillon d’autre part. Nous présentons également .dans ce chapitre les
investigations relatives aux propriétés intrinseques et a la stabilité de Ty, dont la structure
demeure non résolue a ce jour. Enfin, nous évoquons le procédé de lyophilisation comme une
voie possible d’amorphisation du tréhalose.

Le chapitre VIII propose une comparaison de la mobilité moléculaire des échantillons de
tréhalose amorphisés par différentes voies. Cette étude a nécessité I'utilisation conjointe des
techniques d’analyse diélectrique et de spectroscopie de chaleur spécifique. Les investigations
concernent les domaines métastable et vitreux, et fournissent une évaluation globale de la
mobilité des amorphes. Les principaux points discutés sont les caractéres non arrhenien et non
exponentiel des relaxations, ainsi que la question de I’origine des relaxations secondaires.

Le chapitre IX regroupe les conclusions de I’ensemble des résultats obtenus sur la fanansérine

et le tréhalose, et propose de possibles prolongements a ce travail.
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CHAPITRE I1

Transformations de phases a I’état solide

Techniques expérimentales et méthodes

spectroscopiques utilisées pour la caractérisation des

échantillons







Rappels bibliographiques, éléments expérimentaux et méthodologiques

Ce chapitre introductif a pour objectif de préciser les ¢léments théoriques et
méthodologiques utilisés par la suite. Il est divisé en trois sections : la premiére est consacrée a un
rappel bibliographique sur les transitions de phases a 1’état solide de matériaux pharmaceutiques. La
section B présente les différentes techniques expérimentales utilisées pour la préparation et la
caractérisation (structurale, thermique et dynamique) des échantillons. En section C, nous rappelons
brievement les principales caractéristiques de l’état vitreux, et décrivons les méthodes de
spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique qui ont permis d’étudier les propriétés

dynamiques des composés.

A. TRANSFORMATIONS DE PHASES A L’ETAT SOLIDE

Les matériaux thérapeutiques présentent, a I’état condensé, un polymorphisme souvent trés
riche et une aptitude & se maintenir dans des états métastables ou amorphes plus ou moins
 transitoires. Ces différentes formes polymorphiques possédent généralement des propriétés
physiques différentes et n’ont donc pas la méme efficacité thérapeutique. .

Les procédés industriels d’élaboration des médicaments font couramment intervenir des
sollicitations extérieures dites « non thermiques », dans la mesure ot elles ne requiérent pas le
chauffage du composé. Ce sont, par exemple, le broyage mécanique ou la micronisation destinés a
réduire la granulométrie des poudres, ou les opérations de désolvatation. Ces perturbations sont
susceptibles de modifier profondément les propriétés des matériaux. Par conséquent, leur utilisation
doit étre parfaitement contrdlée.

Nous allons aborder ici deux aspects importants des procédés de formulation des composés
pharmaceutiques, pouvant induire des transformations de phases particuli¢res. Il s’agit du broyage
mécanique, peu documenté dans le domaine des matériaux moléculaires, et de la déshydratation de
composés hydratés. Nous verrons au paragraphe A.1 comment ces sollicitations interviennent dans
la mise en forme des médicaments. Nous présenterons ensuite (§ A.2 et A.3) les différentes

propositions de rationalisation des effets du broyage et de la déshydratation.

A.l. Situation de I’étude dans le contexte pharmaceutique

» Réduction de la taille des grains — Opérations de broyage

De maniére générale, I’ingénierie des poudres, c’est-a-dire le contréle de la morphologie et
de la taille des particules est une étape essentielle de la galénique. La réduction de la taille des

particules est une méthode fréquemment mise en ceuvre pour modifier les caractéristiques des
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matériaux thérapeutiques. Les techniques les plus couramment utilisées dans ce but sont la

micronisation et le broyage mécanique, auquel sera consacrée une grande partie de cette étude. La

réduction de la taille de grains implique notamment :

- l’augmentation de la solubilité, qui améliore la biodisponibilité des médicaments [1]

- la possibilit¢ d’administrer des quantités de produit plus faibles, ce qui autorise un meilleur
contrdle du dosage et une réduction des effets secondaires [2]

- la possibilité d’accéder a d’autres modes d’administration des médicaments. On peut citer en
exemple les inhalateurs, dont I’efficacité pour soigner certaines pathologies pulmonaires est
reconnue et qui nécessitent I’élaboration de poudres a trés faible granulométrie (<1 pm) [3]

- la modification des propriétés mécaniques de la poudre, qui favorise la réalisation de comprimés
(la réduction de taille provoque 1’augmentation de la surface spécifique des grains, et du nombre
de points de contacts entre les particules. De ce fait, elle augmente le nombre de liaisons
interparticulaires pouvant se former pendant la compression, et améliore ainsi la tenue
mécanique du comprimé)

Mais les procédés de réduction de la taille des particules peuvent aussi modifier plus
profondément les propriétés physiques des substances pharmaceutiques, en provoquant des
transitions polymorphiques a I’état solide. Ces transformations inopinées peuvent generer des
phases métastables plus solubles, donc plus efﬁcaces que la phase stable initiale. Par exemple le
broyage mécanique de la forme stable de I’indométhacine, notée y, provoque une transition vers le
polymorphe métastable o [4], qui posséde une solubilité plus grande que la forme y de départ. Les
transformations induites par perturbation mécanique peuvent aussi s’avérer néfastes pour la
biodisponibilité. On peut citer en exemple les formes B et C du chloramphénicol palmitate, qui se
transforment sous traitement mécanique vers la forme A, moins soluble et moins efficace [5].
D’autre part, il a été montré que le broyage de composés moléculaires comme le poly(éthyléne

térephthalate) [6] ou le sucrose [7] entrainait I’amorphisation de ces matériaux.

Ces quelques exemples montrent que les problémes de transformations de phases induites
par broyage interviennent couramment dans les matériaux pharmaceutiques, et peuvent avoir des
implications considérables dans la formulation des médicaments. Bien que les effets du broyage
soient largement reportés dans la littérature pharmaceutique, il n’y a pas eu jusqu’a présent de
tentative d’approche physique des diverses modifications entrainées par le broyage dans les
matériaux moléculaires organiques. Nous verrons par la suite que ces questions ont été

principalement abordées en métallurgie.
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> Désolvatation — Interactions avec I'eau

L’utilisation de solvants est extrémement courante dans I’industrie pharmaceutique. Par
exemple, la recherche des polymorphes d’un composé passe généralement par des tentatives de
cristallisation par évaporation dans différents solvants.

Nous nous sommes intéressés au cas particulier de 1’eau, qui constitue 1’un des solvants les
plus largement utilisés. Les interactions des composés pharmaceutiques avec 1’eau au cours des
procédés de formulation doivent étre parfaitement contrdlées. En effet, de nombreux matériaux
naturellement hygroscopiques forment spontanément, dans les conditions ambiantes, des hydrates
steechiométriques plus stables que les phases anhydres correspondantes. C’est un paramétre a
prendre en compte pour la stabilité et la conservation du médicament. A I'inverse, la maitrise des
conditions de déshydratation des systémes hydratés est également nécessaire au bon déroulement
des procédés de formulation : le séchage de systémes aqueux est une étape fondamentale du
procédé de lyophilisation que nous présenterons au chapitre VII.

La déshydratation peut entrainer des modifications structurales profondes. Le retrait des
molécules d’eau incluses dans I’édifice cristallin peut provoquer des réarrangements structuraux
d’une phase cristalline hydratée vers une phase cristalline anhydre [8]. Quelques exemples
d’amorphisations induites par déshydratation ont également €té reportés [9-10]. Par ailleurs, la
présence de molécules d’eau dans I'édifice cristallin influe de maniére conséquente sur des
propriétés physiques telles la solubilité, la stabilité thermique et la mobilité moléculaire.

En résumé, les phénomeénes d’hydratation ou de déshydratation modifient directement les
caractéristiques physiques et chimiques des composés. Tout comme les sollicitations mécaniques,

ils vont engendrer des transformations de phases qu’il est nécessaire de contrdler, et idéalement

prévoir.

Diverses hypothéses ont €té émises pour rendre compte des modifications physiques
engendrées par le broyage mécanique ou la déshydratation. Les deux paragraphes suivants
présentent une étude bibliographique rassemblant quelques unes de ces propositions. Notre objectif
n’est pas de dresser une liste exhaustive des différents modeles précédemment mis au point, mais de
fournir quelques éléments de réflexion utiles a P’interprétation des résultats expérimentaux présentés

dans les chapitres a venir.

A.2. Cas du brovage mécanique

Les effets du broyage mécanique ont été étudiés de maniére extensive dans le domaine de la

métallurgie, depuis 1970. Cette technique s’est notamment révélée performante pour la
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mécanosynthése d’alliages métalliques [11]. Diverses études de transitions ordre — désordre
induites par broyage ont aussi été reportées, par exemple pour I’alliage FeAl [12]. En outre, le
broyage mécanique offre la possibilité d’amorphiser a I’état solide des substances métalliques
pures, comme le sélénium [13], ou des composés mixtes, comme les alliages binaires NiZr [14].

Les observations expérimentales des effets du broyage mécanique ont naturellement soulevé
la question de leur rationalisation dans une théorie universelle. Plusieurs modéles ont été proposés,
mais aucun a ce jour ne rend compte de manicre satisfaisante de toutes les transformations de
phases induites par le broyage mécanique. Nous avons répertori€ ici quelques uns de ces modeéles.
Les trois premiers (modeles de Gibbs-Thomson, Lindemann et Fecht) sont fondés sur la
thermodynamique d’équilibre. Nous présentons également une approche « hors équilibre »

récemment mise au point, qui repose sur le concept de transition dynamique.

> Effet Gibbs Thomson - Réduction de la taille des cristallites

L’effet Gibbs-Thomson est dii la réduction de la taille des cristallites provoquée par les
opérations de broyage [15]. L’agrégat cristallin nanoscopique de rayon r est soumis, du fait de la

. courbure de I’interface, a une surpression AP dont I’expression est donnée par :

ap=2t (L1)
r

ol y est la tension interfaciale. L’énergie de Gibbs de cet agrégat est alors augmentée, et la

température de fusion réduite en proportion [16] comme I’illustre la figure IL.1 :

G4

nano.

MAacro ™ e

> T
AT

Figure I 1 :
Diagramme de Gibbs donnant G(T) pour un cristal non broyé macroscopique et un agrégat microscopique. Dans ce

deuxiéme cas, l'interface plus important perturbe ['énergie de Gibbs et décale la fusion vers les basses températures.
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Le modéle de Gibbs — Thomson permet donc de rendre compte d’éventuelles dépressions
des températures de fusion des échantillons broyés. Toutefois, ces effets ne sont significatifs qu’a

I’échelle nanoscopique.

> Critére de Lindemann généralisé

Le critere de Lindemann généralisé rationalise la transition cristal — amorphe en tenant
compte des défauts introduits par le broyage dans le cristal [17]. Le critére initialement proposé par
Lindemann explique le phénomeéne de fusion de la maniére suivante : ’amplitude des vibrations des
atomes b autour de leur position d’équilibre augmente avec la température. Quand les
mouvements vibrationnels deviennent supérieurs & la moitié de la distance interatomique, le cristal
fond. Cette théorie, qui s’appuie sur la seule instabilité thermique, a par la suite été généralisée pour
prendre en compte le désordre « statique » li¢ aux défauts introduits dans le cristal du fait du
broyage [17]. Dans ce contexte, la fusion intervient lorsque le déplacement atomique moyen total
~ atteint une valeur critique, ce qui s’écrit : ‘

<ph>H<ph>=<pi> (11.2)
OU U est le déplacement atomique dii au désordre statique, et i le déplacement atomique critique
. au dela duquel le réseau cristallin ne peut subsister.

L’expression (11.2) implique qu’un cristal présentant suffisamment de défauts puisse subir
une fusion induite par le seul désordre statique, 4 toute température T { inférieure & la température
de fusion « théorique » Tf du cristal non défectif. Cette approche est compatible avec les modéles
microscopiques visant a expliquer le mécanisme de formation des défauts dans les cristaux. Par
exemple, le principe énoncé par Nabarro stipule que 1’énergie de formation d’un défaut dans un
cristal soit une fonction décroissante de la concentration de ce défaut [18]. En d’autres termes, plus
le nombre de défauts est important, plus il est facile d’en générer d’autres, ce qui conduit finalement

a la désorganisation totale du cristal.

> Approche de la thermodynamique d’équilibre - Théorie de Fecht

Le modele proposé par Fecht est une généralisation des modeles de fusion de Frenkel et de
Mott [19]. Il s’inscrit dans le cadre de la thermodynamique d’équilibre et permet de tenir compte du
role des défauts dans le phénoméne de fusion. Pour Fecht, les défauts ponctuels introduits par
sollicitation extérieure (broyage mécanique, irradiation...), font partie intégrante de la structure
cristalline. L’évolution relative de I’enthalpie libre du cristal défectif par rapport au liquide, en
fonction de la concentration de défauts c, est représentée sur la figure I1.2.

Dans un cristal défectif, 1’équilibre thermodynamique entre le cristal et le liquide n’est plus

défini par
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AG= G]iq - Gcri =0 (H.3)
ol Gijiq et Geri désignent respectivement les énergies libres du liquide et du cristal, mais par
AG =AG-AGg=0 (11.4)

Dans ’expression (I1.4), le terme AGy désigne la variation d’énergie libre associée aux défauts
ponctuels. Pour une concentration C de défauts, cette variation s’écrit :
AG4 = C(AH4 — TASy) + kT[C In C + (1-C) In (1-C] (IL.5)

ou AHg4 et AS4 sont les variations d’enthalpie et d’entropie associées aux défauts.

La figure I11.2 montre que plus la concentration de défauts est élevée, plus la transition
cristal — liquide est décalée vers les basses températures et plus elle se rapproche d’une transition
du second ordre. Il existe une concentration limite de défauts (C, sur la figure I1.2) pour laquelle
I’enthalpie de Gibbs du cristal défectif devient tangente a celle du liquide. Comme le souligne
Okamoto [20], le cristal fortement défectif se trouve alors dans une situation thermodynamique qui
le pousse a basculer vers la phase liquide. Toutefbis, a la température a laquelle se produit cette

transformation, la mobilité moléculaire n’est pas celle d’un liquide. On assiste donc a une transition

cristal — amorphe.

GA

cristal C,

cristal C;

cristal ———n 1\

non défectif

liquide

» T
Tfi TfO

Figure II.2 :

Représentation schématique du diagramme de Gibbs pour un cristal non défectif (C = 0) et deux cristaux défectifs pour

lesquels les concentrations des défauts C; et C, sont telles que C; < C,, selon I'approche de Fecht.
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Les trois modeles présentés ci-dessus permettent de rendre compte d’une partie des effets du
broyage constatés expérimentalement. Toutefois, aucun n’est en mesure de décrire toutes les
transformations physiques possibles. Le modéle de Gibbs-Thomson permet de rendre compte des
¢éventuelles dépressions de la température de fusion des composés broyés. En revanche, il ne
propose aucune explication relative aux transitions de phases survenant au cours du broyage. Les
modeles de Lindemann et de Fecht fournissent tous deux une explication aux phénoménes
d’amorphisation par broyage, mais aucun n’est capable de rationaliser les transitions
polymorphiques observées dans de nombreux cas.

A ces approches fondées sur la thermodynamique d’équilibre, on peut opposer I’hypothése

de transitions dynamiques récemment formulée par G. Martin et P. Bellon.

> Approche hors équilibre — Notion de transition dvnamique

Le formalisme proposé par Martin et al. péur rationaliser les effets du broyage mécanique
[21] s appuie sur I’étude expérimentale de I’amorphisation de NiZr [14] d’une part, et de la mise en
désordre d’alliages binaires FeAl [12] d’autre part. Ces auteurs -ont montré qu’il était pertinent de
définir une intensité de broyage comme étant la quantité de mouvement cédée a lé poudre par unité

de masse et de temps. Dans le cas simple d”un broyeur vertical & une bille, I s*écrit :

_MuWf
I= M, (I1.6)

ol M, et Mj, sont les masses respectives de la poudre et de la bille de broyage, V), la vitesse de la
billé et f la fréquence des chocs. La fréquence des impacts de la bille sur la poudre intervient donc
de maniére directe dans la quantification de 1’efficacité du broyage.

Ce type d’approche balistique est une généralisation du traitement des problémes de
transformations de phases induites par irradiation. Elle a été formalisée dans le cas de la mise en
désordre d’alliages FeAl, et permet de rationaliser les effets du broyage en s’appuyant sur le
concept de transition dynamique, hors équilibre [21]. D’aprés la théorie de Martin - Bellon, les
effets du broyage peuvent étre décrits en fonction du jeu de parameétres {I, T}, T étant la
température de broyage. L’état du systéme physique est quant a lui décrit par un paramétre d’ordre
S, qui dans le cas de FeAl est le degré d’ordre dans I’alliage. Pendant le broyage, deux dynamiques
agiraient en paralléle : I'une liée aux propriétés thermodynamiques intrinséques du composé, et
I"autre en relation directe avec la fréquence et 'intensité des chocs balistiques des billes de broyage
sur le matériau. Cette derniére contribution ajoute un terme dit « de forcage » a I’énergie libre de
Gibbs. Les états accessibles au systémes sont alors définis par [’équation :

dS_ . 0G v, _ OGer
T [t 55 Ibal S (1.7)
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ol S est le paramétre d’ordre caractérisant la transition, et I'va et I'y, sont respectivement la
fréquences des sauts balistiques, ihdépendante de la température, et celles des sauts thermiquement
activés. Les solutions de cette équation correspondent aux minima de « I’énergie libre effective »,
notée Ger. Ils définissent des états stationnaires accessibles sous broyage, qui ne sont pas des états

d’équilibre du systéme, comme !’illustre la figure IL.3 :

A

Geff

Parametre d’ordre S

Figure I1.3 :

NMustration du concept « d'énergie libre effective ». Les minima de Geff définissent les états stationnaires accessibles
au systéme sous broyage. Ills ne correspondent pas aux minima thermodynamiques définis par 1’énergie libre G, et qui

définissent les états d’équilibre du sysiéme.

Les paramétres extérieurs I et T influant directement sur I’état final atteint apres le broyage,
on peut envisager |’établissement de diagrammes de phases dynamiques, dont 1’objectif ultime est
de permettre la prédiction de 1’état final atteint par le composé en fonction des paramétre de

forgage.

Le modéle de Martin — Bellon [21] ne fait aucune hypothése sur la nature de la transition
induite par le broyage. Dans une approche hors équilibre, il permet donc de rendre compte aussi
bien des transitions polymorphiques que des amorphisations a 1’état solide. Toutefois, [’application
stricte de ce modeéle est aussi soumise a certaines restrictions :

- Pintensité de broyage I doit étre définie pour un type de broyeur donné, la notion de fréquence
de chocs étant indispensable. Dans le cas ou le mouvement des billes de broyage est complexe
(par exemple, pour un broyeur planétaire) la détermination des paramétres de forcage pose
probléme

- dans le cas de transformations polymorphiques ou d’amorphisations induites par broyage, le

choix du paramétre d’ordre pertinent demeure un probléme non résolu (la validation du modéle
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n'ayant été effectuée que pour des alliages métalliques binaires subissant une transition

ordre — désordre)

A.3. Cas de la déshvdratation

Les interactions des matériaux moléculaires pharmaceutiques avec 1’eau constituent un
probléme majeur de leur formulation et de leur vieillissement. L’eau peut intervenir de diverses
maniéres, en fonction de la nature du diagramme binaire du composé moléculaire envisagé et de
I'eau.

Un grand nombre de composés moléculaires forment des hydrates steechiométriques [22].
On parle alors de « pseudopolymorphisme ». Ces phases sont susceptibles de se former de maniére
inopinée pendant le procédé de fabrication ou le stockage du médicament. Des réactions de
déshydratation peuvent se produire au chauffage ou par modification de 1’atmosphére environnante
(vide partiel, balayage de gaz sec...). Ces réactions sont influencées par un grand nombre de
facteurs, liés aux perturbations extérieures appliquées, ainsi qu’a la nature moléculaire du composé
(notamment lé nombre de liaisons hydrogéne que comporte la maille). Les effets -des
déshydratations signalés dans la littérature peuvent €tre classés en trois catégories principales.
= Le plus souvent, on assiste a la formation de nouvelles phases cristallines anhydres, ou de degré

de steechiométrie différent. On peut observer un changement de structure cristalline, vers une
forme anhydre pouvant par ailleurs étre obtenue par cristallisation dans.un autre solvant. Il
existe généralement une parenté entre la structure de I’anhydre obtenu et celle de I’hydrate de
départ. Cela est di au fait que la structure de I’hydrate de départ favorise 1’évacuation des
molécules d’eau suivant des directions cristallographiques précises. C’est le cas par exemple du
lactose [23] et de la caféine [24], tous deux monohydrates, pour lesquels les molécules d’eau
quittent la structure cristalline par des canaux paralléles.

» Dans les autres cas, il n’y a pas de relation entre la structure anhydre résultante et la structure de
I’hydrate de départ, et la variété anhydre issue de la déshydratation peut différer de celle
obtenue par cristallisation dans un autre solvant.

= La déshydratation peut conduire a un état anhydre amorphe. Cette transformation est
couramment observée lors de la lyophilisation. Elle peut aussi survenir lors de la déshydratation
d’un hydrate steechiométrique, et entrainer alors une transformation directe cristal — verre a
I’état solide. C’est ce qui se produit par exemple lors de la déshydratation de ’acétate de

magnésium tétrahydrate [9].

23



Chapitre 11

Les investigations consacrées a la déshydratation des hydrates moléculaires ont révélé que
les mécanismes microscopiques qui gouvernent la déshydratation sont souvent complexes, et
différent fortement d’un composé a I’autre. Elles ont abouti & la définition de critéres permettant de
classer les différents processus de déshydratation [25]. Ces critéres concernent principalement les
mécanismes microscopiques de départ d’eau, et la relation structurale entre 1’hydrate de départ et
I’anhydre issu de la déshydratation [26]. Toutefois, il n’y a pas de consensus sur les mécanismes de
déshydratation, et diverses possibilités de scenarii ont été proposées [25]. On peut les classer en

deux catégories principales [26]:

» Mécanismes « continus»: ces modeles postulent que les réactions de déshydratation
interviennent de maniére continue, par réorientation progressive des molécules du cristal. Dans
ce cas, les réactions interviennent par le biais de mouvements de faible amplitude, ce qui ne
modifie pratiquement pas les caractéristiques du réseau cristallin. La phase issue de la
déshydratation présente alors des caractéristiques structurales comparables a celles de ’hydrate
d’origine. Néanmoins, de trés nombreuses réactions de déshydratation produisent des phases

dont la structure est clairement différente de celle de Phydrate initial.

» Mécanismes de nucléation — croissance : ces modeles pbstulent que les transitions induites par
déshydratation onf pour point de départ des sites précis, par exemple les défauts dans une
structure cristalline ou la surface des particules. La transformation se propage a I’ensemble du
matériau par déplacement progressif d’une interface. Dans ce cas, 'information structurale
contenue dans la phase hydratée de départ n’est pas conservée, et on n’observe pas dé
réminiscence de cet ordre dans la structure de la phase obtenue aprés déshydratation.

Ce type d’interprétation est né d’analyses cinétiques conduisant & une forme sigmoidale de type
Avrami des courbes de déshydratation en fonction du temps. Le passage d’une phase hydratée a
un pseudopolymorphe de steechiométrie différente a donc été interprété en terme de nucléation -
croissance. C’est cette hypothése qu’il faudrait alors élargir au processus d’amorphisation par
déshydratation, dans une approche inverse de celle habituellement associée a la loi d’Avrami

(qui décrit la cristallisation par un mécanisme de nucléation - croissance).

Dans certains cas, trés rares, il a été signalé que selon les conditions de déshydratation, on
pouvait générer une phase anhydre soit cristalline, soit amorphe. C’est le cas de I’érythromycine
dihydrate [27] et de ['ampicilline trihydrate, pour laquelle la déshydratation & pression
atmosphérique produit un anhydre cristallin, tandis que la déshydratation sous pression (21 bars)

produit un anhydre amorphe [28]. C’est aussi le cas de la déshydratation du tréhalose dihydrate
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[29,30], a laquelle sera consacrée une partie de cette étude (chapitre VII). En effet, la possibilité
d’obtenir, pour un méme composé, différents produits de la déshydratation, offre en principe une
opportunité supplémentaire d’identifier les paramétres physiques pertinents susceptibles de
gouverner les différents modes de transformations.

La littérature pharmaceutique fait état de recherches de parametres extérieurs conditionnant
le produit de la déshydratation. Parmi eux, on peut citer :

= la température : Ono et al. [31] ont montré que pour la carbamazépine dihydrate, des

températures de déshydratations différentes généraient la formation de phases anhydres
différentes.

* la pression: Han et al. ont étudié ’influence de la pression sur la déshydratation de la
carbamazepine dihydrate [32] et de ampicilline trihydrate [28]. Pour la carbamazepine, la
déshydratation & pression atmosphérique conduit & la formation du polymorphe anhydre v,
tandis qu’a haute pression é’est le polymorphe anhydre B qui est formé. Dans le cas de
’ampicilline trihydrate, la déshydratation & pression atmosphérique conduit a
I’amorphisation du composé, tandis que la déshydratation a haute pression permet la
formation d’ampicilline anhydre cristalline. ' ~

* la taille des grains : cet aspect sera abordé au chapitre VII, en relation avec nos résultats

expérimentaux sur la déshydratation du tréhalose.
D’autres paramétres ont également été testés, mais ne seront pas abordés ici. Malgré les nombreuses
études expérimentales (portant notamment sur les composés pharmaceutiques), aucune théorie

unificatrice capable de décrire tous les effets de la déshydratation n’a encore émergé.

Un autre aspect des effets d’interaction des composés pharmaceutiques avec 1’eau implique
Pensemble du diagramme binaire du mélange, et ses aspects hors équilibre. On rencontre trés
fréquemment, dans la littérature pharmaceutique ou agrochimique, la notion de diagramme
« d’état », plutdt que « de phase », car les aspects de non équilibre sont impliqués. Cela se produit
lors de cheminements complexes dans ce diagramme, comme ceux empruntés au cours du

processus de lyophilisation [33] et illustrés sur la figure 11.4.
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Te

concentration
en eau

hydrate C, C

steechiométrique

Figure I1.4
Diagramme d’état d’'un mélange {réactant / eau} ne présentant pas d'eutectique. Les points | a 4 décrivent I'étape

initiale de congélation du processus de lyophilisation.

Dans le cas d’un mélange sans eutectique, l’étapej initiale du processus de lyophilisation peut

étre décrite de la maniére suivante :

- (1) la congélation d’une solution riche en eau provoque la cristallisation de la glace.

- (.2) la concentration en réactant augmente, et le mélange suit la courbe d’équilibre solide —
liquide

- (3) I’abaissement de la température conduit le systéme a suivre le prolongement métastable du
liquidus. La solution non encore congelée est de plus en plus concentrée, et sa viscosité
augmente fortement

- (4) en poursuivant le refroidissement, le systéme atteint la température T, a laquelle la mobilité
moléculaire ne permet plus les réarrangements structuraux, sur I'échelle de temps de
I’expérience. On aboutit alors a un état « figé », hors équilibre, pour une concentration C,” fixée.
La connaissance des paramétres C,” et T,’, définis par I’intersection d’une courbe d’équilibre
métastable, et d’une courbe hors équilibre, est essentielle au bon déroulement du processus de
lyophilisation, puisque I’étape de congélation doit impérativement s’effectuer a une température

inférieure a T’ [34]. Il faut donc amener le systéme dans un état de non équilibre.

Un cycle de lyophilisation classique comprend, en plus de I'étape de congélation, deux
étapes de séchage successives effectuées a plus haute température et sous pression réduite, afin de
sublimer la glace présente dans le mélange. Nous aurons 1’occasion de revenir sur les différentes

étapes du cycle au chapitre VII. La lyophilisation, trés couramment employée en industrie
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pharmaceutique, explore donc le diagramme d’état d’un mélange binaire {réactant / eau} dans les

domaines d’équilibre et de non équilibre.

En conclusion, les sollicitations telles que le broyage mécanique ou la déshydratation
d’hydrates cristallins, sont susceptibles de modifier profondément I’état physique des composés, en
générant des réarrangements structuraux importants. Les répercussions de ces transformations sur
les propriétés thérapeutiques sont considérables, dans la mesure ou I’état structural du médicament
influence non seulement ses propriétés physico-chimiques et mécaniques, mais aussi sa
biodisponibilité et son efficacité. En conséquence, I’optimisation des conditions d’emploi et de
formulation des médicaments nécessite de maitriser, et a terme prédire les transformations de

phases induites par le broyage et la déshydratation.
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B. TECHNIQUES de PREPARATION et de CARACTERISATION DES
ECHANTILLONS

B.1. Brovage des échantillons

Les études présentées dans ce rapport ont nécessité Ja réalisation de nombreuses opérations
de broyage. L’appareil utilisé est un microbroyeur planétaire « Pulvérisette 7 » commercialisé
par Fritsch (photo IL.1). 11 est constitué d’un plateau sur lequel sont fixées deux jarres de broyage
de 45 ml chacune. Chaque jarre peut contenir jusqu’a 7 billes de broyage de 15 mm de diamétre.
Les jarres et les billes de broyage sont en oxyde de zirconium (de pureté 95 % ZrO,, et de densité
5.7 g.em™). Ce matériau présente une trés grande résistance aux chocs et & I'usure et autorise des
broyages prolongés.

Les sens de rotation des jarres autour de leur axe propre et du plateau porteur sont opposés,
ce qui lgénére des forces centrifuges concurrentes et antagonistes. La vitesse de rotation des jarres
est la 1ﬁéme que celle du plateau. Elle est choisie par I'utilisateur et peut varier entre 100 trs/min et
800 trs/min, par pas de 10 trs/min.

-Le broyage dans la Pulvérisette 7 résulte donc de deux phénomenes simultanés :

- un effet de friction induit par le roulement des billes de broyage sur les parois de la jarre

- un effet de choc provenant de I’impact des billes sur ces parois.

La figure IL.5 schématise le fonctionnement du microbroyeur planétaire « Pulvérisette 7 »:

sens de rofation des jarres
autour de leur axe propre

sens de rotation du

plateau porteur
Photo IL1 : Figure 1.5 :
Microbroyeur planétaire Principe de fonctionnement de la Pulvérisette 7

« Pulvérisette 7 »
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Afin d’assurer aux expériences de broyage la meilleure reproductibilité possible, nous avons
utilisé pour chaque expérience de broyage les mémes paramétres expérimentaux. Toutes les
opérations de broyage ont ainsi été réalisées avec 7 billes de broyage et 2 grammes de poudre par
jarre. La vitesse de rotation des jarres et du plateau porteur a été fixée a 400 tours/minute.

Les chocs provoqués par les billes de broyage induisant une élévation de température a
Iintérieur des jarres pendant les opérations de broyage, nous avons limité cet effet importun en

alternant des périodes de broyage effectif et des périodes de pause de 5 minutes chacune.

B.2. Diffraction des rayons X sur poudre (DX)

La Diffraction des Rayons X sur poudre (DX) a été utilisée au cours de cette étude, pour
identifier les états cristallographiques des échantillons, ou suivre en temps réel des transformations
structurales survenant au cours de traitements thermiques. Les résultats reportés dans les chapitres

suivants proviennent de trois diffractometres différents :

¢ un diffractomeétre Inel muni d’un détecteur courbe sensible en position CPS 120. Sa courbure
est telle que les rayons X diffractés arrivent perpendiculairement a I'anode du détecteur, ce qui
permet de s’affranchir des erreurs de parallaxe habituellement rencontrées aux limites des
détecteurs courbes. Le détecteur CPS 120 autorise des aéquisitions trés rapides, sur un domaine
angulaire de 120 degrés. Le rayonnement utilis¢ provient d’une anticathode en cuivre ; sa
Jongueur d’onde est A(Cugq;) = 1.541 A.
Ce montage a été principalement utilisé pour la caractérisation structurale des poudres a
température ambiante. Les échantillons ont été analysés sur capillaires tournants de diametre 0.7

min.

¢ un diffractomeétre Panalytical Xpert Pro, muni d’un détecteur Xcelerator. Il est équipé d’une
chambre Anton Paar TTK 450, qui permet de réaliser le vide a 10 mbar, et de faire varier la
température de — 193°C a + 450 °C. Cet appareil a été utilisé en particulier pour des expériences
de diffraction des rayons X -en réflexion, nécessitant [’utilisation de porte-échantillons
cuivre/chrome, de dimension 15 x 10 x 0.8 mm®. Le rayonnement provient d’une anticathode de
cuivre (MCugq1) = 1.541 A).
Ce montage permet d’effectuer des expériences de diffraction X résolues en temps, et de suivre

les évolutions structurales d’échantillons soumis a des traitements thermiques.
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¢ un diffractométre Siemens - Bruker D5000, équipé d’une chambre en température Anton Paar
TTK 450. Les porte échantillons sont en aluminium. Un tube & anticathode de cobalt fournit un
rayonnement incident filtré par le fer. Deux radiations sont émises : Co Ka,y (A = 1.7890 A) et
Co Koy (A = 1.7929 A). On utilise un détecteur linéaire multicanal Braun 50M, qui posséde une
fenétre de détection de largeur 10° en 26.
Ce montage a été plus spécifiquement employé au suivi des modifications structurales en temps

réel des échantillons.

B.3. Analyse Thermique Différentielle (ATD)

L’Analyse Thermique Différentielle (ATD) permet de suivre en temps réel 1’évolution
thermodynamique d’un échantillon, pendant un traitement thermique ou une isotherme. L’appareil
que nous avons utilisé¢ est la DSC 2920 de TA Instruments. Il est équipé d’un compresseur
réfrigérant qui permet d’étendre la .gamme des températures accessibles de - 60°C & 400°C. Les
échantillons sont placés dans des creusets en aluminium sans couvercle (pour favoriser
d’éventuelles déshydratations lors du chauffage) ; un creuset vide, de ﬁléme masse que le creuset
« échantillon », tient lieu de référence. La masse de produit est choisie suffisamment faible (3 - 10
mg) pour que la totalité de I’échantillon suive les variations thermiques imposées. L’enceinte de la

DSC 2920 est schématisée sur la figure I1.6.

creuset creuset
“référence” " “échantilion”

Gaz de balayage
balayage /'
<. 7 [ cveampur=ry}
h thermocouple
« échantillon »
Cellule ATD
thermocouple
« référence »
Figure 116 :

schéma de principe du four de la DSC 2920 de TA Instruments
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Avant chaque série de mesures, la ligne de base est calibrée a four vide, avec une vitesse de
chauffage identique & celle de I'expérience. La température et I’enthalpie sont corrigées a ’aide
d’'un échantillon d’Indium servant d’étalon. Les résultats ont été¢ analysés a 1’aide du logiciel
Universal Analysis 2000 version 3.7 de TA Instruments.

L’utilisation spécifique de I’ATD en mode modulé requiert une étape de calibrage
supplémentaire permettant de corriger la valeur de la chaleur spécifique C,. Cette étape s’effectue
en mesurant la valeur du C, du saphir sur la gamme de température de I’expérience. La description
détaillée de la technique d’ATD a modulation de température, qui permet de réaliser une

spectroscopie de chaleur spécifique, est proposée au paragraphe C.3 de ce chapitre.

B.4. Analyse ThermoGravimétrique (ATG)

L’Analyse ThermoGravimétrique (ATG) mesure |’évolution de la masse d’un échantillon,
en fonction du temps ou de la température, et permet notamment de détecter et de suivre les
déshydratations. L’appareil utilisé est la TGA Q500 de TA Instruments. Les échantillons, de
masse comprise entre 5 et 10 mg, sont placés dans une nacelle balayée par un flux d’azote sec. Les
évolutions de masse sont mesurées par une microbalance de précision 0.1 pg.

Le calibrage de I’appareil s’effectue en deux temps :

- labalance micrométrique est calibrée grace a des références de masses étalon de 100 mg

et 1 g fournies par le constructeur
- latempérature est calibrée avec les points de Curie de I’alumel et du nickel

Les résultats d’ATG ont été analysés avec le logiciel Universal Analysis 2000, version 3.7

de TA Instruments.

B.5. Cinétique d’absorption de vapeur (ou « Dynamic Vapor Sorption » :

DVS)

La technique de DVS permet de mesurer les variations de masse d’un échantillon, en faisant
varier le degré d’humidité relative dans ’enceinte de I’appareil. Les variations de masse sont
mesurées par une microbalance, et le taux d’humidité est atteint par un mélange de vapeur d’eau et
d’azote sec. L appareil utilisé est le DVS 1000 de Surface Measurements Systems.

La microbalance est calibrée grace a une masse étalon de 100 mg + 50 ug. La calibration en
humidité relative (HR) est effectuée avec-cinq solutions saturées de sels dont le point de

déliquescence correspond a une HR précise a 25°C:
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LiCl: 11.3 % HR
MgCl, : 32.8 % HR
Mg(NO3); : 52.8 %
NaCl : 75.3 % HR
KNOj;:93.7 % HR

B.6. Microscopie Optique

Nous avons utilisé le microscope optique Olympus BXS51. Les échantillons sont placés
dans une platine Linkam THMS 600 permettant d’effectuer des traitements thermiques au chauffage
et au refroidissement, et de contrdler I’atmosphére. Ils sont éclairés en transmission par une lumiére
halogéne de 100 W. Un régulateur Linkam TMS 94, associ¢ a un systéme de refroidissement a
’azote liquide, donne accés & une gamme de températures allant de - 190°C a 600°C. Les vitesses
de chauffe accessibles (0.01°C/min — 100°C/min ) autorisent I’application de traitements
thermiques analogues a ceux utilisés en ATD et en ATG. Les analyses des photos et la
détermination des tailles moyennes des pafticules ont été réalisées avec le logiciel AnalySys version

3.2, de Soft Imaging System GmbH.

B.7. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La RMN du solide a été utilisée pour étudier les propriétés structurales intramoléculaires des
différents échantillons. Les spectres CPMAS du carbone (°C) ont été enregistrés a 25.14 MHz, a
température ambiante, sur un spectrométre Bruker ASX 100 équipé d’une sonde MAS adaptée a des
rotors de 7 mm. La fréquence de rotation des rotors est de 5 kHz, ce qui est suffisant pour
s’affranchir des bandes de rotation, et permet de s’assurer du caractére isotrope du déplacement
chimique. La largeur des pics est dans ce cas minimisée a la résolution instrumentale. Le temps de
relaxation spin - réseau Tj('H) est mesuré séparément sur une sonde proton statique. Chaque
séquence est séparée par un délai de répétition égal & cinq fois Ti('H), de maniére a permettre la
relaxation compléte des spectres CPMAS BC. 2048 points séparés de 160 ps ont été enregistrés
pour chaque signal d’induction libre. Une convolution lorentzienne de 3 Hz a été appliquée a

I’ensemble des spectres.
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B.8. Analyse Diélectrique

Les mesures diélectriques ont été réalisées avec I’analyseur DEA 2970 de TA Instruments,
qui couvre un domaine fréquentiel de 7 décades (de 3.107 & 10° Hz). La gamme de température
accessible s’étend de — 190 a 400°C grace a I’utilisation d’un systéme de refroidissement a I’azote
liquide (Liquid Nitrogen Cooling Accessory). Pendant chaque expérience, I’échantillon est
maintenu sous un flux d’azote sec, afin de prévenir toute absorption d’humidité. Deux types de
cellules ont été utilisés, suivant la nature physique de I’échantillon :

- les cellules « interdigitées », qui sont spécialement adaptées a I’étude des
propriétés diélectriques des liquides. Elles se composent d’un quadrillage
d’électrodes sur lequel le composé est directement fondu, ce qui garantit un
remplissage optimal de la cellule

les cellules de type « condensateur plan », qui permettent I’investigation

des propriétés diélectriques d’échantillons poudreux. (issus du broyage

notamment). La poudre est dans ce cas préalablement compactée sous 8

tonnes a la presse hydraulique, de mani¢re a former une pastille homogéne,

d’épaisseur inférieure a 1 mm.

La caractérisation des propriétés diélectriques des échantillons a été effectuée en deux
étapes. Nous avons réalisé des expériences préliminaires isochrones, qui consistent 2 tester plusieurs
fréquences au cours d’un balayage en température. Elles fournissent une évaluation globale du
comportement de I’échantillon, et permettent de cibler les domaines de température et de fréquence
nécessitant des investigations plus poussées. L’étude approfondie des processus de relaxations
diélectriques a été effectuée au cours d’expériences isothermes, en utilisant le plus grand nombre de
fréquences possibles (28 au maximum). La durée de chaque isotherme est calculée de sorte que la
table de fréquences puisse étre parcourue plusieurs fois, ce qui permet de s’assurer de la stabilité du
composé pendant I’isotherme.

Les résultats des mesures diélectriques ont été affinés avec le logiciel WinFit version 1.2 de
Novocontrol GmbH.

La réalisation de mesures spectroscopiques avec |’analyseur diélectrique est décrite en

détails au paragraphe C.3 de ce chapitre.
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Chapitre 1]

C. ASPECTS METHODOLOGIQUES ET THEORIQUES :
CARACTERISATION DE L’ETAT VITREUX

Une partie de ce mémoire (chapitre V1II) est consacrée a I’étude de la mobilité moléculaire
de matériaux amorphisés par différentes méthodes, et a son évolution a ’approche de la transition
vitreuse. Une telle étude nécessite certaines connaissances préalables concernant la transition
vitreuse et ses propriétés. Elle nécessite ausst la maitrise de techniques spectroscopiques adaptées a
ce type d’investigations, telles ’ATD a modulation de température ou [’analyse diélectrique.
D’autre part, la température de transition vitreuse T, est une référence de 1’état amorphe, par rapport
a laquelle il est nécessaire de situer ’ensemble des perturbations appliquées.

Nous rappellerons au paragraphe C.1, la définition et les caractéristiques de la transition
vitreuse. Le paragraphe C.2 sera consacré 4 la description de la mobilité moléculaire de part et
d’autre de T, Nous détaillerons ensuite, au paragraphe C.3 deux méthodes de caractérisation des
relaxations qui nous ont permis de caractériser la mobilité moléculaire des différents échantillons :
la spectroscopie diélectrique et la spectroscopie de chaleur spécifique, utilisée pour étudier les

relaxations enthalpiques des matériaux amorphes.

.C.1. Définition et caractéristiques de la transition vitreuse

Les composés solides peuvent -exister sous forme cristalline ou sous forme amorphe. L’état
cristallin se caractérise par la périodicité de son réseau. L’état amorphe, au contraire, ne posséde pas
d’ordre a longue portée. Le liquide en constitue I’exemple le plus courant [35].

La figure IL.7 représente I’évolution de I'entropie configurationnelle S et de la chaleur
spécifique C, d’un liquide sous refroidi en fonction de la température T. Le refroidissement de la
phase liquide peut, dans certains cas, étre suffisamment rapide pour éviter la cristallisation.
L’entropie suit alors la ligne d’équilibre du liquide en de¢a de la température Tr; le composé se
trouve alors dans I’état de « liquide sous refroidi », métastable. Le refroidissement d’un tel systéme

provoque une augmentation de sa viscosité, qui refléte un ralentissement des mouvements de

relaxation structurale.
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Figure 11.7 :

a.  Représentation schématique de I'évolution de [’enthalpie H, en fonction de la température T. La température de
transition vitreuse T, dépend de la vitesse de refroidissement v. Sur la figure I1.7, v; < v,

b.  Sauts de chaleur spécifique associés aux différentes vitesses de refroidissement v; < v; < v;

La température de transition vitreuse T, est la température a laquelle ces mouvements
deviennent tellement lents qu’ils semblent gelés, sur I’échelle de temps de I’expérience [36]. On
observe a Ty un changement de pente de I’entropie a I’origine d’un saut de la chaleur spécifique C,
du composé (C,/T = 8S/8T), comme le montre le thermogramme de la figure 11.7.b. En dessous de
T,, le systéme se trouve dans un état vitreux, hors équilibre, dont I’entropie est supérieure a celle
du prolongement du liquide métastable. La transition vitreuse résultant de la compétition de deux

échelles de temps (celle des réarrangements moléculaires, et celle de I’expérience), T, dépend
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fortement de la vitesse de refroidissement du liquide métastable. La figure II.7.a montre en
particulier qu’un refroidissement a la vitesse v; < v, permet de suivre le prolongement métastable
du liquide plus longtemps, ce qui se traduit pour les températures de transition vitreuse par
Tg1 < Te.

Cette figure met aussi en évidence I’existence d’une singularité thermodynamique a la
température de Kauzmann, Tg [36]. L extrapolation de la courbe d’entropie du liquide métastable
en dessous de T, définit la température Tk a laquelle I’entropie du liquide deviendrait égale a celle
du cristal. En dessous de T, le cristal aurait alors la plus grande entropie. Cette situation est évitée
grace au changement de pente de S(T) qui intervient a la transition vitreuse. Tk représente donc la

limite inférieure de la température de transition vitreuse.

La transition vitreuse n’est donc pas une transition de phase au sens de la
thermodynamique ; c¢’est un phénoméne cinétique qui marque le passage d’un état d’équilibre
métastable (le liquide sous refroidi) a un état hors équilibre (le verre). Ces notions, présentées ici
pour le verre obtenu par trempe thermique du liquide, peuvent étre généralisées aux matériaux

amorphisés par d’autres voies.

C.2. Mobilité moléculaire dans les domaines métastable et vitreux

> Au-dessus de T, : Relaxations « principales »

Les relaxations structurales, dont les temps caractéristiques augmentent de manicre critique
lors du sous-refroidissement et gélent & Ty, sont appelées «relaxations principales» ou
« relaxations o » [35,36]. La dépendance en température des temps caractéristiques des relaxations
principales est généralement non arrhenienne. Elle peut étre décrite par la loi de Vogel-Fiilcher-

Tamman (VFT) :

(1) =1y exp{ ] (11.8)

T -T,

Dans cette expression, A et 1o sont des constantes (to correspond au temps caractéristique des
modes de vibration), et Ty est la température virtuelle a laquelle les temps de relaxation extrapolés
divergeraient. Cette température est souvent assimilée a la température de Kauzmann Tx. Pour
To = 0, on retrouve la loi d’Arrhenius décrivant un processus thermiquement activé.

La dépendance en température du temps de relaxation est souvent représentée dans un

diagramme d’Arrhenius de la forme : log[t(T)] = f(1000/T), qui donne accés aux paramétres de la
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loi VFT (I1.8). Un tel diagramme donne par ailleurs la valeur de T, conventionnellement définie

comme la température a laquelle le temps de relaxation t(T) vaut 100 s.

= FBvolution non arrhenienne des relaxations - Notion de fragilité

Pour classer et comparer les systemes formateurs de verre, il est utile d’introduire la notion

d’indice de fragilité m [37]. Ce paramétre est défini par la relation :
m= %Z% | (11.9)
T=Tg

L’indice de fragilit¢ m est donc la pente a T, de la courbe d’évolution des temps de
relaxations t(T), dans un diagramme d’Arrhenius normalisé a Tg. Il permet d’estimer, pour un
changement de température AT donné, la modification de la mobilité moléculaire. On peut classer
les systémes formateurs de verre en deux catégories :

* les systémes vitrifiables dits « forts », qui possédent de faibles indices de fragilité (m = 16),
dont la dynamique est quasiment arrhenienne. Ce sont par exemple les systémes présentant un
réseau de liaisons intermoléculaires fortes, tels les verres d’oxyde comme SiO; ou GeO,

* les systémes vitrifiables dits « fragiles », qui possédent des indices de fragilité élevés, et dOI.lt
la dynamique s’¢éloigne fortement du comportement arrhenien. La valeur de m est d’autant plus
grande que la déviation par rapport au comportement arrhenien est marquée. Les liquides les
plus fragiles sont ceux pour lesquels les évolutions structurales dans le liquide sous-refroidi
sont les plus rapides, sur un intervalle de température donné. Les compbsés moléculaires

organiques vitrifiables constituent des systémes fragiles.

Le diagramme d’Arrhenius de la figure I1.8 présente la dépendance en température des
temps caractéristiques de relaxation de divers formateurs de verres. Les verres forts, comme les
verres de silice (m = 20 [37]), présentent une dynamique arrhenienne qui se traduit par une droite
dans le diagramme d’Arrhenius. Certains verres organiques, comme 1’o-terphenyl (m = 81 [37]),
présentent au contraire une dynamique fortement non arrhenienne a I’origine de la forte courbure de

I’évolution de log(t). Entre ces deux extrémes, on trouve des composés de fragilité intermédiaire,

tel le glycérol  (m =53 [37]).
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Figure I1.8 :
Diagramme d'Arrhenius normalisé a T, de divers formateurs de verre, reproduit de [38]. Ceux dont la dépendance en
température des temps de relaxation est arrhenienne, comme GeO, ou SiO,, se classent dans la catégorie des verres

Jorts. Les verres « fragiles » présente une dynamique déviant du comportement arrhenien. C'est par exemple le cas de

["orthoterphenyl

= Caractére non exponentiel des relaxations

Les relaxations observées expérimentalement présentent le plus souvent un caractére non
exponentiel : elles ne peuvent pas étre caractérisées par un temps de relaxation unique. La réponse
de I’échantillon est alors donnée par I’expression en exponentielle étirée de Kolrausch-Williams-

Watts (KWW) :
t BKH'XV
D(t) =exp —(—) (I1.10)
T

Dans I'équation (I1.10), t est le temps caractéristique de la relaxation et Byxww un exposant tel que
0 < Bxww < 1, qui permet d’évaluer la non exponentialité des relaxations. Plus [’exposant Byww est
faible, plus le caractére non exponentiel est marqué. Le cas particulier oli Bxww = 1 correspond a une
relaxation monoexponentielle, de type Debye. Nous reviendrons sur ce point dans le cas des
relaxations diélectriques (cf. § C.3). Ce comportement en exponentielle étirée est 1ié aux
interactions intermoléculaires, qui provoquent des mouvements corrélés et ralentissent les
relaxations principales.

Bohmer et al [37] ont montré qu’il existait une relation entre la fragilité d’un systéme et la

non exponentialité de ses relaxations. D’une maniere générale, le caractére non exponentiel des
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relaxations est d’autant plus prononcé que la fragilité du systéme et importante. Cette tendance est
illustrée sur la figure I1.9, reproduite a partir de la référence [37]. La figure I1.9 distingue les
systémes complexes, comme les polyméres, des systémes moléculaires plus simples, et montre que

la relation empirique entre m et Bxww est vérifiée pour la grande majorité des composés.
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Figure I1.9 :

Relation empirique entre ['indice de fragilité m et le coefficient de non exponentialité By, [37] : plus la dynamique est

non arrhenienne, plus le caractére non exponentiel des relaxations est marqué.

> En dessous de T, : Relaxations « secondaires »

En dessous de la température de transition vitreuse Ty, le systeme vitrifié ne relaxe plus sur
I’échelle de temps de 'expérience. Toutefois, cela ne signifie pas que la mobilité moléculaire est
bloquée : il existe, pour de nombreux composés de natures diverses, des observations
expérimentales indiquant la présence d’une dynamique relaxationnelle importante dans le domaine
vitreux. Ces relaxations sont appelées « relaxations secondaires » ou « relaxations 3 » [39]. Elles
témoignent d’une mobilité résiduelle qui persiste dans I'échantillon a des températures parfois trés
inférieures a T,.

Il existe plusieurs types de processus secondaires. Certains trouvent leur origine dans les
mouvements rapides de groupements atomiques de faible poids moléculaire, comme les groupes
OH, CH; ou CH,OH [40]. Ce type de relaxation est clairement d’origine intramoléculaire, et
s’observe par exemple dans les polymeéres, qui comportent de nombreux groupes mobiles branchés

sur les chaines principales. Cependant, les travaux de Johari et Goldstein [41] ont mis en évidence
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des relaxations secondaires dans des molécules rigides. Dans ce cas, il ne peut donc pas s’agir de
mouvements intramoléculaire, mais bien d’un processus impliquant ’ensemble de la molécule. Ce
type de relaxations secondaires, appelées relaxations de Johari-Goldstein (JG), apparaissent donc
comme étant une propriété intrinséque du verre. A une température donnée, les relaxations
secondaires sont moins intenses que les relaxations principales, et leurs temps caractéristiques sont
souvent inférieurs a ceux de la relaxation a par plusieurs ordres de grandeur. Leur dépendance en
température est arrhenienne. Elles constituent un vaste domaine d’investigations, puisqu’elles
soulévent de nombreux problémes. En particulier, les relaxations secondaires influent sur la stabilité
du matériau, et sont suspectées étre a I’origine de processus de nucléation sous T, [42]. D’un point
de vue fondamental, leur origine exacte demeure a ce jour controversée. Deux hypothéses

principales ont été proposées : celle des ilots de mobilité, et la théorie des effets couplés.

n Iiots de mobilité

D’apres les travaux de Johari et Goldstein [41], la relaxation B s’explique par I’hétérogénéité
structurale des verres. Un matériau vitreux ne présente pas de densité uniforme, mais est constitué
de différentes régions de densité diverses : ' |

— des zones de faible densité, statistiquement disftribuées, et dont le nombre augmente avec

la température [43]. Elles constituent des « flots de mobilité », au sein desquels certains
mouvements de diffusion locale sont encore possibles et donnent lieu aux relaxations
secondaires

— des zones de haute densité, dans lesquelles les mouvements moléculaires nécessitent une

coopérativité importante, et sont donc « bloqués » sous T, (le réarrangement coopératif
de ces zones est a I’origine de la transition Vitreusé)

Dans ce contexte, les relaxations P ne feraient intervenir qu’une partie des molécules du

systéme vitreux.

= Théorie des effets couplés

Une autre hypothése [44] suggére au contraire que la relaxation secondaire fasse intervenir
I’ensemble des molécules du verre. Elle suppose que toute les molécules d’un matériau vitreux
possédent un environnement équivalent, et soient capables de réarrangements individuels. Les
mouvements de faible amplitude, non coopératifs, pourraient avoir lieu a haute fréquence, dans des
domaines de températures situés en dessous de la transition vitreuse. Ils seraient & I’origine des
relaxations secondaires. Au contraire, les mouvements de plus grande amplitude, coopératifs et de
plus basse fréquence, ne pourraient intervenir que dans une gamme de température supérieure a T,.

Ils généreraient les relaxations principales.
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Dans ce cas, toutes les molécules du matériau contribuent a la fois aux relaxations
principales et secondaires [45]. Cette approche permet de mettre en évidence une corrélation entre
ces deux types de relaxations. La théorie des effets couplés prévoit I’existence d’un temps
caractéristique t. qui détermine le passage de relaxations indépendantes a des relaxations
coopératives. t. est indépendant de la température, et n’est déterminé que par les interactions
intermoléculaires. Sa valeur varie donc suivant le type de matériau considéré. Pour les composés
moléculaires organiques, t; est de I'ordre de 2 ps. A t <t les molécules relaxent indépendamment
les unes des autres, et suivent une relaxation exponentielle de temps caractéristique to. Au contraire,
at >t les interactions intermoléculaires tendent a ralentir les relaxations principales, et a
développer des mouvements coopératifs; les relaxations suivent alors le comportement en
exponentielle étirée de I’expression (II.10). En conséquence, la fonction de distribution des
relaxations est donnée par:

((D(t)zexp —(—L):I pourt <t

To

B Brww
d(H)=exp { £ j pourt>t, (IL.11)

Tww

\
La continuité de la fonction ®(t) & t = t. impose une relation entre le temps caractéristique de la
relaxation exponentielle 1o, €t celui de I’exponentielle étirée Tyww : |
| 0= (to)" (teww) " (IL12)
ou n = 1 - Bygww. La relation (I1.12) implique que la dépendance en température de 1o soit
comparable a celle de Txww. Au-dessus de Ty, elle suit la loi VFT (IL.8), tandis qu’en dessous de T,
domaine dans lequel les réarrangements structuraux sont trés ralentis, la dépendance des temps
caractéristiques devient arrhénienne. Les travaux de K.L. Ngai [46] ont permis de mettre en
évidence, pour diverses classes de matériaux, deux résultats principaux :

- aT<T, letemps caractéristique 1o de la théorie des effets couplés est du méme ordre de
grandeur que le temps caractéristique 13 des relaxations secondaires de type Johari-
Goldstein. La connaissance des paramétres de 1’expression de KWW, qui décrit les
relaxations principales, peut donc permettre de situer la position en fréquence des
relaxations secondaires JG

- la valeur de log[tp(Tg)] est fortement liée & la valeur de Bxww : le temps caractéristique

des relaxations secondaires & Tg, 13(T,), est d’autant plus court que I’exposant de non

exponentialité Pxww est petit.
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I1 découle de cette derniére observation que les formateurs de verre qui possédent un
exposant Bgww proche de 1 présenteront un temps de relaxation tp(Tg) voisin de 14(Tg). En d’autres
termes, il sera difficile dans ce cas de dissocier le processus de relaxation secondaire du processus

de relaxation principale.

C.3. Méthodes de caractérisation de la mobilité moléculaire :

Spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique

Ce paragraphe présente les deux techniques qui nous ont permis d’étudier la mobilité
moléculaire des composés. En premier lieu, nous rappelons les approches possibles pour 1’analyse
des courbes &(w) issues de la spectroscopie diélectrique. En second lieu, nous décrivons la méthode
d’analyse des signaux d’ATD a modulation utilisée pour réaliser une spectroscopie de chaleur

spécifique. Ces aspects théoriques sont illustrés par des résultats obtenus sur le maltitol.

> Specti‘oscopie diélectrigue

Lors d’une expérience de relaxation diélectrique, on mesure la permittivité diélectrique
complexe g(w), qui traduit la réponse de I’échantillon a l’application d’un champ électrique
oscillant. Au-dessus de Tg, les relaxations suivent un comportement en « exponentielle étirée »,
décrit par la fonction @(t) de KWW (II.15). De maniere plus générdle, on peut représenter la

fonction réponse d(t) par une superposition d’exponentielles sirriples, de sorte que :

o= [ glnr) exp(—— %) din © (IL.13)

—0
ou g(In ) est une distribution de temps de relaxation.

Le passage du domaine temporel au domaine fréquentiel s’effectue par la transformée de Fourier de
la fonction @(t). L’expression générale de la permittivité diélectrique complexe e(w) est alors
donnée par :

HO) =t _ J.exp(imt’){- dcp(t')}dt' (11.14)

& —8x | dt'

ou g est la permittivité statique du matériau (0 — 0), et € la valeur limite de la permittivité pour
une fréquence infinie. Différentes distributions g(In t) permettent de décrire les données de maniére
satisfaisante [47]. Cependant, il convient de noter qu’il n’existe pas de transformée de Fourier
analytique de la fonction de KWW, sauf pour les cas particuliers Bgyw = 0.5 [48] et Bxww = 1 (pour

lequel la distribution g(In 1) est un pic de Dirac en t = 1). Ce dernier exemple est celui d’une
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relaxation monoexponentielle observée dans les liquides de faible viscosité. Elle est décrite par le

modele de Debye.

»  Relaxation exponentielle — Modéle de Debye

Le modele de Debye décrit une relaxation exponentielle [49], et correspond au cas
particulier de I’équation (I11.10) pour lequel Bxww = 1. La permittivité diélectrique complexe e(®)

prend alors la forme suivante :

—€
&(0) =g+ ls+1(ocf (11.15)

et les parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique s’expriment respectivement par :

8'(m)=soo+1+iAﬁ (I1.16) et ol der 00 (IL17)

ol AE = & ~ €w.

La relation (II.17) montre que pour une relaxation exponentielle, les courbes € (w) sont
symétriques, et de largeur & mi-hauteur égale a 1.14 décades lorsqu’elles sont représentées en
échelle logarithmique de . De plus, le rapport d’amplitude entre Ema(®)/AE (®), 00 A& (©) = €5 Exs
vaut 0.5. Ce comportement particulier est illustré par la figure I1.10. Dans le modéle de Debye, le
temps caractéristique de la relaxation est li€¢ a la pulsation par la relation simple : T = 1/®, ce qui -

permet d’accéder facilement aux caracterlsthues dynamlques du composé.

II.10

£ (@)

Age

log [f (5]

Figure I1.10 :

Evolution en fréquence des courbes er(®) et 1(®) pour une relaxation exponentielle, de type « Debye »
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= (Cas général — relaxations non exponentielles

Dans tous les autres cas, ¢’est-a-dire pour un exposant Bxww # 1, I’absence d’expression
analytique de e(w) directement dérivée de la fonction KWW rend l’analyse des données
expérimentales plus délicate. Deux approches sont possibles :

- soit on introduit une expression empirique de la permittivité diélectrique complexe &(w), en
cherchant a en déduire les caractéristiques de la fonction @(t). Les possibilités d’expression de
g(®) sont nombreuses [47], et nous ne présenterons ici que la fonction d’Havriliak et Negami
[50].

- soit on effectue la démarche inverse : au lieu d’introduire une expression empirique de g(w), on

utilise le comportement en exponentielle étirée de la fonction O(t) de KWW,

Méthode empirique — Formule d’Havriliak et Negami

L.’équation d’Havriliak et Negami [50] modifie P’expression II.11 en introduisant deux

exposants, ayy et Ban, tels que 0 < oyn, Pun <1 :

NN Ag ) _
€ ((D) € +[1—+W (I1.18)

Les paramétres oy et PBun traduisent respectivement 1’élargissement et I’asymétrie des courbes
¢ (o). De par le nombré important de paramétres ajustables (&, £, o, Prn, Tan), les affinements
réalisés avec cette loi sont en trés bonne adéquation avec les résultats expérimentaux. On en déduit
également le femps caractéristique des relaxations T que 1’on reporte dans le diagramme
d’Arrhenius, et qui donne directement accés a la mobilité moléculaire. Toutefois, I'inconvénient
majeur de cette analyse est qu’elle ne fournit pas les paramétres physiques caractérisant les
relaxations (il n’existe pas de relation générale reliant les paramétres d’étalement (opn) et
d’asymétrie (Bun) au coefficient de non exponentialité Brww).

D’autres fonctions similaires sont aussi couramment utilisées. On peut citer en exemple les
expressions de Cole et Cole (pour laquelle Bun = 1) et de Cole et Davidson (pour laquelle oy = 1).

Enfin, le cas ayn = Bun = I correspond a la relaxation exponentielle de Debye.

Méthode directe : expression de Kolrausch-Williams-Watts

Une autre fagon d’analyser les relaxations diélectriques consiste & calculer numériquement
la transformée de Fourier de I’expression de KWW (I1.10), et de déterminer les valeurs de Bxww qui
s’ajustent le mieux avec les résultats expérimentaux [45]. Cette approche est plus difficile a mettre

en ccuvre que la méthode empirique précédemment décrite ; elle est donc moins employée.
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Toutefois, elle présente 1’avantage considérable de fournir directement les paramétres Byww €t Txww
qui décrivent les caractéristiques des relaxations principales.

Par ailleurs, ce type d’approche se révele indispensable si I’on souhaite utiliser la théorie des
effets couplés présentée au paragraphe C.2 de cette section, dans la mesure ou ce modeéle utilise les
valeurs de Pyww €t Teww pour évaluer le temps caractéristique des relaxations secondaires de type
Johari-Goldstein.

L’exemple des relaxations diélectriques de la fanansérine sous-refroidie, présenté au
chapitre III, illustrera les informations fournies par ces deux méthodes d’analyse des relaxations, et

permettra d’en comparer la pertinence.

= Relaxations secondaires

Contrairement aux relaxations principales, les courbes 8"(0)) des relaxations secondaires ne
sont pas asymétriques. Dans ce cas, il existe des formes analytiques des transformées de Fourier des
fonctions de distribution qui leur sont associées. I est donc possible d’analyser les relaxations
secondaires au moyen de I’approche empirique décrite plus haut, puisque les paramétres des
expressions de & (@) peuvent étre reliés aux paramétfes de la fonction ®(t), qui possédent une réelle
signification physique. On peut citer en exemple deux expressions adaptées a la description des
processus secondaires :

- la fonction log-normal, dans le domaine temporel, pour laquelle la fonction de

-distribution g(In ) est une gaussienne :

— 0 . ?
&(®) €0 _ fe(int) din t—1 avec  g(lnt) = exp(_M (11.19)
€0—€s  _op l+iwT G 207

- la fonction de Cole et Cole, qui correspond a I’expression de Havriliak et Negami avec
Bun = 1, ¢’est-a-dire :

fwee ] (11.20)
€5—E€00 1+(l'0)»t)(1(‘(‘

> Spectroscopie de chaleur spécifique par ATD a modulation

Les principes théoriques de ’ATD a modulation ont fait I’objet de diverses publications
[51,52]. Nous résumons ici une exploitation possible des signaux d’ATD & modulation, en terme de
spectroscopie de chaleur spécifique. Une description plus complete est proposée par exemple dans

les références [53,54].
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Perturbation appliguée et réponse de [’échantillon :

Dans une expérience d’ATD a modulation, une oscillation sinusoidale de température de
faible amplitude est ajoutée & la rampe linéaire de I’ ATD conventionnelle :
T(t)=Ti+qgt+ A sin ot (I1.21)
Dans cette expression, T; est la température initiale, q la vitesse de balayage linéaire. A et w sont
respectivement ’amplitude et la pulsation de la modulation. Les pulsations accessibles vont de
0.063 4 0.63 Hz, ce qui correspond & des périodes P = 2n/m comprises entre 10 s et 100 s.
La perturbation appliquée a I’échantillon est définie comme la dérivée de la température modulée,

et s’écrit

T(t) = q + T cos ot ; To = Ao (11.22)
La réponse de I’échantillon 2 cette sollicitation est donc le flux de chaleur modulé. Il comporte une
partie linéaire, et une partie sinusoidale déphasée par rapport a la perturbation. Il faut signaler qu’un
terme cinétique additionnel (lié par exemple a des effets de cristallisation ou de rattrapage
enthalpique se produisant au passage de la transition vitreuse, lors du réchauffage du verre) peut
également contribuer au flux de chaleur modulé. Cette contribution ne sera pas discutée ici. La

réponse de I’échantillon s’exprime donc dans ce cas :
Q(t) = qCx(q,T) + (Qein) *+ Qmoa(®) (11.23)
avec Qmod(t) = QO(T,co).cos(cot-(p) : (I1.24)

Dans 1’équation (11.23) Cp(q,T) est la chaleur spécifique. Les deux premiers termes de 1'équation
sont ceux mesurés au cours d’une expérience d’ATD conventionnelle.

Les informations accessibles par une expérience d’ATD modulée sont présentées sur la
figure IL.11. Le composé utilisé est le maltitol, précédemment étudié au laboratoire [52]. Ce polyol
est en effet un bon formateur de verre, facile & amorphiser par trempe thermique. Les courbes de la
figure I1.11 ont été enregistrées lors du chauffage a 2°C/min du verre formé par refroidissement du
maltitol liquide a 20°C/min. La modulation de température ajoutée a la rampe linéaire est de
fréquence 1/40 s et d’amplitude 0.2°C.

La figure 11.11.a montre les signaux bruts de I’ATD modulée, définis par les expressions
(I1.22) et (11.23). La figure IL.11.b présente les évolutions de la chaleur spécifique moyenne, de
I’amplitude de la chaleur spécifique modulée, et du déphasage ¢ au passage de la transition

vitreuse.

46



Rappels bibliographiques, éléments expérimentaux et méthodologiques

—_
£ 4 30
£ i
O
@]
4 IL.1l.a - O
10 =
4 — o
i 0
=~ e e e )
< |
IOD I
—
N’
O
‘=
~
(=4
O
1 ' | ! 1 ! 1

30 40 50 . 60

Temperature (°C)

Figure I111 :
a.  signaux bruts de I’ATD a modulation : dérivée de la température modulée et flux de chaleur modulé

b, chaleur spécifique, module de la chaleur spécifique complexe et déphasage

Les caractéristiques de la transition vitreuse apparaissent clairement. On distingue :

- un saut de la chaleur spécifique C,(T) & la température T> <™ = 44°C

- un saut de 'amplitude de la chaleur spécifique modulée, QO/TO, a une température plus
élevée T, = 48°C

- un pic de déphasage a T,

La température de transition vitreuse Tg observée au réchauffage dépend considérablement
de la vitesse a laquelle le liquide a été préalablement trempé. Pour le maltitol liquide refroidi a
2°C/min, la transition vitreuse mesurée par une expérience d’ATD classique, au chauffage a
2°C/min, se produit & Ty = 44°C. La température T, est associée aux caractéristiques de la

perturbation sinusoidale.
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Correction de phase

Le déphasage ¢ révélé sur la figure II.11.b est non nul sur tout le domaine de température
exploré. 11 s’explique par deux contributions distinctes [55,56] :

- I'une d’origine purement relaxationnelle, notée ¢g

- Tautre attribuée aux transferts de chaleur, a la fois entre I’échantillon et le calorimétre,

mais aussi a I'intérieur de I’échantillon lui-méme

Dans une expérience d’ATD a modulation, seule la contribution purement relaxationnelle ¢
doit étre prise en compte. Pour isoler cette contribution, il est nécessaire de corriger le déphasage ¢
mesuré de la partie due aux transferts de chaleur. La correction que nous avons choisi d’appliquer a
nos résultats a été proposée par Weyer et al. [56]. Elle consiste a soustraire de ¢(T) une courbe
proportionnelle a la chaleur spécifique, ajustée de telle fagon qu’elle rejoigne les valeurs du

déphasage en dehors de la zone de la transition vitreuse.

Chaleur spécifique complexe

En notation complexe, le flux de chaleur modulé est relié a la chaleur spécifique complexe

Cp(®) par la relation :

Qin(®) = Re(Q i - €™") = Re(Cp(w) .To. ™) (11.25)

. . ’ . . . * ’
Les parties réelle et imaginaire de Cp(w) sont alors données par :

C'= Q_O—COSQ)O (11.26) ' et C"z&sin(po (1IL.27)
i T, ‘

L’ATD a modulation de température permet de déterminer facilement la chaleur spécifique
complexe C;(co). Comme il I’a déja été discuté précédemment [51], une vitesse de balayage élevée
peut entrainer une déformation et un aplanissement des signaux mesurés. Ces effets résultent d’une
compétition entre les deux temps caractéristiques de la technique (respectivement liés a la rampe
linéaire de température, et a la perturbation sinusoidale). Cet inconvénient peut étre facilement évité
en utilisant une faible vitesse de balayage q.

Les périodes de modulation accessibles s’étendent de 10 s & 100 s. Les temps de relaxation
généralement associés a T, étant de I'ordre de 10 a2 10° s, ’ATD a modulation de température
donne directement acces a des temps caractéristiques des relaxations intervenant juste au-dessus de
la température de transition vitreuse. L’ATD a modulation de température offre par conséquent la
possibilité de réaliser une spectroscopie de chaleur spécifique, et d’étudier les relaxations

enthalpiques au voisinage de la transition vitreuse. Le domaine de fréquence accessible par cette
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technique étant relativement restreint (une décade), les mesures s’effectuent au cours de balayages

isochrones de part et d’autre de Tj.

L’évolution thermique de Co(T) et Co(T) dans le cas du maltitol sous refroidi est représentée

sur la figure I1.12.
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Figure 1112 :
Spectroscopie de chaleur spécifique du maltitol amorphisé par trempe. Les différentes courbes ont été obtenues par des

balayages au refroidissement, a 0.1°C/min, avec les périodes de modulation indigquées sur la figure

Les signaux ont été enregistrés lors de refroidissements successifs du liquide métastable, de
70°C a 20°C. Travailler au refroidissement permet de s’affranchir des effets cinétiques comme le
rattrapage enthalpique du verre. En outre, I’utilisation d’une vitesse de balayage extrémement lente
(q = 0.1°C/min) évite les effets de distorsion discutés plus haut. Les différentes courbes ont été
obtenues pour cing périodes de modulation comprises entre 20 et 100 s. La perturbation étant la
dérivée de la température modulée (équation (I11.22)), sa valeur moyenne vaut Aw. Pour réaliser la
spectroscopie de chaleur spécifique a perturbation constante, il est nécessaire d’adapter ’amplitude
de modulation en fonction de la fréquence scannée. Ainsi, chacune des courbes de la figure I1.12 a

été obtenue avec une modulation vérifiant :
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To= A= n/100 °C/s (11.28)

Les maxima des courbes Co(T) dépendent de la fréquence, et se situent aux températures T,
Ces maxima correspondent aux points d’inflexion des courbes Co(T). Les courbes Co(T) et Co(T)
présentent donc le comportement caractéristique de la susceptibilité complexe d’un processus de
relaxation. La température T, qui augmente avec @, est la température a laquelle le temps de
relaxation caractéristique du matériau, ©(T,), est le plus probable. L’évolution des courbes C(T)
indique que le temps caractéristique de relaxation du maltitol amorphe augmente quand la

température diminue.

Détermination de la non exponentialité des relaxations

Bohmer et al. [57] ont proposé une méthode permettant d’estimer I’exposant de non
exponentialité Bxww de I'expression I1.10 a partir des données de spectroscopies isochrones. Leur
analyse repose sur le rapport des amplitude_s Y max/ Ay, y ety étant respectivement les parties
réelle et imaginaire de la susceptibilité complexe. Dans le cas d’une relaxation exponentielle, le
rapport véut 0.5, et I’exposant Bxww vaut 1. Plus la relaxation s’éloigne du comportement
bexponentiel, plus le rapport diminue. Moynihan et al. ont tabulé cette corrélation [58], en évaluant
la transformée de Fourier de la fonction KWW (I1.10). Cette méthode générale est applicable aux
résultats de spectroscopie de chaleur spécifique. Les courbes Co(T) de la figure 11.12 ne sont pas
symétriques, et le rapport des amplitudes Crnax(T) /AC’(T) est clairement inférieur & la valeur de
0.5 attendue pour une relaxation de type « Debye ». D’apres la méthode de Bohmer, Byww = 0.42
pour le maltitol sous refroidi. Cette valeur est en accord avec celles obtenues par d’autres
techniques (par exemple, la spectroscopie diélectrique donne Bxyww = 0.40 [59]). La spectroscopie de
chaleur spécifique se révele donc étre une méthode fiable d’évaluation de la non exponentialité des

relaxations.

En résumé, la spectroscopie de chaleur spécifique est une technique particulierement adaptée
a I’étude des relaxations enthalpiques, dont les temps de relaxation caractéristiques varient entre 10
s et 100 s. Elle est donc extrémement pertinente pour déterminer les propriétés dynamiques des

. & Shicd o 4 . s 2 \ 3
matériaux pres de la transition vitreuse, ot les temps de relaxation sont de I'ordre de 107 s a 10 s.
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CHAPITRE 111

La fanansérine : un exemple d’investigation de la

mobilité moléculaire dans un composé

pharmaceutique







La Fanansérine : Présentation et étude de la Mobilité Moléculaire

Ce troisiéme chapitre est consacré a la présentation de la fanansérine, ainsi qu’a
I’investigation de sa mobilité moléculaire. La section A rappelle briévement 1’historique du
développement de la molécule. Les caractéristiques structurales et thermodynamiques des différents
polymorphes sont présentées en section B. Les informations rassemblées dans ces deux premiéres
sections proviennent essentiellement de la thése de J. Giovannini [1]. La section C est consacrée a
I’étude spécifique des propriétés des lots utilisés pour les études de broyage que nous présenterons
au chapitre [V. La section D présente 1’étude de la mobilité moléculaire de la fanansérine amorphe,

réalisée au laboratoire par analyse diélectrique et ATD a modulation de température.

A. HISTORIQUE DU DEVELOPPEMENT DE LA FANANSERINE

La fanansérine est un principe actif de formule Cy3HsFN30,S et de masse molaire

425.53 g.mol’l. La molécule, qui compte 54 atomes, est schématisée sur la figure ITI.1 :

O\y / C | \\/ Figure 1111 :

F Représentation a 2D de la molécule de
Janansérine Cy3H;,FN30,S

C’est un anxiolitique agissant sur le systéme nerveux, dont le développement a été initié par
Aventis en 1990. Les indications thérapeutiques de la molécule privilégiant une administration par
voie orale, le développement s’est orienté vers une formulation sous forme solide.

La fanansérine est soluble dans le chloroforme, le dichlorométhane, le diméthylsulfoxide et
le tétrahydrofurane. Elle a donc pu étre cristallisée par évaporation de solutions saturées dans ces
solvants. Les premiers essais de cristallisation, qui datent de 1990, firent apparaitre une phase notée
I. Cette forme n’est plus jamais réapparue au cours des syntheses ultérieures. Un autre polymorphe,
noté II, et supposé plus stable que la forme I, cristallisa lors des nouvelles synthéses. En 1995,
d’autres essais aboutirent a la formation d’une nouvelle phase de la fanansérine, la forme III.
L’apparition successive de ces polymorphes motiva alors une étude expérimentale du
polymorphisme de la fanansérine, au cours de laquelle une quatrieme phase (appelée phase IV) fut
produite. La fanansérine constitue donc un systéme tétramorphique. Les propriétés structurales et
thermodynamiques de ces quatre formes ont été intensivement €tudiées dans les laboratoires

d’Aventis. Les résultats sont présentés dans la section B.
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B. PROPRIETES STRUCTURALES ET CALORIMETRIQUES DES
DIFFERENTES PHASES DE LA FANANSERINE

B.1. Caractérisation structurale

La figure IIL.2 rassemble les diagrammes de Diffraction des Rayons X des quatre

polymorphes, qui serviront de référence pour les études ultérieures.
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Figure 1112 :
Diagrammes de diffraction des rayons X enregistrés sur poudre a T, des quatre formes cristallines de la fanansérine,

d’aprés les travaux de these de J. Giovannini [1]

Les structures cristallines de ces polymorphes ont été résolues [2], amenant ies données

cristallographiques résumées dans le tableau IIL.1 :
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Forme 1 II I v
Systéme Triclinique | Monoclinique | Monoclinique | Monoclinique
a (A) 8.359 17.887 14.625 8.633
b (A) 17.228 6.597 14.370 9.714
c(A) 8.089 9.076 20.356 12.270
o (°) 101.32 90 90 90
B(© 110.85 94.73 92.84 96.70
7 (©) 86.85 90 90 90
Groupe d’espace P-1 P2, P2i/n P2,
Z 2 2 8 2

Tableau II1.] :

Données cristallographiques des quatre polymorphes de la fanansérine [1,2]

B.2. Comportement au chauffage des quatre polvmorphes

Les phases cristallines de la fanansérine ‘ne subissant pas d’interconversion polymorphique
au chauffage, avant leur fusion, il est possible de déterminer les températures et enthalpies de fusion
des différents polymorphes. Ces données thermodynamiques, obtenues au chauffage a 5°C/min,

sont reportées dans le tableau II1.2 :

T (°C) AH; (J/g)
Forme I 932 60.2
Forme IT 102.0 65.3
Forme II1 101.6 69.0
Forme IV 99.6 82.1

Tableau II1.2 :

Températures onset et enthalpies de fusion des quatre phases cristallines de la fanansérine (d'aprés [1])

L’exploitation des données thermodynamiques du tableau III.1 a conduit a I’établissement
du diagramme d’équilibre (p,T) de la fanansérine, et a la détermination des domaines de stabilité
des différents polymorphes. Le diagramme (p, T) obtenu est reproduit de [2] sur la figure HIL.3.a.

Ces données nous ont permis de réaliser le diagramme de Gibbs de la fanansérine, schématisé sur la

figure II1L.3.b.
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pt 1.3.a
1V-1I-]
1S, liquide
Patm__ 1I-1-v
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93.2 s96 1016102.0  T(°C)

Figure 1.3 :
a.  Diagramme (p, T) de la fanansérine, reproduit de la référence [2] avec la permission de I'auteur

b.  Représentation schématique du diagramme de Gibbs G(T) établi d'aprés le diagramme (p, T)

Il ressort de ces travaux qu’a température ambiante et & pression atmosphérique, la forme IV
est la phase la plus stable. Le domaine de stabilité des phases II et III sont limités en pression par
celui de la phase IV. La phase I, quant a elle, est intrinséquement métastable.

La figure II1.3 met aussi en évidence la grande complexité de la situation prés de la fusion

des phases I, Il et IV, dont les températures de fusion sont extrémement proches.
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C. CARACTERISATION DES LLOTS DE PHASES III ET IV UTILISES POUR
LES ETUDES DE BROYAGE

Nous disposons pour notre étude des phases I (lot P95074) et IV (lot P96003). Nous avons
caractérisé expérimentalement, par DX et ATD, les caractéristiques de ces deux lots, pour optimiser
les protocoles d’investigation et faciliter I’analyse des données collectées lors des expériences de
broyage qui feront I’objet du chapitre suivant.

La figure IIl.4.a présente les diagrammes de DX, enregistrés sur capillaire tournant a
température ambiante, des phases III et IV de la fanansérine ainsi que du liquide sous-refroidi par

une rampe de température & 10°C/min. La figure III.4.b rend compte du comportement de ces

phases lors d’un chauffage a 5°C/min.

4.2 |[IL4b ATD
) —_—
5°C/min
o
. Tg §
M I &
liquide trempé
2
=
] g
=
e

phase eristalline IV

phase cristalline 11T lexo
LN L A Y B 0 0 IO At B T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 20 40 60 80 100
20 (degrés) Température (°C)
Figure 1114 -

a. diagrammes de DX, enregistrés sur capillaires tournants de diamétre 0.7 mm, des formes cristallines Il et IV de la

Jfanansérine, ainsi que du liquide sous refroidi a 10°C/min

b. thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min, des formes I1I, 1V et vitreuse de la fanansérine
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Les diagrammes de diffraction des rayons X des phases I1I et IV (figure I11.4) sont tout a fait
semblables a ceux enregistrés par J. Giovannini [1], et présentés sur la figure II1.2. Les
thermogrammes correspondants ne montrent aucun accident enthalpique sur le domaine de
température allant de ’ambiante a 100°C environ, ce qui confirme I’absence d’interconversion
polymorphique de ces phases au chauffage. Au-dela de 100°C, la fusion se manifeste par un pic
endothermique intense. On peut en déterminer la température onset et I’enthalpie :

- pour la forme Il : T/ =101.1°C, AH{" = 65.7 J/g

- pour la forme IV : Tflv =99.0°C, AHfW =8591J/g

Ces valeurs sont en accord avec celles précédemment publiées [1] (voir section B.2.).

La fanansérine liquide peut étre aisément sous refroidie. Le diagramme de DX du liquide
sous refroidi a 10°C/min, présenté sur la figure I1I1.4.a, ne montre aucune raie de Bragg ; il est
caractéristique d’un amorphe. Le thermogramme correspondant, enregistré a 5°C/min brésente au
réchauffage un saut de chaleur spécifique associé¢ a la transition vitreuse a la température
T, %™ = 19°C. Le verre de liquide présente un comportement au chauffage identique, qu’il soit

issu de la fusion de la forme III ou de celle de la forme V.
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D. MOBILITE MOLECULAIRE DE LA FANANSERINE SOUS-REFROIDIE

Cette section présente une étude de la mobilité moléculaire de la fanansérine amorphisée par
sous-refroidissement de sa phase liquide, réalisée par spectroscopie diélectrique et spectroscopie de
chaleur spécifique, au voisinage de Ty, = 19°C. Les appareils utilisés sont I’analyseur diélectrique
DEA 2970 et la DSC 2920 décrits au chapitre II, section B. Les aspects théoriques des méthodes

spectroscopiques mises en ceuvre font 1’objet du paragraphe C.3 de ce méme chapitre.

D.1. Spectroscopie diélectrique

> Description des résultats

La figure IILS présente les évolutions des parties réelle et imaginaire de la permittivité
diélectrique complexe, respectivement notées 8}(0)) et 8}((0), en fonction du logarithme de la
fréquence. Les spectres ont été enregistrés au cours d’isothermes entre 23°C et 65°C, par palier de
6°C.

Le maximum des courbes e1(®) correspond au point d’inflexion des courbes er(w), et se
décale vers -les hautes fréquences quand la température augmente. Il faut signaler qu’une
contribution due & la conductivité apparait sur ’aile basse fréquence des pics, mais n’est pas
représentée sur la figure pour en simplifier la lecture. Les pics e1(®) ne sont pas symétriques, et leur
largeur & mi-hauteur est supérieure aux 1.14 décades du modéle de Debye présenté au chapitre II
(elle atteint 1.5 décades a 65°C, et 1.9 décades a 23°C). Ces deux éléments indiquent que la
relaxation n’est pas monoexponentielle [3], mais qu’elle peut étre décrite soit par une distribution

de temps de relaxation, soit par I’exponentielle étirée de Kolrausch-Williams-Watts :
t ﬁKWW
O(t) =exp —(—~J (I1L.1)
T

Des mesures isothermes ont également été réalisées a des températures inférieures a Tg, afin
de déceler la présence éventuelle de processus de relaxations secondaires. Dans les gammes de
températures et de fréquences accessibles, aucune trace de relaxation B de type JG n’a pu étre

détectée.
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Figure IIL5 :

Parties réelle et imaginaire de la permittivité diélectrique de la fanansérine amorphisée par trempe thermique. Les

points expérimentaux ont été enregistrés au cours d'isothermes entre 23°C et 65°C, par paliers de 6°C, comme indiqué

sur la figure. Les affinements des spectres ont été réalisés sur une loi d'Havriliak et Negami

» Affinement des courbes et analyse des résultats

Comme nous 1’avons discuté au chapitre II (section C.2), deux approches sont possibles
pour analyser les relaxations diélectriques et affiner les courbes expérimentales :

- Tutilisation d’une formule empirique de (), comme celle d’Havriliak et Negami présentée
au chapitre II, équation (II.18). De tels affinements permettent de localiser le temps
caractéristique des relaxations Tma. La fonction d’Havriliak et Negami correspondant a une
fonction de distribution différente de celle de la loi de KWW, il n’est pas possible d’obtenir
d’informations directes sur les caractéristiques physiques des relaxations.

- Tutilisation directe de la formule de KWW, qui décrit la forme physique réelle de la fonction
réponse de I’échantillon. Cette méthode donne directement accés au temps caractéristique Teww
et au coefficient Bxww de 'exponentielle étirée. Par ailleurs, la théorie des effets couplés
permettant de localiser dans le diagramme d’Arrhenius les processus de relaxation secondaire

de type JG nécessite la connaissance des parametres Txww €t Bgww (voir chapitre 11, section C.2).
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= Méthode empirique — Affinements d’Havriliak et Negami

Les affinements des résultats expérimentaux sur une loi d’Havriliak et Negami sont reportés
en traits pleins sur la figure I11.5. Du fait du grand nombre de paramétres variables, les affinements
sont en parfaite adéquation avec les points expérimentaux. Le tableau IIL.3 donne pour trois
températures les valeurs des paramétres olpn, Ban €t Tmax. Tmax €St le temps caractéristique de la
relaxation ; sa dépendance en température sera discutée lors de la présentation du diagramme

d’Arrhenius de la figure 111.7.

Température (°C) | Tpax (5) Ol Brn
23 2.378 0.87 0.68
47 1.12 10 0.90 0.77
65 2.1510° 0.92 0.82
Tableau II].3 :

Paramétres d'affinement des courbes de relaxation diélectrique de la fanansérine sur une loi d’'HN. 1 est le temps
caractéristique de la relaxation, o. le paramétre qui reflete [ ’élargissemen't des courbes e1(w) et B celui qui traduit leur

dissyméirie. Pour un processus exponentiel de type Debye, a. =3 = I.

Les paramétres ayn et PBun de la loi d’Havriliak et Negami reflétent reépecti\;ement
P’élargissement et la dissymétrie des courbes 8%(0)), par rapport & une relaxation exponentielle de
type Debye. Leurs. valeurs sont inférieures a I'unité a toutes températures, ce qui traduit la non
exponentialité des relaxations diélectriques. L’augmentation de la température provoque
I’augmentation des valeurs de aun et Bun: les courbés S"Hr((D) deviennent plus étroites et plus
symétriques, et leurs caractéristiques se rapprochent de celles d’une relaxation exponentielle. Ce
comportement est généralement observé pour les liquides métastables : a haute température, les
mouvements de relaxation sont peu coopératifs, et la distribution des temps de relaxation dans
I’amorphe est relativement uniforme. I.’abaissement de la température provoque une augmentation
de la viscosité et un accroissement de la coopérativité. La distribution des temps caractéristiques de

relaxation s’élargit, ce qui modifie ’allure des courbes er(®) se traduisant par une diminution des

valeurs de oy et Pan-

L’évolution en température des parametres apn et Bun donne donc une information globale
sur ’allure des relaxations principales, mais ne permet pas de caractériser de maniere précise la non
exponentialité des relaxations. En revanche, les affinements d’Havriliak et Negami permettent de

repérer le temps caractéristique le plus probable de la relaxation, Tma, dont la dépendance en
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température est particulieérement visible dans un diagramme d’Arrhenius. Nous reviendrons sur ce

point en section D.3

= Meéthode directe - Expression de Kolrausch-Williams-Watts

Une autre méthode d’analyse des données diélectriques consiste a utiliser directement la
forme de la fonction réponse de I'échantillon, donnée par I’expression (III.1). De ce fait, le nombre
de parametres variables est plus restreint que dans la méthode empirique. Cette approche présente
I’avantage de donner directement le temps caractéristique txww et le coefficient n = 1 - By qui
refléte les caractéristiques physiques des relaxations.

Nous nous intéressons principalement a la valeur de n au voisinage de la transition vitreuse
(T, = 19°C), puisque c’est cette donnée qui pourra éventuellement nous permettre de localiser les
relaxations secondaires [4]. La figure II1.6 montre deux affinements réalisés pour 23 et 29°C, deux
températures proches de T. Ils fournissent les paramétres suivants :

- a23°C i tww=2s56tn=0.32

- a29°C: tgww=0.14setn=0.30

D’aprés la théorie formulée par K. Ngai [4], et présentée au chapitre I1, une telle analyse des
données diélectriques permet de localiser la positior'l en fréquence des relaxations secondaire de
type Johari - Goldstein. Les affinements de la figure I11.6 donnent accés aux paramétres de la loi de
KWW, que I’on peut lier aux parameétres 1y et t. de la théorie des effets couplés par I'expression
(I11.2) ¢

To = (tc)n(Twa)l-n (111.2)
ou t. = 2 ps est le temps de « crossover » qui sépare le domaine des relaxations indépendantes du
domaine des relaxations coopératives, et 1o le temps caractéristique des relaxations indépendantes.
Les observations expérimentales ont mis en évidence que pour la plupart des formateurs de verres,
1o s’identifie au temps caractéristique tg des relaxations secondaires. La relation (II1.2) fournit donc
une estimation de la position en fréquence du processus secondaire de Johari-Goldstein. Pour la
fanansérine, on obtient a 23°C :

10(Tg) = 1p(Tg) = 2.89.10™ s,

La position de 1y est signalée par une fleche sur la figure II1.6.
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Figure 6 :

Affinements des relaxations & 23 et 29°C, sur la fonction de relaxation ®(1)

| D’aprés I'approche de Ngai, les temps caractéristiques des procéssus secondaires de la
fanansérine sont, dans ce domaine de température, trés proches des temps caractéristiques de la
relaxation principale. Les relaxations JG ne sont donc pas clairement visibles, mais se manifestent
par un épaulement sur I’aile haute fréquence du pic de relaxation principale. Ce comportement est

généralement observée pour les formateurs de verres présentant un coefficient de non exponentialité

important, comme c’est le cas ici avec Bxww = 0.68.

D.2. Spectroscopie de chaleur spécifique

La fanansérine liquide se sous refroidit aisément, et peut étre maintenue pendant plusieurs
heures 40°C au-dessus de Ty sans recristalliser. Cette résistance a la recristallisation est
particulierement avantageuse pour la réalisation d’une spectroscopie de chaleur spécifique [5,6].

Les aspects théoriques de cette technique ont été évoqués au chapitre I1.
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> Description des résultats

Les courbes expérimentales de la figure IIL7 présentent les parties réelle et imaginaire de
la chaleur spécifique complexe de la fanansérine sous refroidie. Elles ont été enregistrés lors de
refroidissements successifs du liquide métastable, de 40°C & 0°C. La vitesse de balayage utilisée est
extrémement lente (q = 0.1°C/min), afin d’éviter les effets de distorsion du signal discutés au
chapitre II [5,6]. Chaque jeu de courbes correspond a une période de modulation 2n/w différente.

Elles varient de 20 a 100 s, par pallier de 20 s, dans I’ordre des températures décroissantes.

0.8
II1.7 ATD
] <——-—-—
0.1°C/min
0.7 — B
< o3 O3
™ ] e *
- i —
Op 0.6 — 20 s NI
— ~~
~ — 0.2
— . 0Q.
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=8 0.5 - B ~
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_ — 0.1 '
04 _;ﬁ f '(D(T) )
o SRR TR A ) S wiaspepsativiiod— (0.0
1 1 1 1 T 71T 1T ©rr—TT T 1T 17711
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Température (°C)

Figure 1.7 :
Parties réelle et imaginaire de la chaleur spécifique complexe de la fanansérine trempée. Les courbes correspondent

des balayages successifs a 0.1°C/min. Les périodes de modulation utilisées vont de 20 & 100 s, par pas de 20 s

Les profils des courbes C;,(T) et C(':,(T) de la figure III.7 sont caractéristiques d’un processus
de relaxation. Comme les spectres diélectriques de la figure I11.5, la partie imaginaire de la chaleur

spécifique C;;(T) présente des pics dont les maxima correspondent aux points d’inflexion des

courbes Co(T).

> Analyse des résultats

Les résultats de la figure III.7 donnent accés a la dépendance en température des temps

caractéristiques des relaxations enthalpiques. Cette évolution sera discutée ultérieurement, en
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paralléle avec les résultats de spectroscopie di€lectrique. La spectroscopie de chaleur spécifique
permet aussi d’obtenir des informations additionnelles sur la nature des relaxations, et en particulier
sur leur caractére non arrhénien et non exponentiel. L’évaluation du caractére non arrhénien des
relaxations, ¢’est-a-dire de la fragilité du liquide (cf. chapitre II, équation (I1.9)) fera I’objet de la
section D.3

Les courbes expérimentales de la figure II.6 permettent aussi de déterminer la non
exponentialité des relaxations, en utilisant la méthode proposée par Bohmer et al. détaillée au
chapitre II, section C.3. Nous avons appliqué cette analyse aux courbes correspondant a une période
de modulation de 100 s. Dans ce cas, le maximum de C(L(T) se situe a 19°C. On obtient alors un

exposant de non exponentialité Biwaw = 0.66. Cette valeur est en parfaite adéquation avec celle de

Biww déterminée d’aprés les courbes de spectroscopie diélectrique (Bxww = 0.68 & 23°C). La
spectroscopie de chaleur spécifique complexe s’avére donc étre un moyen efficace de juger de la

non exponentialité des relaxations au voisinage de la transition vitreuse.

D.3. Synthése des résultats spectroscopiques : analyse et discussion

Les temps caractéristiques des relaxations, déterminés par spectroscopie de chaleur
spécifique et par spectroscopie diélectrique, ont été reportés sur le diagramme d’Arrhenius en

¢échelle Ty/T de la figure II1.8.
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Figure lIL8 :
Diagramme d'Arrhenius pour la fanansérine liquide métastable. La courbe en tirets représente I'affinement des

résultats expérimentaux sur une loi VEFT. La courbe en pointillés est la limite des verres forts
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> Complémentarité des deux technigues

La figure I11.8 montre clairement que les résultats d’ATD a modulation prolongent ceux de
la spectroscopie diélectrique. Ceci révéle une bonne cohérence des temps de relaxation mesurés par
les deux techniques, et démontre que les modes impliqués dans la relaxation diélectrique

contribuent de maniére significative a la relaxation enthalpique.

> Indice de fragilité

Comme nous ’avons signalé au chapitre 11, les formateurs de verre sont usuellement classés
et comparés d’aprés leur indice de fragilit¢ m (chapitre II, équation (I11.9)) [7]. Nous avons

déterminé la fragilité de la fanansérine sous refroidie par deux méthodes différentes.

Application de la loi VFT

La courbure de log(t) dans le diagramme I11.8 indique que les relaxations primaires de la
fanansérine suivent une dynamique non arrhenienne. La spectroscopie diélectrique donne accés a
une plage de températures et de fréquences sufﬁsalﬁment étendue pour ajuster les résultats sur la loi

VEFT présentée au chapitre II:

x(T):rOexp(TD_%) | (1I1.3)

On obtient D = 9.58 et Ty = - 41°C. Le paramétre D étant lié & I'indice de fragilité m par la relation
[8]:

m 51 6 +il9)—0 (II1.4),

on en déduit pour la fanansérine m = 77. La limite des verres forts étant m = 16, la fanansérine se

classe parmi les liquides fragiles.

Détermination de la fragilité a partir des seuls résultats d’ATD a modulation

L’indice de fragilité m est par définition la pente a T, de la courbe log(t) = f (To/T). L’ATD
a modulation permettant d’étudier les relaxations enthalpiques a proximité de la transition vitreuse,
les informations dynamiques qu’elle fournit se situent dans une gamme de températures et de
fréquences particuli¢rement adaptée a 1’évaluation de la fragilité. Comme le domaine de fréquences
accessible par cette technique est restreint (une décade), I’évolution des temps caractéristiques
mesurés par ATD apparait arrhenienne. L’affinement conduit a un indice de fragilit¢ m = 70, ce qui
est tout a fait cohérent avec la valeur de m issue de la loi VFT.

La spectroscopie de chaleur spécifique se révéle donc étre une technique fiable d’évaluation

de la fragilité¢ des formateurs de verre.
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E. PREDICTION DE LA STABILITE DES AMORPHES

L’état amorphe améliore dans certains cas la biodisponibilité et donc Vefficacité
thérapeutique des médicaments. Cependant, un matériau amorphe est potentiellement sujet a des
phénoménes de recristallisation, qui peuvent intervenir pendant la période de stockage et sont
susceptibles de modifier les propriétés thérapeutiques de maniére inopinée. En conséquence, les
formulations cristallines stables sont en général privilégi¢es. Toutefois, si le médicament doit
contenir une fraction d’amorphe, il est extrémement important de pouvoir évaluer sa stabilité dans
le temps, afin de s’assurer qu’aucune modification structurale n’intervienne pendant la « durée de
vie » programmée du médicament. Cette étape passe par 1’étude de la mobilité moléculaire, a
’origine des réarrangements structuraux pouvant entrainer des transformations de phases. Nous
résumons ici quelques approches, qualitatives et quantitatives, proposant une réponse au probléme

de la stabilité des formes amorphes.

Approches qualitatives .

La température de transition vitreuse Tg joue un réle important pour la stabilit¢ d’un
compos¢. En effet, au-dessus de Ty, les temps caractéristiques de relaxation sont plus courts que
[’échelle de temps de I’expérience, ce qui favorise les réarrangements structuraux. Un amorphe doit
donc étre conservé a une température inférieure a Tg. Toutefois, cette condition ne suffit pas a en
assurer la stabilité : il a-par exemple été reporté que 1’indométhacine conservée 12°C en dessous de

- T, recristallisait complétement en quelques semaines. Pour un stockage a (T — 38°C), ce délai est
porté a plus de six mois [9]. Par ailleurs, Hancock et al. ont montré que des composés largement
utilisés comme le sucrose ou le polyvinylpyrrolidone (PVP) présentaient une mobilité moléculaire
conséquente plusieurs dizaines de degrés en dessous de Ty [10]. On considére généralement que
pour assurer une bonne stabilité, le verre doit étre conservé en dessous de la température de
Kauzmann Tk [11] (a laquelle I’entropie du liquide métastable extrapolé égalerait celle du cristal,
voir chapitre I1, § C.1). Tk peut étre évaluée a partir des mesures de chaleur spécifique du cristal et
du liquide. Le stockage d’un médicament amorphe a T < Tx lui assure en principe une stabilité de

plusieurs mois, voire plusieurs années [12]. Pour la fanansérine, on obtient Tx = - 36°C.

Approches quantitatives

D’autres méthodes ont ét€¢ mises au point pour estimer plus quantitativement la mobilité

moléculaire dans le domaine vitreux.
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Relaxations enthalpiques

La premiére consiste a mesurer les relaxations enthalpiques [13]: on effectue des
vieillissement isothermes de durées variables sous Tg, puis on réchauffe le matériau avec une
vitesse fixée. Au passage de la transition vitreuse, I’amplitude du recouvrement enthalpique observé
au réchauffage dépend de la durée du vieillissement. En conséquence, la réalisation d’isothermes de
durées différentes a une température donnée permet de calculer la fraction de recouvrement
enthalpique en fonction du temps de vieillissement. Cette évolution suit généralement la loi en
exponentielle étirée de KWW (équation IIL.1), et permet donc de déterminer le temps
caractéristique moyen des relaxations t a chaque température. Si T est trés grand par rapport a la
durée de stockage prévue pour le médicament, on peut alors présumer que ce dernier ne subira pas
de modification structurale majeure pendant sa conservation. En répétant ce protocole a plusieurs
températures, on peut établir la courbe t(T), et prévoir par exemple les conséquences d’une
augmentation accidentelle de la température de stockage sur la mobilité moléculaire, donc le risque
de transformation de phase. Cette procédure présente deux inconvénients majeurs = elle est longue a
mettre en ceuvre, puisqu’en dessous de Tg, il faut en général plusieurs heures pour atteindre la
valeur d’équilibre de I’enthalpie. En outre, la proximité du saut de C,, associé a la transition vitreuse
et du pic de recouvrement enthalpique géne la détermination précise de leurs amplitudes
resbectives. 1l a été montré que 'ATD a modulation de température perfnettait de s’affranchir de

cette difficulté [5].

Extension de la théorie d’Adam et Gibbs au domaine vitreux

Une autre approche permet d’évaluer la mobilité moléculaire dans le domaine vitreux a
partir des informations dynamiques recueillies au-dessus de Tg. Le modéle d’Adam et Gibbs [14],
initialement proposé pour décrire la dynamique d’un systéme a I’équilibre, permet de relier le temps

caractéristique des relaxations t a I’entropie configurationnelle S :

©(T) = Aexp (I1L.5)

TS,
ou A et C sont des constantes. Les verres étant des systémes hors équilibre, 1’application de
I’expression (II1.5) n’est pas immédiate. L’extension du modéle d’Adam et Gibbs au domaine
vitreux passe par I’introduction de la notion de température fictive T, définie comme la température
a laquelle le systeme a 1’équilibre aurait les mémes caractéristiques que le systéme vitreux réel a la
température T. L’entropie configurationnelle s’exprime donc :

e i L

=S = 1.
Em S (ILL6)

72



La Fanansérine : Présentation et étude de la Mobilité Moléculaire

ol S¢(T) est I’entropie du systéme vitreux a la température T et S¢(Ty) I’entropie du systéme 2

I’équilibre a Tr. La dépendance en température de C,*"(T) est généralement bien décrite par une loi

de type :

C, " (T) =K/T (111.7)
ou K est une constante dépendant du matériau. En injectant les expressions (II1.6) et (111.7) dans
I’expression d’Adam et Gibbs (1I1.5), on obtient ’expression du temps de relaxation :

DT,

— 111.8
T - (T/T;)T, (%)

(T, Te) =1 exp

La température fictive Ty peut étre déterminée précisément par des mesures calorimétriques [15].

Elle peut aussi étre estimée de manicre satisfaisante par I’approximation [16]:

1 vC, 1-vC,
=t I11.9
Ty T, T (19)

lig verre
- C P ¢ p

P Cliq _ Ccristal (IIIIO) i
P p

ou vyC

En remplagant ’expression de T¢ dans I’équation (III.8), on peut estimer le temps
- caractéristique des relaxations. Le tableau IV.6 résume les valeurs de Ty et de T déterminées pour

quatre températures :

Tsto (°C) T; (°C) T(s)
19 19 122
10 18.0 599
0 172 3816=1.1h
-30 142 4.10° = 46 jours
Tableau IV .6 :

Température de stockage T, température fictive Ty et temps caractéristique T des mouvements relaxationels de la

Jfanansérine vitreuse, déterminés respectivement d'aprés les expressions (II1.9) et (I11.8).

On obtient pour la fanansérine vitreuse conservée a — 30°C un temps caractéristique voisin
de 46 jours. Cette estimation concorde avec nos observations expérimentales : un échantillon de
fanansérine vitrifiée par trempe thermique du liquide est toujours amorphe et ne manifeste aucune

recristallisation aprés 30 jours de stockage 3 —30°C (données non présentées).
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Théorie des effets couplés

Le modé¢le mis au point par K. Ngai [17] (cf. chapitre II) permet de relier, en dessous de Ty,
le temps caractéristique des processus secondaires de type Johari-Goldstein t3 au temps
caractéristique des relaxations principales noté t,. Cette approche permet donc de présumer de la
stabilité¢ du matériau.

En I’absence de relaxations secondaires détectables, on peut estimer le temps caractéristique
18(Tg) & partir de to(Tg). Si tp(Te) est rapide, il faudra alors conserver le matériau a trés basse
température pour espérer réduire la mobilité moléculaire et les risques de réarrangements
structuraux.

Pour les matériaux présentant un processus secondaire détectable, il est possible d’effectuer
la démarche inverse : en effectuant une mesure de tp, on en déduit une estimation de 1, dont la
mesure directe a proximité de la transition vitreuse nécessiterait un temps d’expérience
considérablement plus léng. Cette procédure donne directement accés aux caractéristiques des
relaxations principales, qui conditionnent la stabilité du matériau.

L’inconvénient de la théorie des effets couplés est qu’elle ne tient pas compte des
mouvements relaxationnels autres que de type JG, qui peuvent posséder des temps caréctéristiques

beaucoup plus courts et modifier également la stabilité¢ de I’amorphe.
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En conclusion, les spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique constituent deux
techniques complémentaires pour I’étude de la dynamique moléculaire de composés
pharmaceutiques [6]. La détermination des caractéristiques dynamiques de la fanansérine amorphe
nous a permis de mettre en évidence le caractére fragile (m = 70-77) de ce formateur de verre. La
spectroscopie de chaleur spécifique donne également accés a 1’exposant de non exponentialité des
relaxations. Pour la fanansérine trempée, Bxww = 0.66 a 19°C. La complémentarité des deux
techniques est un atout précieux pour I’étude de la mobilit¢ moléculaire des composés
pharmaceutiques : la spectroscopie de chaleur spécifique s’avére étre une méthode particuli¢rement
efficace de caractérisation de la mobilité moléculaire a I’approche de T. Elle permet de déterminer,
de.maniére fiable, & la fois la fragilité et la hon exponentialité des relaxations. Elle pourra par
conséquent étre utilisée avantageusement pour évaluer les propriétés dynamiqués de composés pour
lesquels I’analyse diélectrique n’est pas réalisable (par exemple, les composés présentant une
contribution de conductivité tellement importante qu’elle masque le processus de relaxation). Ce

point sera approfondi au chapitre VIII, dans le cas du tréhalose.
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Transformations de phases de la fanansérine induites par broyage

Ce chapitre est consacré a I’étude des effets du broyage mécanique sur la fanansérine.
Comme nous ’avons rappelé au chapitre II, le broyage mécanique peut modifier I’état physique du
matériau en induisant des transformations de phase a I’état solide. Les implications de telles
transformations sont considérables en pharmacie, puisque deux polymorphes d’un méme principe
actif sont susceptibles de posséder des propriétés thérapeutiques différentes [1].

La fanansérine est un systéme tétramorphique [2]. On peut donc espérer assister & des
transitions polymorphiques générées par le broyage mécanique. En outre, 'étude des effets du
broyage se fait dans un contexte favorable, puisque les phases cristallines existantes et leurs
stabilités relatives ont déja été clairement identifiées [3]. La fanansérine n’est pas hygroscopique et
ne nécessite pas de précaution particuli¢re relative a 1’atmosphére de broyage ou de stockage. Par
ailleurs, sa température de transition vitreuse est proche de la température ambiante, ce qui offre la
possibilité d’effectuer le broyage de part et d’autre de Tg, et donc de tester I'influence de la
température de broyage. .

Nous présentons dans ce chapitre les résultats expérimentaux obtenus sur le broyage au-
dessus de T,, a 25°C (section A), puis en dessous de Ty, a 0°C (section B). Pour chaque
température, nous avons suivi les transformations sous broyage des phases I et IV, ce qui permet
d’étudier I’influence de la forme polymorphique initiale. La question de la stabilité des produits du
broyage au cours du terhps est abordée en section C. Cela permettra de tester si les transformations
induites par broyage correspondent a des états d’équilibre, ou a des états stationnaires comme le
suggére la théorie de Martin - Bellon [4]. L’ensemble des résultats expérimentaux est discuté en

section D.

A. EFFETS D’'UN BROYAGE MECANIQUE AU-DESSUS DE T,

L’appareil utilisé est le microbroyeur planétaire « Pulvérisette 7 » de Fritsch. Pour optimiser
la reproductibilité des résultats, nous avons adopté pour toutes les expériences le protocole de
broyage standard décrit au chapitre II, section B.1. Les évolutions des polymorphes III et IV ont été
analysées immédiatement aprés le broyage par Diffraction des rayons X et par Analyse Thermique

Différentielle.

A.l. Brovage de la forme 111

La figure IV.1 présente I’évolution des caractéristiques structurales et calorimétriques de la

forme III au cours d’un broyage a 25°C. Les diagrammes de diffraction des rayons X de la figure
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IV.1.a ont été enregistrés a température ambiante, sur capillaire tournant de diamétre 0.7 mm. La

figure IV.1.b rassemble les thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min, pour ’échantillon

de forme I non broyé et aprés chaque étape de broyage.
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Figure 1V 1 :

a évolution du diagramme de DX de la fanansérine Il au cours du broyage & 25°C (enregistrements & 25°C sur

capillaires tournants, diffractométre Inel, 1(Cu, K;) = 1.541 4)

b. thermogrammes des échantillons de fanansérine 11l broyés a 25°C, enregistrés au chauffage a 5°C/min

> Résultats expérimentaux
Pour un broyage de 15 minutes, le diagramme de DX présente des pics de Bragg plus

larges et moins intenses que ceux de I’échantillon cristallin non broyé. On note aussi I’apparition
d’un halo de diffusion, qui traduit une amorphisation partielle de 1’échantillon du point de vue de la
DX. Le thermogramme correspondant présente & 19°C un saut de C, caractéristique d’une transition

vitreuse, qui confirme 1’amorphisation de I’échantillon. Le saut de C; est immédiatement suivi d’un
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exotherme de recristallisation. Ces deux accidents enthalpiques sont de trés faible amplitude, mais
se distinguent clairement dans ’insert de la figure [V.1.b. IIs prouvent indirectement que la forme
III est partiellement amorphisée apres 15 min de broyage. On constate aussi que le pic de fusion de
la forme III est trés élargi par rapport & celui de I’échantillon de départ, et présente un épaulement

vers les basses températures a 94°C.

Pour un broyage de durée comprise entre 30 minutes et 8 heures, les diagrammes de DX

présentent des raies de Bragg de la forme III moins bien résolues, dont I’intensité diminue avec le
temps de broyage. Il n’y a pas d’apparition de nouvelles raies correspondant a d’autres
polymorphes. Ceci refléte un accroissement du désordre structural dans le composé broyé. En
revanche, il est intéressant de noter que les thermogrammes ne présentent plus de trace de transition
vitreuse ou de cristallisation. Ils montrent que ’endotherme de fusion des échantillon broyés
continue de présenter une structure en double pic, dont I'onset se situe a 92°C. Le processus de
fusion des échantillons broyés commence donc prés de 10°C en dessous de la température de fusion
de I’échantillon non broyé. Cet effet est déja perceptible apres 15 min de broyage et sera discuté par

_ la suite.

Pour des broyages de 16 et 36 heures, les diagrammes de DX présentent des pics de Bragg

_caractéristiques d’une phase cristalline différente de la phase Il initiale. Ceci est particulierement
visible en 26, = 13, 22 et 30 degrés. Ces pics sont typiques du polymorphe I (le diagramme de DX
de I’échantillon broyé 36 h est tout a fait comparable a celui de la phase cristalline I, présenté au
chapitre 111, figure 111.2). La croissance des pics de la forme 1 au cours du broyage est concomitante
a la disparition des raies de Bragg caractéristiques de la phase III de départ. Un broyage de 36 h

provoque donc une transition polymorphique III — I.

Les thermogrammes des échantillons broyés 16 et 36 h présentent un accident
endothermique a 75°C. Ce pic pourrait étre attribué a la fusion, déprimée en température, de la
phase I formée par broyage (la fusion de la phase I étant attendue & 93°C). L’endotherme supposé
de fusion de I est toujours immédiatement suivi d’un accident exothermique, attribuable a une
recristallisation. Le recouvrement des pics de fusion et de recristallisation empéche un calcul précis
de I’enthalpie du premier endotherme. On voit cependant que les amplitudes de ces deux pics
augmentent entre 16 et 36 h de broyage, ce qui refléte un accroissement de la proportion de forme I
dans 1’échantillon.

La figure IV.2 présente les diagrammes de DX permettant d’identifier effectivement la
phase vers laquelle a lieu la cristallisation de la fanansérine longuement broyée. Le diagramme (3)
est celui de la forme I obtenue par broyage, puis chauffée a 93°C. 1l est analogue au diagramme de

la forme III de départ (courbe 4). Ces résultats démontrent que I’échantillon, en phase I aprés le
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broyage, recristallise au chauffage vers le polymorphe de départ. Les exothermes observés a 90°C
sur la figure IV.1.b sont donc le reflet de la recristallisation I — III. D’autre part, le pic de fusion
final retrouve une température onset identique a celle de la fusion de I’échantillon non broyé, ce qui

suggere que la reconversion de I vers III au chauffage est totale.

DX, Tamb Iv.2

max

/1

(3) III broyée 36 h et chauffée a 93°C

|
(2) 111 broyée 36 h

I

PRSP ISP M TR A O
{1y forme I eristalline {reférence)

i % 5o
VLAMLA sk A,

I I DL L A L L L A
10 20 30 40
20 (degrés)
Figure IV.2 :

Diagrammes de diffraction des rayons X, enregistrés sur capillaires tournants & 25°C : (1) de la forme cristalline I, (2)
de la forme Il broyée 36 h, (3) de la forme IIl broyée 36 h et chauffée a 93°C, (4) de la forme cristalline III
(diffractométre Inel, A(Cu, Kz) = 1.541 A)

Le broyage prolongé de la fanansérine III a aussi un impact direct sur la granulométrie de
I’échantillon. Les observations réalisées au microscope optique ont montré qu’avant le broyage, les
grains de forme III ont ’aspect d’aiguilles, de tailles trés dispersées. Les plus grandes particules
possédent une longueur supérieure a 300 pm. Apres 36 h de broyage, la taille des particules s’est
considérablement réduite. La majeure partie des grains n’excéde par 5 pm de diamétre, et tend a
s’agglomérer. On distingue aussi quelques particules de taille comprises entre 20 et 30 um. Les

photos IV.1 et IV.2 illustrent I’évolution de la granulométrie entre 0 et 36 h de broyage.
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Photo IV.1 : Photo IV.2 :
Observation par microscopie optique de la Observation par microscopie optique de la
granulométrie d'un échantillon de forme Il non granulométrie d'un échantillon initialement en
broyé, qui montre une dispersion assez forte de la Jorme I, aprés 36 h de broyage. La plupart des
taille des grains. particules ont une taille inférieure a 5 um.

> Analyse des résultats

Nos résultats montrent que le broyage prolongé a 25°C de la forme III de la fanansérine

provoque une transition polymorphique III — T a I’¢état solide. Le saut de C,, faible mais net,

observé apreés 15 minutes de broyage suggére que cette transformation n’est pas directe, mais passe
par une étapé d’amorphisation transitoire.

' Dés les premiéres étapes du broyage on assiste & une modification de 1’allure du pic de
fusion final de I’échantillon : entre 15 min et 8 h de broyage, le pic est élargi et décalé vers les
basses températures. 1l présente un épaulement dont I’intensité¢ diminue avec la durée du broyage.

Le tableau IV.1 regroupe les températures et enthalpies totales du pic de fusion final des

échantillons :
Durée du broyage T¢ (°C) AH; (J/g) Position de
I’épaulement (°C)
0 101.2 64.2 ;
15 min 101.5 59.7 95
30 min 101.4 53.6 94
1 h 101.9 50.1 94
8h 101.8 54.4 92
16 h 101.7 63.7 )
36h 101.3 65.8 ;
Tableau1V.1 :

Températures onset du pic principal de fusion, enthalpie totale de fusion, et la position en température de I'épaulement

observable pour des durées de broyage comprises entre 15 min et 8 h
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La température onset du pic principal de fusion n’est pas modifiée par le broyage : elle est

de I'ordre de 101.5°C, ce qui correspond bien a la température de fusion de la forme III. Par contre,

entre 15 min et 8§ h de broyage, le processus de fusion commence a plus basse température et son

enthalpie diminue. Trois effets pourraient expliquer ce comportement :

la réduction de la taille des particules au cours du broyage. Une fraction de I’échantillon
présentant une granulométrie plus faible serait susceptible de fusionner avant le reste de
I’échantillon

la réduction de la taille des cristallites au cours du broyage. Le décalage de la fusion vers les
basses températures serait alors une manifestation de I’effet Gibbs Thomson [5]. La taille
moyenne des cristallites, estimée a partir des diagrammes de DX, passe de 100 nm pour
I’échantillon non broyé, a 25 nm pour un broyage de 36 h. Le décalage en température
observé entre le pic de fusion de I’échantillon non broyé et I'épaulement présent pour les
courts temps de broyage n’excede pas. L’ordre de grandeur de ce décalage est corﬁpatible
avec un effet de type Gibbs-Thomson, si I’on considére par exemple que pour le cyclohexane,
un confinement dans des pores de 10 nm provoque une dépression de la température de fusion
de plus de 19°C [6]. |

la création d’un cristal défectueux. D apres la théorie de Fecht, I’augmentation du nombre de

défauts dans le cristal accroit I’enthalpie libre de Gibbs du matériau, et fait diminuer la

température de fusion [7].

Ces deux conséquences du broyage mécanique agissent certainement de maniere simultanée.

L’enthalpie de fusion des échantillons broyés ne retrouve sa valeur attendue qu’au bout de

16 heures de broyage, c’est a dire quand la présence de phase I apparait clairement sur les

diagrammes de DX. Toutefois, les pics de Bragg de cette phase sont larges, ce qui indique

certainement que la forme I issue du broyage est aussi affectée par la réduction de taille ou la

présence de défauts. Ses températures et enthalpies de fusion sont résumées dans le tableau IV.2 :
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Durée du broyage Tr (°C) (phase I) AH; (J/g) (phase I)
16 h 71.9 7.4
36 h 78.1 11.8
Tableau IV.2 :

Températures et enthalpies de fusion associées a la phase I formée par des broyages de 16 h et 36 h.
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1.’augmentation de ’enthalpie de fusion de la forme I avec la durée du broyage montre que
la proportion de I dans I’échantillon augmente. Toutefois, les valeurs de AHy restent nettement
inférieures a celle d’un échantillon de forme I non broyé : AH{ = 60.2 J/g [2]. Un examen attentif
des résultats d’ATD révéle que I’endotherme de fusion de I s’étend sur un domaine de températures
trés large, repérable a un changement de ligne de base dés 60°C. Si I’on admet, comme il I’a déja
été suggéré [2], que la cristallisation de la forme III au réchauffage commence pendant la fusion la
phase I, on peut envisager que ’accident enthalpique observé dés 60°C signale a la fois la fusion de

la phase I, et la conversion immédiate du liquide métastable en phase 111.

A.2. Brovage de la forme IV

La figure IV.3 présente I’évolution des caractéristiques structurales et thermodynamiques
~ de la fanansérine IV au cours d’un broyage a 25°C. Les diagrammes de diffraction des rayons X de
la figure IV.3.a ont été enregistrés a température ambiante, sur capillaire tournant de diamétre 0.7
- mm. Les thermogrammes de la figure IV.3.b correspondent au réchauffage a 5°C/min, pour

I’échantillon non broyé et aprés chaque étape de broyage.

Pour un broyage d’une durée de 36 h, le diagramnﬁ de DX présente des raies de Bragg

caractéristiques de la phase cristalline I. Le broyage prolongé. de la fanansérine IV induit donc une
transformation polymorphique IV — I a I’état solide. Le thermogramme correspondant laisse
apparaitre un endotherme a 75°C, attribué a la fusion de la phase I formée au cours du broyage. Le
pic de fusion de la phase I est immédiatement suivi d’un exotherme associé a une cristallisation. Les
diagrammes de DX reportés sur la figure IV.4 démontrent que I’échantillon broyé 36 h (courbe 2),
présente aprés un chauffage a 93°C des raies de Bragg caractéristiques du polymorphe III (courbe
3). Au réchauffage, I’échantillon cristallise donc vers la forme III, qui est la plus accessible d’un
point de vue cinétique. Les caractéristiques du pic de fusion final (finesse et température) le rendent
superposable a celui de ’échantillon de forme III non broyée, présenté sur la figure IV.1. La
situation est donc finalement analogue a celle obtenue aprés un broyage prolongé de la forme I1I a
la méme température.

Un autre effet d’un broyage prolongé est la réduction de la taille des particules. Les
observations réalisées au microscope optique ont montré que la granulométrie de la forme IV non
broyée est hétérogéne : les particules, de forme hexagonale [2], possédent des tailles globalement
comprises entre 50 et 250 pm, les plus grandes pouvant dépasser S00 pm. Aprés un broyage de 36

h, la granulométrie est beaucoup plus réduite : comme dans le cas de la forme III broyée,
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I’échantillon est majoritairement composé de grains de taille inférieure a 5 pm, qui tendent a

s’agglomérer. On distingue aussi quelques particules de taille plus importante (20 — 30 um).
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Figure IV 3 :
a. évolution du diagramme de DX de la fanansérine IV au cours du broyage a 25°C (enregistrements a 25°C  sur

b.
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» Figure IV 4 .
Diagrammes de diffraction des rayons X, enregistrés sur capillaires tournants : (1) de la forme cristalline I (2) de la
Jforme IV broyée 36 h a Ty, (3) de la forme IV broyée 36 h et chauffée a 93°C, (4) de la forme cristalline 11l

(diffractométre Inel, A(Cu, K,) = 1.541 A)

4

Photo IV 1 Photo IV 1 :
Observation par microscopie optique de la Observation par microscopie optique de la
granulométrie d'un échantillon de forme IV non granulométrie d'un échantillon initialement en
broyé, qui montre une dispersion assez forte de la Jorme IV, apres 36 h de broyage. La granulométrie
moyenne de l'échantillon n'excéde pas 5 um.

taille des grains.
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Chapitre 1V

Pour des brovages de durée intermédiaire (8 h et 16 h), les diagrammes de DX de la

figure 1V.3.a révelent un comportement plus complexe que celui observé lors du broyage de la
forme III. En effet, apres I'étape d’amorphisation partielle et d’élargissement général des profils de
DX de la forme IV de départ, on voit apparaitre des raies de Bragg nouvelles, dont les précurseurs
sont visibles deés 1 h de broyage (par exemple, au travers du léger épaulement de petit angle sur la
premiére raie de la forme IV située en 20 = 11.5). Ces raies, visibles particuliérementen 20 =11, 13
et 20.5 degrés, sont fines dans un premier temps, puis s’élargissent et s affaiblissent pour disparaitre
apres 36 h de broyage. Elles sont caractéristiques de la forme I1I, qui apparait étre un intermédiaire
transitoire de I’évolution de la forme IV sous broyage.

Nous n’avons pas assez d’étapes intermédiaires (en particulier entre 1 h et 8 h, et entre 16 h et 36 h)
pour caractériser finement les interconversions qui surviennent pendant le broyage. Il est
notamment difficile de déceler I’apparition finale de la forme 1, qui se fait aux dépens de la forme
III transitoire.

A la suite de ces étapes intermédiaires de broyage, aucun signe de transition vitreuse n’est décelable
sur les thermogrammes. Par contre, des perturbations sont visibles dans la zone de température qui
précede la fusion. Entre 80°C et 100°C, on assiste. a une succession complexe d’accidents
endothermiques et exothermiques mélés, qui se simplifie quand la phase I devient clairement
identifiable, au bout de 36 h de broyage. A partir de 1 .h de broyage, les thermogrammes ont une
apparence globale nettement différente de ceux obtenus aux premiers temps de broyage ; ils sont

caractérisés par un endotherme de fusion finale plus fin que celui de la forme 1V initiale.

> Analyse des résultats

Pour la forme IV, les étapes intermédiaires de transformation au cours du broyage sont plus
complexes que pour la forme III : en plus de I’amorphisation transitoire détectée aux courts temps
de broyage, les diagramme de DX montrent clairement la présence de forme Il intermédiaire. La
figure IV.5 présente un agrandissement de la zone de fusion des échantillons broyés 30 min, 8 h et
36 h. Le pic de fusion de la forme IV non broyée est donné a titre comparatif.

La fusion de la forme IV non broyée se matérialise par un large endotherme qui s’étend sur
plus de 10°C ; elle est donc beaucoup plus étalée que la fusion de la forme III, qui ne s’étend que
sur 5°C. Le diagramme (p,T) établi par J. Giovannini (chapitre 1II et [3]) montre qu’aux environs de
100°C, a pression atmosphérique, les domaines de stabilité des phases II, III et IV de la fanansérine
sont tres proches en température : dans une gamme de température trés restreinte (3°C), la forme la
plus stable est successivement la forme IV, la forme III, puis la forme II dans I'ordre des
températures croissantes. En outre, le réchauffage extrémement lent (0.01°C/min) de la forme IV

non broyée met en évidence trois étapes successives [8]:
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- lafusion de IV et sa cristallisation vers III
- la fusion de III et sa cristallisation vers II
- la fusion finale de II vers la forme liquide

Ces événements ne sont par discernables individuellement avec la vitesse de 5°C/min
utilisée pour 'enregistrement des thermogrammes présentés ici. Ils sont inclus dans I’enveloppe du
pic de fusion, ce qui explique sa largeur inhabituelle. La fusion de la forme IV de la fanansérine est

donc intrinseéquement complexe.

IV.5

Flux de Chaleur (u.a.)

br 30 min

IV non broyée
T ' | ' T T

80 90 100 110

Température (°C)

Figure IV.5 :

Zone de fusion d'échantillons de fanansérine IV non broyée, broyée 30 min, broyée 8 h et broyée 36 h, de bas en haut.
Cet agrandissement de la figure IV.3 met en évidence la modification de !'allure du pic de fusion pour les broyages

courts, et la complexité des événements calorimétriques qui se succedent dans intervalle 75 — 105°C.

Le broyage mécanique révéle cette complexité sous-jacente. Les enthalpies du pic de fusion
final des échantillons de forme IV broyée sont regroupées dans le tableau IV.3.

Pour des broyages de durées inféricures a 1 h, les températures onset de fusion suggérent
que le dernier endotherme corresponde bien & la fusion de IV. Comme pour la forme III, la
diminution de I’enthalpie de fusion AH{ aux premiers temps de broyage peut étre interprétée

comme une manifestation de I’effet Gibbs-Thomson [5,6], et comme étant associée a la formation
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Chapitre IV

de défauts, qui accroit ’entropie du cristal et entraine une diminution de son enthalpie de fusion [7].

Durée du broyage | T¢" (°C) | AH{" (J/g) T (°C) AHM (J/g)

0 99.15 85.9 - -
15 min 96.56 67.4 - -
30 min 96.3 543 - ]

1h - - 101.5 56.0

8h - - 101.2 60.4

16 h - - 100.9 62.8

36 h - - 101.2 63.5

Tableau IV.3 :

Enthalpie de fusion de la fanansérine IV en fonction de la durée du broyage a 25°C

A partir d’une heure de broyage, la situation devient plus complexe. Les diagrammes de DX
de la figure IV.3.b montrent que trois phases coexistent dans 1’échantillon broyé: la phase IV
résiduelle, et les phases I et IIl formées pendant le broyage. La diversité des phases en présence est
certainement un élémént permettant d’expliquer les accidents enthalpiques qui se succeédent a partir
de 75°C. Toutefois, il apparait trés clairement que le dernier endotherme correspond 4 la fusion de
la forme III : se température onset est de 101°C, e;c son enthalpie proche de 60 J/g, ce qui est

compatible avec les valeurs de T = 101.2°C et AH{" = 64.2 J/g relevées pour la forme 11 non

broyée.

La transformation IV — I passe donc par des étapes transitoires successives d’amorphisation
et de cristallisation de la forme III. Cette complexité apparait de maniére cohérente sur les
diagrammes de DX et sur les thermogrammes. Les phases (amorphe et 1I) qui apparaissent pendant
les étapes intermédiaires de broyage possedent une durée de vie limitée, et la phase finale atteinte

semble étre la forme 1.
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A.3. Synthése des transformations induites par brovage a 25°C

Les broyages réalisés au-dessus de T, conduisent aux principaux résultats suivants :
quelle que soit la phase de départ (Il ou IV), on observe apres un temps de broyage trés long
(36 h) une transformation polymorphique vers la phase I, qui est la forme la plus métastable
de la fanansérine
quelle que soit la phase de départ, on observe une étape initiale de transformation directe cristal
— amorphe. Cette étape intervient dans les premiers temps du broyage, et dure plus longtemps
dans le cas du broyage de la forme la plus stable (IV)
dans ces premiers temps de broyage, on observe une dépression de la température de fusion de
la phase initiale, accompagnée d’un étalement du pic endothermique correspondant
aux temps intermédiaires du broyage, on observe une différence de comportement entre les
phases III et IV : la complexité des transformations est plus grande lors du broyage de la phase
la plus stable (IV), puisqu’on observe l’abparition de la phase transitoire métastable 111 Cette
complexité est également visible lors du réchauffage des échantillons, dans la mesure ol de
nombreux accidents enthalpiques entremélés se succeédent juste avant la .fusion finale de

I’échantillon.
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B. EFFETS D’UN BROYAGE MECANIQUE EN DESSOUS DE T,

Nous avons suivi les effets du broyage des formes Il et IV de la fanansérine a 0°C, soit
20°C en dessous de T,. Les autres paramétres du broyage restent identiques a ceux utilisés pour les

broyages a 25°C (cf. section A).

B.1. Brovage de la forme 111

> Résultats expérimentaux

La figure I'V.6.a montre I’évolution des diagrammes de DX, enregistrés sur plaquette, d’un
¢chantillon de forme III au cours d’un broyage a 0°C. Les thermogrammes correspondants,

enregistrés au chauffage a 5°C/min, sont rassemblés sur la figure IV.6.b.

Des brovages courts (5 min, 15 min, 30 min, 1 h) modifient nettement les caractéristiques

structurales et thermodynamiques des échantillons. Les "diagrammes de DX présentent des raies de
Bragg qui s’élargissent et diminuent d’intensité au cours du broyage, comparativement a celles de la
forme II nen broyée. Les thermogrammes enregistrés a I’issue du broyage montrent clairement le
développement progressif d’un saut de Cp, a 19°C, suivi a plus haute température [30°C — 40°C]
d’un exotherme de recristallisation. Cet exotherme est un signe indirect de I’amorphisation qui s’est
opérée au cours du broyage, et le saut de C, indique que ’amorphe obtenu posséde un caractére
vitreux. Ces éléments prouvent que le broyage de la fanansérine sous T, induit une transformation
cristal — verre a I’état solide.

Pour des brovages trés longs (16 et 36 h), les diagrammes de DX de la figure IV.6.a

présentent toujours des pics de Bragg €largis et un halo de diffusion important comparativement a
ceux de la phase cristalline de départ. Cependant, la comparaison des diagrammes de DX des
échantillons broyés 1 et 36 h indique que la fraction cristalline dans I’échantillon est plus
importante aprés 36 h de broyage qu’aprés 1 h de broyage. En outre, la figure 1V.6.b montre
clairement que I’enthalpie de cristallisation mesurée au chauffage diminue entre 1 et 36 heures de

broyage, et que I’amplitude du saut de C, a T, est moins grande aprés 36 h qu’apres 1 h de broyage.
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Transformations de phases de la fanansérine induites par broyage
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Figure IV.6 -

a  évolution du diagramme de DX de la fanansérine Il au cours du broyage a 0°C (enregistrements sur plaquette,
diffractométre Inel, A(Cu, K,) = 1.541 A)

b.  thermogrammes des échantillons broyés, enregistrés au chauffage a 5°C/min

Au bout de 36 h de broyage, cette transformation n’est que partielle puisqu’on observe des
pics de Bragg résiduels. L’enregistrement du diagramme de DX d’un échantillon de forme III broyé
36 h, puis chauffé a 80°C prouve que la recristallisation observée sur la figure IV.6.b s’effectue vers
la forme III, c’est-a-dire vers la phase de départ, comme I’indiquent les diagrammes de DX de la
figure IV.7. Cette transformation est certainement facilitée et orientée par la présence dans

I’échantillon de germes de la forme IlI ayant échappé au broyage.
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1v.7
3) forme IlI cristalline

Q) 11 broyée 36 h,

1

recristallisée a S0°C

(1) 111 broyée 36 ha 0

T T T T T [ T T T T [ 7T 7T T T [ T T T T [T T 11

15 20 25 30 35 40
20 (degrés) .

Figure IV.7 -

Diagrammes de diffraction des rayons X enregistrés sur plaquette, a Tpu, sur le diffractométre Inel @ (1) de la forme
cristalline IT partiellement amorphisée par un broyage de 36 h a 0°C, (2) de la forme Il broyée 36 h et chauffée a
80°C, (3) forme cristalline I1I, enregistrement de référence [2]

Ces résultats seront analysés au paragraphe B.3, en méme temps que ceux obtenus pour le

broyage de la forme I'V.

B.2. Brovage de la forme IV

> Résultats expérimentaux

La figure IV.8 présente les diagramme de DX, enregistrés & température ambiante,
d’échantillons de forme IV broyés & 0°C (figure 1V.8.a), et les thermogrammes correspondants,

enregistrés a 5°C/min (figure 1V.8.b).
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Transformations de phases de la fanansérine induites par broyage
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Figure IV 8 :

a. évolution du diagramme de DX de la fanansérine IV au cours du broyage a 0°C (enregistrements sur plaquette,
diffractométre Inel, A(Cu, K,) = 1.541 A)

b. thermogrammes des échantillons broyés, enregistrés au chauffage & 5°C/min

Pour des durées de brovage variant de 5 min a 1 h, les diagrammes de DX montrent un

¢largissement des raies de Bragg de la fanansérine IV, accompagné d’une perte d’intensité et du
développement progressif d’un halo de diffusion. Les courbes d’ATD correspondantes montrent
que les échantillons broyés présentent au réchauffage une transition vitreuse a 19°C, qui témoigne
du caractére vitreux de ’amorphe formé par broyage. La forme IV subit donc au cours d’un
broyage a 0°C une transformation partielle cristal — verre a I’état solide. La transition vitreuse
est immédiatement suivie d’un exotherme de recristallisation a 35°C. L’enregistrement du
diagramme de DX de la phase recristallisée, présenté sur la figure IV.9, permet d’établir que

I’amorphe formé par broyage transite au chauffage vers la forme IIl. Le systéme ne retourne donc
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pas vers la phase IV initiale, la plus stable dans ce domaine de température [2], mais évolue vers la

forme III, plus facile a atteindre thermodynamiquement.

IV.9
é (3) forme III cristalline
) [V broyée 36 h,
4 recristallisée a 80°C
) [V broyée 36h a 0°C
l|l:III|lIlllllllllllllll‘ll
15 20 25 30 35 40

20 (degrés)

Figure [V.9 : ]
Diagrammes de diffraction des rayons X, enregistrés sur plaquette a 25°C sur le diffractométre Inel (A(Cu, K,) = 1.541
A) (1) de la forme IV amorphisée par un broyage de 36 h a 0°C, (2) de la forme 1V broyée 36 h et chauffée & 80°C, (3)

Jforme cristalline 11l de référence [2]

Comme a 25°C, le pic de fusion final observé aux premiers temps de broyage est déprimé en
température et élargi. Son enthalpie est inférieure a celle du pic de fusion de I’échantillon non
broyé. Il faut également signaler la présence, sur les thermogrammes de la figure 1V.8.b,
d’accidents enthalpiques entremélés qui interviennent entre 80°C et 100°C. Cela est
particuliérement repérable pour les échantillons broyés 30 min et 1 h. Le pic endothermique large,
situé vers 80°C, rappelle I’endotherme caractéristique de la fusion de la forme I obtenue par
broyage a 25°C. Il est donc possible que les étapes intermédiaires de broyage génerent I’ apparition
de phases polymorphiques, qui disparaissent au profit de I’amorphe pour un broyage prolongé.

Pour des durées _de brovage variant de 8 & 36 h, les diagrammes DX ne montrent

pratiquement plus de raies de Bragg et présentent ’aspect d’un halo de diffusion caractéristique
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d’un état amorphe. Par ailleurs, on remarque sur les thermogrammes de la figure IV.8.b que
I’enthalpie de recristallisation augmente quand la durée du broyage s’allonge, ce qui suggére que la

fraction amorphisée est d’autant plus grande que le broyage est long.

B.3. Analyse des résultats

> Calcul de la fraction amorphisée

La proportion de I’échantillon amorphisée par le broyage a ¢été évaluée en comparant
Iamplitude du saut de chaleur spécifique des échantillons broyés & celle d’un échantillon de

fanansérine vitrifiée par sous refroidissement de la phase liquide, et donc totalement amorphe.

= (Cas de la forme III

Les valeurs de la fraction amorphisée lors du broyage de la forme Il sont reportées dans le

tableau IV.4.

Durée du broyage Fraction amorphisée (%)

0 ~ 0

5 min 237
15 min 474
30 min ' 58.1
1h : 69.2
16 h 61.2
36 h 58.5

Evolution de la fraction amorphisée lors du broyage a 0°C de la forme Il

Aprés 5 min de broyage, prés du quart de ’échantillon est déja amorphisé, ce qui indique
que le mécanisme d’amorphisation est trés efficace. Pour des durées de broyage inférieures a 1 h, la
fraction amorphisée augmente avec le temps de broyage ; elle passe par un maximum de 69.2 %
aprés 1 h de broyage. Pour des broyages plus longs, on assiste a une nette diminution de la fraction
amorphisée ; elle n’est plus que de 58.5 % aprés 36 h de broyage. Au vu des données
expérimentales dont nous disposons, il ne semble pas possible d’arriver a ’amorphisation totale de
la forme III par broyage & 0°C. Ces résultats suggérent que la création d’amorphe due au broyage

soit en compétition avec la recristallisation de 1’échantillon vers sa phase initiale.
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Cette évolution confirme la tendance donnée par les diagrammes de DX de la figure IV.6.a.
La diminution de I’enthalpie de cristallisation qui accompagne la diminution de I’amplitude du saut
de C, est donc réellement due a une baisse de la fraction amorphisée par broyage, et non a la non

recristallisation d'une partie de 'amorphe.

= (Casde la formelV

Les valeurs de la fraction amorphisée lors du broyage de la forme IV sont reportées dans le

tableau IV.5. La fraction amorphisée ne semble pas passer par un maximum, comme ¢’était le cas
pour le broyage de la forme III. Elle augmente continiiment avec la durée de broyage, pour atteindre

70.1 % au bout de 36 h.

Durée du broyage Fraction amorphisée (%)
0 0
5 min 21.6
15 'min _ 32.1
30. min 54.1
lh _ 61.3
16 h . 69.0
36h 70.1

Tableau IV.5 :

Evolution de la fractior amorphisée lors du broyage a 0°C de la forme IV

Cette évolution est cohérente avec celle des diagrammes de DX de la figure 1V.8.a, qui

montrent une diminution progressive de I’intensité des pics de Bragg au cours du broyage.

» Recristallisation au chauffage des amorphes formés par brovage

Contrairement au liquide trempé, les amorphes obtenus par broyage recristallisent au
chauffage apres la transition vitreuse. Cette recristallisation se fait toujours vers la forme III (figures
IV.7 et IV.9) qui, d’apres le diagramme de stabilité de la fanansérine (figure 1113, chapitre III),
n’est pas la plus stable & cette température. Néanmoins, la cristallisation au chauffage d’un
polymorphe métastable est souvent observée : d’apres la « Regle des phases » énoncée par Ostwald
en 1897, le premier état rejoint par un composé n’est pas le plus stable, c’est-a-dire le plus favorable
d’un point de vue énergétique, mais I’état métastable dont I’énergie est la plus proche de I’état

initial.
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Dans le cas de ’amorphe issu du broyage de la forme II1, la recristallisation au chauffage
vers cette méme phase est trés certainement facilitée par la présence de germes résiduels ayant
¢chappé au broyage. Dans le cas de 'amorphe issu du broyage de 1V, on ne peut expliquer la
recristallisation par la présence de germes non altérés par le broyage, puisque la recristallisation n’a
pas lieu vers la phase IV, mais vers la phase III plus accessible thermodynamiquement. Le verre de
liquide chauffé dans les mémes conditions ne montre aucun signe de recristallisation. On peut alors
émettre I”hypotheése d’ordres locaux différents dans les amorphes obtenus par broyage mécanique et
par trempe thermique. En effet, il est raisonnable de penser que I’ordre dans I’amorphe obtenu par
le broyage d’une phase cristalline ordonnée, soit plus développé que dans 1’amorphe issu de la
trempe d’une phase liquide, complétement désordonnée. Toutefois, cette hypothése doit étre
nuancée dans la mesure ou I’amorphisation de la fanansérine par broyage n’est pas totale ; la

comparaison avec le verre de liquide (totalement amorphe) n’est donc pas immédiate.

B.4. Synthése des transformations induites par brovage a 0°C |

Les broyages réalisés en dessous de T, conduisent aux principaux résultats suivants :

* Quelle que soit la phase de départ (1Ll ou IV), on observe sous broyage une amorphisation de la
fanansérine, sans apparition d’une autre forme cristalline. L’ensemble des opérations de broyage
ayant lieu a une température inférieure a 19°C, il s’agit réellement d’une vitrification a I’état
solide _

» Aprés 36 heures de broyage, cette vitrification est beaucoup plus achevée dans le cas de la phase
la plus stable (1V) : la proportion d’amorphe est dans ce cas de 70.1 %, contre 58.5 % apres le
méme broyage de la forme 11

* Dans les premiers temps du broyage, on observe (comme lors du broyage & 25°C) une étape de
détérioration du cristal, qui se manifeste par une fusion a plus basse température et moins
énergétique

*  Aux temps intermédiaires de broyage, les thermogrammes de la forme IV montrent ici encore
des complexités qui laissent présager des effets de compétition de phases précédemment
discutés (cf. § A.3)

» Toutes les phases amorphes obtenues par broyage recristallisent au réchauffage vers la forme

II1.
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C. STABILITE DES ETATS ATTEINTS PAR BROYAGE

En pharmacie, la biodisponibilité d’un principe actif, et de maniere générale ses propriétés
thérapeutiques, sont liées a son état physique. Dans de nombreux cas, la forme présentant la
meilleure disponibilité n’est pas la forme cristalline la plus stable (voir chapitre II). Il peut s’agir
d’un polymorphe métastable, ou de I’état amorphe. La stabilité des états générés par perturbation
mécanique est donc un élément essentiel & maitriser, a la fois d’un point de vue pratique et d’un
point de vue fondamental :

- d’un point de vue pratique, il est indispensable de connaitre les conditions de
recristallisation des états métastables atteints par broyage, puisque le retour a un état plus
stable peut modifier fondamentalement les propriétés thérapeutiques d’une substance
active

- d’un point de vue fondamental, si ia théorie de Martin - Bellon [4] s’applique aux effets
du broyage des matériaux moléculaires, les états finals atteints devraient étre des états
Stationnaires, c’est a dire des états stabilisés pendant ’application de la perturbation
dynamique. Quand I’application de cette perturbation cesse, on peut s’attendre & une
relaxation vers un état d équilibre différent. Il convient donc de caractériser cet état
d’équilibre finalement atteint, ainsi que la durée de vie éventuelle de 1’état stationnaire
dynamique.

Dans Ie cas de la fanansérine, nous avons étudié la stabilité de la forme I et de I’amorphe obtenus

respectivement par des opérations de broyage réalisées a 25 et 0°C.

C.1. Stabilité de la phase I issue du brovage a 25°C

La figure I'V.10.a présente les diagrammes de DX d’un échantillon de forme I1I broyé 40 h,
‘et donc transformé en phase I, immédiatement aprés le broyage, et aprés 3 mois de stockage a 25°C.
Le diagramme de DX aprés le vieillissement est toujours caractéristique de la forme 1 ; les pics de
Bragg sont mieux résolus qu’immédiatement aprés le broyage. La forme I issue du broyage de la
forme I1I est donc stable dans les conditions ambiantes, sur I’échelle de temps du vieillissement.

La figure IV.10.b montre le résultat d’un vieillissement de la forme 1 issue cette fois du
broyage de la forme IV. Aprés 3 mois a 25°C, le diagramme présente toujours certaines raies de
Bragg du polymorphe I, mais aussi des pics caractéristiques de la phase IV de départ. L échantillon
broyé a donc recristallisé partiellement vers la phase IV au cours du vieillissement a 25°C. 1l
retourne donc progressivement vers sa forme initiale, qui est aussi la plus stable & cette température

d’aprés le diagramme (p,T) [2].
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IV.10.a
»« |phase I obtenue par broyage de 111,
g NP
= aprés 3mois a T, ¥

Transformations de phases de la fanansérine induites par broyage

I obtenue par brqyage de 1V,
apres 3moisa T

phase I obtenue par broyage de I11 phase I obtenue par broyage de IV
LI UL ISLOL B DL S L L I L | I|l1ll|llill|||||||||l|llll
10 15 20 25 30 35 10 15 20 25 30 35
20 (degrés) 20 (degrés)

Figure IV 10 :
a. Evolution struct.urale de la forme I formée par broyage de Ill, enregistrée a 25°C sur le diffractométre Inel. Aprés 3
mois de vieillissement & Tom, 1'échantillon se trouve toujours en phase I
b. Evolution structurale de la forme I issue du broyage de 1V a 25°C, enregistrée sur le diffractométre Inel Aprés 3

mois de vieillissement & Ty, le diagramme de DX présente des raies de Bragg caractéristiques de la forme IV

L’analyse des profils de raies des échantillons de forme I issus des phases III et [V montrent
que dans les deux cas, la taille des cristallites est de I’ordre de 25 nm. La qualité¢ du broyage est
donc comparable. Sur des durées importantes, le polymorphe I généré par le broyage de IV apparait
donc moins stable que celui généré (dans les mémes conditions) par le broyage de III, puisqu’il
recristallise vers la phase IV de départ. Cette transformation est certainement initiée par la présence

dans I’échantillon de germes de la forme IV ayant échappé au broyage.

C.2. Stabilité de I’amorphe issu du brovage a 0°C

La figure I'V.11.a montre les diagrammes de DX d’un échantillon de forme III partiellement
amorphisé, immédiatement aprés le broyage, et apres un mois de vieillissement a8 —30°C, c’est a dire

50°C en dessous de Tjg.
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Chapitre IV

IV.ll.a|[IV.11b

phase I1I

{11 broyée 40h & 0°C. 4, LN
apres 1 mois a -30°C %W v

J
JV
N

iy

{V broyée 400 4 0°C, aprés | mois 2 -30°C

phase IV

phase III broyée 40h a 0°C phase IV broyée 40h a 0°
Y S S N I A Ot Y I N S B Y N B B | N N R A Y N B S A A N Y A A O B S R
15 20 25 30 - 35 15 - 20 25 30 35
20 (degrés) 20 (degrés)

Figure V.11 :

a. Evolution structurale de |'amorphe formé par broyage de Il a 0°C. Aprés 3 mois a —30°C, les pics résiduels

caractéristiques de la forme III se sont développés ; ils témoignent d'une cristallisation progressive vers le
polymorphe de départ (enregistrement sur plaquette a 25°C, diffractométre Inel)
b.  Evolution structurale de I’amorphe formé par broyage de IV a 0°C. Aprés 3 mois a —30°C, le diagramme de

I’échantillon broyé et vieilli présente des pics de Bragg caractéristiques des formes II et IV.

Immédiatement aprés le broyage a 0°C, le diagramme de DX présente clairement un halo
diffus attribuable & une phase amorphe, mais aussi des raies de Bragg qui prouvent que
P’amorphisation n’est pas totale. Aprés un mois de vieillissement & —30°C, ces pics se sont
développés, au détriment du halo de diffusion caractéristique de I’amorphe. Ceci indique une
recristallisation partielle vers la phase IlI initiale. Néanmoins, la persistance du halo de diffusion
signale que la fraction amorphe de I’échantillon demeure importante.

La figure I'V.11.b permet de confronter les diagrammes de DX d’un échantillon de phase IV
amorphisée, immédiatement aprés le broyage et aprés un mois de vieillissement a — 30°C, et des
polymorphes cristallins III et IV. Le diagramme de DX, aprés un mois de stockage, ne présente plus

de halo de diffusion. Il présente au contraire des raies de Bragg de la forme cristalline initiale, la
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forme IV, mais aussi certains pics de la forme III apparus lors du vieillissement 4 — 30°C.
L’échantillon a donc totalement recristallisé, bien qu’il ait été maintenu 50°C en dessous de Tj.
Cette fois encore, la recristallisation ne se fait pas vers la forme la plus stable (IV), mais vers la
forme la plus accessible d’un point de vue cinétique.

De maniére générale, on remarque que contrairement au verre de liquide (cf. chapitre III),
les amorphes issus du broyage tendent a recristalliser, méme lorsqu’ils sont conservés 50°C sous
leur température de transition vitreuse. Cette recristallisation est probablement due a la présence,
dans les échantillons broyés, de germes cristallins ayant échappé au broyage, ou s’étant formés
pendant le broyage. Pourtant, dans ce domaine de température, les temps de relaxation structurale
attendus sont considérables, et ne permettent pas d’envisager des phénoménes de croissance
cristalline aussi rapides. Le verre de liquide, au contraire, ne montre aucun signe de recristallisation
lorsqu’il est soumis au méme vieillissement. La recristallisation des amorphes issus du broyage
serait donc le signe indirect d’une plus grande mobilité moléculaire que celle du verre. de liquide.
En conséquence, on peut présumer qu’un stockage de ces amorphes obtenus par broyage a

température ambiante faciliterait leur recristallisation vers les polymorphes Il et IV.
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Chapitre IV

D. DISCUSSION

D.1. Influence du parameétre « température» sur les transformations

induites par brovage

Les résultats exposés ci-dessus illustrent la richesse de comportements de la fanansérine lors
du broyage mécanique. Nous avons pris soin d’appliquer pour toutes les opérations de broyage le
méme protocole expérimental, le seul paramétre variable de I’étude étant la température de broyage.

On peut résumer les transformations possibles de la fagon suivante :

I —_——bb amorphisation ————» III
royage
0°C chauffage
IV———  partielle —> III

broyage > 1 » I
2 5}:’Cg chauffage ‘
Iv > ] > 1

Les deux polymorphes utilisés dans cette étude présentent donc des comportements
similaires au broyage. Les broyages réalisés sous Ty permettent de générer et de stabiliser, sur
I’échelle de temps de 1’expérience, un amorphe vitreux. Par contre, les broyages réalisés au-dessus
de Ty donnent lieu a des transformations polymorphiques produisant la forme I, intrinséquement
métastable. Par conséquent, le paramétre déterminant pour la nature du produit formé au cours du
broyége est la température a laquelle celui-ci s’effectue. D’autre part, on constate
qu’indépendamment de la phase cristalline initiale et de la température de broyage, la fanansérine
broyée recristallise toujours, au réchauffage, vers la forme III (avec les conditions expérimentales
que nous utilisons). L’amorphe formé par broyage recristallise & environ 35°C, juste aprés la
transition vitreuse. Le liquide issu de la fusion de I cristallise aussi vers IlI, mais dans une gamme

de températures plus élevée (90°C). Dans tous les cas, la phase obtenue a « haute température » est

donc la phase I1L
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D.2. Possibilité d’application des modeles de brovage existants au cas de la

fanansérine

Le chapitre 1 propose un bref récapitulatif des modeles établis dans le but de rationaliser les
effets du broyage mécanique. Nous confrontons ici les résultats expérimentaux obtenus sur la
fanansérine, a deux hypothéses distinctes :

- celle du cristal défectif

- celle des transitions de phases dynamiques

> Hvpothése du cristal défectif

Comme il I’a été rappelé au chapitre 1I, cette approche postule que le broyage mécanique
introduise dans le cristal initial des défauts dont la concentration augmente avec le temps de
broyage. Ces défauts modifient I'énergie libre de Gibbs du matériau et finissent par entrainer une
transition cristal — liquide & une température inférieure & Ty, pour laquelle la mobiiité moléculaire
est trés réduite, ce qui explique 1’amorphisation. '

‘ Or, cette théorie ne permet en aucun cas de rendre compte des transformations complexes
subies par la fanansérine au cours du broyage. En particulier, elle ne permet pas de prédire les
transitions polymorphiques cristallines. Par contre, I’introduction de défauts dans I’édifice cristallin

est certainement a I’origine des perturbations du pic de fusion des échantillons faiblement broyés.

> Hvpothése de transitions dynamiques

Nous avons présenté en introduction le modéle de rationalisation des transformations
induites par broyage proposé par G. Martin et al. [9]. Ce mbdéle, construit & partir d’expériences de
mise en désordre d’alliages métalliques, introduit le concept de transitions de phases dynamiques,
qui permettent d’atteindre sous broyage des états stationnaires différents des états d’équilibre
thermodynamique du matériau. D’aprés les observations expérimentales sur la mise en désordre de
FeAl, les transformations induites par broyage résultent de deux phénomeénes simultanés et
antagonistes :

- un effet « d’endommagement » induit par les chocs balistiques des billes de broyage sur

la poudre

- un effet de « restauration » gouverné par la thermodynamique
La compétition entre ces deux effets dépend de paramétres extérieurs maitrisables par

I’expérimentateur, qui sont la température T et I'intensité I du broyage.
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Dans le cadre de la théorie des transitions de phases dynamiques, 1’énergie apportée par le
broyage mécanique modifie la fonction d’énergie libre G en y ajoutant un terme balistique de

fréquence I'vy. On peut alors introduire I’énergie libre effective Geg, telle que :

dS_ + 8G 1 _ 8Ger
4T O Tiw=—I5 V.1

Dans ’équation IV.1, I'y, est la fréquence du mécanisme de restauration, et S le paramétre d’ordre
de la transformation, a savoir le degré d’ordre dans I’alliage métallique aprés le broyage. Les
minima de Gegr fournissent les états stationnaires dynamiques accessibles sous broyage, qui ne
correspondent pas aux minima du systéme non perturbé définis par la thermodynamique.

Le formalisme du modéle développé par Martin et al. n’est pas directement applicable aux
transformations de phases de la fanansérine induites par broyage. En effet, nos résultats
expérimentaux mettent en évidence une amorphisation a I’état solide, nette lors d’un broyage a 0°C,
et sous jacente lors d’un broyage a 25°C. Or, le paramétre d’ordre permettant de « quantifier »
I’amorphisation & 1’état solide est beaucoup moins immédiat que dans le cas de la mise en désordre
d’un alliage, et reste a définir.

La description des effets du broyage en terme d’énergie libre effective Gegr conduit 3 la

définition d’une tempérziture effective Ty, telle que

Teer= T(1 + A(LLT)) ~ (Iv.2)
_Thal E '
avec . AT = Ty = f(l)exp(kTJ (IV.3)

L’expression IV.3 signifie que la conﬁguratién du systéme soumis & un broyage d’intensité
1, 4 la température T, serait la méme que celle du systéme se trouvant a la température Teq en
I’absence de sollicitation mécanique. Le terme A(I,T) défini par I’équation IV.2 est particuliérement
efficace a basse température, comme I'illustre la figure IV.12. Par conséquent, un systéme broyé a
basse température se comporte comme s’il se trouvait a une température Tesr trés supérieure a la
température de broyage T, et pouvant excéder la température de fusion Ty, du composé. Une telle
situation devrait normalement entrainer la fusion du composé. Néanmoins, les conditions
thermodynamiques « réelles » de I’expérience ne permettant pas la transition cristal — liquide, le
matériau transite du cristal vers I’état amorphe.

Cette théorie pourrait rendre compte phénoménologiquement des transitions de la
fanansérine sous broyage mécanique, puisqu’elle ne fait aucune hypothése sur la nature cristalline
des états stationnaires atteints. Toutefois, 1’application quantitative de ce modéle au cas de la
fanansérine suppose la définition préalable du paramétre d’ordre S de I’expression (IV.1). Or,

compte tenu de la complexité des transformations rencontrées dans la fanansérine, et dans les
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matériaux moléculaires en général, la définition du paramétre d’ordre adéquat est un probléme

irrésolu.

Température effective

Topp

Tm i

Tbroyage

>
Température de broyage

Tbroyage )

Figure V112 :

Représentation schématique du concept de « température effective » proposant une rationalisation de I'amorphisation

induite par broyage mécanique

Les résultats obtenus sur la fanansérine mettent en évidence |’importance de la situation de
la température de broyage par rapport a la température de transition vitreuse Ty du matériau. La
théorie des transitions dynamiques telle qu’elle a été¢ formulée ne prend pas en compte ce paramétre.
Pourtant, nombre de composés moléculaires possedent une température de transition vitreuse
proche de la température ambiante, et donc susceptible d’influencer le résultat du broyage. Nos
résultats expérimentaux permettent de dégager les conclusions suivantes :

* Dans le cas d’un broyage effectué¢ au-dessus de T, la mobilité moléculaire est suffisante
pour permettre aux molécules de se réarranger en réseau cristallin.

Le broyage provoque une transition cristal — amorphe, prédite par le concept de

température effective. Cette transition est immédiatement suivie d’une cristallisation (de la

phase I) induite par les caractéristiques dynamiques du systéme.

= Dans le cas d’un broyage effectué en dessous de Ty, la mobilité moléculaire est beaucoup
plus réduite. L’amorphe généré par broyage se trouve dans une situation dynamique ne lui
permettant pas de recristalliser rapidement, ce qui explique que 1’on puisse stabiliser cet

amorphe sous broyage uniquement.
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En prenant pour base de réflexion le modele initialement proposé par G. Martin, les
résultats expérimentaux obtenus sur la fanansérine apportent une information nouvelle : ils montrent
clairement que la situation de la température de broyage par rapport a T, est un paramétre

essentiel pour la prédiction des états stabilisés par broyage.
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La fanansérine est un composé adapté a I’étude des transformations de phases induites par
broyage mécanique. En effet, son polymorphisme riche permet de suivre le comportement sous
broyage de plusieurs variétés cristallines. Par ailleurs, elle offre l'opportunité d’analyser
commodément D’influence de la température de broyage, puisque sa température de transition
vitreuse se situe trés pres de la température ambiante.

En étudiant le comportement des phases III et IV, nous avons montré que 1’état stationnaire
atteint par broyage dépendait uniquement de la température, et non de la forme polymorphique de
départ : un broyage au-dessus de T, provoque une transformation vers la phase métastable I, tandis
qu’un broyage sous T, provoque I’amorphisation partielle du composé. Ces transformations ont été
systématiquement observées pour des broyages suffisamment longs, et sont reproductibles avec les
conditions expérimentales retenues. Elles ne sont pas directes, mais se font par I’intermédiaire de
phases transitoires. Au-dessus de Ty, une étape d’amorphisation a été décelée aux premiers temps
du broyage. Elle semble étre un préambule indispensable a toute transformation polymorphique. -
Dans le cas du broyage de la forme IV, une cristallisation intermédiaire de forme III a été mise en
évidénce. En dessous de Ty, les transformations de la phase I'V sont également complexes. A toute
température, le mécanisme de transformation semble d’autant plus complexe que la phase de départ
est s;table. A | .

L’étude de la stabilité des états générés sous broyage a révélé que les échantillons
partiellement amorphisés par broyage a 0°C recristallisaient complétement en I’espace d’un mois,
50°C en dessous de leur température de transition vitreuse..Ce phénoméne témoigne d’une mobilité
moléculaire résiduelle beaucoup plus importante que dans le verre de liquide a la méme
température. L’amorphe est donc un état stationnaire atteint par broyage, qui retourne vers un état
d’équilibre quand I’application de la perturbation cesse.

Il convient aussi de distinguer clairement les états stationnaires stabilisés par broyage des
étapes intermédiaires qui jalonnent le processus de transformation. Cette précaution est nécessaire
pour I’application du modele des transitions de phases dynamiques de Martin-Bellon [4], qui
s’avere étre une approche prometteuse pour rationaliser les effets du broyage. Toutefois, cette
théorie, mise au point pour les composés métalliques, n’est pas directement applicable aux

matériaux moléculaires comme la fanansérine.

109



Chapitre 1V

REFERENCES

I. T.P. Shakthshneider, V.V. Boldyrev, dans « Reactivity of Molecular Solids », édité par E.
Boldyreva et V. Boldyrev, 1999

2. J. Giovannini, thése de doctorat soutenue a I’'Université de Rennes 1 (décembre 2001), numéro
d’ordre 2648

3. J. Giovannini, L. Ter Minassian, R. Céolin, R. Toscani, M.A. Perrin, D. Louér, F. Leveiller, J.
Phys. IV, 11 (2001), 10

4. G. Martin, P. Bellon, Solid State Phys., 50 (1997), 189

5. A.Keller, M. Hikosaka, S. Rastagi, A. Toda, P.J. Bahram, G. Golbeck-Wood,

J. Mater. Sci. (1994), 29, 2579

J. Strange, J.B.W. Webber, .Meas. Sci. Technol., 8 (1997), 555

H.J. Fecht, W.L. Johnson, Nature, 334 (1988), 50

J. Giovannini, communication

P. Pochet, E. Tominez, L. Chaffron, G. Martin, Phys. Rev. B 52 (1995), 4006

© % N o

110



TROISIEME PARTIE

LE TREHALOSE



. f =
d i = [ b - > :
i N i ] i B q i
BR - i - i " b . Pt | 1L l -
. T |
>
.
A o ' , = s B T iy i . Rl el
i i o 7
b Sl e
" g
T |

= o Iv

R

¥ \
e e

4
B

L il

. ..|‘
g =y l‘_'_ll
i
P R g
.

R i = R
S TN SO C T

=
byl

-F:yd_'l 3




CHAPITRE V

Le tréhalose :

présentation et propriétés







Le Tréhalose : Présentation et Propriétés

Ce chapitre est consacré a la présentation du deuxiéme composé utilisé dans cette étude : le
tréhalose. Aprés avoir rappelé quelques unes de ses caractéristiques chimiques (section A), nous
détaillerons son polymorphisme en section B. L’intérét du tréhalose en biologie, et ses applications

potentielles dans les industries pharmaceutique et agroalimentaire seront évoqués en section C.

A. CARACTERISTIQUES CHIMIQUES

Le a,o-tréhalose, que nous appellerons simplement « tréhalose » par la suite, a €t¢ isolé pour
la premiére fois en 1832. Les travaux de Berthelot, en 1858, ont permis d’en établir la formule
chimique : C;;H» 041 [1].

Le tréhalose est un disaccharide non réducteur, de masse molaire 342.31 g/mol, constitué de
deux cycles de glucose. C’est un isomére, entre autres, du sucrose, du lactose et du maltose. Une

représentation schématique de la molécule de tréhalose est proposée sur la figure V.1 :

+OH Figure V.1 :
Formule développée de la molécule de
. tréhalose C/gH_;gO”
: OH
~
OH

La présence de tréhalose a été détectée dans plus de 80 espéces animales et végétales, parmi
lesquelles des plantes, des algues, des champignons, des levures, des bactéries, des insectes et autres
invertébrés. Le tréhalose est en outre assimilable par 1’organisme humain: on en trouve par

exemple dans le miel et les crevettes [1].

B. PHASES CRISTALLINES IDENTIFIEES - COMPORTEMENT AU
RECHAUFFAGE

B.1. Polymorphisme du tréhalose

On connait a ce jour trois formes cristallines du tréhalose : une forme dihydrate notée Tomo,
et deux formes anhydres, notées T, et Tg. Les anhydres T, et Tg s’obtiennent par déshydratation

contr6lée du tréhalose dihydrate [2].
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'» La forme dihydrate Tano peut étre cristallisée par évaporation d’une solution d’éthanol
aqueux. La structure cristallographique a €té résolue sur monocristal en 1972 [3-4]: il a été
établi que le tréhalose dihydrate Tapo cristallisait dans le groupe d’espace orthorhombique

P2,2,2;. Les paramétres de maille sont donnés dans le tableau V.1.

Figure V'2 .

Représentation schématique a 3 dimensions de la maille de Tsyz0. Pour une meilleure lisibilité les atomes d’oxygeéne

des molécules d’eau sont représentés en bleu. Image réalisée par Patrice Bordat, LDSMM.

La forme hydratée du tréhalose est la forme la plus stable dans les conditions ambiantes de
température et de pression. L’eau est lide aux molécules de tréhalose par un réseau complexe de
liaisons hydrogéne indépendantes. Les deux molécules d’eau, notées W, et W, ne sont pas
équivalentes dans la structure cristallographique. La molécule W, forme 4 liaisons hydrogéne,
dans une configuration tétraédrique distordue, tandis que la molécule W,, moins fortement liée,
ne forme que 3 liaisons hydrogéne dans une configuration pyramidale. Contrairement au
sucrose, au lactose monohydrate et au maltose monohydrate par exemple, il n’existe pas dans le
tréhalose de liaisons hydrogéne intramoléculaires directes. Au sein d’une méme molécule de

tréhalose, la molécule W1 forme une liaison hydrogéne avec les atomes O(2) et O’(4), et la
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molécule W2 lie les atomes O(2) et O’(6). Ces liaisons hydrogéne assurent la cohésion de la
structure de Tamzo. Une reproduction de la maille de Tamzo est donnée en figure V.2.
Le tréhalose dihydrate Touz0 provient des laboratoires Fluka Biochemika. Sa pureté est garantie

supérieure a 99 % ; il a été utilisé sans purification complémentaire.

Photo V.1 :
Cliché de microscopie optique d’un échantillon de
tréhalose dihydrate. Les grains se présentent sous
Jforme d’aiguilles dont les tailles sont trés distribuées.

Les plus grandes particules atteignent 1 mm de long.

= La forme anhydre Tp peut étre cristallisée dans la pyridine. Elle s’obtient également a partir de
Tamo déshydraté par un vieillissement de 4 h, sous vide a 135°C [2]. La structure
cfistallographique de Tp a été résolue sur monocristal en 1985 [5] : cette forme cristallise dans le
groupe d’espace monoclinique P2;; les paramétres de maille sont donnés dans le tableau V.1.
La phase Tp est stable en atmosphére ambiante sur une échelle de temps de quelques jours.
Néanmoins, le tréhalose étant un composé hygroscopique, Tg nécessite & long terme d’étre
conservée dans un dessiccateur.
Le tréhalose Ty est synthétisé par Hayashibara Biochemical Laboratories, Inc. Il est garanti pur

4 99.3 %, et a été utilisé sans aucun traitement additionnel.

Photo V.2 :

Cliché de microscopie optique du tréhalose anhydre Tb. Les
grains se présentent sous forme d’aiguille dont la
granulométrie est voisine de 1 mm. Le lot examiné posséde
aussi une fraction minoritaire de particules plus petites (100-

300 pm).
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Forme Tamzo [5] Tp [4]
Systéme Orthorhombique Monoclinique
a(A) 17.90 12.971
b (A) 12.21 8.229
c(A) 7.586 6.789
a(°) 90 90
B 90 98.12
¥ (©) 90 90
Z 4 2
Tableau V.1 :

Données cristallographiques des phases Tayso et Ty du tréhalose, extraites des références [4] et [5].

La figure V.3 montre les diagrammes de diffraction des rayons X, enregistrés au laboratoire,
des deux lots de tréhalose (Tamo et Tp) utilisés pour les expériences de broyage et de déshydratation
que nous présenterons par la suite. Ces deux diagrammes sont conformes aux données

cristallographiques précédemment publiées [3-5].

V.3

Intensité

20 (degrés)

Figure V.3 :

Diagrammes de DX deTyp0 et de Tg, enregistrés a Ty, sur capillaires tournants de diamétre 0.5 mm. (Diffractométre

Inel, A(Cu, K, =1.541 4))
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» La forme anhydre T, s’obtient par déshydratation a 85°C, sous vide et pendant 4 h de Tomo0,
d’aprés les informations reportées dans [2]. La structure cristallographique de la phase T, n’est
pas encore résolue a ce jour. Nous aborderons de maniére plus approfondie les propriétés de la

phase Ty, et les difficultés liées a la résolution de sa structure au cours du chapitre VII.

B.2. Analyse calorimétrique du comportement du tréhalose Ty au

chauffage

Ce paragraphe vise a préciser les caractéristiques thermodynamiques du tréhalose anhydre
Tg, ainsi que du verre obtenu par trempe de la phase liquide. Le comportement au chauffage du

tréhalose dihydrate (Tamo) fera ’objet d’une étude détaillée au chapitre VII.

La figure V.4. présente d’une part les diagrammes de DX (figure V.4.a), et d’autre part les
thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min (figure V.4.b), du tréhalose anhydre Tp et du

tréhalose liquide trempé.

V3.a||{V3b - ATD
-ﬁ
5°C/min
~ , e
S| T, =
O J @
= =
& Liquide trempé =
—
!
ﬁuﬁwwdvkﬂ JULJU},KJ}\& ]
» ; lexo
Trehalose anhydre T,
T T T T 1 T 17 T | B I T T T | T
15 20 25 30 80 120 160 200

20 (degrés) Température (°C)

Figure V.4 :
a.  diagrammes de diffraction des rayons X, enregistrés a Tam, du tréhalose Ty cristallin et du verre issu de la trempe

du liguide

b. thermogrammes enregistrés au réchauffage a 5°C/min, d'un échantillon de tréhalose Ty et du verre issu de la

trempe du liquide
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Le thermogramme correspondant au chauffage du tréhalose anhydre Ty (figure V.4.b) ne
présente aucun accident enthalpique avant la fusion. Celle-ci commence a 180°C et se manifeste par
un pic endothermique intense. La transition est achevée a 213°C, et I’enthalpie de fusion mesurée
est AHn(Tp) =150 J.g™".

Il est intéressant de noter que le tréhalose n’est pas sujet a la décomposition thermique avant
la fusion. La stabilité thermique du tréhalose permet par conséquent d’atteindre 1’état liquide sans
altérer les molécules, et offre la possibilité d’amorphiser le tréhalose par trempe thermique. Cette
propriété n’est pas commune a tous les disaccharides: le lactose, par exemple, subit une
dégradation chimique sévére au chauffage, qui perturbe fortement la fusion et empéche
I’amorphisation par trempe thermique.

Le verre de liquide a été obtenu par refroidissement 4 10°C/min du tréhalose liquide. Son
diagramme de DX ne montre aucun pic de Bragg et s’apparente donc a celui d’'un amorphe. Au
réchauffage, le liquide trempé montre a 118°C un saut de chaleur spécifique, qui atteste du caractére
vitreux de I’amorphe obtenu par trempe thermique de la phase liquide. Comparativement aux autres
disaccharides, le tréhalose posséde une température de transition vitreuse élevée [6] (Ty = 62°C
pour le sucrose, 92°C pour le maltose, 105°C pour le lactose). Dans les conditions expérimentales
utilisées (5°C/min sous balayage d’hélium), le verre de liquide ne recristallise pas au chauffage. Ces

deux particularités facilitent la manipulation du verre a température ambiante.
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C.INTERET DU TREHALOSE POUR LA BIOPROTECTION
APPLICATIONS POTENTIELLES

Les organismes vivant dans des conditions climatiques extrémes, comme celles des zones
désertiques, doivent constamment faire face au manque d’eau liquide. Ces organismes, dits
« anhydrobiotiques », possédent la particularit¢ de pouvoir survivre a des déshydratations
prolongées, sans que les fonctions vitales de leurs cellules en soient altérées.

Les nombreuses investigations menées pour comprendre cette particularité ont révélé que la
résistance des organismes anhydrobiotiques a la dessiccation passait par la synthése de molécules
bioprotectrices. Ces molécules sont par exemple le glycérol, des sucres comme le tréhalose et le
sucrose, ou des oligosaccharides comme le dextran. La synthése de ces substances bioprotectrices
permet le ralentissement extréme du métabolisme des cellules. L’activité métébolique peut ensuite
reprendre rapidement et sans dommage dans des conditions d’humidité favorables. De ce point de
vue, un exemple fréquemment cité est celui du tardigrade, un arthropode microscobique (photo V.1)
capable de synthétiser du tréhalose en quantité considérable (jusqu’a 20% de sa masse séche) s’il
est placé en situation de sécheresse. Ses fonctions vitales entrent alors dans un état de quasi-
inactivité. L’animal peut subsister ainsi pendant plusieurs dizaines d’années, avant de retrouver

toutes ses capacités métaboliques une fois « réhydraté ».

Photo V.1 :

Le tardigrade est un arthropode microscopique capable de résister & des dessiccations de plusieurs années. Il

synthétise pour cela du tréhalose & hauteur de 20% de sa masse séche

D’aprés de nombreuses études biologiques, les propriétés bioprotectrices du tréhalose
seraient particuliérement remarquables, ou tout au moins supérieures & celles des autres
disaccharides [7]. Les mécanismes a 1’origine des facultés bioprotectrices du tréhalose ne sont pas

encore clairement compris. Plusieurs hypothéses ont été émises, mais aucune ne semble pleinement
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satisfaisante pour justifier la plus grande efficacité du tréhalose en mati¢re de bioprotection.
L’Annexe 2 propose un résumé des différentes propositions avancées jusqu’a présent.

Le tréhalose possédant de nombreuses applications potentielles, principalement dans les
domaines pharmaceutique, biotechnologique et agroalimentaire, il suscite actuellement un intérét
considérable.

En pharmacie par exemple, I’adjonction de sucres aux formulations pharmacologiques est
un moyen couramment utilisé pour protéger les principes actifs lors d’opérations telles que la
lyophilisation : les sucres protégent les molécules thérapeutiquement actives, et améliorent la
stabilité thermique des formulations. Nous aurons I’occasion d’aborder ce point de maniére plus
approfondie au chapitre VII.

Dans I'industrie agroalimentaire, les propriétés physico-chimiques du tréhalose en font un
additif multifonctionnel. Comparativement au sucrose, le tréhalose posséde une moindre
cariogénicité, une meilleure stabilité thermique et une température de transition vitreuse plus élevée.
Le tréhalose peut donc s’avérer plus performant pour-protéger les protéines, ou supporter les
ardbmes. Son utilisation est principalement envisageable dans les boissons énergétiques, les

confiseries et les produits surgelés.

Le développement d’applications.industr:ielles du tréhalose est récent, et ce disaccharide
demeure & ce jour beaucoup moins utilisé que ses isoméres (sucrose, lactose, maltose). En effet,
I’absence de procédé de synthése performant a longtemps entrainé des cofits de production
beaucoup plus élevés que ceux des autres disaccharides. La récente mise au point d’une nouvelle
méthode de synthése a ouvert la voie a de nouvelles applications. Utilisé au Japon depuis les années
1990, le tréhalose n’a regu les autorisations d’utilisation de la Food and Drug Administration et de

la Communauté Européenne qu’en octobre 2000 (GRN 000045) et octobre 2001 (décision
2001/721/EC), respectivement.
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Transformation de phase du tréhalose induite par broyage mécanique

[’exemple de la fanansérine (chapitre IV) illustre & quel point I’application de contraintes
mécaniques est susceptible de provoquer des modifications profondes de la nature physique d’un
matériau. Il montre en particulier que le broyage mécanique peut induire des transitions vers une
phase cristalline polymorphe, ou provoquer I’amorphisation du composé.

Nous présentons ici les résultats concernant le broyage mécanique du tréhalose. Ce
composé, activement étudié pour ses propriétés bioprotectrices (voir Annexe 2), présente une
température de transition vitreuse élevée (T, = 118°C), ce qui permet de réaliser les opérations de
broyage en dessous de T,. D’autre part, une étude antérieure fait état de la possibilité d’amorphiser
par broyage le sucrose, un isomére du tréhalose [1]. Cela laisse penser que le tréhalose soit lui aussi
sensible aux effets du broyage mécanique.

Le tréhalose possede deux phases anhydres polymorphes T, et Tp, ainsi qu’une phase
dihydrate notée Tamo [2]. 1l est connu que certains composés hydratés (comme le lactose, un
isomére du tréhalose) se déshydratent lorsqu’ils sont soumis & un broyage mécanique [3]. Dans ces
conditions, il devient difficile de dissocier les transformations dues & la seule perturbation
mécanique des effets de la déshydratationi. Le choix d’une phase de départ anhydre permet d’étudier
uniquement les effets de la sollicitation mécanique sur le composé. Nous avons donc choisi
d’étudier les effets du broyage sur la forme anhydre Tp du tréhalose. Cette phase, bien que

légérement hygroscopique, est stable a température et humidité ambiantes sur I’échelle de temps des

_expériences.

Apres avoir rappelé briévement le protocole expérimental de broyage utilisé, nous
présentons en section A les résultats de DX et ATD obtenus au laboratoire sur les échantillons de
tréhalose broyés. La section B propose deux méthodes indépendantes de quantification des phases
en présence, fondées respectivement sur les résultats d’ATD et de RMN C. Les résultats seront

globalement discutés en section C.

Le broyage des échantillons a été effectué avec le microbroyeur planétaire «Pulverisette 7»
de Fritsch, dont le principe de fonctionnement est décrit au chapitre II. Toutes les expériences ont
été effectuées dans les conditions décrites au chapitre II, paragraphe B.1. Les opérations de broyage
s’effectuent a température ambiante, c’est-a-dire environ 90°C en dessous de la température de
transition vitreuse du tréhalose. Les échantillons de tréhalose Tg broyés ont été analysés par

Diffraction des rayons X, Analyse Thermique Différentielle et RMN BC immédiatement apres le

broyage.
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Chapitre VI

A. MISE EN EVIDENCE DE LA VITRIFICATION DE T INDUITE PAR

BROYAGE MECANIQUE

La figure VI.1 présente ’évolution des diagrammes de DX et d’ATD du tréhalose Tg

soumis a un broyage mécanique de durée comprise entre 15 min et 20 h.
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Figure VL1 :

a. diagrammes de DX d’échantillons de tréhalose anhydre non broyé (Ty) et d’échantillons soumis a des broyages de

durées comprises entre 15 min et 20 h, comme indiqué sur la figure. Les enregistrements ont é1é effectués a T,

sur plaquette ( diffractométre Inel, A (CuK,) = 1.541 A).

b. thermogrammes correspondants, enregistrés au chauffage a 5°C/min immédiatement aprés le broyage
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Pour un brovage de 20 h, le diagramme de DX présente 1’aspect d’un halo diffus et ne

montre aucun pic de Bragg. Le broyage mécanique du tréhalose semble donc provoquer

’amorphisation. Au réchauffage, le thermogramme de I’échantillon broyé 20 h présente quatre

accidents enthalpiques distincts :

une large bosse endothermique, d’enthalpie 82.4 J/g, qui s’étend de T,mp & 100°C. La courbe
d’ATG de la figure VL2, enregistrée dans les mémes conditions, montre sur ce domaine de
température une perte de masse de 4.5 %. Cette perte de masse correspond a un départ
d’eau, et indique que I’échantillon de tréhalose initialement anhydre s’est humidifié pendant
le processus de broyage. En effet, le tréhalose est un composé naturellement hygroscopique.
De plus, la réduction de la taille des grains conséquente au broyage mécanique augmente la
surface spécifique de la poudre, et favorise ainsi la prise d’eau [4]. Le diagramme de DX de
la figure VI.1.a, enregistré immédiatement apres le broyage, a température ambiante, ne
montre aucun pic de Bragg caractéristique de la phase aihydl'ate Tamz0. On en conclut que la
prise d’eau par la poudre au cours du broyage est vraisemblablement attribuable a une
« humidification » du tréhalose en surface des grains, plutét qu’a la formation d’une phase
hydratée.

un léger accident endothermique a 118°C, assimilable a un saut de chaleur spécifique et
infervenant a la méme température que celui observé lors du réchauffage du verre de liquide.
Ce saut de C, est caractéristique de la transition vitreuse de I’amorphe formé par broyage. Il
atteste du caractére vitreux de I’amorphe formé par broyage. L’ensemble du processus .
ayant eu lieu en dessous de Tg, on peut réellement parler de transition directe cristal —
verre a I’état solide. L’absence de pic de Bragg sur le diagramme de DX est donc
effectivement due au caractére amorphe de I’échantillon broyé, et ne refléte pas une simple
nanostructuration. un exotherme de faible amplitude (13.1 J/g) situé a 145.3°C. Ce pic est
attribué a la recristallisation du tréhalose amorphe vers sa forme initiale Tp.

un pic endothermique qui se manifeste a 163.0°C, attribué a la fusion de I’échantillon
recristallisé. L’enthalpie de fusion du tréhalose broyé 20 h n’est que de 39.0 J/g; elle est
donc trés inférieure a celle de 1’échantillon non broyé, pour lequel AHy= 150 J/g. Le suivi en
DX du chauffage du tréhalose broyé 20 h, dans les mémes conditions que celles de ’ATD, a
montré que cette vitesse de chauffe ne permettait pas a I’échantillon de recristalliser
complétement (données non présentées). Il subsiste donc dans I’échantillon, & une
température supérieure a 150°C, une fraction amorphe importante. De cette maniére, seule

une partie de ’échantillon participe a la fusion.
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Figure VI2 ;
Courbe d’ATG d'un échantillon de tréhalose Tp broyé 20 h, enregistrée au chauffage & 5°C/min. Elle montre une perte
de masse de 4.5%, qui intervient principalement entre 25 et 100°C. Cette perte de masse est aitribuée ¢ I’évacuation de

leau adsorbée par la poudre au cours du processus de broyage.

Pour des brovages de durée comprise entre 15 min et 8 h, les diagrammes de DX de la

figure VI.1.a montrent une diminution progressive de I’intensité des pics de Bragg avec le temps de
broyage. Ce phénoméne s’accompagne d’un élargissement des raies de Bragg, et de I’apparition
d’un halo de diffusion caractéristique de.1’état amorphe. Les modifications du diagramme de DX
sont perceptibles dés les premieres minutes du broyage, ce qui signifie que le mécanisme
d’amorphisation du tréhalose est actif dés I’application de la sollicitation. Au bout de 8 h de
broyage, le diagramme de DX ne montre presque plus aucun pic de Bragg, ce qui signifie que
I’amorphisation du tréhalose est quasi-totale au sens de la diffraction des rayons X.

Les thermogrammes correspondants présentent quatre accidents enthalpiques semblables a
ceux détectés pour 1’échantillon broyé 20 h, dont les températures onset et les enthalpies sont
reportées dans le tableau VI.1 :

- un large accident endothermique entre 30°C et 100°C, associé au départ des molécules
d’eau adsorbées par la poudre au cours du broyage. L’enthalpie de cet endotherme augmente
avec la durée de broyage : elle est de 20.1 J/g pour un broyage de 15 min, et 78.4 J/g pour un
broyage de 8 h. Ce phénomene est imputable a la diminution progressive de la taille des
grains de tréhalose au cours du broyage : la largeur des raies de Bragg nous a permis
d’estimer que la taille des cristallites passait de 340 nm apreés 30 min de broyage, a 160 nm
aprés 1 h de broyage. Cette diminution de taille entraine une augmentation du ratio

surface/volume, ce qui favorise la prise d’eau de ce composé naturellement hygroscopique.
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Néanmoins, il est important de noter qu’aucun des diagrammes de DX de la figure VI.2.a ne
montre de raie de Bragg caractéristiques de la phase Tauzo. Ceci prouve clairement que I’eau
captée par la poudre au cours du processus de broyage demeure de 1’eau de surface, et ne
génere a aucun moment la cristallisation de tréhalose dihydrate.

un saut de Cp, a 118°C, visible dés 15 minutes de broyage. Son amplitude augmente avec le

temps de broyage, ce qui montre que la fraction vitrifiée par broyage est de plus en plus

importante.

un pic exothermique, attribué a la recristallisation de I’amorphe formé par broyage, vers la

phase Tg d’origine. Au fur et & mesure du broyage, le pic recristallisation de I’amorphe vers

Tp se décale vers les hautes températures, et I’enthalpie de cristallisation augmente : pour un

broyage de 15 min, I’exotherme intervient a 127°C, c’est-a-dire juste au-dessus de la

transition vitreuse de la fraction amorphisée par broyage, et son enthalpie n’est que de

5.5 J/g. Apres 8 h de broyage, I’exotherme de cristallisation se trouve a 137.3°C, pour une

enthalpie de 15.5 J/g. La recristallisation au chauffage est certainement favorisée par la

présence, au sein de 1’échantillon, de germes résiduels de la phase Tp ayant échappé au
broyage. Le nombre de germes non altérés est beaﬁcoup plus important dans un échantillon
faiblement broyé que dans un échantillon ayant subi un broyage de plusieurs heures. La

" cristallisation est donc attendue a une température d’autant plus basse que le broyage est de

" courte durée.

-un endotherme correspondant a la fusion finale de 1’échantillon, dont les caractéristiques
varient considérablement au cours du broyage. Pour des broyages courts (15 mina 1 h), la
fusion se manifeste par une large bosse endothermique structurée en trois composantes, dont
I’onset se situe a 140°C. Cette structuration du pic de fusion est attribuée a la réduction de
taille de grains due au broyage. La granulométrie de I’échantillon devient moins homogéne,
et les particules les plus petites voient leur fusion décalée vers les basses températures.

Pour des broyages plus longs, la fusion est repérable a un pic large, dont ’onset de la fusion
se décale vers les hautes températures quand la durée de broyage augmente (153.4°C pour
un broyage de 8 h, 163.0°C pour un broyage de 20 h). L’enthalpie de fusion du tréhalose
broyé est d’autant plus faible que le broyage est long: elle passe de 150 J/g pour
I’échantillon non broyé, a 42.6 J/g pour I’échantillon broyé 8 h. Ce déficit est certainement
attribuable a la non recristallisation d’une partie de 1’échantillon amorphisé. Cependant, on
ne peut pas exclure que le broyage introduise des défauts dans la fraction cristalline restante,

et abaisse subséquemment sa température et son enthalpie de fusion.
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Durée de AH géshydratation
Ter (°C) AH., (J/g) T (°C) AH; (J/g)
broyage J/g)

0 - - - 181.2 150.0
5 min 7.20 126.5 2.10 170.0 131.7
15 min 20.10 126.5 5.50 158.2 118.1
1h 42.70 127.6 6.70 145.0 95.0
8h 78.40 137.3 8.50 153.4 42.6
20h 83.30 1453 13.00 163.0 39.0

Tableau VI :

Températures onset et enthalpies de fusion des accidents enthalpiques des thermogrammes de la figure VI.1

Nous venons de montrer que le broyage mécanique du tréhalose induit une transformation

directe cristal — verre a I’état solide [5]. Il se pose naturellement la question de 1’évolution de la

fraction amorphisée au cours des différentes étapes du broyage. La section B présente deux

. méthodes de quantification de la proportion d’amorphe contenue dans les échantillons broyés.
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B. EVALUATION DE LA FRACTION DE Ts AMORPHISEE PAR BROYAGE

B.1. A partir des enthalpies de cristallisation et de fusion

Les thermogrammes de la figure VI.1.b apparaissent trés complexes, notamment au niveau

des étapes de cristallisation et de fusion de I’amorphe formé par broyage. La quantification du taux

d’amorphe Xam(t) dans les échantillons de tréhalose est généralement effectuée d’aprés le rapport

des enthalpies de cristallisation et de fusion, suivant la méthode proposée en Annexe 1. Néanmoins,

dans le cas du tréhalose broyé, il est nécessaire de réaliser des corrections supplémentaires pour

tenir compte de :

la prise d’eau pendant le broyage : les valeurs des enthalpies sont normalisées par la
masse des échantillons. La prise d’eau augmentant avec le temps de broyage, elle induit une
surestimation de la masse d’autant plus importante que le broyage~est long. Cette eau
s’évacuant au chauffage en dessous de 100°C, I’échantillon redevient anhydre avant que ne
surviennent la transition vitreuse, la cristallisation et la fusion. Il faut donc corriger les
ehthalpies pour qu’elles rendent compte de la masse du tréhalose anhydre uniquement
Pentremélement des pics associés a la cristallisation et la fusion : quelle que soit la durée
du broyage, il est trés difficile de dissocier clairement ces deux événements en ATD, ce qui
entraine une incertitude importante sur la valeur de leurs enthalpies respectives

la non recristallisation d’une partie importante de I’échantillon au réchauffage, qui se
manifeste par la diminution de I’enthalpie de fusion quand la durée de broyage augmente
I’étalement de P’endotherme de fusion. Nous avons choisi de décrire nos résultats
expérimentaux en prenant les températures onset des transitions. Néanmoins, la fusion des
échantillons broyés s’étalant sur plus de 50°C pour les courts temps de broyage, on peut

douter de la pertinence de la température onset pour refléter le comportement de I’ensemble

de I’échantillon.

Compte tenu de ces particularités des thermogrammes, le calcul de la fraction amorphisée

Xam(t) ne peut pas étre réalisé dans des conditions satisfaisantes avec la méthode habituellement

utilisée et présentée en Annexe 1.

B.2. A partir de Pamplitude du saut de C,

Xam(t) peut en revanche étre évaluée a partir de Pamplitude du saut de C, présent sur les

thermogrammes de la figure VI.1.b dés les premieres étapes du broyage. En effet, I’amplitude du
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saut de C, est directement proportionnelle a la proportion d’amorphe contenue dans 1’échantillon.
En comparant ces amplitudes avec celle du liquide sous refroidi, totalement amorphe, on obtient les
valeurs de X,n(t) regroupées dans le tableau VI.2. La seule correction préalable requise est celle de

la masse de I’échantillon, pour prendre en compte I’humidification de la poudre.

Temps de broyage Xam(t)
0 0
15 min 33.10%
30 min 40.10 %
lh 61.70 %
8h 88.20 %
20 h _ 100 %

Tableau V1.2 :
Fraction de tréhalose amorphisée en fonction du temps de broyage. X,,(t) a été déterminée en comparant I’ amplitude
du saut de chaleur spécifique o T, des différents échantillons broyés a celle du tréhalose vitrifié par trempe thermiqueé,

pour lequel Xpn(t) = 100 %.

Les résultats du tableau VI.2 indiqueﬁt qu’aprés 20 h de broyage, I’amorphisation du
tréhalose est totale. Cela est cohérent avec l’ébsence de pic de Bragg sur le diagramme de DX
correspondant (figure VI.1.a). Ces valeurs de Xan(t) suggérent que I’effet du broyage est peréeptible
dés le début du processus, puisqu’aprés 15 minutes de traitement mécanique, un tiers de

I’échantillon est déja amorphisé.

B.3. A partir des spectres de RMN B

Nous présentons dans ce paragraphe une autre méthode de quantification de la fraction de Tp
amorphisée par broyage. La RMN du B¢ permet de sonder le déplacement chimique des atomes de
carbone de la molécule. Le déplacement chimique est sensible au type et & la conformation des
liaisons intramoléculaires. L.a RMN donne donc une information structurale locale, et offre la
possibilité de suivre 1’évolution de la structure intramoléculaire du tréhalose Tg au cours du
broyage. De plus, le signal RMN étant proportionnel au nombre de noyaux présents dans
I’échantillon, la technique posséde un caractére quantitatif. Nous allons montrer qu’elle autorise par

conséquent la détermination de la fraction de tréhalose Ty amorphisée par broyage.
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> Evolution des spectres 1>C au cours du broyage

La figure V1.3 présente les spectres RMN CPMAS BC d’échantillons de tréhalose broyés
entre 5 min et 20 h (spectres 2 a 6). Le spectre de I’anhydre Ty non broyé (spectre 1) est également

représenté. Les spectres °C ont été acquis dans les conditions expérimentales décrites au chapitre 11

(§ B.7).

VI.3
w Tg
(1) anhydre
W
AL

2 : br 5 min

) {fx.i '
N W M ﬁ‘w"iﬂ.,w,,ﬂff*\vfamwm,_,,;,wWW
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4) - br1h

(5)
TN /\-—M”“‘"N ........

(7) verre de liquide

1 ! i ! | ! 1 ! | ! {
100 90 80 70 60 50

ppm
Figure V1.3 :

Spectres RMN CPMAS "*C du tréhalose broyé det 5 min & 20 h (spectres 2 & 6), du tréhalose Ty cristallin (spectre 1), et

du verre de liquide (spectre 7), tous enregistrés a Ty dans les conditions expérimentales décrites au chapitre 11

Le spectre C du_tréhalose anhydre T a fait 'objet d’indexations [6,7] permettant

d’attribuer les pics visibles sur le spectre 1 de la figure V1.3 aux différents atomes de carbone de la

molécule de tréhalose. Les raies situées entre 95 et 90 ppm correspondent aux deux carbones
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formant la liaison glycosidique. Le massif entre 76 et 67 ppm est constitué des pics relatifs aux
autres atomes de carbone du cycle glucosique. Enfin, les deux raies entre 64 et 60 ppm sont
attribués aux atomes de carbone des groupements latéraux CH,OH. Compte tenu de la résolution
expérimentale accessible, la finesse des pics du spectre 1 est caractéristique de 1’état cristallin.

Le spectre C du tréhalose brové 20 h (spectre 6) présente un aspect totalement similaire

a celui du verre de liquide (spectre 7). Ceci indique que I’amorphisation aprés 20 h de broyage est
totale, ce qui est cohérent avec les résultats de DX. Au lieu des pics fins observés pour le cristal, il
montre des bosses trés larges et asymétriques, dont la position en fréquence correspond aux massifs
de pics du spectre du tréhalose Tp cristallin. Ces bosses reflétent un environnement local trés
différent pour le composé amorphisé par broyage, par rapport au cristal. D’apreés Zhang et al. [7], la
principale origine de 1’élargissement des pics dans le tréhalose amorphe est la variation de I’angle
de torsion de la liaison glycosidique. Ils ont montré que pour une distribution de Boltzmann des
conférmations, ces angles présentent dans le tréhalose amorphe une valeur moyenne de 76°, avec
une dispersion de 17°. Comparativement, ces mémes angles dans le tréhalose anhydre cristallin sont
de 60° [6], avec une dispersion extrémement faible.

Les spectres >C d’échantillons broyés de 5 min 2 2 h présentent des pics fins qui

correspondent & ceux du cristal non broyé, mais dont I’intensité diminue avec le temps de broyage.
Paralvlélement, on voit apparaitre sur ces spectres‘ la contribution distribuée caractéristique de 1’état
. amorphe. Les résultats RMN de la figure VI.3 montrent que le broyage ne provoque pas un
~ élargissement des pics fins du cristal de départ, mais bien la superposition d’une contribution large a
ces picé initiaux. Il est important de souligner que les bosses qui apparaissent sur les spectres des
échantillons faiblement broyés, présentent déja les caractéristiques du spectre (6) de I’échantillon
totalement amorphisé. L intensité des pics étant directement proportionnelle au nombre d’atomes de
carbone dans I’échantillon, la disparition progressive des pics fins signifie qu’il subsiste dans
I’échantillon de moins en moins de molécules de tréhalose possédant une conformation
caractéristique de la forme cristalline Tg. Ce résultat privilégie donc I’hypothése de la création
erratique de zones amorphes au sein du composé cristallin, plutdt qu’une altération homogéne et

progressive de la cristallinité de I’ensemble de I’échantillon.

Ces résultats de RMN démontrent que le broyage mécanique influe directement sur la
structure intramoléculaire du tréhalose, en autorisant des déplacements chimiques inaccessibles aux
atomes de carbone du composé non broyé. La conformation interne des molécules de tréhalose a

I’état amorphe est donc profondément perturbée par rapport a 1’état cristallin.
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> Evaluation par RMN du taux d’amorphe dans l’ééhantillon brové

La quantification du taux d’amorphe par RMN du carbone, dans les échantillons de tréhalose
broyés, repose sur I’hypothése de la coexistence au sein de 1’échantillon, d’une fraction cristalline
intacte et d’une fraction complétement amorphe notée Xamorphe)- Chaque spectre de tréhalose broyé
est nécessairement une combinaison linéaire du spectre du tréhalose Ty parfaitement cristallin
(figure V1.3, spectre 1), et du spectre du tréhalose broyé 20 h (figure V1.3, spectre 6), totalement
amorphe. Les spectres des échantillons broyés S; peuvent donc étre correctement décrits par la
relation :

S(t) = Xam(t).S(t =20 h) + (1-Xan(t)).S(t = 0) (VL1)

ou X,m(t) est la fraction de tréhalose amorphisée par broyage, S(t = 20 h) le spectre de
I’amorphe (spectre 6) et S(t = 0) le spectre du cristal (spectre 1). La méthode des moindres carrés
permet de trouver le meilleur affinement, qui fournit la valeur de la fraction amorphisée pour un
temps de broyage donné. La figure VI.4 présente, pour I’échantillon broyé 15 minutes, le spe.ctrc
(3) expérimental (courbé en trait plein) et le spectre calculé (courbe pointillée), obtenu par

combinaison linéaire des spectres (1) et (6).

broyage 15 minutes - V1.4

B;ﬁ&wi . %% l ll‘;}
i

expérimental /,j

! “
SO : ‘ll A o oSS A g s
? il
A ! I b
R i ) J\A/HJ\\
spectre calculé, X, =0.479
T I T I T T T | T
3000 2500 2000 1500 1000 500

f (Hz)

Figure Vi 4 :
En haut : spectre expérimental (3) du tréhalose broyé 15 minutes

En bas : spectre calculé par combinaison linéaire des spectres 1 et 6
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Le spectre calculé par combinaison linéaire est tout a fait comparable au spectre
expérimental, et la fraction amorphisée est dans ce cas évaluée a Xyn(t) = 47.9 %. La cohérence
entre le spectre expérimental et le spectre calculé renforce, a posteriori, ’hypothése de départ de
domaines séparés de cristal et d’amorphe.

Nous avons donc appliqué cette méthode pour déterminer la fraction amorphisée a chaque
temps de broyage. Les différentes valeurs de Xan(t) ainsi calculées sont reportées dans le tableau
VL.3. Ces valeurs de Xan(t) mettent en évidence une augmentation rapide de la fraction amorphisée
au cours des premiéres étapes du broyage. Au bout de 15 min de broyage, prés de la moitié de
I’échantillon apparait déja complétement amorphisée. Cette proportion d’amorphe est supérieure a

celle donnée par ’ATD pour la méme durée de broyage. La comparaison des résultats extraits des

deux techniques fait I’objet du paragraphe suivant.

Temps de broyage Xam(t)
0 0%
5 min 19.80 %
15 min 47.90 %
lh 81.20 %
2h 90.70 %
20 h 100 %

Fraction de tréhalose amorphisée par broyage, déterminée par RMN **C
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C. ANALYSE ET DISCUSSION

Deux aspects du broyage du tréhalose sont discutés dans cette section. Tout d’abord, nous
comparons au paragraphe D.1 les valeurs de la fraction amorphisée fournies par ’ATD et la RMN

B¢, Le paragraphe D.2 est consacré a la question du mécanisme d’amorphisation par broyage.

C.1. Confrontation des résultats d’ATD et de RMN pour la quantification

du taux d’amorphe

La figure VL5 met en confrontation les fractions amorphisées déterminées d’apres les

résultats ’ATD d’une part (0), et ceux de RMN °C d’autre part (A), en fonction de la durée de

broyage.
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0.8 - f}f{} h .-~ 8h |
) : ! Pd
o) { e :
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Figure VL5 :

Fraction de iréhalose amorphisée en _fonction de la durée du broyage, déterminée d’aprés les résultats d’ATD (O) et de

RMN (A).

Les deux techniques de quantification utilisées aménent une évolution au cours du temps de

la fraction amorphisée comparable. On peut toutefois souligner les points suivants :
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Pour 20 h de broyage, la concordance des résultats d’ATD et de RMN (100 % d’amorphe) est

intrinséque a I’hypothese de départ pour le traitement des résultats RMN : d’aprées les résultats de

DX, et par comparaison avec le spectre du liquide trempé, nous avons postulé qu’aprés 20 h de

broyage 1’amorphisation était totale, et que le spectre *C de I’échantillon, identique a celui du

liquide trempé, constituait une référence pour le calcul de Xam(t).

Pour les temps de brovage intermédiaires, la proportion de tréhalose amorphe dans 1’échantillon

est toujours plus importante du point de vue de la RMN que du point de vue de I’ATD, a durée de

broyage égale. Par exemple, apreés 1 h de broyage, la RMN conduit a X,,(t=1 h) = 81.2 %, tandis

que PATD donne Xan(t=1 h) = 60.3 %. Deux raisons peuvent étre invoquées pour expliquer ces

différences :

en ATD, pour les courts temps de broyage, le pic exothermique de cristallisation se méle a
I’endotherme associé au rattrapage enthalpique du verre a T,. Par conséquent, I’amplitude du
saut de chaleur spécifique que nous mesurons est vraisemblablement sous estimée. La valeur de
Xam(t) aux courts temps de broyage, calculée par ATD, serait alors inférieure a la proportion
réelle de tréhalose amorphisé par broyage. Cette explication n’est toutefois plausible que pour
les broyages de durée inférieure a 1 h. Pour des broyages de 1 et 8 h, la transition vitreuse et la
cristallisation sont mieux séparées sur le thermogramme, ce qui autorise une mesure précise de
’amplitude du saut de C,. Pourtant, méme pour les broyages longs, la fraction amorphiséé

mesurée par ATD demeure inférieure a celle mesurée par RMN.

les spectres RMN °C refletent les déplacements chimiques des atomes de carbone des
molécules de tréhalose. La technique est donc sensible aux distorsions pouvant étre dues a
Pintroduction de désordre structural provoquant 1’élargissement des pics RMN, mais
n’induisant pas nécessairement d’amorphisation. Au cours du broyage, la création de défauts
participant a la modification des spectres RMN ne peut pas étre totalement exclue. Toutefois, on
ne s’attend pas a ce que le broyage produise des défauts ponctuels, mais plutét des défauts
corrélés comme des dislocations. Ce type de désordre corrélé devrait se traduire sur les spectres
par ’apparition de nouveaux pics & des fréquences déterminées. La figure VI.3 ne montre
aucune trace de ce comportement, ce qui renforce I’hypothése d’un systéme biphasique {cristal /
amorphe}.

En ATD, le saut de C, est uniquement sensible a la proportion d’amorphe dans I’échantillon. La
présence éventuelle de défauts n’influe pas sur le saut de Cp, en revanche elle est susceptible de

modifier ’apparence du pic de fusion. La RMN est vraisemblablement sensible non seulement &
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la fraction amorphisée, mais aussi aux défauts introduits par le broyage. Ceci peut expliquer

I’apparent désaccord entre les valeurs de X,m(t) évaluées par ces deux méthodes.

Cette étude montre qu’il existe de multiples possibilités de quantification de la fraction
amorphisée. La RMN et ’ATD donnent des résultats globalement analogues, dont la pertinence
pourrait étre évaluée par des expériences complémentaires basées sur des mélanges physiques de
tréhalose cristallin et de tréhalose amorphe, qui fourniraient une courbe d’étalonnage pour la

fraction amorphisée.

C.2 Mécanisme d’amorphisation par brovage du tréhalose Ty

Parmi les questions fondamentales qui entourent ’amorphisation a I’état solide, et en
particulier I’amorphisation induite par broyage mécanique, celle du mécanisme d’amorphisation
demeure irrésolue. Deux hypothéses principales sont habituellement envisagées pour expliquer cette

transformation [3].

¢ L’hypothése de la fusion locale: elle suggere que !’amorphisation d’un corps broyé

mécaniquement soit due a un échauffement trés local de I’échantillon provoqué par I’impact des
billes de broyage sur la poudre. Cet échauffement ponctuel serait suftisamment important pour faire
fondre le composé, et le brusque retour a la température de la jarre aurait pour effet de tremper le
liquide ainsi formé, en produisant finalement un amorphe thermique. L’amorphisation induite par
broyage mécanique ne serait pas a proprement parler une transformation a I’état solide, mais une
succession de trempes thermiques locales.

Cette explication n’est pas satisfaisante dans le cas du tréhalose Ty broyé avec le protocole
expérimental que nous avons choisi. En effet, la température de fusion du tréhalose Tp est trés
élevée (190°C), et il est improbable que I’échauffement dans la jarre de broyage soit suffisant pour
atteindre cette température. D’autre part, des expériences préliminaires de cryobroyage du tréhalose
Tp, réalisées au laboratoire, ont montré que I’amorphisation induite par broyage était plus efficace a
la température de l’azote liquide qu’a température ambiante [8]. Ce résultat est donc en

contradiction directe avec I’hypothése d’une amorphisation par fusion locale.
¢ L’hypothése de Iamorphisation « pas a pas » : elle postule que les chocs provoqués par les

billes de broyage induisent des défauts dans I’édifice cristallin (par exemple des dislocations), par

étapes successives et dans des directions cristallographiques précises. Ceci aurait pour effet de
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générer des états désordonnés intermédiaires, et d’augmenter I'énergie du cristal. Si le broyage est
suffisamment puissant, 1’énergie du cristal présentant des défauts peut devenir supérieure a celle de
I’amorphe, et entrainer de ce fait une transition directe cristal - amorphe.

Dans le cas du tréhalose Ty broyé, les spectres RMN BC montrent qu’il n’y a pas de
modification progressive et globale de la structure cristalline. Le broyage semble provoquer
directement la création de zones amorphes €parses, au sein des domaines cristallins non encore
altérés. Ce résultat ne concorde pas avec le modele d’amorphisation par étapes successives,
puisqu’aucun état intermédiaire partiellement désordonné n’a pu étre mis en évidence dans le cas du
tréhalose. On peut par conséquent émettre deux hypotheses :

- soit le mécanisme d’amorphisation du tré¢halose par broyage mécanique est totalement différent
- soit il est tellement efficace que le moindre impact des billes sur la poudre lors du broyage
conduit directement a la transformation cristal — amorphe, sans passer par la création d’un

cristal avec défauts.
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En conclusion, nous avons montré dans ce chapitre que le broyage mécanique du tréhalose
anhydre Tg produisait un amorphe possédant un caractere vitreux [5]. La température de transition
élevée (118°C) du tréhalose permet de réaliser ’ensemble du processus de broyage a une
température tres inférieure a Ty, Le broyage du tréhalose T fournit donc un exemple original de
transformation directe cristal — verre a |’état solide.

Les thermogrammes des échantillons broyés présentent une allure complexe. En particulier,
les pics de cristallisation et de fusion sont fortement perturbés. De ce fait, la quantification de la
fraction amorphisée par la méthode classique de comparaison des enthalpies de cristallisation et de
fusion s’avére délicate 4 mettre en ceuvre dans le cas du tréhalose. L’estimation de X n(t) par
I’amplitude du saut de C, est quant a elle génée aux courts temps de broyage par la proximité de la
transition vitreuse et de la cristallisation. La RMN C se révélerait dans ce cas plus pertinente pour
quantifier le taux d’amorphe produit par le broyage. L’ATD et la RMN donnent une évolution
globale cohérente de la fraction amorphisée au cours du temps de broyage, mais ne fournissent pas
exactement les mémes valeurs de X,n(t) pour une durée de broyage donnée. Ces différences
proviennent vraisemblablement de la définition de « Iétat amorphe » du point de vue de chacune
des deux techniques.

Nos résultats montrent que le mécanisme d’amorphisation du tréhalose par broyage est
incompatible avec I’hypothése de fusions et trempes thermiques locales [2]. Avec le protocole de
broyage que nous avons utilisé, la transformation cristal — verre ne semble pas passer par une
désorganisation intermédiaire du réseau cristallin, ce qui invaliderait a priori I’hypothése d’une
amorphisation par €tapes successives. Ce dernier point nécessite toutefois d’étre approfondi en

effectuant par exemple des broyages moins énergétiques.
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Etude des transformations de phases du tréhalose

associées a ses différentes modes de déshydratation







Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

De maniére générale, les interactions des matériaux avec |’eau constituent une préoccupation
majeure des industries pharmaceutique et agroalimentaire. En effet, ’eau influe directement sur la
stabilité des composés, et peut donc entrainer des modifications physiques importantes lors de la
formulation ou du stockage des produits [1]. Dans le cas du tréhalose, les interactions du tréhalose
avec I’eau sont supposées étre en lien direct avec les propriétés bioprotectrices « exceptionnelles »
de ce disaccharide [2-4]. La déshydratation des systéemes {tré¢halose / eau} constitue de ce fait un
domaine d’investigations de premiére importance.

Nous avons réalisé, dans le cadre de cette thése, une étude des transformations du tréhalose
induites par déshydratation. Deux cas ont été plus particulierement étudiés :

- la déshydratation du tréhalose dihydrate cristallin

- la lyophilisation d’une solution {tréhalose / eau}

A. ETUDE DE LA DESHYDRATATION DU TREHALOSE DIHYDRATE

Les hydrateé stoechiométriques sont courants parmi les matériaux moléculaires [1]
(cf. chapitre II, section A). L’évacuation des molécules d’eau faisant partie intégrante de la structure
cristalline entraine éouvent des transformations de phases. Ce sont, par exemple, la formation de
phases anhydres cristallines [5], ou plus rarement, I’amorphisation du composé [6-7]. Nous
abordons dans cette section le probléme de la déshydratation du tréhalose dihydrate Tamo. Le
systtme considéré contient deux molécules d’eau par molécule de sucre, c’est-a-dire une

concentration massique d’eau de 9.5%.

La possibilité d’amorphiser et de vitrifier le tréhalose par déshydratation de Tamo a été mise
en évidence en 1996 [8], et a fait depuis I’objet de multiples études [9-12]. Cependant, la nature et
les propriétés de cet état vitreux demeurent incertaines. On peut en particulier souligner les points
suivants :

- le caractére vitreux lui-méme de ’amorphe formé par déshydratation reste sujet a controverse.
Sussich et al. [11] ont affirmé que la déshydratation de Tomo produisait bien une phase
amorphe, mais non vitreuse (la phase vitreuse ne pouvant provenir, d’aprés [11], que de la
trempe thermique du liquide en dessous de Ty).

- la température de transition vitreuse du tréhalose varie considérablement suivant les sources
bibliographiques : 79°C [13] < Ty < 115°C [8,14].

- de multiples interprétations ont été proposées pour expliquer I’enthalpie anormalement faible du

verre issu de la déshydratation [8]
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- il y a une grande confusion quant au polymorphisme sous-jacent a la déshydratation [9,11]. En
plus des deux phases cristallines bien connues du tréhalose, que sont la phase anhydre Ty [15] et
la phase dihydrate Tomo [16,17], une autre phase anhydre, notée T, se développe dans des
conditions de déshydratations particulieres (Tomo se déshydrate en T, aprés 4 h d’isotherme
sous vide a 85°C [11,18]). La phase Ty a été signalée pour la premiére fois en 1962, mais ses
conditions d’apparition demeurent floues. Un autre polymorphe, T,, issu de la déshydratation de
Tompo par chauffage a 5-20°C/min a été annoncé par Sussich et al. [11]. Toutefois, ces auteurs

ont récemment identifié¢ la phase T, comme étant en fait un mélange de Tanoet Tg [10].

Ces données illustrent bien la difficulté¢ d’identifier les phases polymorphes du tréhalose
obtenues par déshydratation, et de maitriser les conditions de déshydratation qui les générent. Notre
objectif est d'éclaircir ces problemes par une étude thermodynamique et structurale de la
déshydratation du tréhalose dihydrate. Ce travail s’appuie sur l'utilisation de protocoles de
déshydratation adaptés et parfaitement contr6lés. Les principales techniques utilisées sont I’ATD,

I’ATG et la DX sur poudre résolue en temps.

A.1l. Influence du protocole de déshydratation sur la nature de Panhydre

formé

1. Optimisation des conditions expérimentales

La figure VIL1 présente les profils ATD d’échantillons de tréhalose dihydrate déshydratés
par chauffage a 5°C/min, dans différents types de creusets. La courbe 1 de la figure VIL1.b a été
enregistrée avec un creuset ouvert. Ce thermogramme présente deux accidents enthalpiques
distincts :

- un large endotherme qui s’étend de 30 & 100°C. La figure VIIL.1.a, qui montre la courbe d’ATG
enregistrée dans les mémes conditions, révéle que sur ce méme domaine de température
’échantillon subit une perte de masse de 9.5%, ce qui correspond trés exactement a la perte de
deux molécules d’eau par molécule de tréhalose. Ce résultat indiqube que le large endotherme de
la figure VII.1.b correspond a la déshydratation au chauffage de Tamz0. La déshydratation totale
de Tamo est achevée a 100°C, et ne masque donc pas la zone de transition vitreuse (~ 118°C)

- un petit accident enthalpique situé entre 115°C et 130°C, c’est-a-dire dans la zone de la
transition vitreuse du liquide trempé (fig. VIL.1.b, courbe 2). Sa nature et son origine feront

I’objet du paragraphe suivant.
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Figure VII 1 :

a ATG au chauffage a 5°C/min d'un échantillon de tréhalose dihydrate. La perte de masse de 9.5 % correspond

exactement aux deux molécules d’eau qui s 'évacuent du composé

b. Thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min : (1) d’'un échantillon de Tyy0 placé dans un creuset ouvert,

(2) du verre formé par trempe thermique, (3) d’un échantillon de Ty placé dans un creuset fermé

La courbe 3 montre le thermogramme obtenu au réchauffage de Tamo avec un protocole

expérimental identique, mais dans un creuset fermé d’un couvercle percé. Le résultat différe

sensiblement de celui obtenu en creuset ouvert : le processus de déshydratation au chauffage est

contrarié, ce qui a pour effet de repousser ’endotherme de déshydratation vers les hautes

températures. La déshydratation se prolonge au-dela de 130°C, empéchant ainsi I’observation de la

zone de transition vitreuse. Nous avons donc choisi de réaliser toutes les expériences d’ATD
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concernant le tréhalose dihydrate en creuset ouvert, d’une part pour améliorer la reproductibilité des
expériences, d’autre part pour se rapprocher au mieux des conditions expérimentales de ’'ATG et de

la DX en température, qui s’effectuent en milieu ouvert.

2. Influence de la vitesse de chauffage sur la déshvdratation sur le comportement au

chauffage de ’échantillon déshvdraté

La figure VIL.2.a rassemble les courbes d’ATD de différents échantillons de Tomo,

enregistrées au chauffage, pour des vitesses de 1, 5 et 50°C/min.
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Figure VIl.2 :
a. thermogrammes de trois échantillons de Ty, enregistrés au chauffage, respectivement a 1, 5 et 50°C/min
b. thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min, d’échantillons de Ty:o préalablement déshydraiés suivant le
protocole donné en insert. Les vitesses indiquées sur les courbes correspondent aux vitesses de chauffe utilisées

pendant |'étape de déshydratation, pour atteindre 110°C.
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Les accidents enthalpiques observés sur chaque thermogramme sont ceux décrits au
paragraphe précédent. L’étude attentive du thermogramme enregistré a 5°C/min (insert de la figure
VII.2.a) révéle que I’endotherme intervenant vers 125°C est plus complexe qu’une simple transition
vitreuse, et se décompose en deux accidents enthalpiques distincts :

- un saut de C;, caractéristique d’une transition vitreuse
- un endotherme de faible amplitude que |’on pourrait associer a la fusion d’une phase cristalline.

Pour un chauffage plus lent (1°C/min) cette complexité n’est pas perceptible ; pour une
vitesse de chauffe supérieure (50°C/min), elle est occultée par le déplacement de I’endotherme de
déshydratation vers les hautes températures. Pour nous affranchir de cet effet et étudier en détails le
domaine de la transition vitreuse, nous avons adopté un protocole de déshydratation plus adéquat,
schématisé dans l'insert de la figure VIL.2.b.

Dans les expériences de la figure VIL2.b, les échantillons de Tympo ont dfabord été
déshydratés suivant le protocole reproduit en insert : ils ont été chauffés a 110°C, avec des vitesses
de chauffe allant dé 1 4 50°C/min, maintenus a cette température pendant 5 minutes, puis ramends a
température ambiante. Le tréhalose ainsi déshydraté a alors été réchauffé a la vitesse de
5°C/min jusqu’a la fusion ; les thermogrammes de la figure VIL.2.b correspondent a cette étape.
finale de chauffage de P’anhydre. Le traitement thermique détaillé ci-dessus permet d’observer
distinctement la zone de transition vitreuse des échantillons déshydratés.

Dans ces conditions, le comportement suspecté sur la figure VII.2.a apparait clairement pour
toutes les vitesses de chauffe. L’endotherme situ¢ entre 120 et 130°C se divise en deux accidents
successifs rapprochés :

- un saut de C, a 118°C qui coincide exactement avec celui du liquide trempé, quelle que soit la
vitesse de déshydratation préalable

- un endotherme, qui s’apparente a4 une fusion, et dont I’enthalpie varie avec la vitesse de
déshydratation. Ce pic est pratiquement inexistant lorsque [’échantillon est déshydraté
rapidement (50°C/min) ; en revanche, pour une déshydratation lente (1°C/min), il est tellement
développé qu’il masque la transition vitreuse, repérable uniquement a un léger épaulement situé
sur le flanc gauche de I’endotherme

Les thermogrammes présentent tous a haute température deux accidents enthalpiques successifs. Le

premier, exothermique, marque la cristallisation de I’amorphe vers la phase Tg Le second,

endothermique, correspond a la fusion finale du tréhalose. Sur la figure VII.2.b, la recristallisation

vers Tp intervient toujours dans le méme domaine de température, et avec la méme enthalpie, quelle

que soit la vitesse de déshydratation. Au contraire, la figure VII.2.a montre des pics de

recristallisation et de fusion dont I’enthalpie diminue quand la vitesse de chauffe augmente. Ce

comportement s’explique simplement par la réduction du temps passé dans la zone de
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recristallisation de la phase Tp lorsque la vitesse de chauffage augmente. Pour des vitesses élevée
(50°C/min), la cristallisation du tréhalose Tg n’est pas compléte. Seule une fraction de I’échantillon

est donc susceptible de fusionner, ce qui explique le faible enthalpie de I’endotherme de fusion.

Ces résultats d’ATD montrent que la déshydratation de Tyip0 entraine des transformations

complexes :

- un chauffage « rapide » (50°C/min) provoque majoritairement I’amorphisation du tréhalose

- un chauffage « lent » (1°C/min) conduit essentiellement & la formation d’une phase anhydre,
dont la température de fusion se situe juste au-dessus de T,. De par sa température de fusion
(130°C), cette phase anhydre s’apparente a la phase T, d’aprés les travaux de Reisener et al.
[18]. Les caractéristiques structurales de cette phase, étudiées par Diffraction des rayons X, font

’objet du paragraphe A.2.

- des vitesses de chauffe intermédiaires conduisent a un état anhydre constitué d’amorphe et de

phase T, dont les proportions varient en fonction du protocole de déshydratation adopté.

Les résultats de la figure VIL.2.b montrent que les températures de transition vitreuse
(118°C) et de fusion de la phase T, (130°C) sont tres proches. D’autre part, les endothermes
correspondant respectivement & la ré-équilibration enthalpique du verre a T, et a la fusion de la
phase T,, ont des amplitudes relatives fortement dépendantes de la vitesse de chauffage utilisée.
Dans ces conditions, il est trés difficile de dissocier la transition vitreuse de la fusion de Ty, ce qui

peut expliquer les divergences d’interprétation relevées dans les publications antérieures.

A.2. Identification structurale des états stationnaires atteints par

déshydratation

Pour déterminer précisément la nature structurale de la phase formée par déshydratation,
nous avons analysé par Diffraction des rayons X les échantillons préalablement déshydratés avec
deux des traitements thermiques de la figure VI1.2.b. La figure VII.3.a présente les diagrammes de
DX, enregistrés a température ambiante, d’échantillons de Trmo déshydratés par chauffage a
110°C, a la vitesse de 1°C/min (courbe 2) et 50°C/min (courbe 3). A titre comparatif, les
diagrammes de DX des phases cristallines Tamo et Tg, ainsi que celui du verre de liquide, sont

représentés sur les courbes 1, 5 et 4 respectivement.
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Figure VIL3 :
diagrammes de DX, enregistrés a température ambiante, (1) du tréhalose dihydrate Tomyo (2) du tréhalose

déshydraté par chauffage lent & 110°C, (3) du tréhalose déshydraté par chauffage rapide a 110°C, (4) du verre de

thermogrammes correspondants, enregistrés au chauffage a 5°C/min

La figure VII.3.a montre que le résultat de la déshydratation dépend considérablement de la

vitesse de chauffage :

pour ’échantillon de Tauzo chauffé rapidement ( 50°C/min), le diagramme de DX est un halo
diffus similaire & celui du liquide trempé. Le thermogramme de la figure VIL.3.b rappelle que
cet anhydre présente au chauffage un saut de C, a 118°C, associ€ a une transition vitreuse. Ce
saut de Cp montre que I’amorphe obtenu présente un caractére vitreux. Le chauffage rapide de

Tomo induit donc une vitrification a 1°‘état solide. La vitrification directe induite par
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déshydratation d’hydrates steechiométriques cristallins est une transformation relativement rare.
A notre connaissance, elle n’a été signalée que dans le cas du raffinose pentahydrate [6], de
I’acétate de magnésium tétrahydrate [7], et de quelques principes actifs comme I’ampicilline
trihydrate [19].

* pour I’échantillon de Tonz0 chauffé lentement (1°C/min), le diagramme de DX présente des pics
de Bragg qui ne correspondent ni a ceux de la phase dihydrate de départ, ni a ceux de la phase
anhydre stable Tp. Le chauffage lent de Tsn20 entraine donc une transition cristal — cristal vers
une forme anhydre métastable, notée T,. Les raies de Bragg de cette phase possédent une
largeur trois fois supérieure a celle des pics de Tonzo et de Tg. Cette particularité sera discutée

ultérieurement.

Pour connaitre I’évolution en température de la phase T, formée par déshydratation, et
identifier clairement I’endotherme présent a 130°C sur les figures VII.2 et VII.3, nous avons réalisé
une expérience de déshy'dratation de Tamo suivie par DX résolue en temps. La DX résolue en temps
permet d’étudier directement la transition Topao — To, contrairement a 'ATD pour laquelle
’endotherme de déshydratation masque la transition. L’expérience a été effectuée dans les
laboratoires d’Aventis, sur le Diffractométre Bruker D5000. Elle consiste en 'acquisition rapide de
diagramimes de DX (8 minutes par diagramme) au cours d'une rampe de température de 20°C a
220°C, a 1°C/min. L’expérience s’effectue sous balayage d’azote sec, afin de reproduire au mieux
les conditions expérimentales de ’ATD et de 'ATG.

La figure VII.4 présente I'évolution du diagramme de DX de I’échantillon au cours de la
déshydratation. En insert, le thermogramme enregistré dans les mémes conditions (précédemment
montré en figure VII.2.b) permet d’observer les signatures calorimétriques des transitions observées
en diffraction des rayons X.

Entre 20°C et 100°C, c’est-a-dire pendant la déshydratation, la figure VII.4 montre que les pics de
Bragg caractéristiques de Tamo disparaissent progressivement (par exemple: 20 = 27°).
Parallélement, on voit croitre sur le diagramme de nouveaux pics, caractéristiques de la phase
anhydre T, (par exemple : 20 = 21°). Cette transformation n’est pas visible en ATD, puisqu’elle est
occultée par I’endotherme de déshydratation.

A partir de 125°C, la disparition des pics de Bragg de la phase T, au profit d’un halo de diffusion
caractéristique d’un amorphe signale la fusion de la phase T,. L’endotherme situé a 130°C, visible
sur le thermogramme placé en insert, correspond donc clairement a la fusion de la phase T,. A

1140°C, I’échantillon de tréhalose est complétement amorphe.



Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

A 160°C, il se développe des raies de Bragg caractéristiques de la phase anhydre Tp. Cette
cristallisation correspond exactement au pic exothermique dont I’onset se trouve a 160°C, visible
sur le thermogramme de I’insert.

Au dela de 200°C, la disparition des raies de Bragg de Tg signale la fusion finale de I’échantillon.
Elle correspond sur le thermogramme au pic endothermique situé & 190°C. Aprés cette fusion, le
tréhalose se trouve en phase liquide, et aucune autre transformation structurale ne se produit, avant

la décomposition chimique.

VIIL.4
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Figure VII4 :
Diagrammes de DX enregistrés au cours du chauffage & 1°C/min de Tapo (MCo,Ky) = 1.791 A). Iis montrent la
disparition progressive des raies de Bragg de la forme 10 au profit de celles de la forme T,. La fusion de cette phase
se manifeste ¢ partir de 125°C par la disparition des pics de Bragg. Au-dela de 160°C, c'est la forme Ty qui cristallise.

En insert, thermogramme de Ty enregistré a la méme vitesse, 1°C/min.

La dualité cristal (T,) / verre au sein de I’échantillon déshydraté semble donc étre a I’origine
des caractéristiques variables de la transition vitreuse de Tomo reportées jusqu’a présent dans la
littérature [8-13]. Ces incohérences concernent a la fois la température de transition vitreuse Ty et le

niveau enthalpique du verre produit par déshydratation. Les résultats expérimentaux que nous avons

obtenus [20] montrent que :

- les températures de transition vitreuse (118°C) et de fusion de la phase T, (125°C) sont trés

proches
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- Penthalpie de fusion de la phase T, est trés faible (11.2 J/g a 5°C/min), et comparable au
rattrapage enthalpique du verre formé par déshydratation rapide de Timo. La proximité et la
similarit¢ de ces deux accidents enthalpiques sont a 'origine de la difficulté de discerner
nettement la transition vitreuse de la fusion de la phase T,. Ceci explique vraisemblablement les
résultats variés et controversés quant & la nature de I’anhydre formé par déshydratation Trmo.
En particulier, I’enthalpie anormalement faible du verre formé par déshydratation, annoncée par
Ding et al. [8], apparait ici tout & fait classique. L’endotherme important observé des 125°C doit

en fait étre attribué a la fusion de T, et non au rattrapage enthalpique du verre a T,.

A.3. Recherche des parameétres de controle du processus de

déshydratation

L’un des principaux objectifs de cette étude est I’évaluation du caractére dynamique des
transformations induites par déshydratation. A plus long terme, le but est d’établir des diagrammes
de phases dynamiques permettant de prédire les transformations structurales subies par les hydrates
lors de leur déshydratation. Une telle approche a déja été mise en ceuvre dans le cas du broyage de
composés ‘métalliques, pour lequel des paramétres de forgage ont ét€ proposés (cf. chapitre II,
section A). Au contraire, aucun travail de ce genre n’a jusqu’alors été enfrepris pour les processus
de déshydratation. Dans ce cas, les parametres de forgage qui gouvernent les transformations restent
a définir. Les diverses études menées sur les processus de déshydrdtation montrent que de
nombreux facteurs sont susceptibles d’intervenir de maniére décisive [21].

Nos résultats sur la déshydratation de Touoo ont mis en évidence que la dualité amorphe /
cristal de I’anhydre obtenu aprés déshydratation dépendait fortement du protocole de chauffage
utilisé pour déshydrater Tonzo :

- pour un chauffage lent (1°C/min), la déshydratation produit majoritairement une phase
cristalline (Tq)

- pour un chauffage rapide (50°C/min), la déshydratation produit principalement une phase
amorphe

- pour des vitesses de chauffe intermédiaires, on obtient un composé mixte d’amorphe et de phase

Tq, en proportions fixées par le protocole de chauffage.

La figure VILS montre ’évolution de la fraction de Tauzo déshydratée, en fonction du

temps (VIL.5.a) et de la température (VIL.5.b), pour deux échantillons de tréhalose chauffés a 1 et
50°C/min.
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Figure VILS :

Evolution de la fraction déshydratée en fonction du temps (a) et de la température (b), pour des vitesses de chauffe de 1

et 50°C/min

Pour chaque vitesse de chauffe, la déshydratation du tréhalose est totale. La figure VIL5

mettent en évidence deux caractéristiques distinctes du processus de déshydratation :

- Dintervalle de temps

nécessaire a

la déshydratation compléte de ['échantillon est

considérablement plus court a 50°C/min (20 min) qu’a 1°C/ min (80 min). La cinétique de

déshydratation est donc plus rapide si la vitesse de chauffe est élevée

le domaine de température dans lequel s’effectue la déshydratation différe sensiblement suivant

la vitesse de chauffe : 4 1°C/min, la déshydratation s’effectue continiment entre 40 et 100°C. A

50°C/min, l’endotherme de déshydratation est décalé vers les hautes températures. La

déshydratation ne débute qu’a 70°C, et la majorité de I’eau contenue dans I’échantillon s’évacue

violemment a 105°C.

Ces observations expérimentales mettent en évidence deux parameétres physiques qui

semblent jouer un rble prépondérant dans la détermination de la nature de I’anhydre obtenu :
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la température et la vitesse de déshydratation, c’est-a-dire le débit avec lequel les molécules

d’eau s’évacuent du tréhalose dihydrate. La vitesse de déshydratation se distingue clairement de la
vitesse de chauffage : contrairement a cette derniére, la vitesse de déshydratation est un paramétre
intrinséque a I’échantillon, et qui n’est pas immédiatement accessible. Sa détermination constitue
une difficulté majeure de I’étude.

Nous proposons ici d’évaluer 'influence respective de la température et de la vitesse de
déshydratation sur la nature de 1’anhydre obtenu apres la déshydratation de Tomo. Cette étude
repose sur I’étude des déshydratations d’échantillons de Tamao, effectuée a fa fois au chauffage et en
isotherme. Aprés avoir présenté les protocoles expérimentaux, nous évaluerons I’existence d’une
éventuelle « température seuil » capable de déterminer les proportions de T, et d’amorphe dans le
tréhalose déshydraté. Nous discuterons ensuite la pertinence d’un « débit seuil ». Pour accéder a ce
parameétre, nous avons mis au point une méthode originale de traitement des résultats d’ATG. A
chaque fois, nous étudierons sébarément le cas de déshydratations induites par chauffage, et le cas

de déshydratations induites par traitement isotherme.

1. Protocole expérimental

= Déshydratations au chauffa;@:

Les expériences ont été réalisées au LDSMM, sur les appareils ATG 7 de Perkin Elmér, et
DSC 2920 de TA Intruments.
En ATG, I’échantillon de Tago est chauffé¢ de 20 a 110°C, a une vitesse de x°C/min (x =1, 2, 5, 10,
20 et 50). II est ensuite laissé en isotherme & 110°C pendant 15 min pour permettre sa
déshydratation totale (qui correspond a une perte de masse de 9.5%).
En ATD, I’échantillon est déshydraté avec le méme traitement thermique qu’en ATG. Il est alors

ramené a 20°C, puis chauffé a 5°C/min jusqu’a la fusion (220°C).

s Déshvdratations en isotherme :

Les expériences ont été réalisées dans les laboratoires d’Aventis, sur les appareils Q500
(ATG) et Q1000 (ATD) de TA Instruments.
En ATG, I’échantillon de Tamo est amené le plus rapidement possible (de manicre non contr6lée) a
la température d’isotherme Tiso (Tiso = 40, 50, 60, 70 et 80°C). Il est maintenu a cette température

pendant y minutes, jusqu’a ce que la déshydratation soit totale.
En ATD, I’échantillon est déshydraté de la méme maniére qu’en ATG. Apres déshydratation, il est

ramené a 20°C, puis chauffé a 5°C/min jusqu’a la fusion.

Ces protocoles sont résumés dans le tableau VIL1 :
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ATG ATD
220°C
o)
O‘O o] Q M
és 110°C 5°C/min
= 15°
= o ) o )
6 x°C/min x°C/mi
20°C 20°C 20°C
220°C
:
Tiso Tiso
& »— >
ks ¥ min y min
'_(2 i
20°C

Tableau VI 1 :
Protocoles expérimentaux utilisés pour les expériences d ATG et d’ATD présentées dans ce paragraphe. Pour les
déshydratations au chauffage, la vitesse de chauffe x varie entre 1 et 50°C/min. Pour les déshydratations isothermes, la

durée de I'isotherme est suffisante pour permetire la déshydratation totale de I'échantillon

Déshydratations au chauffage

La figure VIL6 présente les résultats. obtenus pour des échantillons de Tampo déshydratés
avec des vitesses de chauffe x = 1, 2, 5, 10, 20 et 50°C/min (courbes (2) a (7)). Elle regroupe les
cinétiques de déshydratation (figure VII.6.a), et les thermogrammes des échantillons préalablement
déshydratés, enregistrés a 5°C/min (figure VIL6.b).

Les portions en trait plein des courbes (2) a (7) correspondent a la fraction de 1’échantillon
déshydratée pendant la rampe de température, tandis que les portions de courbes en pointillés
correspondent & la fraction de I’échantillon déshydratée pendant I’isotherme complémentaire &
110°C. Ainsi, a 1°C/min, le temps nécessaire a la déshydratation totale de I’échantillon est de 80
minutes, et la quasi totalité du tréhalose se déshydrate pendant la rampe. Par contre, a8 50°C/min, le
temps nécessaire a la déshydratation est ramené a 20 minutes, mais la majeure partie (80%) de
I’échantillon se déshydrate pendant I'isotherme & 110°C. L’augmentation de la vitesse de chauffe
réduit donc la fraction d’échantillon déshydratée pendant la rampe de température, au profit de la

fraction déshydratée pendant I’isotherme a 110°C.
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Figure VII6 :

a. évolution temporelle de la fraction déshydratée, pour des échantillons de Tsyo chauffés a 1, 2, 5, 10, 20, 50°C/min
(courbes (2) a (7). Expériences d’ATG Florence Danéde, LDSMM.

b. thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min, des échantillons de Tyo préalablement déshydratés aux
vitesses indiquées sur les courbes. Les thermogrammes correspondant au chauffage a 5°C/min de Tz déshydraté

par une isotherme a 40°C (courbe (1)), et du verre de liquide (courbe (8)) sont donnés en tant que références.

Le thermogramme (1) de la figure VIL.6.b correspond au chauffage d’un échantillon de
Tamzo préalablement déshydraté par une isotherme de 6 h a 40°C. Le thermogramme (1) montre au
réchauffage un endotherme a 125°C, d’enthalpie 25.6 J/g, qui correspond a la fusion de la phase T,,.
La comparaison avec le thermogramme du verre de liquide (figure VIL.6.b, courbe (8)) ne montre
aucune trace, sur la courbe (1), du saut de C, caractéristique de la transition vitreuse. Pour une
isotherme a 40°C, la transformation Tyno — T4 apparait donc totale.

Les thermogrammes (2) a (7) des échantillons préalablement déshydratés par chauffage sont
ceux déja présentés sur la figure VIL.2.b. Ils montrent une diminution du pic de fusion de la phase

T, au profit du saut de C, pour des vitesses de chauffe de plus en plus élevées. Ce comportement
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Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

indique que la proportion de phase T, dans I'échantillon totalement déshydraté est d’autant plus

faible que la vitesse de chauffe est élevée, ce qui est cohérent avec les résultats présentés en section

A2

La proportion de phase T, présente dans 1’échantillon de Tonao déshydraté a été estimée a
partir des résultats d’ATD de la figure VII.9.b, grice & la mesure de son enthalpie de fusion.
Comme la fusion de T, intervient immédiatement apres Ty, le pic endothermique de restitution
enthalpique qui termine le saut de C, se méle avec le pic de fusion de T,. 1l est par conséquent
difficile de dissocier ces deux accidents et d’estimer directement leurs enthalpies respectives. Pour
contourner ce probléme, et évaluer au mieux la proportion de phase T, dans I’échantillon anhydre,
nous avons cherché a ajuster aux thermogrammes des courbes (2) a (7) une combinaison linéaire
des courbes (1) et (8). Les courbes (1) et (8) représentant respectivement les cas extrémes d’un
échantillon intégralement transformé en T, et d’un échantillon complétement amorphisé par trempe
thermique, les coefficients de leur combinaison linéaire donnent les proportions de T, et de
tréhalose amorphe dans les échantillons déshydratés. La proportion de T, formée a I’issue de

chaque déshydratation est reportée a droite de la figure VIL6.b, et dans le tableau ViI.Z :

Vitesse de chauffe (°C/min) | Proportion de T, formée (%)
1 91.1
2 70.0
5 46.1
10 18.4
20 6.3
50 1.6

Tableau VII.2 :

Proportion de phase T, contenue dans 1’anhydre obtenu par déshydratation au chauffage

> Déshvdratations en isotherme

La figure VIL.7 rassemble les résultats obtenus pour des échantillons déshydratés par des

isothermes a 40, 50, 60, 70 et 80°C. Les fractions déshydratées au cours du temps sont reportées sur
la figure VII.7.a, et les thermogrammes, enregistrés & 5°C/min apres déshydratations sont regroupés

sur la figure VIL.7.b. Le thermogramme du verre de liquide est également représenté.
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VIL7b ATD

Fraction déshydratée X(t)

I T T T | l
100 120 140 160
Temps (min) Température (°C)
Figure VIL.7 : ’
a  Evolution temporelie de la fraction déshydratée pour des échantillons de Thyyo déshydratés par vieillissement

isotherme ¢ 40, 50, 60, 70, et 80°C/min.

b.  Thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min, des échantillons déshydratés aux températures indiquées

sur la figure

Pour des températures d’isothermes supérieures a 60°C, la fraction déshydratée n’atteint pas
la valeur limite de 1 correspondant a la déshydratation totale. Toutefois, nous avons pris soin de
vérifier qu’a I'issue de toutes les expériences, les échantillons de Thmo étaient complétement
déshydratés. Ce comportement est donc & attribuer aux pertes d’eau survenant pendant I’étape
initiale de chauffe (non représentée sur la figure VII.7), permettant d’atteindre la température a
laquelle on réalise la déshydratation isotherme. Jusqu’a 60°C, ces pertes d’eau sont négligeables.
Par contre, aux températures supérieures a 60°C, elles augmentent considérablement pour atteindre

environ 15 % de la masse d’eau totale a 80°C.
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Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

L’évolution temporelle de la fraction d’échantillon déshydratée pendant les isothermes a 40,
50, et 60°C, indique que le temps nécessaire a la déshydratation totale de Tzmo diminue quand la
température augmente. A a 40°C, la déshydratation est totale apreés 320 min d’isotherme ; a 60°C, il
ne faut que 100 min pour déshydrater complétement Tapo. Aux « hautes températures », cette
tendance s’inverse : a 70°C, le temps de déshydratation totale est quasiment le méme qu’a 60°C. A
80°C, la déshydratation compléte de Touzo nécessite plus de 8 heures d’isotherme, soit 3 heures de
plus qu’a 40°C. La figure VII.7 met donc en évidence un changement de régime qui se manifeste

par un ralentissement de la cinétique de déshydratation pour une température avoisinant 70°C.

Les courbes en trait plein de la figure VIL7.b correspondent aux enregistrements ATD, au
chauffage a 5°C/min, des échantillons de Tomo préalablement déshydratés aux températures
indiquées sur la figure. La courbe en traits pointillés montre a titre comparatif le thermogramme
caractéristique du verre de liquide. Le thermogramme enregistré aprés déshydratation a 40°C
présente un endotherme unique, correspondant a la fusion de Ty, et ne montre aucune trace de saut
de chaleur spécifique lié a la présence de tréhalose amorphe. -Par ailleurs, des essais de
déshydratation & plus basse température (30°C) ne conduisent pas & une enthalpie de fusion plus
grande. A 40°C, la transformation Tauo — To est donc totale. Sur les autres thermogrammes, on
voit se développer un épaulement a 118°C, qui correspond a la transition vitreuse de la fraction de
tréhalose amorphisée pendant la déshydratation. Cette fraction amorphe est d’autant plus importante
que la température de I'isotherme est élevée. La détermination précise des enthalpies de fusion de la
phase T, et de restitution enthalpique du verre est ici encore rendue délicate par la proximité de ces
deux accidents. L’estimation de la fraction de T, formée pendant la déshydratation a donc été
réalisée par combinaison linéaire des thermogrammes correspondant une isotherme a 40°C et du
verre de liquide. Les proportions de phase T, formée aux différentes températures d’isothermes sont

reportées sur la figure VII.7.b, et dans le tableau VIL3 :

Température d’isotherme (°C) Proportion de T, formée
40 100 %
50 97.8%
60 86.3 %
70 59.3%
80 41.0 %

Tableau VIL 3 :

Proportion de phase T, formée a l'issue d'une déshydratation isotherme
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2. Role de la température dans le controle du processus de déshydratation

Pour évaluer la pertinence du paramétre « température » dans le contrdle du processus de
déshydratation, nous avons cherché a savoir s’il existait une relation entre la température a laquelle
les molécules d’eau quittent la structure du tréhalose dihydrate, et la nature structurale de ’anhydre
ainsi généré. En d’autres termes, cela revient & se demander s’il existe une « température seuil » Ts,
telle que :

- toute déshydratation a une température T < T produise du tréhalose T,

- toute déshydratation a une température T > T produise du tré¢halose amorphe

Si une telle température T existe, alors la fraction de Tamo déshydratée en dessous de T
doit nécessairement étre égale a la proportion de phase T, générée par déshydratation, et ce
indépendamment du traitement thermique utilisé pour aboutir a cette déshydratation. Nous avons
donc déterminé, pour chacun des protocoles expérimentaux utilisés, une hypothétique température
T compatible avec la proportion de phase T, présente dans I’échantillon totalement déshydraté. La
comparaison de ces hypothétiques températures seuil révélera, a posteriori, si la définition d’une

température T, indépendante du protocole de déshydratation s’avére possible.

> Déshydratations au chauffage

La figure VIL.8 présente la fraction de 1’échantillon déshydratée a une température T < Ty,
au cours des protocoles de chauffage définis dans le tableau VII.1. Ces données ont été directement
calculées des courbes de cinétique. de départ d’eau de la figure VIL.6. Ces cinétiques sont
constituées de N points expérimentaux, correspondant aux fractions X; déshydratées au temps t;,
quénd I’échantillon se trouve a la température T;. Formellement, X(t) = Xi(ti, T;) pouri=1 a N. De

cette maniére :

N
X(T<P)=) (Xi—X)o: ol o;=1siTi<Ty (VIL1)

i=1
ci=0s1Ti>Tg
Les courbes de la figure VII.8 caractérisent thermiquement le départ d’eau, pour chaque
protocole de déshydratation. En particulier, elles montrent que la fraction de I’échantillon
déshydratée a une température To donnée décroit quand la vitesse de chauffe augmente. Pour
chaque protocole expérimental, on a calculé une température seuil Ty , correspondant a la
température en dessous de laquelle la fraction déshydratée est égale a la proportion X(T,) de phase
T. obtenue aprés déshydratation. Ty est donc la solution de I’équation X(T < Ty ) = X(T). Les

valeurs de T; sont reportées sur la figure VILS.
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Figure VILS :

Recherche d’une corrélation entre le pourcentage de phase T, formée par déshydratation (points noirs) et la fraction

déshydratée en dessous de la température T, dans le cas de déshydratations au chauffage

Les températures seuil T, s’étendent sur une large gamme de températures, et présentent des
variations erratiques avec la vitesse de chauffe. Elles varient de 76.3°C pour une vitesse de
20°C/min, a 99.4°C pour une vitesse de 5°C/min, montrant ainsi une déviation standard
considérable (9.2°C) par rapport a leur valeur moyenne < Ts > = 87.2°C. Cette dispersion
importante réfute I’hypothése d’une température seuil unique, indépendante du protocole de

déshydratation.

> Deéshvdratations isothermes

Dans le cas de déshydratations en isotherme, I’évaluation du réle de la température est plus
immédiat. S’il existait une température seuil T; en dessous de laquelle toute déshydratation

donnerait lieu a la transformation Topo — Tq le pourcentage de tréhalose T, formé pendant la
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déshydratation devrait étre de 100 % pour une déshydratation effectuée a T < T, et de 0 % pour T >
Ts. Ce comportement est illustré en pointillés sur la figure VIL.9, a titre d’exemple, pour une

hypothétique température seuil Ts = 65°C.
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Figure VIl.9 :
Recherche d’une corrélation entre le pourcentage de phase T, formée par déshydratation et la température Ty. La ligne
pointillée représente la situation hypothétique ot la fraction de ['échantillon déshydratée aux températures T < 65°C
serait entiérement transformée en phase T, et la fraction déshydratée a T'> 65°C serait entiérement amorphisée. Les

points noirs sont les points expérimentaux donnant le pourcentage de phase T, obtenue a l'issue des isothermes.

Au contraire, nos résultats expérimentaux montrent une diminution progressive de la
fraction de T, dans I’échantillon déshydraté avec I’augmentation de la température de I’isotherme
(points expérimentaux de la figure VIL.9). Un tel comportement est incompatible avec I’existence
d’une température seuil déterminant la formation de T,, ou d’amorphe pendant la déshydratation.

Il n’existe donc pas de température seuil conditionnant la nature de I’anhydre obtenu aprés
déshydratation de Tampo. La température n'est donc pas le seul parameétre qui gouverne la

transformation de Tap0 vers Ty ou vers 'amorphe.
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3. Role du débit des molécules d’eau dans le contréle du processus de déshydratation

Pour chaque protocole de déshydratation, 1’évolution temporelle du débit absolu des
molécules d’eau qui s’évacuent de la structure de Tamo, Q™, peut étre obtenue a partir de la

fraction déshydratée X(t) = Xi(t;, Ti), i=1 a N (figures VIL.6.a et VI1.7.a), par I’équation :

0. 5. Y VAR VA
Q’ (fi—l‘i—l M M)szo (VHQ)

Dans I’expression (VIL.2), pmo est la densité de ’eau, et My - M., est la différence entre la masse de
I’échantillon avant et aprés la déshydratation, c’est-a-dire la masse de I’eau contenue dans la
structure de 1’échantillon initial.

Contrairement a la température, le débit des molécules d’eau est une variable extensive. Il
dépend par exemple de la masse de I’échantillon & déshydrater. La comparaison du débit des
molécules d’eau d’échantillons différents, a divers stades du processus de déshydratation, nécessite
donc de normaliser le débit absolu par la masse de I’échantillon non encore déshydraté. Le débit
normalisé est alors donné par 1’expression (VIL.3) -

X~ X\ My -M, :
0; = — ( i HJ 0 (VIL3)
=X\ ti=tig A\ Mo-pPH,,

Chaque protocole expérimental conduisant a une déshydratation totale de Tampo, le dernier
terme de I’équation (VII.3) est constant ; il peut s’exprimer en fonction de la masse molaire du
tréhalose anhydre Tg, M(Tg) = 342.3 g.mol'l, et de la masse molaire du tréhalose dihydrate Ton0,
M(Tamz0) = 378.3 g.mol”. Dans ce'cas : '

My—M,, J _1=(M(TR)/ M(Tr120))
[MO'PHZO - PH.O

=9.52.10"%7g7! (VIL4)

La figure VII.10.a présente les évolutions temporelles respectives de la fraction déshydratée
X(t) et du débit normalisé Qp, dans le cas d’une déshydratation au chauffage & 5°C/min. Pour
construire la figure VIL.10.b, on reporte pour chaque valeur de Qp la fraction de 1’échantillon
déshydratée avec un débit Q inférieur & Qo. L’exemple illustré sur la figure est celui d’un débit
normalisé Qp = 2. D’apres la figure VII.10.a, Q < Qo pendant les 16 premiéres minutes de
I’expérience. Cela correspond a une fraction déshydratée de 52 %. De la méme maniére, toute I’eau
qui s’évacue entre 22 et 40 minutes d’expérience le fait aussi avec un débit inférieur a Qg = 2. Cette
eau représente une fraction déshydratée de 5 %. Sur ’ensemble de 1'expérience, 1’eau évacuée avec
un débit inférieur a Qp = 2 représente donc 57 % de I'eau contenue 1’échantillon. On reporte alors

cette valeur sur la figure VII.10.b. En reproduisant cette analyse pour toutes les valeurs de Qp, on
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aboutit au tracé de la fraction de I'échantillon X(Q < Q) déshydratée avec un débit inférieur a Q,

pour une vitesse de chauffe de 5°C/min.
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Figure VI 10 -

a. évolutions temporelles de la fraction déshydratée, et du débit normalisé dans le cas d'une déshydratation par

chauffage a 5°C/min

b. courbe représentant la fraction de I'échantillon déshydratée avec un débit Q < Q, établie d’aprés les résultats de la

1gure VI 13.a

S’il existe un débit seuil de départ d’eau, noté Qs, alors la fraction d’échantillon déshydratée
avec un débit Q < Qs doit nécessairement étre égale a la fraction de I'échantillon transformée en
phase T,, et ce indépendamment du traitement thermique utilisé pour la déshydratation. Pour tester
cette hypothése, nous avons utilis¢ la méme méthode que celle ayant servi a I’évaluation de
I'existence d’une température seuil, détaillée au paragraphe 2. Pour chaque protocole de
déshydratation (au chauffage ou en isotherme), nous avons déterminé un hypothétique débit seuil Qj

compatible avec le pourcentage de phase T, présente dans I’anhydre finalement obtenu. La
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comparaison de ces débits seuil hypothétiques révélera, a posteriori, s’il existe un débit seuil unique

Q; conditionnant la nature de I’anhydre formé par déshydratation de Tap0.

> Déshydratations au chauffage

La figure VIL.11 montre la fraction de I’échantillon X(Q < Q) déshydratée avec un débit
inférieur & Qp au cours de déshydratations induites par chauffage. Les données présentées sur la

figure VII.11 ont été directement déduites de celles de la figure VII.6.a, par ’expression :

N
X(Q0<0) =D (X;-X;_)o; o  o;=1siQi<Q

i=1

ci=0s1Q;> Qg (VIL5)
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Figure VIL 11 :
Recherche d'une correspondance entre la proportion de phase T, formée par déshydratation (points noirs), et la
fraction déshydratée avec un débit Q < Q,, pour des déshydratations par chauffage, aux vitesses indiquées sur les

courbes
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Pour chaque protocole de déshydratation, I’hypothétique débit seuil Qs a été évalué par
résolution graphique de 1’équation X(Q < Q;) = X(Tq). Les solutions sont reportées sur la figure
VIL11. Contrairement aux températures seuil Ts, les débits seuil apparaissent trés peu dispersés
autour de leur valeur moyenne, symbolisée sur la figure VIL.11 par une ligne pointillée. Il est donc
possible de définir un débit seuil de départ d’eau Q; = 1.14 10 mlmin'.g”’, tel que toute

déshydratation s’effectuant a une vitesse inférieure transforme Tamao en T, et toute déshydratation

se produisant a une vitesse supérieure transforme Tomo en tréhalose amorphe [22].

» Déshvydratations en isotherme

Les courbes de la figure VII.12 présentent la fraction de tréhalose déshydraté X(Q < Q)

avec un débit inférieur a Qp, au cours de déshydratations induites par traitement isotherme. Elles ont

été directement déduites de celles de la figure VII.7.a.

1.0

e
o0

0.6

0.4

0.2

Fraction déshydratée avec un débit Q < Q,

Recherche d’une correspondance entre la proportion de phase Ty, formée par déshydratation, et la_fraction déshydratée

9
86.25%

j«ﬁf ................................................................. 5925%’-
......................................................................... 41%‘_
VIL.12
i { | !
0.5 1.0 1.5 2.0

Débit Q, (10 mlmin".g™)

Figure V112 :

avec un débit Q < Qy, pour des déshydratations isothermes

170

CLX



Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

La cohérence entre la proportion X(T,) de phase T, formée par déshydratation, et la fraction
de I’échantillon déshydratée avec un débit inférieur a Qo ne s’observe que pour les plus basses
températures d’isotherme, a savoir 40, 50 et 60°C. Dans cette gamme de températures, il semble
que la valeur Qp = 0.75 107 mlmin".g" constitue la limite supérieure de la vitesse de
déshydratation conduisant a la formation de phase T,. Pour les déshydratations a 70 et 80°C, le
ralentissement de la cinétique de déshydratation constaté sur les courbes d’ATG de la figure VII.7
transparait également sur les courbes de débit. Il n’y a alors plus de corrélation entre la proportion
de phase T, formée par déshydratation, et la valeur limite Qp = 0.75 mL.min™.g" définie pour les
isothermes « basses températures ». La correspondance entre un éventuel débit critique unique et la
proportion de T, formée par déshydratation, apparait donc plausible pour.des températures

d’isotherme comprises entre 40 et 60°C, mais s’avere incorrecte au dela de 70°C.

Les résultats obtenus pour des déshydratations isothermes semblent en opposition avec les
résultats obtenus lors de déshydratations au chauffage. L existence d’un débit seuil comme unique

paramétre déterminant la nature de [’anhydre obtenu par déshydratation est donc ici remise en

causc.

4. Discussion

A la lumiére des résultats présentés au paragraphe 2, il apparait clairement que la
température de déshydratation ne constitue pas, a elle seule, un parametre suffisant pour gouverner
I’état structural du tréhalose aprés sa déshydratation compléte. »

La vitesse de déshydratation, c’est-a-dire le débit avec lequel les molécules d’eau quittent la
structure du tréhalose dihydrate, semble é&tre le parametre déterminant dans le cas de
déshydratations induites par chauffage, mais les résultats sont moins probants pour les
déshydratations isothermes. Aux « hautes températures » (70 et 80°C), le ralentissement de la
cinétique de déshydratation mise en évidence sur la figure VIL.7.a déplace considérablement la
valeur de Q.. Cette différence de comportement provient vraisemblablement de la nature des
contraintes appliquées a Péchantillon :

- lors de déshydratations au chauffage, le protocole expérimental prévoit de porter I’échantillon &
110°C. Pendant le chauffage a vitesse contrlée, ’augmentation de la température accroit
continfiment les contraintes thermiques agissant sur 1’échantillon, et force la déshydratation.
L’isotherme complémentaire, qui permet 1’achévement de la déshydratation, a lieu a 110°C,
c¢’est-a-dire au dela de la température de vaporisation de 1’eau. La cinétique de départ d’cau est

donc gouvernée par le traitement thermique imposé a I’échantillon
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- lors de déshydratations en isotherme, le tréhalose dihydrate est amené le plus rapidement
possible a une température comprise entre 40 et 80°C. Il est ensuite laissé en isotherme jusqu’a
ce que la déshydratation soit totale. Aucune contrainte thermique supplémentaire n’est imposée,
et la cinétique de déshydratation est uniquement dictée par I’évolution des propriétés
intrinséques de 1’échantillon a une température donnée. Or, aux températures trés inférieures a

T, = 118°C, la mobilité moléculaire est peu importante, et les réarrangements structuraux ne

sont pas favorisés.

Les mécanismeé a lorigine de la déshydratation de composés moléculaires sont nombreux,
et on déja fait I’objet d’investigations poussées [21]. Il a été suggéré que la déshydratation
commence 2 la surface des grains, pour se propager progressivement vers le cceur de I’échantillon.
Dans le cas du tréhalose dihydrate, un tel mécanisme aurait pour conséquence la formation, pendant
le processus de déshydratation, d’une couche périphérique de tréhalose anhydre, T, ou amorphe,
entourant un noyau de tréhalose dihydrate dont la taille diminuerait au fur et a mesure de
I’expérience. Dans ce contexte, une différence de perméabilité des phases Ty et amorphe pourrait
étre a I’origine de I’inversement de la cinétique de déshydratation observée pour une isotherme a
80°C: & cette température, le produit de la déshydratation est majoritairement du tréhalose
amorphe. Si I’amorphe est peu perméable, la formation d’une couche extérieure de tréhalose
amorphe empéche la diffusion des molécules d’eau, et ralentit la cinétique de déshydratation.
L’expérience ayant lieu a température constante, aucun facteur extérieur ne vient accélérer le
processus. I semble donc difficile de dissocier complétement le débit des molécules d’eau quittant

la structure cristalline de Tamo, de la température a laquelle a lieu cette déshydratation.

Par ailleurs, d’autres paramétres, intrinseques a 1’échantillon, sont susceptibles de jouer un
réle dans le processus de déshydratation du tréhalose. C’est le cas par exemple de la taille des
grains, dont I’influence sur la déshydratation a déja été étudiée. York et al. [23,24] ont mené
plusieurs études sur la déshydratation isotherme du tréhalose dihydrate, en fonction de la
granulométrie des échantillons. Pour les trois lots étudiés (grains de taille < 45um, > 425 um, et
poudre mélangée), ils ont mis en évidence un changement de régime de déshydratation intervenant
a 70°C pour les particules de taille <45um, et a 80°C pour les particules de taille > 425 um ou pour
la poudre non tamisée. Ces résultats sont en parfaite corrélation avec les nétres. York et al.
attribuent le ralentissement de la cinétique a un changement de mécanisme de déshydratation : au
dela de 70°C ou 80°C, suivant la taille des particules, le tréhalose subirait une transformation
directe vers sa phase anhydre stable Tamo — Tp. Néanmoins, des expériences de DX réalisées au

LDSMM sur le diffractomeétre Panalytical Xpert Pro, avec un protocole expérimental analogue a
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celui utilisé an ATD et ATG, n’ont révélé aucune raie de Bragg caractéristique de la forme Tg
pendant le processus de déshydratation isotherme & 80°C. Elles confirment au contraire que
I’échantillon déshydraté est constitué¢ d’un mélange biphasique de tréhalose T, et de tréhalose

amorphe.

A.4. Propriétés physiques spécifiques de Ia phase anhvdre T,

Comme nous I’avons montré en section A.2, la formation de la phase anhydre T, a partir du
tréhalose dihydrate ne peut se faire que dans des conditions de déshydratation extrémement
précises. La signature calorimétrique de T, dont la fusion intervient & 125°C, peut facilement étre
confondue avec le pic endothermique terminant la transition vitreuse a Ty, = 118°C. Ainsi, malgré le
nombre important d’études consacrées au tréhalose ces dernieres années, Ty n’a été que tres
rarement mentionné€e. De ce fait, I'intérét pour cette phase anhydre est relativement récent, et la
structure cristallographique de T, n’a pas encore été résolue a ce jour.

Dans ce paragraphe, nous proposons une étude-détaillée de la formation de la phase T,. Les
techniques utilisées sont la diffraction des rayons X résolue en temps, et 1’analyse thermique
différentielle 3 modulation de température. Nous verrons ensuite comment évolue la stabilité de la

phase T, en fonction de I’humidité relative.

1. Caractéristiques de la transformation Tomo — Tq

> Interconversion Tonro — Ty suivie en temps réel par diffraction des ravons X

L’étude détaillée de la transformation Tomo — T, induite par déshydratation ne peut se faire
par ATD standard : cette transformation est inévitablement masquée par le pic fortement
endothermique généré par la déshydratation elle-méme (cf. § A.2). La Diffraction des Rayons X
résolue en temps permet de s’affranchir de ce probleme, et d’étudier en temps réel les
transformations structurales qui interviennent pendant le processus de déshydratation. Le suivi de la
déshydratation de Tapo a été effectué dans les laboratoires d’Aventis, sur le Diffractométre Bruker
D5000, équipé d’une chambre Anton Paar TTK 450. ;

L’expérience consiste en l'acquisition rapide de diagrammes de DX (2 min 40 s par
diagramme) au cours d'une isotherme de 2 heures a 50°C. Ce protocole présente plusieurs
avantages. D’abord, les résultats présentés au paragraphe A.3 montrent qu’avec une isotherme a
50°C, pres de 98% de 1’échantillon est transformé en phase T,. Ensuite, le temps nécessaire a la
déshydratation compléte de Tamo (2 h) est long par rapport & la résolution temporelle des

acquisitions (2 min 40 s) par diagramme.
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La figure VIL.13 montre I’évolution des diagrammes de DX du tréhalose au cours de
I’isotherme & 50°C (seul un enregistrement sur quatre est reporté sur la figure par souci de clarté).
Deés le début de I’isotherme, les pics de Bragg de Tamoo disparaissent progressivement, au profit de
nouveaux pics caractéristiques de la phase T,. Ce comportement est particulierement visible dans
I’insert de la figure VIL.13, qui présente les évolutions temporelles croisées :

- de la fraction de phase Timo, déterminée a partir de I’intensité de la raie de Bragg situé en
20 =27°,
- de la fraction de phase T,, déterminée a partir de D'intensité de la raie de Bragg située en

20=21°

5= St 1.0
¢ o, oo
N
O&’B ot O .X('Iu)
-
éB 0 X(Type) o5 VII.13

DX,
isotherme 50°C

Intensité (u.a.)

14

22 24
2 0 (degrés)

Fioure VI 13 :

Diagrammes de DX d'un échantillon de Typo pendant une isotherme de 2 h a 50°C. Enregistrements sur le
diffractomeétre Bruker D5000 (MCo, Kqy) = 1.791 A). L’insert représente les évolutions temporelles des fractions de

phase Ty (0) et Ty (1), déterminées a partir des intensités de deux pics de Bragg les caractérisant. La signature ATG

de l'échantillon est également représentée.

Ces résultats indiquent qu’aprés deux heures d’expérience, I’échantillon est totalement
déshydraté. 1.’insert de la figure VII.13 montre également que les évolutions temporelles des phases

Tamo et T, sont croisées, et paralléles a la cinétique de déshydratation suivie par ATG. Il met ainsi
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en évidence le processus d'interconversion de Tauzo vers Tq. Le parallélisme entre la cinétique de
déshydratation et la formation de T, suggere que cette phase se développe dans les zones de
I’échantillon déshydratées, au moment ou elles se déshydratent. En d’autres termes, la phase T,
apparait de maniére erratique, au fur et a mesure de la création des zones anhydres. Le
développement de cette phase n’est donc pas régi par un mécanisme classique de nucléation et
croissance, mais plutot par la dynamique du départ des molécules d’eau. La vitesse d’apparition de
Tq est alors limitée par la vitesse de formation des zones anhydres. Le développement de la phase
T, s’effectue donc dans des conditions proches du confinement. Ce comportement pourrait étre a
Porigine de domaines de faible longueur de cohérence, susceptibles d’expliquer la largeur
inhabituelle des pics de Bragg de la phase T,

La courbe d’ATG correspondant au méme traitement thermique est également représentée.

Aucune autre évolution structurale n’a pu étre détectée lors de la prolongation de I’isotherme.

> Etude de la déshydratation de Toi0 par ATD 4 modulation de température

" L’ATD a modulation de température s’avére étre un complément utile au suivi du processus
de déshydratation, dans la mesure ou elle permet de dissocier les composantes « réversible » et
« non réversible » du flux de chaleur. D’apres la théorie de I’ATD a modulation de température
[25], la partie réversible du flux de chaleur est le reflet direct des variations de la chaleur spécifique
de I’échantillon, et donc de ses propriétés intrinséques. En revanche, la partie non réversible
correspond aux contributions des effets cinétiques (telles les cristallisations et les relaxations
-enthalpiques). |

La figure VII.14 présente le flux de chaleur total, réversible et non réversible enregistrés
lors de la déshydratation de Taao au chauffage, a 1°C/min. A cette rampe linéaire s’ajoute une
modulation de température, de période 100 s et d’amplitude 0.53°C. Le choix de ces paramétres
garantit que la dérivée de la vitesse de chauffe soit toujours positive.

La courbe en trait plein représente le flux de chaleur total. A cette vitesse de chauffe,
I’endotherme de déshydratation apparait scindé en deux composantes : la premiére, trés intense,
s’étend de 25 & 80°C. La seconde, d’amplitude beaucoup plus faible, intervient & 95°C. Le troisiéme
endotherme que 1’on distingue a partir de 120°C correspond a la fusion de la phase T, en proportion
majoritaire dans I’échantillon anhydre avec le protocole de chauffage utilisé ici (cf. § A.3). Apres
fusion de T,, I’échantillon est complétement amorphe. Enfin, a partir de 160°C a lieu la

recristallisation exothermique de I’amorphe vers la phase Tg, suivie de la fusion finale du tréhalose.
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_ Flux

vites.

VIL14 % —— Flux de Chaleur total
P Fiux de Chaleur non réversible

———— Flux de Chaleur réversible

Signal ATD (W/g)

Température (°C)

Figure Vil 14 :

de chaleur total, réversible et non réversible, enregistrés a 1°C/min au chauffage d’un échantillon de Ty La

se linéaire de chauffe est g = 1°C/min. et les paramétres de modulation sont 0.531°C pour 'amplitude ei 100 s

pour la période.

Si I’on considére maintenant les composantes réversible et non réversible du flux de chaleur,

la figure VII1.14 montre que :
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la totalité de I’endotherme de déshydratation se retrouve logiquement dans la partic non
réversible du flux de chaleur. Pendant la déshydratation, la pente du flux de chaleur réversible
est le reflet de la perte de masse qui accompagne le départ des molécules d’eau. Le changement
de la valeur de la chaleur spécifique du tréhalose témoigne de la transformation de la phase
dihydrate vers la phase T,. Le deuxieme pic de déshydratation, intervenant a 95°C, ne modifie
pas le flux de chaleur réversible. Il serait alors a attribuer & la vaporisation de I’eau non encore
évacuée de I'enceinte du four, et non & la fin de la déshydratation de Tape. Cependant, il
pourrait aussi étre lié a la déshydratation d’une petite fraction de 1’échantillon présentant une
granulométrie beaucoup plus importante que la moyenne, et qui nécessiterait donc un chauffage
plus poussé pour se déshydrater

I’absence de pic dans le flux de chaleur réversible, dans la gamme de températures ot se produit
la déshydratation, prouve que la transition Tomo — T, est progressive et continue pendant

I’ensemble du processus. Contrairement a ce qui a été suggéré, il n’y a pas, au cours de la
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déshydratation, de fusion du tréhalose dihydrate suivie d’une cristallisation vers I’anhydre T,.
Ces résultats corroborent les conclusions tirées des diagrammes de DX de la figure VII.13, qui

suggére un processus de transformation Tom0—> To concomitant au départ des molécules d’eau.

Ces résultats démontrent que la conversion Timo — To s’apparente a une transition
solide — solide gouvernée par la déshydratation. 11 n’y a donc pas de fusion de Tomo suivie d’une
recristallisation vers T,. L’Analyse Thermique Différentielle & modulation de température s’avére
étre un outil efficace pour étudier les processus de déshydratation et les éventuelles transitions de

phase sous-jacentes, masquées par les endothermes de départ d’eau.

2. Stabilité de la phase T, en fonction de ’humidité relative

La technique de Dynamic Vapor Sorption (DVS) nous a permis d’étudier 1évolution de Ta
en fonction du taux d’humidité ambiante. Le DVS mesure les évolutions de masse d’un échantillon
en fonction du degré d’humidité relative (HR). La technique et l’appareil utilisé sont décrits de
maniére plus précise au chapitre II. La phase T, de départ a été obtenué dans ’enceinte du DVS, a
partic d’un échantillon de Tamo déshydraté pendant 3 heures & 50°C, sous 0 % d’HR. Aprés
I’isotherme, I’échantillon déshydraté (transformé en T,) a €té ramené a 25°C, toujours sous 0 %
d’HR. '

L’expérience'constitue un cycle {sorption / désorption} appliqué & la phase T, a 25°C.
L’étape de Sorption consiste & faire augmenter le taux d”humidité relative de 0 % a 90 %, par paliers
de 10 %. L’étape de désorption consiste au contraire a diminuer le taux de HR de 90 % a 0 %,
toujours par paliers de 10 %. Le passage au palier d’HR suivant s’effectue pour I’'une des conditions

suivantes :

- la variation de masse dm/dt de I’échantillon devient inférieure a la limite imposée par
I’expérimentateur (dans le cas présent cette limite est fixée a 5.10" mg/min)

- la durée du palier atteint 6 heures

Les variations de masse de 1’échantillon de T, en fonction de I’humidité relative sont
reportées sur la figure VIL15.
Au cours du cycle de sorption, les variations de masse de I’échantillon, qui se trouve initialement
en phase T, sont symbolisées par les cercles reliés par un trait plein. Des le premier palier, qui
correspond a 10 % d’HR, on note une prise en masse de I’échantillon, nécessairement- due a
I’absorption de I'humidité contenue dans I’atmosphére du DVS. Ce gain de masse atteint 8 % pour

un taux d’HR de 20, et 11 % pour un taux d’humidité relative de 40. L’augmentation de masse de
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11 % correspond exactement a une concentration de deux molécules d’eau par molécule de sucre,
ce qui suggere que le tréhalose T, bascule totalement vers la forme dihydrate Toi0, & un taux d’HR
inférieur a celui de I’air ambiant (généralement compris dans le laboratoire entre 50 et 60 %). Cette
transformation T, — Tano a été confirmée par I'acquisition du diagramme de DX de I’échantillon
réhydraté a I’issue de I’expérience. Il n’est donc pas possible de conserver la forme T, dans les
conditions ambiantes de température et d humidité.

Pendant le cycle de désorption, la diminution du taux d’HR de 90 % a 0 % ne provoque aucune
perte de masse de I’échantillon, méme aux trés faibles HR, sur I’échelle de temps de I’expérience. Il
faut toutefois signaler qu’a la fin de I’expérience, I’échantillon n’est resté qu’une heure sous 0%
d’HR. Ce laps de temps n’est pas suffisant pour pouvoir observer une éventuelle déshydratation de
Tonz0 vers Tg, mais n’exclut pas que cette transformation puisse intervenir au cours d’une isotherme
beaucoup plus longue, a 25°C sous 0 % d’HR. En effet, nous avons observé par ATG qu’a 30°C,

sous balayage d’azote sec, la déshydratation de T nécessitait 20 h d’isotherme.
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Figure VIL 15 :

Cycles sorption/désorption pour les phases anhydres T, et Ty Expériences Magali Sautel, Aventis

Ces résultats de DVS mettent en lumicre le caracteére fortement hygroscopique de la phase

To. A 25°C, sous humidité ambiante, T, cette phase se réhydrate facilement et bascule vers Tyo.

178



Transformations de phases du tréhalose par déshydratation

La durée de vie de Ty dans les conditions ambiantes est donc trés limitée, de sorte que cette phase
doit étre manipulée dans des conditions strictes d’atmosphére séche. La réversibilité de la
transformation Topo — To impose des conditions strictes de manipulation des échantillons de
phase T. ‘

A titre comparatif, la figure VII.15 montre également le résultat de la méme expérience de
DVS, appliquée cette fois a un échantillon de tréhalose anhydre se trouvant en phase Tg. Au cours
de I’étape de sorption, I'expérience DVS ne montre aucune prise de masse de I’échantillon de Tjg
pour des taux d’HR variant de 0 % a 60 %. Cela signifie que la phase Tg peut étre conservée sans
modification sous humidité et température ambiantes, sur 1’échelle de temps de 1’expérience. Pour
des taux d’HR plus élevés, 1’échantillon subit une prise en masse de 11 %, ce qui correspond
exactement a la quantité d’eau nécessaire pour former le tréhalose dihydrate. La conversion T —
Tamo a été vérifiée par DX. L’excés de masse relevé pour 90 % d’HR correspond a un début de
déliquescence du composé. Au cours de I’étape de désorption, le tréhalose Tg ne subit aucune perte

de masse notable ; il reste donc dans sa forme dihydrate.

Ces courbes de DVS mettent en parallele les facultés d’hydratation des phases anhydres T
et T du tréhalose. Ellés montrent que la phase T, se convertit en tréhalose dihydrate beaucoup plus
facilement que la phase Tp. De plus, les structures criétallographiques des phases T21%2O [26,27] et
T [28] sont proches I'une de l’autre. Ces deux résultats indiquent que la phase T, posséde

certainement une structure trés voisine de celle de Tomo.

3. Spectre RMN B dela phase T,

Les pics de Bragg de la phase T, sont beaucoup plus larges que ceux des deux autres phases
stables du tréhalose (cf. figure VII.3). Deux explications sont possibles :
- la phase T, est mal cristallisée. Les raies de Bragg inhabituellement larges pourraient alors étre
I’enveloppe de plusieurs pics de Bragg bien définis

- la phase T, est nanostructurée, ce qui serait compatible avec le mécanisme de transformation

mis en évidence par la figure VII.13.

Nous avons utilisé la RMN *C pour obtenir des informations sur I'ordre intramoléculaire
qui régne dans la phase T,. La figure VII.16.a présente les spectres CPMAS B¢ des phases Tm20,
Tq et Tp, enregistré  25°C sur un spectrométre Bruker ASX400 équipé d’une sonde MAS de 4 mm.
La fréquence de rotation des rotors est de 10 kHz. La phase T, a été préparée par déshydratation de

T2mo sous vide, a 40°C.
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Figure VIL16 :
Spectres RMIN BC des phases Topz0, Ty et Tg enregistrés a 25°C dans les conditions expérimentales décrites au
chapitre I1.

Spectres RMN enregistrés a Tamb : de T, (en trait plein), du tréhalose amorphisé par déshydratation rapide de

Toao (ligne pointillée)

Le spectre de la forme T, présente des caractéristiques qui n’apparaissent ni sur le spectre de

la phase anhydre stable Tg, ni sur celui de la forme dihydrate reportés dans la littérature [28]. Par

exemple, les pics observés pour T, a 70 ppm et 93 ppm, ne sont visibles pour aucune des deux

autres phases. Cela prouve que la structure de T, différe de celles de Ty et Tamo. En outre, on ne

repére aucun €largissement traduisant une fraction amorphe au sein de I’échantillon. Ceci prouve

que la cristallinité de la phase T, est analogue a celle des deux autres phases du tréhalose.

Le spectre de T, est en tous points comparable a celui précédemment publié par Gil et

Belton [29]. On retrouve dans les deux cas trois massifs de pics, attribués dans I’ordre des
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fréquences décroissantes aux déplacements chimiques des carbones impliqués dans la liaison

glycosidique, des autres carbones des cycles, et des groupements CH,OH branchés sur les carbones

6 et 6’. On note également que le spectre de T, ne présente qu’un pic unique, large, entre 58 et 62

ppm, au lieu du doublet observé pour Tamo et Tg. Plusieurs hypothéses peuvent alors étre émises :

- il peut s’agir d’un doublet de pics non résolu

- il peut aussi s’agir d’un échange dynamique entre les deux atomes de carbones : leur fréquence
est tellement rapide que les conditions expérimentales appliquées ne permettent d’en visualiser

qu’une moyenne

- les deux atomes de carbone C6 et C6’ pourraient ne pas €tre équivalents.

La pureté de la phase T, a été discutée par Gil et Belton [29], qui attribuent les asymétries
détectables dans le pied des raies des carbones C1 et C6 a la présence de tréhalose amorphe. Nos
expériences préliminaires (cf. section A) ont montré que la déshydratation du tréhalose pouvait
conduire 4 un anhydre constitué de phase T, et d’amorphe. C’est pourquoi nous avons superposé,
sur la figure VIL.16.b, les spectres de T, et du tréhalose amorphisé par déshydratation rapide de
Tamo. 1l apparait clairement que les asymétries du spectre de T, ne correspondent pas.au spectre
RMN de I’amorphe. Par conséquent, le protocole de préparation de la phase T, utilisé.ici produit

vraisemblablement une phase pure.

Les résultats de RMN "°C exposés ci-dessus aménent deux conclusions principales :
- le spectre de la phase T, se distingue clairement de ceux de Tmo et Tp. En accord avec la
diffraction des rayons X, la phase T, posse¢de donc bien sa structure propre.
- la largeur des pics du spectre de T, est la méme pour les trois phases (excepté pour le pic des
atomes C6). Par conséquent, la largeur inhabituelle des pics de Bragg du diagramme de DX
n’est pas due a une amorphisation partielle ou a une faible cristallinité de T,. Elle serait plutdt

liée 4 une nanostructuration compatible avec le mode de formation de T,,.

4. Stabilité thermique de T,

Une fois formée a partir de Tamzo, la phase T, peut subsister (sous atmosphere parfaitement
séche) sur un domaine de température assez vaste, qui s’étend du domaine sub-ambiant a la
température de fusion T(T,) = 125°C (d’apres des expériences de diffraction des rayons X en

température non exposées ici).

Cette température de fusion constitue une propriété remarquable de cette phase. En effet,

elle se situe juste au-dessus de la température de transition vitreuse T, = 118°C. Cela semble
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indiquer que, méme en dessous de Tg, la phase T, est instable par rapport & I’amorphe. Dans cette
hypothése, la phase T, serait générée dans un état de surfusion, et ne pourrait subsister qu’en raison
de la dynamique trop faible pour permettre les réarrangements structuraux dans ce domaine de
température.

Une autre interprétation possible de la proximité de T(T) avec T, est donnée par la théorie
de Gibbs-Thomson [30]. Les fusions de phases nanostructurées peuvent se trouver déprimées en
température. Dans le cas de la phase T, la largeur des raies de Bragg du diagramme de DX est
compatible avec une taille de cristallites de 20-50 A. On ne peut donc pas exclure que le pic
endothermique observé a 125°C corresponde a la fusion hors équilibre de la phase T,
considérablement déprimée par rapport a ce que serait la température de fusion d’un échantillon

massique.
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B. ETUDE D’UN LYOPHILISAT DE TREHALOSE

La lyophilisation est un procédé de déshydratation couramment employé dans I’industrie
pharmaceutique [31]. Il nécessite la congélation d’une solution aqueuse initiale, puis le séchage du
mélange par sublimation de la glace. Le stockage et la manipulation des formulations
thérapeutiques liquides étant délicats, la lyophilisation est utilisée pour élaborer des formulations
solides, souvent plus stables et plus faciles a conserver que la forme en solution.

Pour les lyophilisations pharmaceutiques, les solutions de départ sont souvent des mélanges
ternaires {principe actif / excipient / eau}. L’excipient est alors utilisé soit comme agent de
structure dont le role est d’augmentér la quantité de matiere séche, soit comme cryoprotecteur

aidant a protéger le principe actif, notamment lors de 1’étape de congélation.

B.1. Cvycle de lvophilisation

Notre étude portant exclusivement sur le tréhalose, nous avons étudié le mélange binaire
{tréhalose / eau} sans adjonction de principe actif. Les lyophilisats ont été préparés & partir d’une
solution contenant 90% d’eau distillée et 10% de tréhalose. Le cycle de lyophilisation appliqué est

résumé sur la figure VIL.17.

P, T
A
congélation . dessiccation dessiccation
P primaire secondaire
30°C
R A
N ' VIIL.17
-G
' — T échantillon
i -
e 1 plateau
200 pbar e Pressiom
cristallisation :
de la elace e
50 ubar >
temps

Figure VIL 17 :
Cycle de lyophilisation utilisé pour la préparation des lyophilisats de tréhalose. On y distingue les étapes successives

de congélation et de séchage (dessications primaire et secondaire). Lyophilisats préparés par Aurélia Chevallier,

Aventis Pharma.
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La courbe en traits pleins représente la réponse de I’échantillon aux sollicitations extérieures
que sont la température et la pression. Le processus de lyophilisation se décompose en trois étapes :
- Tétape de congélation de la solution, qui consiste & refroidir le systéme a - 45°C, et a le
maintenir a cette température pendant 2 h

- I’étape de dessiccation primaire, qui vise a sublimer la glace contenue dans le mélange. Cette
étape consiste en une isotherme a ~9°C, sous 200 pbar de pression, pendant 15 h

- I’étape de dessiccation secondaire, qui complete le séchage du lyophilisat. 1.’échantillon est

amené a 30°C, puis maintenu a cette température pendant 15 h, sous une pression de 50 pbar

B.2. Caractérisation visuelle des lyophilisats de tréhalose

Une inspection visuelle des lyophilisats indique que ceux-ci sont de couleur blanche,
apparemment homogenes. Le volume occupé par le lyophilisat est le méme que celui de la solution
initiale, ce qui laisse penser que les phénoménes de « collapse» (I’effondrement de la
microstructure du lyophilisat) [32] ont ¢été évités. Le caractére « non collapsé » d’un lyophilisat est
un critére extrémement important pour juger de sa qualité et de sa stabilité.

La Microscopie Electronique 4 Balayage (MEB) se révele €tre une technique de choix pour
évaluer la qualité de la texture des lyophilisats au niveau microscopique. Les photos VII.1 et VII.2
montrent que les lyophilisats de tréhalose présentent une texture peu dense mais trés homogeéne. On
ne reléve pas sur ces clichés de zone de collapse, ce qui prouve que la microstructure des

lyophilisats de tréhalose est de bonne qualité.

Photos VIl.1 et VIIL2 :

Lyophilisats de tréhalose photographiés par MEB. La texture est alvéolée et peu dense, mais homogéne. Aucune zone

d'effondrement n’apparait sur les clichés. Photos de Sophie Noél, Aventis Pharma.
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B.3. Caractéristiques structurales et thermodynamiques d’un lyophilisat

de tréhalose

La figure VIL18 présente le diagramme de DX et le thermogramme enregistré a 5°C/min
d’un lyophilisat de tréhalose. Le thermogramme de I’échantillon vitrifié par sous refroidissement du

liquide est donné a titre comparatif.
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Figure VII 18 :
a. diagramme de DX d'un lyophilisat de tréhalose, enregistré sur plaquette a Ty
en traits pleins : thermogramme du tréhalose lyophilisé, enregistré au chauffage a 5°C/min. En pointillés :
thermogramme du verre de liquide, enregistré dans les mémes conditions

c. signature ATG du lyophilisat de tréhalose, enregistré au chauffage a 5°C/min
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[’absence de pics de Bragg sur le diagramme de la figure V1I.18.a et I’existence d’un halo

de diffusion indiquent que le lyophilisat est complétement amorphe. Le thermogramme

correspondant (figure VII.18.b) présente quatre accidents enthalpiques distincts :

un large endotherme qui s’étend de 10 a 90°C. Le domaine de température de ’endotherme
correspond exactement au domaine sur lequel on mesure, par ATG, une perte de masse de 1%
(figure VIL.18.c). L’endotherme observé en ATD est donc attribué a 1’évaporation d’eau
résiduclle n’ayant pas été évacuée par les deux étapes de séchage du cycle de lyophilisation.
Cette teneur en eau résiduelle n’est que de 1%, ce qui est relativement faible. A titre d’exemple,
un lyophilisat de maltose préparé dans les mémes conditions, contient environ 3 % d’eau
résiduelle [32]. Le diagramme de DX de la figure VII.18.a ne présente pas de pic de Bragg. Ceci
indique que I’eau présente dans 1’échantillon ne provoque pas la cristallisation de Tamo

un saut de Cp qui intervient a 118°C. Il est analogue & celui observé pour le verre de liquide,
dont le thermograrﬁme énregistré dans les mémes conditions est donné sur la figure VII.18.b a
titre comparatif. La présence de ce saut de C, montre que la lyophilisation du trehalose conduit
a un amorphe vitreux. .

un pic exothermique a 190°C, de tres faible enthalpie (1.35 J/g) attribué & la recristallisation
d’une partie du lyophilisat amorphe vers la phase cristalline la plus stable a cette température, la
phase anhydre Tg . '

un Iéger endotherme a 210°C, d’enthalpie 2.16 J/g. Ce pic correspond a la fusion finale de la
totalité du tréhalose ayant recristallisé au chauffage. L’enthalpie de ce pic est trés faible
comparativemenf a 1’entHalpie de fusion du tréhalose Tg (150 J/g). Elle indique que seul 1.5 %

de I’échantillon cristallise et fusionne au réchauffage.

Ces résultats démontrent que la lyophilisation du tréhalose conduit a la formation d’un

amorphe vitreux. La transition vitreuse du lyophilisat se situe a 118°C, tout comme celle des

amorphes issus de la trempe thermique ou du broyage de Tg. La comparaison des propriétés des

différents amorphes fait 1’objet du chapitre VIIL. D’un point de vue pratique, et dans "optique de la

lyophilisation de systémes ternaires {principe actif / disaccharide / eau}, la formation d’une matrice

amorphe minimise les risques d’altération du principe actif pendant ’étape de congélation. En

conséquence, le caractére amorphe du lyophilisat de tréhalose lui confére potentiellement des

applications pharmaceutiques en tant qu’excipient cryoprotecteur. Sa faible teneur en humidité

résiduelle (1 %), sa température de transition vitreuse élevée (118°C), et sa bonne tenue mécanique

constituent autant d’avantages appréciables pour la cryoprotection. Toutefois, son caractére

amorphe, et son hygroscopicité potentielle peuvent aussi €tre & I'origine de recristallisations non

souhaitées pendant le stockage.
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Conclusion

L.’étude de la déshydratation du tréhalose dihydrate a révélé deux transformations possibles :
soit une transition vers la forme cristalline métastable T, soit 1’amorphisation. L.’ensemble des
transformations étudiées ayant eu lieu en dessous de T, on assiste dans le deuxiéme cas a une réelle
vitrification a I’état solide. La dualité {amorphe / phase T,} dans le produit anhydre obtenu dépend
des conditions expérimentales appliquées. L’utilisation de protocoles expérimentaux soigneusement
controlés nous a permis de clarifier une situation confuse. Nous avons pu établir les conditions de
formation de ’amorphe et de la phase T,. Nous avons également déterminé avec précision la
température de transition vitreuse de I’amorphe obtenu par une déshydratation « rapide », et la
température de fusion de la phase T,, obtenue par une déshydratation « lente ».

Les caractéristiques de I’amorphe obtenu par déshydratation seront €tudiées au chapitre
suivant. La phase T, dont la structure n’est pas résolue a ce jour, est trés fortement hygroscopique
et présente une apﬁtude a se reconvertir rapidemenf en tréhalose dihydrate, a température et
humidité ambiantes. Elle est donc trés difficile & isoler et 2 manipuler. Son spectre RMN °C
présente des pics fins, qui témoignent d’une cristallinfté comparable a celle de la phase anhydre
stable Tg. La largeur inhabituelle des raies de Bragg observées par DX serait donc attribuable a une
nanostructuration de T,. Cette hypothese est compatible avec le mode de formation de- cette phase
révélé par DX : T, apparait de maniére erratique dans les zones de I’échantillon déshydratées, au
moment méme de leur déshydratation. Le fait que cette phase métastable fusionne a 125°C,
immédiatement aprés la transition vitreuse, souléve des interrogations. Il s’agit en particulier de
savoir si ce comportement provient d’une dépression de T{(T,) par effet Gibbs-Thomson da a la
nanostructuration, ou si Ty est générée hors de son domaine de stabilité, et maintenue dans un état
de surfusion jusqu’a ce que la mobilité moléculaire lui permette de fondre.

La recherche des paramétres de contrdle du processus de déshydratation nous a amené a
étudier les effets de la température et du débit des molécules d’eau qui s’évacuent des cristaux de
Tomo. Pour accéder a ce dernier paramétre, nous avons mis au point une méthode d’analyse
originale des résultats d’ATG. I ressort de ces travaux que la température de déshydratation ne
contrble pas, a elle seule, la nature de ’anhydre obtenu. Le débit des molécules d’eau semble étre
déterminant lors de déshydratations au chauffage. En revanche, pour des déshydratations
isothermes, le ralentissement des cinétiques observées aux hautes températures ne permet pas
d’affirmer que le débit soit le seul paramétre pertinent. En outre, d’autres études ont prouvé

Iinfluence de paramétres extérieurs, telles la granulométrie des échantillons [23,24] ou les effets de
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pression [19]. Les processus de déshydratation sont donc vraisemblablement gouvernés par un
ensemble complexe de parameétres qu’il reste a définir et a étudier de maniére systématique.

Enfin, la lyophilisation du tréhalose s’est révélée étre une autre voie d’amorphisation de ce
disaccharide. Les lyophilisats ont été étudiés du point de vue de leur microstructure et de leur
comportement au réchauffage. Ils sont exempts de zones de collapse, et totalement amorphisés. Les

caractéristiques dynamique de cet amorphe seront détaillées au chapitre VIIL
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Etude comparée des propriétés structurales et

dyvnamiques du tréhalose amorphisé par quatre voies

indépendantes







Etude comparée des propriétés des différents amorphes de tréhalose

Les résultats exposés dans les chapitres précédents montrent qu’il existe plusieurs voies
d’amorphisation indépendantes du tréhalose. Nous en avons étudié quatre : la trempe thermique de
la phase liquide, la déshydratation de Tamz0, la lyophilisation et le broyage mécanique de la forme
anhydre Tg. La possibilité, pour un méme composé, d’atteindre 1’état amorphe par différentes voies
completement indépendantes constitue une particularité originale, qui confere au tréhalose un
intérét considérable pour I’étude de I’état amorphe. 1l s’agit notamment de savoir si la structure
locale, la stabilité, et la dynamique des amorphes obtenus sont identiques quelle que soit la méthode
d’amorphisation, ou si au contraire, on génére de nouvelles situations de polyamorphisme
comparables a celles observées par exemple dans le triphénylphosphite [1,2] ou la glace [3].

D’autre part, la caractérisation de I’état amorphe lui-méme s’inscrit comme une étape
indispensable dans la compréhension des propriétés bioprotectrices du tréhalose. L hypothése de la
formation de couches de tréhalose amorphe autour des molécules vivantes a été envisagée comme
méce.misme de biopréservation [4,5]. L’Annexe 2 propose un récapitulatif des différentes
possibilités suggérées pour expliquer I’action bioprotectrice du tréhalose. Par ailleurs, la mobilité
moléculaire dans les amorphes est un parameétre important pour !’industrie pharmaceutique,
puisqu’elle influence directement la stabilité des matériaux. .

L’objet de ce chapitre est de comparer les propriétés des amorphes issus de la trempe
thermique, du broyage mécanique, de la lyophilisation et de la déshydratation du tréhalose. La
section A sera consacrée a la comparaison des caractéristiques structurales des différents amorphes,
fondée sur les résultats expérimentaux de Résonance Magnétique Nucléaire. Dans la section B,
nous étudierons les propriétés dynamiques du tréhalose dans le domaine métastable, puis dans le
domaine vitreux en section C. Les techniques expérimentales mises en ceuvre sont la spectroscopie

diélectrique et la spectroscopie de chaleur spécifique. L’ensemble des résultats sera discuté en

section D.

A. CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DU TREHALOSE
AMORPHISE PAR DIFFERENTES VOIES

Les diagrammes de Diffraction des rayons X des amorphes, présentés dans les chapitres
précédents, se caractérisent tous par un halo de diffusion et I’absence totale de pic de Bragg. Il est
difficile de déduire de plus amples informations sur I’ordre local dans ces amorphes. L.a RMN °C,
au contraire, permet de sonder les déplacements chimiques des atomes de carbone, et donc d’étudier

la structure intramoléculaire.
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La figure VIIL1 rassemble les spectres RMN °C, enregistrés a Tum dans les conditions
expérimentales décrites au chapitre II, du tréhalose amorphisé par déshydratation, par trempe
thermique de la phase liquide et par broyage mécanique. Le spectre du tréhalose Tp cristallin est

reporté a titre comparatif.

VIIL1 I RMN, B¢

| déshydraté

liquide trempé

W \» T, broyé 30 h
W&W‘W f »*1“4";"’1» \J"ﬂ ‘Xf"tgﬁ“"W\J M .,&m,;’ai& JM}
T T T T T T T T T T T T T

10000 5000 0 -5000

Fréquence (Hz)

Figure VIIL 1 :

De haut en bas : Spectres RMN du tréhalose amorphisé par déshydratation de Tapz, sous refroidissement de la phase

liquide et broyage de T pendant 30 h

Les spectres RMN de la figure VIIL.1 permettent d’accéder a la structure intramoléculaire du
tréhalose amorphe, en sondant les déplacements chimiques de chacun des atomes de carbone de la
molécule. Les spectres présentent des similitudes évidentes : on retrouve pour tous les amorphes les
trois massifs de pics détectés sur le tréhalose cristallin, qui correspondent respectivement a la
liaison glycosidique, aux cycles glucose et aux groupements latéraux [6]. L étalement fréquentiel de
ces trois pics larges est le méme quelle que soit la voie d’amorphisation utilisée. Ceci suggére que la
distribution des déplacements chimiques est la méme pour les trois amorphes, et permet au passage
de vérifier que la dégradation thermique du verre de liquide est tout a fait négligeable.

En résumé, aucune différence entre les échantillons de tréhalose amorphisés par différentes

voies n’a pu étre mise en évidence ni par RMN ni par DX, ce qui peut signifier :
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- qu’il n’y a pas de différence structurale entre les quatre amorphes étudiés
- qu’il existe des différences structurales, mais qu’elles interviennent sur une échelle non

compatible avec celle des techniques expérimentales utilisées ici.

La figure VIIL2 regroupe les thermogrammes de quatre échantillons de tréhalose
amorphisés par déshydratation, broyage, lyophilisation et trempe thermique du liquide. Ces

thermogrammes ont été enregistrés dans les mémes conditions, lors d’un chauffage a 5°C/min.

VIII.2 ATD
— s

WAt .

lyophilisat

Flux de chaleur (u.a.)

liquide

trempé 4o
T T T T T T 1 T T T 7 T 1

60 80 100 120 140 160 180 200

Température (°C)
Figure VIIL2 :

Thermogrammes enregistrés au chauffage a 5°C/min d’échantillons de tréhalose amorphisés par déshydratation rapide

de Typo, broyage prolongé de Tg lyophilisation et trempe thermique du liquide.
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Deux types de comportements apparaissent :

- les amorphes issus du broyage prolongé de Ty et de la déshydratation de Tamp0 recristallisent
vers la phase anhydre Tg. Dans le cas de I’échantillon broyé, la recristallisation peut étre
attribuée a la présence résiduelle, aprés le broyage, de germes de la phase T initiale. En
revanche, cette raison ne peut étre invoquée pour I’amorphe issu de la déshydratation,
puisque la phase initiale (Tom0) n’est pas celle vers laquelle a lieu la cristallisation au
chauffage (Tp)

- les amorphes issus de la trempe thermique du liquide ou de la lyophilisation ne
recristallisent quasiment pas au réchauffage (seul 1.5 % du lyophilisat cristallise).

Les amorphes issus des phases cristallines semblent donc plus organisés localement, ce qui favorise
leur recristallisation. Ceci tend a prouver qu’il existe dans I’amorphe une réminiscence de la

structure initiale du composé, qui induirait des différences d’ordre local entre les différentes phases.

En conclusion, les signatures DX et RMN des amorphes pféparés de différentes maniéres ne
fournissent pas d’élément significatif permettant de les différencier d’un point de vue structural.
Toutefois, les thermogrammes des échantillons amorphisés semblent montrer que ces différences
existent, dans la mesure ot le comportement de 1’échantillon au réchauffage n’est pas le méme si

I’amorphe a été obtenu a partir d’une phase liquide ou a partir d’une phase solide.

B. MOBILITE MOLECULAIRE DU TREHALOSE DANS LE DOMAINE
METASTABLE

Malgré I’abondance des études ‘concernant le tréhalose, on dénombre trés peu
d’investigations de la mobilité moléculaire du tréhalose pur. En effet, la plupart des études publiées
jusqu’a présent concernent la dynamique du systeéme {tréhalose / eau} [7,8]. Les études portant sur
le tréhalose pur sont beaucoup moins nombreuses, et présentent une grande disparité de résultats. A
titre d’exemple, Sussich et al. ont récemment mentionné des valeurs de I’indice de fragilité m (voir
chapitre I1, équation 11.9) comprises entre 60 et 180 [9].

Nous présentons ici une étude comparative de la mobilité moléculaire dans le tréhalose
amorphisé par trempe thermique, lyophilisation, broyage et déshydratation. Cette étude a nécessité
I"utilisation conjointe de deux techniques spectroscopiques : la spectroscopie de chaleur spécifique
et la spectroscopie diélectrique. Nous avons ainsi pu sonder la dynamique du tréhalose amorphe sur

une large gamme de température, de part et d’autre de la transition vitreuse située a T, = 118°C.
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Nous présenterons successivement les résultats obtenus par spectroscopie di¢lectrique, puis de

chaleur spécifique. L. ensemble de ces résultats sera analysé au paragraphe B.3.

B.1. Spectroscopie diélectrique

> Protocole expérimental

L’échantillon de tréhalose amorphisé par sous-refroidissement du liquide a été préparé
directement sur une cellule interdigitée. Les autres méthodes d’amorphisation produisant des
échantillons poudreux, ces derniers ont été compressés a la presse hydraulique, de maniére a obtenir
des pastilles homogenes adaptées a la géométrie des cellules de type « condensateur plan » (voir
chapitre 11, § B.8). Nous avons pris soin de nous assurer que la compression des échantillons était
suffisante pour produire des pastilles homogenes sans altérer les propriétés diélectriques des
échantillons. Par ailleurs, les expériences se sont toutes déroulées sous un balayage d’azote sec,

pour éviter les risques d’absorption d’eau par la poudre, spécialement aux basses températures.

> Résultats

Pour déceler la présence des relaxations principales, nous avons d’abord effectué des
acquisitions isochrones, au cours d’une rampe a 1°C/min, de 180 a 100°C. Le domaine fréquentiel

couvert s’étend de 1 Hz 4 2.10° Hz.

» [ iguide sous refroidi

La figure VIII.3 présente, pour le liquide sous refroidi, l’évolﬁtion de la partie imaginaire
de la permittivité diélectrique, er(®), en fonction de la température. Seules les courbes
correspondant aux plus hautes fréquences, & savoir 2.10° Hz, 10° Hz et 7.10* Hz présentent un pic
de relaxation correspondant a la relaxation primaire ou relaxation a. Le pic est d’autant mieux
résolu que la fréquence est élevée, et son maximum se décale vers les hautes températures (T =
149°C & 7.10* Hz, et 152°C 4 2.10° Hz). Aux plus basses fréquences, les courbes e1(w) montrent
une contribution de conductivité tellement importante qu’elle masque le processus de relaxation o :
a 3.10* Hz et 10° Hz, la relaxation n’apparait qu’au travers d’un épaulement sur le signal de
conductivité. Aux fréquences inférieures & 10* Hz, il est impossible de détecter le processus de
relaxation diélectrique o. 11 faut également signaler qu’une telle conductivité géne

considérablement la réalisation de mesures isothermes.
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8”(0 (T)

110 120 130 140 150 160 170

Température (°C)

Figure VIIL3 :
Evolution en température de la partie imaginaire de la permittivité diélectrique du tréhalose amorphisé par trempe
thermique. L'expérience a été effectuée lors d'un refroidissement a 1°C/min. La réponse diélectrique de I'échantillon

est fortement perturbée par une importante contribution de la conductivité.

=  (Cas des amorphes préparés par lyophilisation, brovage et déshydratation

L’étude des relaxations diélectriques au-dessus de T, n’a pas pu étre réalisée pour les trois
autres échantillons. La tenue mécanique des pastilles n’étant pas satisfaisante au chauffage, nous

n’avons pas obtenu de signal diélectrique exploitable.

B.2. Spectroscopie de chaleur spécifique

L’ATD & modulation de température offre la possibilit¢ d’explorer un domaine de
fréquences compris entre 0.01 Hz et 0.1 Hz. Cette technique permet donc de sonder les modes de
relaxations enthalpiques au voisinage de la transition vitreuse, pour laquelle les temps
caractéristiques de relaxation sont de I’ordre de 100 s.

Nous avons appliqué le méme protocole expérimental aux quatre échantillons. Les données
ont été enregistrées au cours de balayages en température, allant de 145°C a 95°C a la vitesse de
0.1°C/min. Travailler au refroidissement permet d’éviter les effets de rattrapage enthalpique

caractéristiques des verres vieillis. En outre, la vitesse de refroidissement extrémement lente permet
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d’éviter les effets de distorsion du signal déja discutés [10]. Chaque rampe de température
correspond a une période de modulation P = 2n/w différente. Pour chaque période (20 s, 40 s, 60 s,
80 s et 100 s), ’amplitude A de la modulation a été ajustée de maniere a ce que I’amplitude de la
perturbation soit ]a méme & chaque fréquence de balayage : Aw = 1/100°C.s™". Les expériences ont
été réalisées sous balayage d’hélium, afin de prévenir toute hydratation des amorphes.

La figure VIIL.4 présente les parties réelle et imaginaire de la chaleur spécifique complexe
C;(T), respectivement notées Co(T) et Co(T), en fonction de la température (VIIL.4.a: verre de

liquide, VIII.4.b : Tp broyée 30 h, VII1.4.c : Tomo déshydraté et VIII.4.d : lyophilisat).

VIIL.4.b

Cy(M .g'.°ChH

2.0 0.4

110 115 120 125 130

ViIlL4.c

C'o(T) (J.g1.°CY)

| I
110 115 120 125 130 110 115 120 125 130

Température (°C) Température (°C)

Figure VII1. 4 :
Spectroscopies de chaleur spécifique pour les amorphes issus de la trempe du liquide (VIII.4.q), du broyage de

T (VIILA4.b), de la déshydratation (VII4.c) et de la lyophilisation (VI 4.d). Les courbes ont été enregistrées au
refroidissement, a 0.1°C/min. Elles correspondent & des périodes de modulation de 100 s, 80 s, 60 s, 40 s et 20 s dans

["ordre croissant des températures.
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Les courbes C(';(.T) -présentent des pics dont les maxima, situés aux températures T,
coincident avec les points d’inflexion de courbes C('O(T). La température T, qui augmente avec ,
est la température a laquelle le temps de relaxation caractéristique du matériau, t(Ty), est le plus
probable. L’évolution en température des courbes Co(T) indique que le temps caractéristique de
relaxation du tréhalose amorphe augmente quand la température diminue. Les quatre échantillons
de la figure VIIL.4 présentent un comportement similaire. La dépendance en température du temps

caractéristique de relaxation enthalpique est mise en évidence sur le diagramme d’Arrhenius de la

figure VIILS.
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Figure VIILS :

Diagramme d’Arrhenius regroupant les données d’ATD a modulation pour les quatre amorphes de tréhalose.

Les similitudes de comportement relevées sur la figure VIIL.4, apparaissent maintenant de
maniére claire sur la figure VIILS5 : I’évolution en température du temps de relaxation est la méme
pour les quatre amorphes. Compte tenu de I’étroitesse du domaine de fréquence étudié, le temps
caractéristique de relaxation suit une évolution arrhenienne, a savoir :

(T,) =19 exp(-;—] (VIIL1)

@

200



Etude comparée des propriétés des différents amorphes de tréhalose

Les paramétres E et 1o de I’expression d’ Arrhenius sont reportés dans le tableau VIIL.1 :

E (K) Log(to (5)) T, (°C)
Liquide trempé 96153 -105 116.8
Tp broyé 30 h 90679 -99 116.0
Tamo déshydraté 85415 -85 115.8
Lyophilisat 98739 -113 116.1

Tableau VIIL1 :
Paramétres E et 1y de la loi d’Arrhenius, et température de transition vitreuse déduite du diagramme VIIL5 par

extrapolation a T =100 s.

Le préfacteur 1o de la loi d’Arrhenius correspond au temps de relaxation a température
infinie ; il est généralement de I’ordre de 10 s. Les valeurs de E et 7o du tableau VIIL1 n’ont donc
visiblement pas de sens physique. Elles indiquent seulement que la dépendance en_ltempérature du
temps de relaxation du tréhalose amorphe doit étre fortement non arrhenienne. Par contre,
’extrapolation des résultats de la figure VIIL.5 permet de déterminer la température de transition
vitreuse Ty, qui correspond au temps caractéristique de relaxation ©(Tg) = 100 s. Les valeurs de T,
déduites du diagramme d’Arrhenius sont également reportées dans le tableau VIIL1. Elles varient
de 115.8°C 4 116.8°C, et sont donc remarquablement proches pour les quatre amorphes. La valeur
moyenne T, = 116.2°C est tout a fait comparable a la température de transition vitreuse mesurée par
ATD conventionnelle (118°C & 5°C/min), ce qui atteste de la cohérence des temps de relaxation

mesurés par spectroscopie de chaleur spécifique.

B.3. Analyse des résultats

> Caractére non arrhénien des relaxations

Il a été démontré que la spectroscopie de chaleur spécifique permettait d’évaluer le caractére
non arrhenien des relaxations, en fournissant une mesure de I’indice de fragilité m [11]. Nous
I’avons vérifié avec I’exemple de la fanansérine (chapitre III, section D). Cette propriété est
particuliérement intéressante dans le cas du tréhalose : la spectroscopie diélectrique est fortement
génée par la conductivité, et ne fournit pas suffisamment de points expérimentaux pour pouvoir
utiliser la loi VFT (chapitre II, équation I1.8).

Le tableau VIIL.2 regroupe les valeurs des indices de fragilité des amorphes de tréhalose,

déduites des résultats de la figure VIIL.5. Les indices de fragilit¢ (m = 102-107) sont sensiblement
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les mémes pour les quatre échantillons. La valeur élevée de m (105 en moyenne) témoigne du
caractére trés fragile du tréhalose, indépendamment de la voie d’amorphisation empruntée.
L’évolution des temps caractéristiques des relaxations principales est donc fortement non

arrhenienne, comme on pouvait le prévoir d’apres les valeurs d’affinement du tableau VIII.1.

Indice de fragilité Coefficient de non
m exponentialité By
Liquide trempé 107 0.30
Tg broyé 30 h 102 0.39
Tamo déshydraté 102 0.40
Lyophilisat 109 0.43

Tableau VIII.2 :
Indice de fragilité m et coefficient de non exponentialité Py du tréhalose amorphisé par différentes méthodes,

calculés a partir des données de spectroscopie de chaleur spécifique.

» Caractére non exponentiel des relaxations

11 a été montré [12,13] que les seules données de spectroscopie de chaleur spécifique
pouvaient fournir une estimation du caractere non exponentiel des relaxations, au moyen de
I’exposant de non exponentialité Bxww de la loi de Kolrausch-Williams-Watts (voir chapitre II,
équation 11.10). Les exposants de non exponentialité ont été déduits des courbes d’ATD modulée
correspondant a une période de 100 s, selon la méthode proposée en référence [12]. Les valeurs de
Bxww sont toutes tres inférieures a I'unité (0.3 < Bxww <0.43), et traduisent le caractere fortement
non exponentiel des relaxations. Ce résultat est cohérent avec les valeurs élevées de m. Bohmer et
al. ont montré que le caractére non exponentiel des relaxations était d’autant plus marqué que la
dynamique du systéme vitrifiable s’écartait du comportement arrhenien [14]. En d’autres termes, les
composes tres fragiles présentent le plus souvent des coefficients Bxww faibles. Le tréhalose suit
donc cette tendance quelle que soit la voie d’amorphisation empruntée.

Le tableau VIII.2 montre que les valeurs de Bxww pour les amorphes issus du broyage, de la
déshydratation et de la lyophilisation sont relativement proches, voisines de 0.4. Par contre,
[’amorphe obtenu par trempe thermique du liquide, avec un coefficient de non exponentialité égal a
0.3 semble se distinguer des amorphes obtenus par voies non thermiques. Ce point remarquable sera

discuté en section D.
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» Conclusions

En conclusion, la réalisation d’une spectroscopie diélectrique du tréhalose amorphe, au-
dessus de Tg, pose deux problémes majeurs :

- pour les échantillons poudreux compactés, un manque de tenue mécanique de la pastille a
haute température qui empéche les mesures diélectriques

- pour le verre de liquide, une contribution trés forte de conductivité qui masque les
relaxations primaires.

Les données recueillies pour le liquide trempé ne sont pas suffisamment nombreuses pour
compléter de maniére satisfaisante le diagramme d’Arrhenius de la figure VIILS, et permettre
’affinement sur une loi de Vogel-Fiilcher-Tamman rendant compte de la déviation des temps de
relaxation par rapport au comportement arrhenien. Toutefois, la figure VIIL6, qﬁi regroupe pour le
liquide trempé les temps de relaxation issus des deux spectroscopies montre que les données d’ATD
a modulation prolongent celles de I’analyse diélectrique, et que I’évolution globale des temps de
‘relaxation mesurée par ces deux méthodes est cohérente. Ceci prouve également que les modes qui

interviennent dans la relaxation diélectrique sont aussi impliqués dans les relaxations enthalpiques.

VIIL.6 - p G109 o
g
2 T . ::l ......................................
- ﬁ{ ATD
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L] |
g0 2 |
2 [
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i . |
=" spectroscopie I
6o o diélectrique !
T ! T | J I '
24 25 2.6
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Figure VI 6 :

Diagramme d’'Arrhenius du tréhalose liquide, construit. & partir des données d’ATD a modulation (o) et de
spectroscopie diélectrique ([)). La ligne pointillée est un guide pour l'eil | elle permet de juger de I'alignement des

points issus des deux techniques spectroscopiques utilisées.
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L.’évaluation des caractéristiques de la mobilité moléculaire du tréhalose dans le domaine
métastable repose donc entiérement sur les résultats de spectroscopie de chaleur spécifique. Cette
technique montre que les relaxations enthalpiques dans les quatre amorphes testés présentent les
mémes propriétés, a savoir un indice de fragilité tres élevé (m = 102 - 107) et des relaxations

fortement non exponentielles. -

C. MOBILITE MOLECULAIRE DU TREHALOSE DANS LE DOMAINE
VITREUX

Les relaxations dites « secondaires » témoignent de la mobilité moléculaire résiduelle dans
I’état vitreux. Elles peuvent provenir de mouvements relaxationnels localisés de certains
groupements atomiques [15], ou au contraire impliquer I’ensemble de la molécule. Ce dernier cas
correspoﬁd aux relaxations de type « Johari-Goldstein » (JG) dont ’origine n’a pas encore été
clairement identifiée [16]. Par ailleurs, ces relaxations sont également susceptibles de jouer un rdle
actif dans la biopréservation, en conditionnant la stabilité du systéme.

Nous présentons dans cette section les résultats d’analyse diélectrique recueillis sur le
tréhalose vitreux. Les spectres sont décrits en détails pour le verre de liquide, et plus succinctement

pour les amorphes obtenus par les autres voies.

C.1. Cas du liquide sous refroidi

> Mise en évidence des relaxations secondaires

Nous avons effectué sur le verre de liquide des mesures isochrones, au cours d’un balayage
en température a 1°C/min, de 180°C a - 120°C. La figure VIIL7 présente la partic imaginaire de la
permittivité diélectrique complexe, enregistrée pour 5 fréquences différentes comprises entre 30 Hz
et 300 kHz.

Les courbes s;(T) montrent clairement des pics de relaxation dont le maximum se décale
vers les hautes températures quand la fréquence augmente. Ceci traduit la présence de relaxations
secondaires dans le tréhalose vitreux, qui témoignent d’une mobilité moléculaire résiduelle
importante, 200°C en dessous de T,. Tous les spectres di€lectriques de la figure VIIL.7 montrent une
composante de conductivité a haute température. A 300 kHz, la courbe g4(T) présente un pic
principal, signe d’une relaxation secondaire, dont le maximum se situe a 20°C. Elle montre aussi un

deuxiéme pic qui se présente sous la forme d’un épaulement & 150°C, et qui correspond 4 la trace de
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la relaxation primaire o. Pour les autres fréquences, seul le pic caractéristique des relaxations
secondaires apparait sur les spectres. A 30 Hz et 300 Hz, on distingue dans le pied du pic principal
une deuxiéme composante, d’amplitude beaucoup plus faible, qui signale I’existence d’un deuxiéme
processus de relaxation secondaire. Ce deuxiéme pic apparait clairement a 30 Hz ; son maximum
est situé a 10°C. A 300 Hz, les pics sont beaucoup moins séparés, et le processus de moindre

amplitude ne se manifeste qu’au travers d’un épaulement a 25°C.

1.0

e o(T)

0.0 T i T ] - T T — T I T T T

Température (°C)

Figure VIIL7 :

Partie imaginaire de la permittivité diélectrique enregistrée au cours d’un refroidissement a 1°C/min. Les specires
« basses fréquences » (30 et 300 Hz) laissent apparaitre deux pics distincts, qui révélent |'existence de processus de

relaxation multiples.

> Etude diélectrigue des relaxations secondaires

La présence de processus de relaxations secondaires multiples, suggérée par les résultats de
la figure VIIL.7 nous a amené & procéder a une série d’expériences isothermes sur le tréhalose
vitrifié par trempe. Nous avons exploré un domaine de température allant de —110°C a 52°. Les
isothermes ont été effectuées tous les 10°C, de —110 & 0°C, puis par pallier de 4°C, de 0 a 52°C. Au
cours de chaque isotherme, 22 fréquences comprises entre 3.107% et 3.10° Hz ont 6té balayées.

La figure VIILS. présente les courbes e1() enregistrées sous Tg, pour le liquide trempé.
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g"'T(w)

e'r(m)

) 8”"[‘(0))

a.  partie imaginaire de la permittivité diélectrique en fonction de la fréquence, enregistrée lors de trois isothermes &
8°C, 32°C et 52°C. Elle montre deux processus de relaxations secondaires distincts, ainsi qu'un fort signal dii & la

conductivité. Les cercles représentent les points expérimentaux, et les courbes en traits pleins les affinements

VIIL.8.a
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Figure VIII 8v N

réalisés sur yne combinaison d'expressions de Cole et Cole.

b, Affinements pour les isothermes allant de 8°C a 52°C. La conductivité a été soustraite pour permettre I’observation

des deux processus de relaxation

¢.  Isothermes comprises entre —80°C et 0°C
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Elle montre I’évolution en fréquence de la partie imaginaire de la susceptibilité diélectrique
du tréhalose sous-refroidi, a trois températures : 8°C, 32°C et 52°C. Les spectres présentent :

- un processus prédominant, a haute fréquence, que nous appellerons « PB;», qui est
clairement visible a 8°C, mais se décale hors de la fenétre fréquentielle accessible pour des
températures plus élevées

- un deuxiéme processus de plus faible amplitude, que nous appellerons « 3, », qui intervient
a plus basse fréquence que le processus f3;

- une contribution importante de la conductivité, qui géne la détection des processus de
relaxation aux basses fréquences. Ce phénomene est particuliérement marqué aux

températures supé€rieures a 32°C.

Les pics correspondant aux relaxations secondaires €tant symétriques, les affinements ont
été réalisés avec une combinaison de deux fonctions de Cole et Cole (cf. chapitre I, section C), a
laquelle a été ajéuté un terme rendant compte de la conductivité :

* 2 £y ~ £y :
£ (@)= | Euwi + 22 |4+ O omitues (VIIL2)
1 1+ (ot )%
Les affinements sont représentés en traits pleins sur la figure VIIL8 ; ils sont en parfaite adéquation
évec les résultats expérimentaux. La contribution de la conductivité a ensuite été retirée du signal
fotal, afin de rendre les processus de relaxatiops secondaires plus visibles. Les données recueillies a
« haute température », ¢’est-a-dire entre 8°C et 52°C, par paliers de 4°C, sont reportées sur la figure
VIIL.8.b, et les données recueillies a « basse température », soit entre —110°C et 0°C, par paliers de
10°C, sont représentées sur la figure VIII.8.c.

A haute température (figure VII1.8.b), I’observation des relaxations « ; » est empéchée par
la limite haute fréquence de ’analyseur diélectrique. En revanche, le processus P apparait trés
clairement aux basses températures. Le fait que ce processus n’ait pu étre détecté qu’aux basses
températures (avec notre appareil), suggére qu’il soit faiblement activé. Le deuxiéme processus,
noté B, intervient a plus basses fréquences ; il est aussi de plus faible amplitude que le processus
Bi. Le décalage en fréquence des pics de relaxation est plus marqué pour le processus B; que pour le

processus B, ce qui suggere que son énergie d’activation E; est supérieure a E;.

»  Caractéristiques du processus de relaxation [3;

Le processus de relaxation B; se caractérise par des pics symétriques dont la largeur a mi-
hauteur est supérieure aux 1.14 décades prédites par le modele de Debye pour une relaxation

exponentielle. La figure VIII.8.c montre que les pics de la relaxation B; deviennent plus étroits
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quand la température augmente : le parametre d’élargissement de la loi de Cole et Cole, ogi(T),
passe de 0.29 a — 80°C a 0.5 & 0°C. Cependant, la largeur des pics demeurant trés importante &
toutes les températures étudiées, nous n’avons pas pu déduire de ces mesures 1’évolution du
paramétre Agpi(T) = (& - €0)p1(T). Les paramétres d’affinement t51(T) et o1 (T) ont été calculés sur

le domaine de température ol le processus f3; est distinctement observable. Ils sont reportés dans le

tableau VIIL3 :
Paramétres d’affinement des relaxations f3; sur
une loi de Cole et Cole
T (°C) 181 (8) o1
- 80 1.5 10 0.29
- 60 6.2 10" 0.36
- 40 7.6 107 0.41
20 1210°% 0.49
0 2.610° 0.55

" Tableau VIIIL3 :

Paramétres d’affinement des courbes er(w) du processus f, sur une loi de Cole et Cole (VIIL.2)

L’évolution des temps de relaxation 14;(T) refléte 'accélération de la dynamique avec
augmentation de la température. La dépendance de tp; avec la température sera discutée

ultérieurement, d’aprés le diagramme d’Arrhenius de la figure VIIIL.10.

v  Caractéristiques du processus de relaxation [

Les pics (@) associés au processus B, sont également symétriques. 1l est intéressant de
noter que le paramétre d’élargissement op(T) ne montre pas d’évolution significative sur le
domaine de température ol le processus de relaxation apparait clairement. Les paramétres de
I’affinement, c’est-a-dire op2(T) et le temps caractéristique de la relaxation tp(T), sont reportés
dans le tableau VIIL.4.

L’évolution en température des temps de relaxation 1p(T) sera présentée sur le diagramme

d’Arrhenius de la figure VIII.10, et discutée ultérieurement.

208



Etude comparée des propriétés des différents amorphes de tréhalose

Parametres d’affinement des relaxations 3, sur
une loi de Cole et Cole
T (°C) Tp1 (8) o1
4 1.7 107 0.47
16 3.510° 10.46
28 8.4 10" 0.46
40 1.810* 0.45
52 6.9 107 0.48

Tableau VIIL4 :

Paramétres d'affinement des courbes e(w) du processus [, sur une loi de Cole et Cole (VIII.2)

La mise en évidence de deux processus de relaxations secondaires distincts dans le tréhalose
vitrifié par trempe constitue un fait remarquable qui témoigne d’une mobilité résiduelle importante,

bien en dessous de la température de transition vitreuse.

C.2. Cas des amorphes obtenus par lvophilisation, brovage de Tp et

déshydratation de Ty,

Nous avons mené le méme type d’investigations sur les émorphes obtenus par les autres
méthodes. Nous présentons successivement les résultats concernant le lyophilisat, et les amorphes
obtenus par broyage et déshydratation. Les protocoles expérimentaux et les méthodes de traitement
des données sont identiques a ceux utilisés pour 1’étude du verre de liquide.

La figure VIIL9 présente I’évolution en fréquence des courbes er(@) du tréhalose
amorphisé par lyophilisation (figure VIII.9.a), par broyage mécanique (figure VIII.9.b) et par
déshydratation (figure VIIL.9.c). Par souci de lisibilité, les points expérimentaux n’ont été
représentées que pour quelques températures. Les courbes en traits pleins correspondent aux

affinements réalisés sur des expressions de Cole et Cole (VII1.2).
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Figure VII1.9 :

Spectres diélectriques enregistrés lors d’isothermes, pour . (a) le tréhalose vitrifié par lyophilisation (expériences
réalisées par Agnés Rameau), (b) le tréhalose Tg vitrifié par broyage mécanique, (c) le tréhalose Ty vitrifié par
déshydratation.

Les cercles représentent les points expérimentaux, et les courbes en traits pleins les affinements sur des fonctions de

Cole et Cole
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> Tréhalose lyophilisé

Les spectres de la figure VIII.9.a présentent un aspect similaire & ceux obtenus pour le verre
de liquide. On repére nettement, a partir de —100°C, des pics de relaxation dont le maximum se
décale vers les hautes fréquences quand la température augmente, de maniére comparable a
I’évolution observée pour le processus B; du verre de liquide. A partir de — 50°C, ce processus
devient difficilement observable, puisqu’il sort de la fenétre fréquentielle accessible avec le DEA
2970. A cette méme température, il apparait sur les courbes er(w) un deuxiéme pic de relaxation, de
faible amplitude, situé sur I’aile basse fréquence du pic le plus intense. Ce deuxiéme pic est d’autant
mieux résolu que la température est élevée. Les parametres des affinements sur une combinaison de

fonctions de Cole et Cole sont reportés dans le tableau VIILS.

Lyophilisat — processus « B; » Lyophilisat — processus « 3, »

T (°C) IO oy T(°C) Tp2(8) ol

- 100 341107 0.14 - 40 2.87107 0.67
- 80 2.47 10 0.28 -30 1.21 10" 0.66
- 60 8.47 107 0.34 -20 4.94 107 0.55
-40 145107 0.36 -10 1.78 107 0.57
220 | 2.8810° 0.40 0 5.19 107 0.58

Tableau VIILS :
Paramétres d’affinement des processus de relaxations secondaires notés-« ff; » et « B, » observés dans le tréhalose
vitrifié par lyophilisation. t est le temps caractéristique de la relaxation, et a le coefficient d'élargissement de la

distribution

L’augmentation du coefficient a traduit une diminution de la largeur des pics de relaxation,
c’est-a-dire une homogénéisation de la dynamique, quand la température augmente. Cependant, les
valeurs du parametre a, & — 40 et — 30°C semblent incohérentes avec cette évolution. Cela provient
du fait qu’a ces températures, les pics caractérisant la relaxation « 3, » sont trés peu intenses, et
fortement mélés aux pics du processus « f3;». La détermination de leur largeur est donc imprécise.
Cet inconvénient disparait pour les plus hautes températures pour lesquelles les deux pics sont plus
nettement séparés. Sur le domaine de température allant de —20 & 0°C, le paramétre o suit donc
I’évolution habituellement observée : il augmente avec la température, ce qui signifie que la

distribution des temps de relaxation rétrécit.
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> Tréhalose amorphisé par brovage de Tj

Les spectres de la figure VIIL9.b présentent, entre — 110°C et — 30°C, des pics
caractéristiques d’un processus .de relaxation secondaire. Leur évolution en fréquence, leur
amplitude et leur largeur rappellent les caractéristiques des processus de type ; observés pour le
verre de liquide et le lyophilisat. Entre —20 et 10°C, on peut observer un deuxiéme processus
relaxationnel comparable au processus B, observé précédemment. Toutefois, contrairement aux
relaxations observées dans le verre de liquide et le lyophilisat, ce pic est d’autant moins séparé du
pic B que la température est €levée. En conséquence, le domaine de température sur lequel nous
avons pu affiner les résultats de maniére fiable est trés limité. Les résultats sont reportés dans le

tableau VIII.6.

Tp broyé — processus « 3; » Tg broyé — processus « 3, »
T (°C) Tp1 (5) o T(°C) 2 (5) az
- 110 2.94 107 0.22 =30 2.84 107 0.53
-90 6.62 10 026 =20 - 9.86 107 0.51
~60 6.48 10° 0.31 -10 3.13 107 0.42
-50 2.63 107 0.33 0 - 1.12 10 0.67
-30 9.04 10° 0.40 10 3.71 107 0.67
-10 2.2810° 0.48 20 139107 0.82

Tableau VIIL6 :
Paramétres d’affinement des processus de relaxations secondaires notés « f; » et « By » observés dans le tréhalose
vitrifié par broyage mécanique de la forme anhydre Ty t est le temps caractéristique de la relaxation, et o le

coefficient d'élargissement de la distribution

Ce tableau met en évidence une augmentation continue du paramétre d’élargissement ;. Ce
comportement indique que la distribution des temps de relaxation est d’autant plus étroite que la
température est élevée. Par contre, le paramétre o, évolue de maniere trés inhabituelle: il diminue
entre —30 et —10 °C, ce qui reflete un €largissement de la distribution des temps de relaxation quand
la température augmente. Les valeurs de o, pour 0°C, 10°C et 20°C sont & considérer avec une
grande précaution, puisqu’a I'inverse de ce que nous observons pour le lyophilisat et le liquide
trempé, le processus P> dans le tréhalose broyé tend a se confondre avec le processus B; quand la

température augmente, ce qui rend 1’affinement des résultats plus délicat.
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» Tréhalose amorphisé par déshydratation de Truo

Les spectres de la figure VIII.9.c présentent, a chaque température, un pic de relaxation
unique dont les caractéristiques semblent ici encore proches de celles d’un processus de type B;. Les

parametres d’affinement sont reportés dans le tableau VIIL7 :

Tamo déshydraté — processus de type « By »

T (°0) 181 () o

- 100 2.08 107 0.26

- 80 2.97 10" 0.29

- 60 6.26 107 0.32

-40 1.07 10” 0.34

=20 2.0210° 0.39

0 4.64 107 0.46

Tableau VIIL7 :
Paramétres d’affinement du processus de relaxations secondaires « By » observé dans le tréhalose vitrifié par’
déshydratation rapide de la forme dihydrate Ty T est le temps caractéristique de la relaxation, et a le coefficient

d’élargissement de la distribution

C.3. Analyse des résultats

Le diagramme d’Arrhenius de la figure VIIL.10 rassemble les dépendances en température
des temps caractéristiques des relaxations secondaires détectées pour chacun des amorphes étudiés.
Il montre en premier lieu que les temps caractéristiques suivent 1’évolution arrhenienne
généralement observée pour les relaxations secondaires. Par ailleurs, cette figure permet de
distinguer clairement le processus i, & haute fréquence et faiblement activé, du processus [,
présent dans le verre de liquide, le tréhalose broyé et le lyophilisat.

Les processus de type « 32 » sont comparables quelle que soit la voie d’amorphisation
utilisée. Ils possédent la méme énergie d’activation, comme 1’attestent les valeurs reportées dans le
tableau VIILS8. Le domaine de température sur lequel le processus f3; est observable dépend de la
maniére utilisée pour vitrifier le tréhalose. II n’est donc pas exclu que I’amorphe issu de la
déshydratation rapide de Tamzo présente lui aussi des relaxations de type 32, mais dans un domaine

de température et de fréquence inaccessible avec notre appareil.
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Les processus de type « 1 » présentent des caractéristiques différentes suivant la voie
d’amorphisation empruntée. D’une part, les processus PB; détectés dans les échantillons broyé,
déshydraté et lyophilisé, sont presque superposables. Ils présentent tous des énergies d’activation
tres proches (tableau VIIL.8). Au contraire, le verre de liquide semble se différencier des autres

amorphes en montrant un processus 3; plus activé.
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Figure VIILI0 :

Diagramme d'Arrhenius regroupant tous les processus de relaxations secondaires observés dans les différents
échantillons de tréhalose vitrifiés. Les processus « basse température », représentés par des symboles ouverts,
correspondent aux relaxations de type B, Les processus « haute température », représentés par les symboles pleins,

correspondent aux relaxations de type [.
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Processus de type « 3; » | Processus de type « 3, »

E; (K) Log(7o (s)) E; (K) Log(7o (s))
Liquide trempé 3046 -16.7 4456 -17.9
Lyophilisat 1942 -12.1 3427 -14.8
Tg broyé 1320 - 10.6 3306 -14.1
Tamo déshydraté 1370 -10.8 - -

Tableau VIIL8 :
Energies d’activation E et temps caractéristiques 1, des processus de relaxations secondaires observés pour les
différents amorphes. Les résultats proviennent de ['affinement des résultats de la figure VI 10 sur des lois

d’Arrhenius.

D. ANALYSE ET DISCUSSION

Les études dynamiques présentées dans ce chapitre ont mis en évidence des comportements
dynamiques originaux, qui soulévent des questions fondamentales de la physique des verres. Cette
section s’articule autour de trois aXes principaux :

- les caractéristiques des relaxations enthalpiques, et en particulier la relation entre fragilité et
non exponentialité
- l’origine des différents processus de relaxation secondaires

- la question d’un éventuel polyamorphisme généré par des voies d’amorphisation différentes

D.1. Relation entre fragilité et non exponentialité

La pertinence de I'utilisation de la spectroscopie de chaleur spécifique pour I’évaluation des
parameétres m et Bgww des systémes formateurs de verre a ét€¢ démontrée dans diverses publications
[10,11]. Nous I’avons aussi vérifiée dans le cas de la fanansérine (chapitre III). Appliquée au
tréhalose, cette technique a permis de mesurer un indice de fragilité trés élevé (m = 105 en
moyenne, voir tableau VIII.2). Les données disponibles dans la littérature font état de valeurs de m
tres disparates pour le tréhalose pur, puisque les indices de fragilité mesurés varient entre 60 et 180
[9]. Les données d’ATD a modulation nous ont aussi permis d’évaluer la non exponentialité des
relaxations, a travers le coefficient Bxww. Ce coefficient vaut 0.30 pour le verre de liquide, et 0.39-

0.43 pour les amorphes obtenus par d’autres méthodes (voir tableau VII1.2). D’aprés la corrélation

215



Chapitre VIII

¢tablie par Bohmer et al. [14], ces faibles valeurs de Bxww sont cohérentes avec le caractére trés
fragile du tréhalose.

Toutefois, si 1’on se réfere au comportement généralement observé pour des composés de
poids moléculaire comparable, un indice de fragilité m = 105 serait cohérent avec un coefficient de
non exponentialité supérieur a 0.45. Dans le cas du tréhalose, le caractére non exponentiel des
relaxations principales apparait donc beaucoup plus marqué que celui prédit par la corrélation de
Bohmer. Cela signifie que les temps caractéristiques de relaxation sont extrémement distribués (cf.
chapitre 11, § C.2), et que la dynamique du tréhalose amorphe est trés hétérogeéne.

Il se pose alors la question de savoir si le comportement fortement non exponentiel des
relaxations principales est une caractéristique propre des disaccharides. Malheureusement, les
¢tudes dynamiques concernant les composés purs sont trés rares. Noel et al. ont réalisé en 1996 des
mesures diélectriques sur le maltose, un isomére du tréhalose [17]. L’analyse des spectres des
relaxations o cbnduit a un exposant Bxwwmait de 0.32. Comme le tréhalose, le maltose se révéle
donc étre un composé fragile possédant un exposant Byyyw inférieur a la valeur attendue. Chan et al.
ont quant a eux étudié¢ le comportement diélectrique du glucose [18]. La molécule de ce
monosaccharide (CgH20¢) est 1'unité constituante de la molécule de tréhalose. Les résultats
reportés par Chan et al. donnent Brww g = 0.47, et I'extrapolation de leur diagramme d’Arrhenius
conduit & un indice de fragilité mgc = 75. Ces deux valeurs integrent parfaitement le glucose dans
la tendance générale énoncée par Bohmer et al [14] .

Cette analyse permet de montrer que I’exposant de non exponentialité Bxww est d’autant
plus faible que la complexité moléculaire est grande. Néanmoins, la diminution de Byww est plus
rapide que prévue dans le cas des disaccharides. Cet aspect demande donc a €tre confirmé par des

expériences complémentaires.

D.2. Origine des différents processus de relaxation

Le tréhalose vitreux présente deux processus secondaires distincts. Nous avons tenté de

déterminer leur origine respective, et d’identifier celui correspondant aux relaxations de type Johari-
yp

Goldstein (JG).

La théorie des effets couplés (présentée au chapitre 11, section C.2) établit une relation entre
les temps caractéristiques a T, des relaxations principales et des relaxations secondaires de type JG

[18]. Dans ce contexte, il est possible d’estimer la localisation en fréquence des relaxations JG a

partir du coefficient de non exponentialité Bxww des relaxations principales, grace a la relation :

- _ n I-n
Tp 21y =(te)” (rgww)
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ou t. est un temps de « crossover» valant 2 ps, n le coefficient 1-Bxww, €t Txww le temps
caractéristique de la relaxation principale a T, [19].

L’application de ce modéle aux relaxations du tréhalose devrait nous permettre de localiser
le temps caractéristique des relaxations secondaires JG a Tg. L’objectif est de pouvoir dissocier ce
type de relaxation secondaire, qui implique ’ensemble de la molécule et constitue une propriété
intrinséque au verre, d’un autre processus secondaire li¢ par exemple a des mouvements de

groupements atomiques localisés. Le tableau VIILY rassemble les temps caractéristiques t3(Tg)

prédits par la théorie des effets couplés, et les valeurs de 1p(Tg) mesurées pour les processus fB; et

Ba:

Tp(Tg) mesuré Tp(T,) mesuré
Tp(T,) prédit ,
pour fB; pour [3,
Verre de liquide 14810° 1.58 107 3.16 107
Lyophilisat 7.04 107 5.01 107 1.0 10°
Tp broyé 30 h 2.14 107 630 10" 1.99 10
Tamo déshydraté 2.89 107 6.3010° -

Tableau VIIL9 :
Temps caractéristiques des relaxations secondaires de type Johari-Goldstein, prédits par la théorie des effets couplés,

et mesurés d’aprés le diagramme d'Arrhenius de la figure VIIL 10

Ce tableau montre que pour chaque échantillon, la valeur du temps de relaxation 1p(Ty)
prédite par la théorie des effets couplés est encadrée par les valeurs de 1p(Tg) des processus B et B,
fournies par I’analyse diélectrique. Il n’est donc pas possible ici de distinguer précisément le
processus Johari-Goldstein d’un processus secondaire localisé.

Toutefois, certaines de nos observations expérimentales fournissent des éléments de réponse
a la question de I’attribution des processus :

- Le processus B, n’intervient pas dans le tréhalose déshydraté. Par contre, ses caractéristiques
sont superposables dans les trois autres cas. S’il s’agissait d’un mouvement local d’une
partie de la molécule, il devrait apparaitre aussi pour 1'échantillon déshydraté, puisque ce
dernier est constitué¢ des mémes molécules que les trois autres amorphes. Il est donc peu

probable que les relaxations 3> correspondent & des mouvements individuels de certains

groupements atomiques.
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- D’apres la théorie des effets couplés, les mouvements a I’origine des relaxations principales
et des relaxations JG sont les mé€mes. Dans la mesure ou les relaxations principales semblent
indépendantes du mode de préparation de l’amorphe, on peut s’attendre a ce que les
relaxations secondaires JG soient aussi identiques, quelle que soit la voie d’amorphisation.
Or, les processus de type B2, dans les trois cas ou ils ont été observés, sont superposables
dans un diagramme d’Arrhenius.

- Le processus B intervient a des fréquences plus faibles que le processus f3;. Or, si, I’'un de
ces deux processus correspond a des mouvements locaux de petits groupements atomiques,
on peut s’attendre a ce qu’il s’effectue a une fréquence rapide. Au contraire, le processus JG

doit vraisemblablement posséder une dynamique plus lente.

Ceci nous pousse a associer le processus 3, du tréhalose aux relaxations secondaires de type
Johari-Goldstein, d’aprés sa position en fréquence et les similarités relevées .sur les différents
amdrphes. Le processus P serait quant a lui attribué aux mouvements localisés de groupements
atomiques précis [20], n’impliquant pas nécessairement I’ensemble de la molécule. La différence
d’énergie d’activation entre le verre de liquide et les autres échantillons pourrait donc étre liée a une
différence entre les groupes d’atomes qui a I'origine de la relaxation. On peut également signaler
qu'une étude de la mobilité moléculaire de la cellobiose, un isomére du tréhalose, a révélé la
présence de mouvements relaxationnels rapides (de fréquence 10° Hz & Ty — 200°C) attribués aux
réarrangements de groupements latéraux de type OH ou CH,OH [21]. Le processus §; du tréhalose,
plus lent a la méme température, pourrait de ce fait correspondre a d’autres types de réarrangements
locaux. Par ailleurs, on ne peut pas exclure qu’il existe dans le tréhalose vitreux d’autres processus
de relaxations secondaires, situés en dehors des intervalles de fréquence et de température auxquels

nous avons acces.

D.3. Le tréhalose présente-t-il un polyvamorphisme ?

Le probléme d’un éventuel polyamorphisme généré par des méthodes d’amorphisation
indépendantes a été abordé, dans cette étude, sous un aspect expérimental. Les investigations
structurales, fondées sur la DX et la RMN, n’ont révélé aucune différence notable entre les
différents amorphes. Les investigations dynamiques présentées en section B et C ont mis en
évidence une possible différenciation entre les propriétés du verre de liquide et celles des amorphes
obtenus par voies « non thermiques » (lyophilisation, broyage, déshydratation), au niveau de la non

exponentialité des relaxations enthalpiques, et du processus de relaxation secondaire « By » :
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- les relaxations enthalpiques du verre de liquide présentent un coefficient Bxww 1égérement
inférieur a celui des autres amorphes, ce qui traduit un caractére non exponentiel plus
marqué et une distribution des temps de relaxation plus importante

- D’énergie d’activation du processus B; est plus grande pour le verre de liquide que pour les
trois autres échantillons, ce qui peut révéler une mobilité moléculaire différente.

Ces différences sont toutefois minimes. Dans le domaine vitreux, cette analyse doit étre
nuancée par le fait que les points reportés sur le diagramme d’Arrhenius de la figure VIII.10
correspondent aux temps les plus probables des relaxations. Or, les coefficients a; des lois de Cole
et Cole utilisées pour I’affinement des résultats sont, d’une part, trés proches quelle que soit la voie
de vitrification utilisée (par exemple, a — 60°C, o vaut 0.36 pour le liquide trempé, 0.34 pour le
lyophilisat, 0.31 pour I’échantillon broyé et 0.32 pour I’échantillon déshydraté). D’autre part, a
toute température, les valeurs de o; demeurent trés inférieures a ’unité, ce qui indique une
distribution des temps de relaxation importante. Le temps caractéristique 1, issu de I’affinement, et
utilisé pour la construction du diagramme d’Arrhenius, ne refléte donc pas le comportement
dynamique global de I’échantillon. En conséquence, bien que la figure VIIL.10 distingue la
relaxation B; du verre de liquide de celle des autres échantillons, la largeur de la distribution des
réponses diélectriques ne permet pas d’affirmer avec certitude que ces différences soient
significatives. En outre, la mise en évidence d’un réel polyamorphisme suppose la démonstration de

I’existence de transitions de phases entre les éventuels polyamorphes.
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En conclusion, I’exploration des propriétés dynamiques du tréhalose amorphisé par quatre
méthodes indépendantes a mis en évidence des propriétés originales de ce disaccharide.

Dans le domaine métastable, la spectroscopie de chaleur spécifique pallie efficacement au
manque de données di€lectriques disponibles (les relaxations principales étant masquées par une
conductivité importante). Elle permet d’évaluer le caractere non arrhenien de la dynamique, et la
non exponentialité des relaxations. Le tréhalose se caractérise par un indice de fragilité élevé (m =
105), et un coefficient de non exponentialité Bxww compris entre 0.3 et 0.43.

Dans le domaine vitreux; le tréhalose se caractérise par une mobilité moléculaire résiduelle
trés marquée. Deux processus secondaires ont pu €tre isolés par analyse diélectrique. Le plus rapide,
noté B, pourrait étre di & des mouvements rapides de certaines parties de la molécule ; son origine
précise reste a établir. Le plus lent, noté B,, a été identifié pour trois des quatre métﬁodes
d’amorphisation étudi€es. Il présente des caractéristiques identiques, indépendamment du mode de
préparation de 1’échantillon, et pourrait correspondre a la relaxation de type Johari-Goldstein

présente dans tous les verres.

Les investigations dynamiques mettent en évidence une différenciation entre les propriétés
du verre de liquide et celles des amorphes obtenus par voies non thermiques (lyophilisation,
broyage, déshydratation). Cette distinction, qui apparait au niveau de la non exponentialité des
relaxations enthalpiques, et du processus de relaxation secondaire « B; », demande cependant a étre
plus clairement explorée, compte tenu de la Jargeur importante des distributions de temps de
relaxation. Le probléme d’un éventuel polyamorphisme dans le tréhalose ne peut donc pas étre
résolu de maniére définitive au seul vu de nos résultats. D’autres investigations sont nécessaires
pour compléter cette étude qui ouvre des perspectives extrémement intéressantes, tant au niveau de
la compréhension fondamentale de la physique des verres, qu’au niveau des applications pratiques

en matiére de bioprotection notamment.
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Conclusions et Perspectives

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été inspirés de problématiques relevant de
I’industrie pharmaceutique. Au cours des procédés de formulation, les substances actives et les
excipients sont soumis a des perturbations spécifiques (broyage, micronisation, mise en solution,
désolvatation, etc.) qui peuvent induire des changements d’état physique. Nous avons choisi
d’explorer d’une part les effets du broyage mécanique, et d’autre part les interactions des composés
pharmaceutiques avec 1’eau, en particulier lors de déshydratations. Ces deux types de sollicitations
entrainent des transformations de phases parfois inopinées, qui peuvent résulter de mises hors
équilibre des composés. Elles ont donc un impact direct sur la biodisponibilité [1]. Du point de vue
de la physique elle-méme, ces perturbations sont originales, et n’ont jusqu’a présent pas fait I’objet
d’investigations systématiques dans le domaine des matériaux moléculaires. Elles donnent

naissance a des situations complexes, mais d’une grande richesse.

Le broyage mécanique est actuellement trés étudié en métallurgie [2,3]. Diverses

interprétations de ses effets sur les matériaux métalliques ont été proposées [4-6], mais aucune de
ces théories ne peut a ce jour rendre compte de tous les effets possibles du broyage. En particulier,
elles ne tiennent pas compte des effets thermodynarrﬁques impliquant la température de transition
vitreuse T, des matériaux amorphisés. De plus, les paramétres physiques permettant de décrire I’état
du systéme sous broyage ne sont pas clairement défini's. ‘

Les transformations des matériahx moléculaires organiques induites par broyage n’ont pas été
étudiées de maniere systématique. Pourtant, ces matériaux possédent des propriétés spécifiques
pouvant favoriser ce type de transformations. En particulier, la grande variété de leurs interactions
inter et intramoléculaires confére aux composé€s moléculaires organiques une poteﬁtialité
considérable pour la formation de nouveaux matériaux. Par ailleurs, les composés moléculaires
organiques présentent souvent une température de transition vitreuse proche de la température
ambiante, et donc accessible expérimentalement, contrairement aux métaux qui possédent des T,
beaucoup plus élevés. Enfin, le broyage mécanique est capable d’amorphiser un composé organique
pur [7-8], contrairement aux métaux pour lesquels seuls des alliages ont pu €tre amorphisés de cette

maniére (2 I’exception toutefois du sélénium [9]).

La déshydratation de matériaux moléculaires fait partie intégrante des procédés de

formulation pharmaceutiques comme la lyophilisation. Par ailleurs les composés pharmaceutiques
existent souvent a 1’état d’hydrates, formant ce que 1’on appelle des « pseudopolymorphes » [10].
Ceux-ci sont trés sensibles a ’environnement de I’échantillon (température, humidité relative,
pression). Les modifications de cet environnement ou les changements de surfaces spécifiques

peuvent conduire a une déshydratation des cristaux moléculaires hydratés. Le réseau cristallin est
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alors susceptible d’étre déstabilisé par le retrait des molécules d’eau, suite a la rupture des liaisons
hydrogéne qu’elles forment avec les autres molécules. Il en résulte une réorganisation du réseau
pouvant se traduire soit par une transformation vers une phase cristalline moins hydratée ou
anhydre, soit par une amorphisation survenant bien en dessous de la température de fusion du
composé anhydre. La classification de ces transformations a mené a la définition de critéres
permettant de différencier les processus de déshydratation [11]. Ces critéres concernent
principalement les mécanismes microscopiques de départ d’eau, et la relation structurale entre
I’hydrate de départ et ’anhydre issu de la déshydratation [12]. Cependant, il n’existe a ce jour
aucune approche globale permettant de rationaliser les effets de la déshydratation d’aprés des

parametres physiques extérieurs précisément définis.

A. RAPPEL DES PRINCIPAUX OBJECTIFS

La complexité des probleémes liés aux transformations induites par broyage et par
déshydratation, associée au nombre restreint d’étﬁd_es de ce type dans le domaine des matériaux
moléculaires, ont conféré a ce travail des objectifs particulirement larges et diversifiés. Il s’agissait
en particulier : | '
= de tenter de rationaliser les effets du broyage mécanique sur les matériaux moléculaires
organiques, en s’inspirant des modeles proposés pour les métaux. Ceci présuppose, pour un
_systéme donné, d’identifier toutes les transformations de phases induites par la sollicitation
mécanique, et d’évaluer la pertinence des parametres physiques proposés pour la description des
systemes métalliques sous broya‘gé

» d’évaluer le role de la température de transition vitreuse Ty, qui n’intervient pas dans les
modeles mis au point pour le broyage des métaux

= d’envisager le méme type d’approche en terme de transition dynamique dans le cas de la
déshydratation d’hydrates moléculaires. Cet aspect de 1’étude était particulierement ambitieux :
en P’absence d’études antérieures comparables, il requérait d’abord de choisir un hydrate
moléculaire adéquat, capable de produire des phases anhydres différentes suivant les conditions
de déshydratation. Il nécessitait ensuite de définir I’ensemble des paramétres physiques
extérieurs conditionnant le produit de la déshydratation

» de tester la possibilit¢ d’amorphiser le méme composé moléculaire par différentes voies
indépendantes. Dans une telle éventualité, une question importante est de savoir si ces différents
procédés géneérent des états amorphes semblables, ou si, au contraire, il est possible de les

distinguer. Cela peut avoir un impact considérable du point de vue pharmaceutique car les
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différents amorphes seraient alors susceptibles de présenter des solubilités - donc des
biodisponibilités - différentes. Par ailleurs la question du polyamorphisme est un sujet assez
débattu en physique des verres depuis quelques années [16-18]. Une telle' possibilité
d’existences de phases amorphes différenciées n’a pu étre identifiée clairement que dans de trés
rares cas. Il serait important de valider des voies d’amorphisation nouvelles permettant de

multiplier ces modes d’obtention.

Pour aborder ces différents points, nous avons entrepris 1’étude expérimentale des
transformations de phases induites  par broyage et déshydratation de deux composés
pharmaceutiques : la fanansérine [19] et le tréhalose [20-24]. La réalisation des travaux a nécessité
I’utilisation de techniques expérimentales variées. Les échantillons ont été principalement analysés
par Analyse Thermique Différentielle et par Diffraction des Rayons X. L’étude de la déshydratation
du tréhalose a requis I'utilisation de technologies complémentaires, comme I’ Analyse
ThermoGravimétrique ou la mesure des cinétiques d’absorption d’eau (« Dynamic  Vapor
Sorption »). La RMN *C a apporté des précisions sur la structure intramoléculaire des différents.
échantillons. Par ailleurs, nous avons eu recours aux spectroscopies diélectrique et de chaleur

spécifique pour analyser les propriétés dynamiques des échantillons amorphisés.

B. CONCLUSIONS

Les travaux présentés dans ce mémoire ont permis de dégager les conclusions suivantes.

* Le broyage de la fanansérine a mis en évidence la possibilité d’obtenir des états polymorphes

différents en fonction de la température de broyage :

- une phase amorphe (au moins partiellement), lors d’un broyage sous Tg, 2 0°C
- une phase cristalline métastable (phase I), lors d’un broyage au-dessus de T, 2 25°C.
L’état final atteint par broyage ne dépend pas de la phase cristalline de départ (IIl ou IV).
Les expériences sont reproductibles et générent des états de mémes caractéristiques calorimétriques
et structurales. Le choix de la phase initiale influe en revanche de maniére considérable sur la
cinétique des transformations. En particulier, le broyage de la forme IV a révélé plusieurs étapes
transitoires (apparition d’amorphe, de forme cristalline III) au cours de la transformation vers la
forme I, tandis que seul un passage par 1’état amorphe a pu €tre détecté dans le cas de la forme III,
pour les mémes conditions et durées de broyage. Cela tendrait & prouver que plus la phase de départ
est stable, plus la cinétique de transformation est complexe. Néanmoins, notre protocole

expérimental ne nous permet pas d’affirmer qu’il n’existe pas d’autres étapes intermédiaires.
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Par ailleurs, cette étude démontre que 1’amorphisation par broyage est générée d’autant plus
facilement que la température de broyage est basse. Toutefois, I’amorphe formé par broyage
au-dessus de T, n’est observable qu’aux courts temps de broyage. Le verre issu du broyage sous T,
peut quant a lui €tre stabilis€ a T, — 50°C sur une échelle de temps plus longue. Dans ces conditions,
il recristallise au bout d’un mois, dans un domaine de température ot 1a mobilité moléculaire est
restreinte. Cela montre que le broyage permet de générer et stabiliser des états physiques qui ne
sont pas les états d’équilibre thermodynamique du systeme hors broyage. L’étude de la stabilité
ultérieure de ces états a montré qu’ils n’étaient pas eux méme des états d’équilibre, mais ne
semblaient exister que de maniére stationnaire pendant I’application de la perturbation dynamique.
Ces états sont atteints apres des temps d’application de la sollicitation mécanique trés longs
(plusieurs heures, voire plusieurs dizaines d’heures, méme prés de T,) ; il convient donc de les
distinguer de la suite de phases générées transitoirement pendant le broyage lui méme.

Ce type de comportement semble ‘conforter I’approche de Martin - Bellon en terme de
« matériaux forcés » [6], qui se fonde sur une compétition entre les effets thermiques et les effets
balistiques, ces derniers prévalant a basse température. Le concept de « température effective de
broyage » peut aider a établir des prédictions de comporfement. Ceci présuppose un contrdle précis
des conditions de broyage (intensité, température). Il importe aussi de distinguer soigneusefnent les
états stationnaires des €tats transitoires, no:tamment pour une application éventuelle aux matériaux

micronisés, qui ne supportent le broyage que pendant quelques secondes.

»  L’étude de la déshydratation du tréhalose dihydrate nous a permis de montfer que la nature

de ’anhydre obtenu dépendait du protocole de-déshydratation utilisé [25] :

- une vitesse de chauffe élevée conduit A I’amorphisation du composé

- une vitesse de chauffe lente génére préférentiellement la phase anhydre cristalline T,

- des vitesses intermédiaires produisent un mélange {T / amorphe} ; la proportion de phase Ty
est d’autant plus grande que le chauffage est lent.

La transition vitreuse (Tg = 118°C) et la fusion de Ty (T(To) = 125°C) sont extrémement
proches, ce qui est vraisemblablement a 1’origine des erreurs d’interprétation antérieures sur la
nature et les caractéristiques du produit de la déshydratation.

Les résultats d’ATD et d’ATG nous ont incités a évaluer la pertinence de deux parametres
physiques susceptibles de jouer un réle crucial dans le processus de déshydratation : la température
et le débit des molécules d’eau qui s’évacuent de la structure cristalline de Touz0. Ce deuxiéme
paramétre n’étant pas immédiatement accessible, il nous a fallu mettre au point une méthode
originale d’analyse des résultats d’ATG nous permettant de le déterminer. Nous avons montré que

la température de broyage, considérée isolément, ne conditionnait pas la nature de I’anhydre formé
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par déshydratation. Le débit des molécules d’eau s’est avéré étre le parametre déterminant lors de
déshydratations au chauffage [26]. En revanche, I’existence d’un débit seuil unique est remise en
cause par les déshydratations isothermes, qui montrent un changement de régime de déshydratation
a une température proche de 70°C. Il apparait donc que ni la température de déshydratation, ni le
débit des molécules d’eau quittant la structure du tréhalose ne permettent de prédire la nature
structurale de 1’anhydre finalement obtenu de maniére suffisamment générale. En revanche, nous ne
pouvons pas exclure que ces deux grandeurs fassent partie d’un ensemble plus large de paramétres
divers, capable de décrire de maniére globale les effets de la déshydratation.

Nous avons également étudié les caractéristiques spécifiques de la phase anhydre métastable
Te. En particulier, nous avons mis en évidence I’interconversion progressive de Tauo vers Ty, lors
d’une déshydratation isotherme a 50°C. L’étude de la stabilité de T en fonction de 1’humidité
relative a prouvé que cette phase était trés fortement hygroscopique, et basculait vers la forme
dihydrate. pour des taux d’humidité relative inférieurs a 40 %. Le comportement au chauffage de T,
est surprenant pliisque sa fusion intervient immédiatement aprés la température de transition
vitreuse. De fagon inhabituelle, cette phase semble étre générée directement & basse température,
dans un domaine qui est aussi celui de I’état de surfusion profond ou le liquide est vitreux. Cette
situation semble permettre, au chauffage, de maintenir la phase T, dans un état de surchauffe par
rapport a 1’état liquide, et de ’amener prés de la limite d’instabilité absolue. Cela apparait confirmé
par la faiblesse de 1’enthalpie de transition T, — liquide enregistrée par ATD (AH; = 26 J/g pour
une déshydratation isotherme a 40°C), alors cjue la RMN a permis de conclure a une cristallinité

comparable a celle du polymorphe Tp.

= Nous avons aussi montré pour la premiere fois qu’il était possible d’amorphiser et de vitrifier le
tréhalose par broyage mécanique a température ambiante. Cette nouvelle voie d’amorphisation vient
s’ajouter a la trempe thermique de la phase liquide, la déshydratation brutale de Tamao et la
lyophilisation. Ces amorphes présentent tous une température de transition vitreuse trés élevée
(118°C), ce qui facilite leur conservation a T,mp. Nous avons entrepris 1’étude des propriétés
dynamiques de ces amorphes au moyen de spectroscopies diélectrique et de chaleur spécifique. Ces
investigations ont révélé que les échantillons présentaient deux processus de relaxation secondaire
distincts [27]. Les amorphes possédent le méme indice de fragilité, mais des différences sont
visibles au niveau des relaxations secondaires, sous T,. En particulier, le verre obtenu par trempe
thermique voit sa dynamique évoluer en température plus rapidement que les autres amorphes
(E, = 3046 K pour le verre de liquide, et 1320 K < E; < 1942 K pour les autres amorphes). Ce

résultat doit toutefois €tre nuancé par I'importance de la largeur des distributions de temps de
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relaxation. En outre, la démonstration définitive de 1’existence d’un polyamorphisme nécessiterait

de mettre en évidence une transition de phase entre deux « polyamorphes » €éventuels.

C.PERSPECTIVES

Les prolongements a ces travaux sont nombreux. En ce qui concerne le broyage de la
fanansérine, la compréhension des étapes intermédiaires du broyage, et ’identification précise des
phases qui apparaissent transitoirement est indispensable a la maftrise du processus de
transformation sous broyage dans son ensemble. Des expériences complémentaires (comme le
broyage du verre de liquide ou de la forme II) devraient permettre de mieux tester 1’hypothése,
émise par Martin et al. [6], d’états stationnaires indépendants de I’état de départ. D’un point de vue
pharmaceutique, il est a noter que les états métastables atteints par le broyage ne présentent pas une
stabilité dans le temps satisfaisante, et sont sujets a des recristallisétions inopinées lors de leur
stockage. La synthése de ces états lors des procédés de fabrication n’est donc pas souhaitable,

puisqu’ils générent des transformations aléatoires potentiellement préjudiciables.

Les travaux présentés ici ont permis de révéler un ceﬁain nombre de proprié€tés physiques du
tréhalose, qui lui conférent de nombreuses applications poténtielles en pharmacie notamment. Sa
capacité a s’amorphiser au broyage, ainsi que sa température de transition vitreuse €levée, peuvent
étre avantageusement utilisées dans 1’optique de formulations par co-broyage [28]. D’autre part, la
qualité des lyophilisats de tréhalose et I’aptitude largement reconnue de ce disaccharide a protéger
les molécﬁles labiles permettent d’envisager son utilisation en tant qu’excipient. Méme si le
mécanisme de bioprotection du tréhalose n’est pas encore clairement €lucidé, on peut supposer que
plusieurs des propriétés physiques des mélanges {tréhalose / eau} y jouent un role important. Le
polymorphisme du tréhalose et la variété des transformations induites par déshydratation doivent
étre en étroite relation avec ses capacités bioprotectrices [29]. En particulier :

- Texistence d’une forme cristalline dihydrate peut prévenir la formation de cristaux de glace, et
réduire les effets plastifiants de 1’eau sur le tréhalose amorphe. Dans 1’hypothése d’une gangue
amorphe protégeant les biomolécules, cette propriété permet de conserver une température de
transition vitreuse élevée et une dynamique ralentie

- la possibilité de former des états polymorphiques différents selon les conditions de
déshydratation peut aussi jouer un réle fondamental. La phase Ty, dont la structure est

vraisemblablement proche de celle de Tamo. Elle est fortement hygroscopique et peut se
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reconvertir en Ty a des taux d’humidité relative trés bas. Cette propriété est susceptible de
favoriser les échanges d’eau pres des biomolécules.

Les paramétres de contrdle du processus de déshydratation des composés moléculaires ne
sont pas encore précisément identifiés. Il est souhaitable de poursuivre les investigations dans ce
sens, afin de tester 1’adaptabilité des modeles de forgage proposés pour le broyage au cas de la
déshydratation. Par ailleurs, la structure de la phase anhydre T du tréhalose n’est pas résolue a ce
jour. La capacité de réhydratation de Ty, ainsi que les résultats que nous avons obtenus par RMN et
par DX, tendent a prouver que la structure de Ty est trés proche de celle du tréhalose dihydrate,
mais que cette phase est vraisemblablement nanostructurée. Enfin, le fait que la phase Ty, se forme a
une température trés basse, correspondant a un état de surfusion profond, peut offrir la possibilité

d’approcher une limite absolue d’instabilité au réchauffage de cette phase.

L’opportunité d’amorphiser le tréhalose i)ar au moins quatre voies indépendantes fait de ce
sucre un composé prometteur pour 1’étude et la compréhension des mécanismes d’amorphisation 2
~ I’état solide. Les analyses dynamiques peuvent mener a I’identification des processus de relaxations
secondaires. En particulier, il s’agit de tester la réalité d'un paysage énergétique (« landécap_e »),
. présentant des barricres d’énergie de hauteurs différentes selon le mode de préparation de
I’échantillon. L’autre possibilité est de modéliser la dynamique dans un schéma de type «effets
couplés », proposé par Ngai [30], qui ne nécessite pas de référence au landscape dans la-mesure oil
il suppose que les relaxations secondaires de. type Johari - Goldstein ne seraient que le
comportement aux temps courts du processus global de relaxation; avant que les-coopérativités

n’aient pu se développer.
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Calcul de la fraction amorphisée par ATD

ANNEXE ] :

Calcul de la fraction amorphisée a partir des courbes d’ATD

La fraction amorphisée est classiquement estimée a partir des résultats d’ATD en effectuant
le rapport des enthalpies de cristallisation et de fusion de I’échantillon. L’enthalpie de cristallisation

doit cependant étre corrigée afin de tenir compte de la différence de température qui sépare ces deux

accidents. La fraction amorphisée Xamorphe S’ €Xprime alors :

Xamorphe = AH(Tp) / AH;

~ ou AH; est I’enthalpie de fusion du composé cristallin et AH(Tr) I'enthalpie de recristallisation de
la fraction amorphisée ramenée a la température de fusion T¢[1]. En effet, la valeur de AH,, dépend

- de la température 2 laquelle a lieu la recristallisation, comme I’illustre la figure suivante :

e

H J/g)

Flux de Chaleur (W/g)

40 80 120 160 200 240

Température (°C)
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Annexe 1

De¢s lors, si la recristallisation de 1’amorphe et la fusion du composé sont séparées par un
grand intervalle de températures, 1’échantillon amorphe peut recristalliser complétement sans que
AH,; soit égale a AHy. Cela ne signifie pas forcément que I’amorphisation n’est pas totale. Plutot
que d’utiliser les valeurs expérimentales brutes, il faut donc estimer Ximorpne €n corrigeant

I’enthalpie de recristallisation. Si AHy désigne I’enthalpie de fusion du trehalose, et C, sa capacité

calorifique, alors :
AH.(Ty) = AHg + (Ti=Te) [(QH'/IT) — (9H/9T)]
= AH¢ + (T - Tcr)(cp“q = Cpcr)

AHcr(Tf) = AHcr + (Tf = Tcr)- ACp

Référence -

1. E.Y. Grantsharova, I.A. Avramov, 1.S. Gutsow,
Comptes rendus de I’Académie Bulgare des Sciences, tome 37 (1984), 11
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Origines des propriétés bioprotectrices du tréhalose

ANNEXE 2 :

Pourquoi le tréhalose est-il aussi efficace pour la biopréservation ? Quelques

tentatives d’explication

De nombreux organismes vivant dans des conditions climatiques extrémes sont confrontés
au manque d’eau. En cas de forte chaleur, I’eau s’évapore en desséchant les cellules ; en cas de gel,
la formation de glace induit des contraintes mécaniques importantes qui détruisent la
microarchitecture des cellules vivantes. Ces organismes ont donc développé des méthodes leur
permettant de se déshydrater puis de se réhydrater, de maniere réversible, sans dommage pour leur
métabolisme [1]. En particulier, de nombreuses plantes en situation de sécheresse synthétisent des
substances bioprotectrices comme les disaccharides. Parmi ces sucres, le tréhalose bénéficie d’un
intérét considérable. On le trouve dans des organismes comme les champignons, les levures, les
bactéries, et diverses ,.plantes, capables de produire du tréhalose a hauteur de 20 % de leur masse
~ séche en cas de manque d’eau liquide [2]. Leurs métabolismes entrent alors dans un état de quasi-
inactivité, jusqu’a ce que les conditions d’humidité redeviennent favorables et leur permettent de
recouvrer toute leur activité biologique [3]. Par ailleurs, il a été montré que l’adjonétion de tréhalose
exogéne a des systemes incapables d’en synthétisef améliorait considérablement léur résistance aux
contraintes therquues [1]. | '

Les mécanismes 2 lorigine de telles facultés sont encore mal compris a ce jour, bien que le
tréhalose fasse I’objet d’études intensives, en raison des nombreuses applications potentielles
notamment en matiére de préservation de produits biologiques et médicaux [4-6]. En effet, les
facultés bioprotectrices du tréhalose sont souvent qualifiées d’exceptionnelles comparativement a
celles des autres disaccharides. En fait, ’examen attentif des données expérimentales disponibles
révele que I'efficacité du tréhalose est nettement supérieure dans des conditions d’expérience ou de
conservation particulierement défavorables, comme par exemple lors d’un stockage a haute
température et forte humidité [2].

Nous résumons ici les principales hypothéses émises pour tenter d’expliquer les facultés

bioprotectrices particuliéres du tréhalose.

= Hypothése du « remplacement de ’eau » :

L’eau interagit avec les protéines ou les membranes des cellules grice a un réseau de liaisons

hydrogeéne, en formant ainsi une couche protectrice autour des matériaux biologiques.
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Annexe 2

L’hypothése du remplacement de 1’eau stipule que le tréhalose, comme les autres sucres, est

capable de développer un réseau de liaisons H s’adaptant exactement aux molécules labiles. De

cette fagon, en cas de manque d’eau liquide, celles-ci verraient leur conformation préservée par

une interaction directe avec les molécules de sucre [7].

Toutefois, I’hypothese d’une interaction directe entre les disaccharides et les membranes n’est

pas universellement admise. Par ailleurs, compte-tenu de la diversité des matériaux bénéficiant

de I’action bioprotectrice du tréhalose, il semble improbable que I’empreinte de son réseau de

liaisons H soit spécifique 2 un nombre de biomolécules aussi important.

240

Role « déstructurant » du tréhalose :

Plusieurs études indépendantes ont montré que le systéme {tréhalose / eau} possédait une

grande fragilité [7,8]. En d’autres termes, de petites variations thermiques peuvent modifier

‘fortement la mobilité moléculaire, et faciliter les réarrangements structuraux. Une baisse de

température entraine la production de tréhalose. Les molécules de sucre adoptent une
conformation incompatible avec le réseau tétraédrique des liaison hydrogeéne de la glace, ce
qui réduit la quantité d’eau congelable. De cette fagon, la fraction d’eau liquide disponible

pour les cellules vivantes serait maintenue a un niveau acceptable, méme dans des

conditions de température défavorables.

Propriétés du tréhalose amorphe — température de transition vitreuse

Parmi les disaccharides, le tréhalose est celui qui posséde la température de transition
vitreuse la plus élevée (T, = 120°C) [1,9,10]. Cette particularité se retrouve dans les
solutions {tréhalose + eau} qui, a concentration €gale, présentent systématiquement une T,
plus élevée que les autres systemes {disaccharide + eau}. Ainsi, a une température de
stockage donnée, un systéme {sucrose + eau} se trouvera au-dessus de T, dans un domaine
de température ol les réarrangements structuraux (et donc les risques de modifications
irréversibles des cellules) sont possibles, tandis qu’un mélange {tréhalose + eau} de méme
concentration se trouvera encore dans le domaine vitreux, et présentera une mobilité
moléculaire suffisamment faible pour empécher toute modification des molécules labiles
[11].

Cependant, des travaux récents ont montré que 'efficacité bioprotectrice du tréhalose se
poursuivait au-dessus de T, ; en cons€quence I’état vitreux ne semble pas étre un pré-requis
fondamental pour la bioprotection. Par ailleurs, certains polysaccharides comme le dextran
présentent une température de transition vitreuse plus élevée que celle du tréhalose, mais ne

se révelent pas pour autant plus efficaces en mati¢re de bioprotection.[12].



Origines des propriétés bioprotectrices du tréhalose

=  Polyvmorphisme du tréhalose :

L’existence d’une forme dihydrate est un atout supplémentaire pour la bioprotection : le
tréhalose anhydre peut en effet « capturer » les molécules d’eau pour former du tréhalose
dihydrate, et réduire ainsi la quantité d’eau susceptible de geler [13]. En outre, il a été
montré que la mise en contact du tréhalose amorphe avec 1’eau provoquait effectivement la
cristallisation de tréhalose dihydrate, sans modifier ]la température de transition vitreuse de la
fraction amorphe restante [14]. Lors du stockage, la cristallisation du tréhalose dihydrate
peut donc étre un moyen efficace d’éviter I'effet plastifiant de I’eau, et de préserver le
systéme dans un état vitreux.

D’autre part, la forme anhydre métastable T, qui s’obtient par déshydratation « lente » de la
phase dihydrate, possede la faculté de pouvoir se réhydrater facilement en T,ps0, 4 des taux
d’humidité relative faibles [10,15]: La réversibilité Trz0 <> Ty pourrait €galement jouer un

role dans le mécanisme de bioprotection du tréhalose.

Aucune des hypothéses résumées ci-dessus ne permet d’expliquer 2 elle seule Iorigine des
facultés bioprotectrices du tréhalose. En revanche, elles ne sont pas incompatibles entre elles, et ont
certainement un role a jouer dans un mécanisme plus général.

Sussich et al. ont récemment proposé une stratégie de bioprotection faisant intervenir
certains des éléments présentés ici pour expliquer le mode d’action du tréhalose lors de
déshydratations induites par élévation de la température. D’aprés eux, le mécanisme de
bioprotection se décompose de la manicre suivante [1] :

- lapplication d’une contrainte thermique provoque le déclenchement de la production de
tréhalose

- celui-ci cristallise au contact de I’eau en tréhalose dihydrate, & proximité des membranes
biologiques, et capture les molécules d’eau résiduelles. Cette étape permet de préserver un
réseau de liaisons hydrogene intact autour des molécules labiles.

- la poursuite de la déshydratation entraine la transformation du tréhalose dihydrate en tréhalose
To. Comme ces €tapes successives se déroulent toutes a des températures inférieures a Ty, la

mobilité moléculaire trés faible « géle » le systeme et les fonctions vitales. La réhydratation est

ensuite assurée par la réversibilité de la transformation Tapo < Ty
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