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Nomenclature

Nomenclature

P pression
T température
Mo masse d’eau initialement placée dans 'autoclave
d; somme des pourcentages volumiques des liposontediekeinférieures a 1 um
" somme des pourcentages volumiques des liposonadfieecomprises entre 1 et
10 pm
d; somme des pourcentages volumiques des liposont@fieesupérieures & 10 um
Acronymes
RESS Rapid Expansion of a Supercritical Solution
SAS Supercritical Anti-Solvent
ASES Aerosol Solvent Extraction System
PGSS Particles from Gas Saturated Solution
SEDS Solution Enhanced Dispersion by Supercritical ftuid
GAS Gas Anti-Solvent
SDM Systeme de Délivrance de Médicaments
SuUvV Small Unilamellar Vesicle
LUV Large Unilamellar Vesicle
MLV Multilamellar Vesicle
ADN Acide DésoxyriboNucléique

MP

%

a

%

%
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Introduction géenérale

Ce travail de thése s’inscrit dans un projet pddpuis plusieurs années par I'équipe
Procédés et Fluides Supercritiques du laboratard/idcanique, Modélisation et Procédés
Propres de I'Université Paul Cézanne Aix-MarsdildUMR CNRS 6181) et visant & mettre
au point un procédé supercritique innovant de géiogr de liposomes. L'équipe Procédeés et
Fluides Supercritiques développe des techniquesersufiques de micronisation qui
permettent de former des particules solides dietedlibrée a partir de matériaux bruts. De
1994 a 1998, une thése a été menée au sein databersur la micronisation de la Iécithine
de soja par plusieurs procédés supercritiqued.glprocédé SAS (Supercritical Anti-Solvent)
s’est finalement réveélé étre le plus performantrpoicroniser la lécithine de soja brute. C'est
dans ce cadre que cette these a démarré en 208vk@tun double objectif : une étude
d’optimisation sur le procédé SAS et la mise awnpdiun procédé supercritique innovant

continu et en une étape pour former des liposomes.

Les liposomes sont des vésicules sphériques namo-ma@rométrigues dont
I'enveloppe est constituée d’'une ou plusieurs libes de phospholipides. Les liposomes
possédent un coeur aqueux séparé du milieu aquedrorerant par ces bicouches. Les
liposomes sont biodégradables, atoxiques et pafampent employés comme systémes de
délivrance de principes actifs (médicaments, compt#s alimentaires) dans l'organisme
humain. Il existe de nombreuses facons de former lg@somes. Les méthodes dites
conventionnelles telles que celle de Bangham [ZadBit les plus utilisées. Cependant, ces
méthodes posent des problemes car elles néced®taptoi de solvants organiques toxiques
[4]. De plus, elles ont souvent été étudiées eligypfes sur des petits volumes de solution et
il existe donc peu d’éléments sur leur extrapofatibe nos jours, I'intérét suscité par les
liposomes dans la médecine ou l'agroalimentaire negable. Mais cet engouement est
confronté au durcissement de la réglementatior’stilisation des solvants organiques tant
au niveau Européen avec la Directive REACH (Regjfistn, Evaluation and Authorization of
Chemical Substances — EC1907/2006), gu’au nivedindestrie alimentaire mondiale avec
la régulation des substances ou additifs alimesgaavec le concept GRAS (Generally
Recognized As Safe), ou encore au niveau de I'tme@upharmaceutique mondiale avec les

contraintes imposées par les BPF (Bonnes Pratadgiéabrication). Ainsi, le développement
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de nouveaux procédés utilisant des solvants prapiesque le dioxyde de carbone (O
supercritique est devenu une nécessité. C’est dem enjeux de ce travail de thése: la
conception d’'un procédé innovant utilisant un feuslipercritique propre comme solvant de
substitution aux solvants organiques. Le choixtsadars directement orienté vers le £0
supercritique car dans un contexte de conscienceoenementale accrue, le G@st un
produit abondant et réutilisable. De plus, la terapée critique du C®O(304,1 K) permet de
travailler avec des principes actifs thermolabdesnme par exemple lorsque ces principes
actifs sont encapsulés dans les liposomes. Erdium, ghes applications médicales, I'emploi du
CO, supercritiqgue, dans certaines conditions, perraestériliser le milieu de travail. Ainsi,

un gaz a effet de serre (le @@ouve aujourd’hui une utilité dans des procéalérnatifs.

Ce travail de recherche a principalement portélaumise au point d’'un procédé
innovant, continu et compact de formation de lipoes. A ce stade, il est important de
souligner que, dans ce travail de recherche, ladbon des liposomes a été abordée sous
I'angle du Génie des Procédés. Ainsi, les liposqrobgets prisés du monde médical sont ici
considérés comme le produit d'un procédé. Et simende médical travaille sur
I'encapsulation par les liposomes avec des proggastants sur 'amélioration de la stabilité
et de l'efficacité d’encapsulation des liposomesrpme biodisponibilité accrue et un ciblage
pointu, dans ce travail de recherche, c’est leslypoe brut qui est fabriqué et 'amélioration
du procédé qui est en jeu. Cependant, au cour® deavail de thése, I'encapsulation d’un
marqueur fluorescent dans les liposomes a été ségaliet plusieurs techniques de
caractérisation des liposomes (morphologie, taildficacité d’encapsulation) ont été
développées. Ainsi, I'encapsulation de principetifa@ haute valeur ajoutée dans ces

liposomes est tout a fait envisageable.

Ce manuscrit s’organise autour de quatre chapiteepremier chapitre est dédié a une
synthese bibliographique des différents thémes daisor les fluides supercritiques et les
liposomes. Aprés une présentation générale dedefiusupercritiques, de leurs propriétés et
de leurs applications, ce chapitre se poursuitupar description générale des liposomes, de
leurs applications, des méthodes de caractérisatide formation des liposomes. Ce premier
chapitre se termine sur l'état de lart des techegy supercritiques de formation des
liposomes.

Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit est une édiimd®graphique critique sur le
comportement des systemes ternaires/€f/surfactant sous pression. Lors de la formation

These de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 9
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des liposomes par des procédés hautes pressianphdspholipides sont mis au contact de
CO, supercritique avec de I'eau et éventuellementalvast organique (en faible quantité).
L’ajout d’eau peut étre fait sous pression ou Idesla dépressurisation ou encore sous
pression ambiante (aprés la dépressurisation)oisirhagine de mettre au point un procédé
compact, la phase d’hydratation sera préférentielld réalisée sous pression ou lors de la
dépressurisation. Alors, le comportement des phasks systemes ternaires
COy/eau/surfactant ou quaternaires £&au/surfactant/éthanol est un point a étudierefiet,
comme il le sera démontré, le comportement de y&&rmes aura des conséquences sur les
caractéristiques des liposomes formés. Cette secétude bibliographique propose une
nouvelle analyse des procédés supercritiques deatmn des liposomes extraits de la
littérature et présentés dans le premier chapéreedmanuscrit. Des conclusions sont tirées et
des pistes sont données pour comprendre les méwmde formation des liposomes dans les
procédés mettant en jeu des fluides supercritiqes.€léments bibliographiques seront utiles
lors du travail expérimental sur le procédé inndvarésenté dans le dernier chapitre de ce
manuscrit.

Le troisieme chapitre de ce manuscrit est une éxgérimentale visant, tout d’abord,
a comparer un procédé supercritique (Supercritiéalti-Solvant) et une méthode
conventionnelle (méthode de Bangham) pour diviser phospholipides (Iécithine de soja
brute) avant de former des liposomes. Dans un setamps l'influence de la variation de
certains parametres expérimentaux du procédé SA3esucaractéristiques des particules
formées est étudiée. Le procédé SAS (SupercrifintitSolvent), bien connu et développé au
laboratoire, est utilisé pour microniser la |éaithide soja brute. La méthode de Bangham est
'une des méthodes conventionnelles de traitementadlécithine la plus utilisée et elle
permet de former un film phospholipidique dans afldm par évaporation d’'un solvant. Les
phospholipides divisés obtenus par le procédé SASar la méthode de Bangham sont
ensuite soumis a une phase commune d’hydratatios sgitation dans les conditions
ambiantes de température et de pression. Les déthodes ont été testées dans les mémes
conditions afin d’étre comparées : méme phosphuspi(lécithine de soja) et méme solvant
organique (éthanol). Pour la comparaison des pés;éld taux de solvant résiduel des
phospholipides divisés, la morphologie, la taillefficacité d’encapsulation et la stabilité des
liposomes formés a partir de ces phospholipidessébvont été étudiés. Dans la seconde
partie de cette étude, l'influence de la variatoes parametres expérimentaux (pression,
rapport molaire C@solvant et concentration en soluté) a été étudigéefonction de la
morphologie des phospholipides divisés et de Ik tdés liposomes formés.

These de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 10
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Le quatrieme chapitre de ce mémoire présente la mispoint du procédé innovant,
continu et en une seule étape. Ce chapitre coadtdaboutissement de ce travail de thése.
Tout d’abord, le fonctionnement du procédé en nemiei-batch a été testé. Cette étude s’est
avérée nécessaire pour le choix des valeurs expétates du procédé continu. Cette étape a
également permis de visualiser les phases en pestnle comprendre certains phénomeénes
impliqués dans le procédé au regard de ce qui grégenté dans le Chapitre Il. Deux
procédures ont ensuite été testées en mode cordiutaclave a une seule sortie (CAS1) ou a
deux sorties (CAS2). Le procédé innovant a ainéi @éincu puis développé autour de
'influence des parametres opératoires sur la naggie, la taille et [lefficacité
d’encapsulation des liposomes formes.

Ce manuscrit s’acheve par une conclusion génésaleie d’'un développement sur

des perspectives envisageables pour la suite tlevaal.
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Chapitre | : Synthese bibliographique - Les

fluides supercritiques et les liposomes
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Introduction

Ce premier chapitre bibliographique est divisé enxdparties. La premiére partie est
consacrée a la présentation des fluides super@gigt en particulier au dioxyde de carbone
(CO,) supercritique. Un historique des fluides supépres est propose, suivi de la
présentation de leurs propriétés. Ensuite, lesrgtaés physico-chimiques de ces fluides sont
présentées, puis le cas du LDpercritique est introduit avec les applicatipassibles. Dans
ce travail de recherche, le g@8upercritique est I'outil fondamental, utilisé oo solvant ou
anti-solvant dans des procédés dits supercritiqetequi nous intéresseront pour former les

liposomes.

La seconde partie de cette section bibliograph&gieconsacrée aux liposomes. Tout
d’abord, les phospholipides, principaux constitgamés liposomes, sont présentés. Dans un
second temps, la stabilité des liposomes est discat des solutions au probleme sont
évoquées, comme avec l'ajout d'autres constituaque les phospholipides dans la
formulation des liposomes. Les différentes clasebposomes sont ensuite présentées et les
applications des liposomes comme vecteur de pesciactifs sont discutées. La
caractérisation et la formation des liposomes (iggles conventionnelles et supercritiques)
sont abordées en dernier lieu. Dans le cadre dexcail de recherche, les procédés utilisant
du CQ supercritigue pour former des liposomes font Bbbjl'une partie détaillée. Ces
éléments constituent la base des travaux expéramerdéveloppés par la suite et présentés

dans ce travail.

Le lien entre ces deux axes bibliographigues sestoah ainsi naturellement : le
premier nourrissant le second. La compréhensiom@esnismes de formation des liposomes
dans les procédés supercritiques fera I'objet d'seeonde étude bibliographique proposée

dans ce manuscrit (Chapitre II).
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I-1. Les fluides supercritiques

I-1.1. Définition d’un fluide supercritique

[-1.1.1. Historique

La notion de point critique est apparue au Xi%iécle. En 1823, le baron Cagnard de
la Tour (1777-1859) [5] observa pour la premiétie fa disparition de I'interface gaz/liquide
en travaillant sur une enceinte chauffée contedartalcool. Par la suite, il remarque qu’en
placant une bille métallique dans cette enceirddgedille pouvait se déplacer presque sans
résistance quand I'enceinte était placée a uneémnpe suffisante. Mais c’est finalement le
physicien Thomas Andrews (1813-1885) [6] qui canfir I'existence de la température
critique entre 1861 et 1869. Les expériences mepaeblendeleiev (1834-1907) sur ce qu'il
appelait la « température d’ébullition absoluelwsirent bien les propriétés d’'un corps pur
au-dela du point critique. Mendeleiev placa desidigs dans des tubes capillaires et les
chauffa. Il observa alors qu’en augmentant la teatpée, les liquides montaient dans les
tubes et ce jusqu'a une certaine température, lku-de laquelle les ménisques
disparaissaient. Il en conclut qu'a cette tempéeatla phase liquide et la phase gazeuse
avaient les mémes propriétés. Par la suite, unie s travaux furent entrepris sur la
solubilité de certains composés dans les fluidgemsuitiques. Dans les années 1930, les
fluides supercritiques furent utilisés pour la premm fois dans I'industrie pour des opérations
de réaction. A partir des années 1970, l'utilisatiodustrielle des fluides supercritiques se
développa avec, entre autres, des applications ltiatigstrie agroalimentaire (décaféination

du café).

[-1.1.2. Définition

Les corps purs peuvent se trouver soit a I'étatispliquide ou gazeux. Le diagramme
de phases (Pression — Température) d'un corps sumprésenté sur la Figure I-1. Les
domaines d’existence des trois états, solide {@)ide (L) et gaz (G) sont délimités par les
courbes d’équilibres diphasiques solide — gaz,dealiliquide et liquide — gaz. La courbe
d’équilibre liquide — gaz s’étend du point triple du coexistent les trois phases, jusqu’au
point critique C, de coordonné@&s et Pc, au-dela duquel la distinction liquide/gaz n’egist

plus.
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Un fluide supercritique peut étre défini comme uuide dense placé dans des
conditions de température et de pression supésaurmelles du point critique de ce fluide.
Quelques exemples de composés souvent utilisés eoffuide supercritique et leurs
coordonnées critiques sont présentés dans le TableaOn remarque que les valeurs de
températures et de pressions critiques s’écheldrsenun large intervalle, traduisant des
conditions de températures et de pressions padftiisiles a atteindre. Sur ce point, nous
retiendrons que le dioxyde de carbone {Cabssede un point critique dit « intermédiaire »

avec une température critique proche de l'ambigBt,1 K) et une pression critique
« accessible » (entre 8 et 12 MPa).

P A
Solide
Liquide
Pc C
Gaz
: >
TT Tc T

Figure I-1 - Diagramme de phase d’un corps pur

Tableau I-1 - Coordonnées critiques de quelques qus purs

Composé Te (K) Pc (MPa)
Azote 126,6 3,4
Dioxyde de carbone (Gp 304,1 7,38
Ethane 305,2 49
Propane 369,6 4,2
Pentane 469,6 3,3
Acétone 508,1 4,70
Ethanol 513,9 6,14
Eau 647,3 22,12
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I-1.2. Propriétés physico-chimiques des fluides supercrgues

Les fluides supercritiques possedent des propr@tgsico-chimiques intermédiaires
entre celles des gaz et des liquides. Le Table@ategroupe les différents ordres de grandeurs
des masses volumiques, viscosités dynamiques ®isidifés pour les gaz, les fluides
supercritiques et les liquides. Ainsi, il appaigie les fluides supercritiques ont une masse
volumique proche de celles des liquides, leur aamfié un certain pouvoir solvant. lls
possedent une viscosité dynamique proche de cellegdz, favorisant les transferts de
matiere. Mais le transfert de matiere dépend aiesda diffusivité et justement, les fluides
supercritiques, grace a leur diffusivité plus éevgpie celles des liquides, sont considérés
comme de bons solvants d’extraction ou d’impregmati

Outre ces propriétés, les fluides supercritiqudsuoe particularité qui réside dans la
variabilité de leurs propriétés en fonction desdibons de température et de pression. Ainsi,
de faibles variations de température ou de presmibour du point critique vont entrainer de
grandes variations de masse volumique. Cela leoféeo® la qualification de fluides « a
géométrie variable ». Au voisinage du point criiq(et pourP>Pc), les variations de
viscosité dynamique sont importantes. Concernardiffasivité, elle augmente lorsque la
température augmente et diminue lorsque la pressigmente. Enfin, la tension interfaciale
des fluides supercritiques tend vers zéro lorsgaecbnditions de pression et de température

sont proches des conditions critiquBs,(Tc).

Tableau I-2 - Propriétés physicochimiques des fluigs supercritiques

Masse volumique Viscosité dynamique Diffusivité
(kg.m’) : p (Pas) :u (m2.s) : D
Gaz
0,1<p<2 10° < u<3.10° 10°<D < 4.10°
293 K et 0,1 MPa
Fluides supercritiques
Te, Pc 200 <p< 500 10° < u< 3.10° 7.108
Tc, 4Pc 400 <p< 900 310 < u<9.10° 2.10°
Liquide
600 <p< 1600 2.10 < u<3.10° 2.10°<D<2.10°
293 K et 0,1 MPa
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A ces propriétés (masse volumique, viscosité déuslifité), il est important d’ajouter
que, grace a leur densité élevée, les fluides supgues favorisent la solubilisation d’'un
soluté de par les interactions solvant-soluté ethgs par la proximité des molécules. Ce
pouvoir solvant est ajustable en fonction des dmm de pression et de température. Cette
solubilisation dépend bien évidemment de la nathimique du soluté et en particulier de sa
polarité. Dans le cas d'un fluide supercritique lape (comme le C@ supercritique), en
ajoutant un co-solvant polaire, on modifie le pauwomlvant de la phase supercritique et on
rend possible la solubilisation d’'un composé pelan phase supercritique. Par exemple,
I'éthanol est employé comme co-solvant polairedoesle CQ supercritique est utilisé pour

solubiliser de la lécithine de soja (polaire).

[-1.3. Le CO, supercritique

Le dioxyde de carbone est aujourd’hui le fluide esgptique le plus couramment
utilisé. Aussi bien a I'échelle industrielle qu'a@dhelle laboratoire, les raisons de son
utilisation préférentielle sont multiples. Tout b&ad, le CQ est abondant (c’est un sous
produit de lindustrie chimique ; en particulieindustrie de la synthese de I'ammoniac),
inerte chimiquement, non-inflammable, non toxiguen cancérigene ou mutagene. Ensuite,
comme il I'a été souligné dans le paragraphe H&.ZQ présente I'avantage de posséder des
coordonnées critiques relativement « accessiblesec en particulier une température
critique proche de I'ambiantel{ = 304,2 K). Enfin, le C@est a I'état gazeux dans les
conditions ambiantes de température et de prepgionettant ainsi une séparation spontanée
entre le matériel a traiter et le €én fin de procédé par simple dépressurisatiorfCQgpeut
étre récupéré et recyclé en fin de procédé.

Ainsi, il existe de nombreuses raisons pour ledgside CQ est largement employé
comme fluide supercritique. L'un des seuls freinsoa utilisation pourrait étre lié a son
caractere apolaire. Le G@st une molécule apolaire et présente ainsi uwvgiosolvant
limité pour les composés polaires. Mais, I'ajoutird’co-solvant et/ou ['utilisation du GO
supercritique dans un procédé anti-solvant (natiéveloppée ultérieurement) permettent de
contourner cette difficulté. Pour des conditionpérimentales relativement accessibles, le
CO; peut ainsi, selon les applications, se substdugrsolvants organiques classiques.
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I-1.4. Applications des fluides supercritiques — génératinde particules

Un fluide supercritique offre I'avantage de présenpar certains aspects des
propriétés proches de celles des liquides et artids, des propriétés proches de celles des
gaz. Ces propriétés vont, de plus, étre modifiatdefacon continue sur de larges gammes de
pressions et de températures. Ainsi, les proprigtégilieres des fluides supercritiques seront
mises a profit dans des procédés mettant en jetralesferts de matiére et/ou des réactions

chimiques.

I-1.4.1. Les principales applications

Au départ, en dehors des réactions de syntheseigmlement utilisé dans l'industrie

agroalimentaire (extraction de jus de fruit, 193c¢aféination du café, 1978 [7]) ou dans la

pétrochimie (désasphaltage de résidus pétroliegs,6)1 l'utilisation des technologies

supercritiques touchent aujourd’hui

de nombreux aoes :

environnement,

agro-

alimentaire, santé, cosmétique, matériaux, nueédie Tableau I-3 présente un apercu des

utilisations des fluides supercritiques en foncti@s domaines d’applications.

Tableau I-3 - Applications des technologies superitiques en fonction du domaine d’application

Domaine Environnement Agro-alimentaire Santé/Cosmétique NEatg Nucléaire
- Réaction de
- Extraction synthese - Réaction de
Principales - Imprégnation - Génération de synthése
utilisations - Décontamination . particules par - Polymérisation | _,
des ) - Fractionnement | precipitation Réaction
. - Traitement des o o - Imprégnation | chimique
technologies | gachets - Stérilisation - Imprégnation
supercritiques . R
> < - Micro- - Micro- Nettoyage
encapsulation encapsulation - Séchage
- Stérilisation
o Formation de Mélange de
Effluents nucléaires ) N
P microcapsules polymeéres pour Ig
[8], élimination des . o
; biodégradables pour fabrication de . .
produits de . 2 - Dégradation
. . Extraction la délivrance de matériaux .
traitement du bois | ,_ . . - . des déchets par
Exemple d’arbmes de vanillg médicaments ou de| composites [14], .
) . des poteaux AT X . oxydation
d’'applications | . . [10], délipidation génes dans Séchage pour la
électriques contenant , ) . hydrothermale
. du cacao [11] I'organisme [12], formation
du cuivre, du chrome P oz [17]
, - Stérilisation d’'aérogels [15],
et de I'arsenic . . . .
(CCA) [9] te’rmlnale de niveau teinture des fibres
stérile SAL10-6 [13] textiles [16]

Les principales applications des fluides superprégs concernant ce travail de

recherche portent sur la génération de particubesrés petites tailles (de I'ordre du pm),

appelée micronisation.
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[-1.4.2. Les procédés supercritiques de génération de partites

La génération de particules solides par précipitagst aujourd’hui une application
courante des fluides supercritiques. Cette teclenpprmet par recristallisation de former des
poudres de tailles pouvant aller de quelques aeggaide nm a quelgues mm et de
caractéristiques contrb6lées (taille, distributioe thille, morphologie et faciés, nature

polymorphique).

Le fluide supercritique le plus couramment utilggur ce type d’applications est le
CO, supercritique. Pour des applications pharmaceesiges solutés sont principalement des
composes polaires. Dans la suite de ce manusaits gonsidérerons le cas d'un soluté
polaire et d'un fluide supercritique apolaire. Sele role joué par le fluide supercritique dans

ces procédés, on peut distinguer trois grandedlésnaie procédés [18] :

. Le fluide supercritique joue le réle de solvant.
. Le fluide supercritique joue le réle d’anti-solvant
. Le fluide supercritique joue le role de soluté tagent de dispersion.

I-1.4.2.1.Les procédés solvant

Le principe des procédés solvant est d'utilisdiuigle supercritique pour solubiliser le
soluté a précipiter. Ces procédés s’appliquenti @ndes composés dont la solubilité est
supérieure & 10 kg.Kg[19]. Dans le cas contraire, un co-solvant estleyé Une fois le
soluté solubilisé, le mélange est détendu au tsad'@ne buse ou d’un capillaire afin de faire
chuter brutalement la masse volumique et donc lerqio solvant du fluide supercritique ce
qui provoque la précipitation du soluté. Les paids sont ainsi générées par la
dépressurisation rapide du milieu. Ces procédétentetn jeu des sursaturations élevées. Le
procédé de référence des procédés solvant estot®d#r RESS (Rapid Expansion of a

Supercritical Solution).

Les procédés solvant donnent de tres bons résaltatsrme de contrble de taille des
particules. Selon les propriétés du co-solvant eg&lil est parfois nécessaire de travailler a
des conditions de température et pression éleveées golubiliser le soluté. Ces procédés
nécessitent des rapports Zgoluté élevés. Les pompes utilisées dans ces ggsadoivent
donc posséder de fortes capacités. Enfin, lesatiilurs de ces procédés mentionnent souvent
des problémes de bouchage de buse ou de capihices procédés sont difficilement

extrapolables [19].
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I-1.4.2.2.Les procédeés anti-solvant

L’effet anti-solvant repose sur la diminution deukdité d’'un soluté pour un solvant
organique lors de I'ajout d’'un anti-solvant, damgre cas, un fluide supercritique. Dans les
techniques anti-solvant, le soluté a micronisersedibilisé dans un solvant organique. Ce
dernier est totalement soluble dans le fluide sufigue a I'inverse du soluté. La solution
organique liquide est ensuite mise en contact d¥dtuide supercritique qui se solubilise
dans la phase liquide tandis que le solvant diffuses la phase continue. Il y a ainsi

sursaturation du soluté et précipitation.

Les procédés anti-solvant sont utilisés pour dliséa des molécules d’applications
tres diverses et en particulier, des composés @wmutiques. Contrairement aux cas des
procédés solvant, les procédés anti-solvant nessiéept pas I'emploi de conditions
opératoires élevées (pression et température).ndapg comme pour les procédés solvant,
les procédés anti-solvant nécessitent de grandetitgs de fluide supercritique.

Les procédés anti-solvant different par le modendse en contact de la solution
organique et du fluide supercritique. Par exemgéms le procédé GAS (Gas Anti-Solvent),
la solution organique est préalablement introddaes I'autoclave avant que ce dernier ne
soit mis sous pression. Le procédé GAS est un géodsatch. Dans le procédé SAS
(Supercritical Anti-Solvent), la solution organiquest injectée dans un continuum
supercritique grace a un capillaire. Le procédé S#s% semi-continu pour la phase
supercritique. L'introduction du fluide supercritig et I'injection de la solution organique
sont reéalisés a co-courant. Le procédé ASES (AkrSsdvent Extraction System) est
identique au procédé SAS mais cette fois, l'intcdttun du fluide supercritique et l'injection
de la solution organique sont réalisés a contreactulLe procédé SEDS (Solution-Enhanced
Dispersion with Supercritical fluids) utilise uneude coaxiale qui sert de chambre de
prémélange entre la solution organique et le flugdgercritigue. Le procédé SAS est

probablement le plus utilisé de nos jours commebrtiggie anti-solvant.

I-1.4.2.3.Les procédés ou le fluide supercritique joue le dagent de dispersion

Les procédés dans lesquels le fluide supercritjque le réle d’agent de dispersion

reposent sur le fait que les gaz présentent unaebsalubilité dans les liquides (entre 5 a

These de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 20



Lauréne Lesoin Chapitre | : Synthese bibliographique

50% en masse). Dans ces procédés, le fluide sitprerest solubilisé dans une phase
liquide contenant le soluté a cristalliser, ou bilms le soluté a I'état fondu. Une solution
saturée en gaz est ainsi obtenue. Elle est ersloiteisée a travers une buse dans une unité
d’expansion sous basse pression et basse temgérhturséparation spontanée du fluide
supercritique entraine la solidification du compas@écipiter.

Ces procédés permettent de précipiter des molépaldgllement solubles dans le
fluide supercritique utilisé ce qui n'est pas pbksiavec les procédés anti-solvant. Ces
procédés présentent de plus I'avantage d’avoiraeltons rendements et de consommer peu
de fluide supercritique. Cependant, le principalomvénient de ces procédés est lié aux
conditions de température employées ce qui peustitoer un frein pour le traitement des

composés thermolabiles.

Le procédé PGSS (Particles from Gas Saturated i@ojuest le procédé le plus
généralement employé pour ce type d'utilisation ftledes supercritiques. Dans ce procédé,

le soluté a précipiter est fondu puis mis en cdragec le fluide supercritique.

La description de certains de ces procédeés seelappée ultérieurement dans le cas

spécifique de la formation des liposomes.
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I-2. Les liposomes

[-2.1. Préambule

Les liposomes sont des vésicules (structures feméphérigues composées de
bicouches phospholipidiques qui encapsulent unéepdu solvant dans lequel elles se
trouvent [20]. Leur taille varie d’'une vingtaine denomeétres a quelques micrometres.
L’épaisseur d’'une bicouche phospholipidigue mesueques nanometres (en fonction de la
nature des phospholipides). En solution, la mengdes liposomes (la ou les bicouches) a
un caractére dynamique, c'est-a-dire qu’elle varagir avec le milieu et évoluer [21]. Une
partie des phospholipides sont solubilisés en ieollgt une autre partie des phospholipides
sont donc organisés en bicouches. Des échangesldeutes de phospholipides se font entre
les bicouches d’'un méme liposome, entre liposomesntee les bicouches et la solution. Ce
point est abordé dans certaines études [20] ettitmnda principale difficulté du travail
expérimental sur les liposomes, tant il est diiale les former, de les analyser et de les

conserver.
I-2.2. Les constituants majeurs des liposomes : les phospipides

[-2.2.1. Définition

Les lipides sont des corps gras d’origine naturéles lipides les plus répandus au
niveau des membranes biologiques sont les glypédes, les sphingolipides et les stérols.
Les phospholipides font partie de la famille degcétolipides. Les glycérolipides sont
construits a partir du glycérol, dont deux foncticalcool ont été estérifiees par des acides
gras qui forment la zone hydrophobe (apolaire)adadlécule de phospholipide. La troisieme
fonction alcool porte un groupe polaire, qui causgtila téte polaire du lipide. Dans le cas des
phospholipides, il s’agit du groupe phosphate niéme estérifié par différents groupements,
souvent azotés. Les acides gras possedent géenérmald® ou 18 atomes de carbone et
peuvent comporter une ou plusieurs insaturatior®) wonjuguées en geénéral. C'est
essentiellement la téte polaire (groupe phosphates dnotre cas) qui va dicter le
comportement des différents lipides et qui va pémaédeur classification ; ainsi, dans le cas
des phospholipides, on trouve : la phosphatidyloleo(PC), la phosphatidylethanolamine
(PE), la phosphatidylsérine (PS)... [22] (Tableay.lH4es phospholipides (Figure 1-2) sont
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donc constitués de deux parties (polaire et amlajui possédent des affinités pour deux
milieux incompatibles, d’ou I'appellation des phbeppides comme molécules amphiphiles

ou tensioactifs ou surfactants [23]. Les molécdiephospholipides vont donc avoir tendance
a s'organiser en solution de maniére a ce quertagpgments polaires soient en contact avec

des groupements polaires et inversement.

Tableau I-4 — Exemples de groupement chimique assé@u groupement phosphate des phospholipides

Nom Formule chimique
Phosphatidylethanolamine (PE) -CH,-CHy-NH3+
Phosphatidylglycérol -CH,-CHOH-CH,OH
Phosphatidylcholine (PC) -CH,-CH,-N(CHy)s"
Phosphatidylsérine (PS) -CH,-CH-NH,COOH

/4
A
_ /C:O
O—C\ (|)
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2 2 ]
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Figure 1-2 — Schéma développé d’une molécule de pmholipide
[-2.2.2. Propriétés

1-2.2.2.1.Préambule
Les phospholipides possedent une température dgiticl de phase qui correspond
au passage reversible d’'un état ordonngo(L configuratiortrans) vers un état désordonné

(L« ou configuratiorgauchg via un état intermediaire; 24] (Figure 1-3).
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La température de transition de phase dépend tmdmeur et de la saturation des
chaines des phospholipides. Pour les phospholipgdgsus utilisés (phosphatidylcholine), la

température de transition de phase est comprise 2nl et 328 K.

Les deux états, get Ly, résultent d’'une rotation possible autour desdias C-C des
queues des chaines hydrocarbonées. A une tempgeratiérieure a la température de
transition de phase, les chaines hydrocarbonédsésivdes au maximum (état)L Une
élévation de la température entraine un accroisserde la mobilité moléculaire. La
probabilité d’'une isomérisatiommans - gauches’accroit alors. Au-dela de la température de
transition de phase, les phospholipides passenbed’oconfiguration ordonnée a une
configuration désordonnée ¢la Ly). Dans la configuration désordonnée, les chaines

hydrocarbonées ne sont plus étirées [25].

ARAAR AN
Y VYWY

Configuration trans Configuration gauche

Figure 1-3 — Configuration trans et gauche des phgolipides au sein de la membrane phospholipidique
[25]

I-2.2.2.2.De la molécule amphiphile a la vésicule

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles ppssedent une partie
hydrophile et une partie hydrophobe. Ainsi, ceséuooles vont s’auto-organiser et former des
assemblages pour protéger leurs parties hydrophisbEsau et leurs parties hydrophiles des
composés apolaires.

Prenons lI'exemple d'un systeme composé d'eau, de €Ode surfactant sous
pression. En présence de £€ d’eau, les phospholipides vont ainsi se loealés!'interface
COJ/eau, abaissant les tensions interfaciales etlisaiti le mélange apolaire/polaire. Les
molécules de phospholipides vont s’organiser dei@énara ce que les tétes polaires soient en
contact avec les molécules d’eau, tandis que lex deeues apolaires vont s’étendre vers le

CO, supercritique [26]. En fonction de la concentmatien phospholipides, de la quantité
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d'eau, de la température et de la pression du mélales phospholipides vont s’auto-

assembler pour concilier le contact des partiesdpfdles avec I'eau [24].

Trois types particuliers d’arrangement vont nougresser au cours de ce travail de
recherche : la micelle normale, la micelle inveetela vésicule. Une micelle est un
compartiment sphérique fermé constitué d’'une coulehsurfactant ; selon I'orientation de la
partie polaire du surfactant vers I'extérieur ousvéintérieur de la sphére, on définit

respectivement les micelles normales et les meaieerses (Figure 1-4).

Eau CO;

CG,

(a) Micelle normale (b) Micelle invers

-

N Syl

Queues Téte
apolairespolaire

(c) Phospholipide

Figure I-4 — Schéma simplifié d’'une micelle normaléga), d’'une micelle inverse (b) et d'un phospholigie

()

En considérant le CQdans lequel des phospholipides ont été solubiisés un co-
solvant, I'ajout d’eau en faible quantité conduladormation de micelle normale. Lorsque la
quantité d’eau augmente, ce sont cette fois ddefiuantités de CQOgui sont dispersées

dans I'eau et des micelles inverses sont formées.

Lorsque le CQ est libéré (par exemple lors de la détente duémys), les
phospholipides sont alors directement en contaet & phase aqueuse. Alors, les queues

apolaires des phospholipides vont se regrouper @ater les interactions avec I'eau, formant
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une ou plusieurs bicouches phospholipidiques aggdétes polaires des phospholipides en
contact avec l'eau et les queues apolaires senfafaae, résultant en la formation d’'une
vésicule. Une vésicule se définit comme un commpenit sphérique fermé de petite taille (de
guelques centaines de nanométres a quelques niiishéséparant une phase aqueuse d’'une
autre par au moins une bicouche de surfactant. udseule phospholipidique est appelée

liposome (Figure I-5).

Milieu aqueux

Milieu aqueux

-

=

Queues Téte
apolairespolaire

Bicouche
phospholipidique

(a) Liposome (b) Phospholipide

Figure I-5 — Schéma simplifié d'un liposome (a) ed’'un phospholipide (b)

D’autres phases peuvent également apparaitre lapieération du C@supercritique,
telles que la phase lamellaire (empilement de luisey la phase hexagonale inverse
(arrangement de micelles cylindriques inversesphliase éponge et la phase cubique inverse
discontinue [24] (Figure 1-6).

o V\l uﬁ
ST

Phase lamellaire Phase hexagonale inverse Phasgespo Phase cubique inverse

Figure 1-6 — Exemples de phases possibles pour deslécules amphiphiles dans I'eau [24]
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Cependant, en opérant avec des phospholipides dimedivisés et avec une agitation
suffisante, les vésicules, c'est-a-dire les lipossconstituent la phase prédominante. La
formation de liposomes requiert ainsi un prétragemdes phospholipides (dispersion,
micronisation, ...). Dans la littérature, il est gealément précisé que ce traitement doit étre
réalisé a une température supérieure a la tempérade transition de phase des
phospholipides [25]. C'est le passage d'une tenipggasupérieure a la température de
transition de phase vers une température inféri@lagtempérature de transition de phase qui
assure la rigidité de la bicouche phospholipidipessage d’'un état désordonné vers un état

ordonné).

I-2.3. Les différentes classes de liposomes

Les liposomes sont classés en fonction de leur n@hd bicouches appelé lamellarité
et de leur taille. Ces caractéristiques varierfoaction de la méthode de formation employée

et des matieres premiéres utilisées pour les fofa@gr

Les vésicules unilamellairesi{ilamellar vesiclesou LUV) sont formées d’une seule
bicouche concentrique. A l'inverse, les vésiculadtitamellaires (nultilamellar vesicleu

MLV) comptent plusieurs bicouches concentriques.

En prenant en compte la taille des liposomes, &scules géantes unilamellaires
(large unilamellar vesicle®u LUV) sont des veésicules unilamellaires de eailcomprises
entre 0,1 et 1 um et les petites vésicules unil@nes €mall unilamellar vesiclesu SUV)
sont des vésicules unilamellaires de tailles cosegrentre 0,02 et 0,1 um. Enfin, les vésicules
multilamellaires ont une taille comprise entre @{2100 um. Ces gammes de tailles sont
données a titre indicatif et ont été déterminéedometion des données de la littérature

recensées dans ce manuscrit.

Enfin, les vésicules multivésiculaires sont desiotdss pour lesquelles plusieurs

vésicules sont emprisonnées dans une vésiculgpisse.

Ces éléments sont regroupés sur la Figure I-7ret l@aTableau I-5.
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Figure I-7 - Structures des liposomes

Tableau I-5 — Tableau récapitulatif des différenteslasses de liposomes [27]

Type de liposomes Schéma simplifié Clas3aille approximative / pm

Petite vésicule unilamellaire SuUvV 0,02-0,1

Large vésicule unilamellair LUV 0,1-1

D

Vésicule multilamellaire MLV 0,2 -100
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I-2.4. Stabilité des liposomes

[-2.4.1. Fluidité membranaire

Comme présenté dans le paragraphe 1-2.2.2, audlal®e certaine température
appelée température de transition de phase, lesppbbpides passent d’'une configuration
ordonnée a une configuration désordonnég {LL,) (Figure I-3). Dans la conformation
ordonnée, les chaines des molécules de phosptledipmht étirées au maximum et parallele
entre elles. A linverse, dans la conformation ddeonée, les chaines des molécules de
phospholipides oscillent autour d’'un axe moyen eediculaire au plan de la bicouche
phospholipidique. Les chaines hydrocarbonées né aors plus étirées au maximum et

I'épaisseur de la bicouche peut diminuer.

Lorsque les phospholipides sont dans la configumatirdonnée {, la bicouche
phospholipidique des liposomes est dite rigide’idvérse, lorsque les phospholipides sont
dans la configuration désordonnég la bicouche des liposomes est dite fluide (étatsd

lequel les queues des phospholipides ne sont ptas®rectilignement).

D’autres mouvements sont possibles au sein de daubihe phospholipidique
(diffusion latérale, flexion au niveau des doubiaessons, rotation) [24] mais ces points ne
seront pas développés dans ce travail de recherche.

La fluidité membranaire est finalement définie coenaptitude des phospholipides a
se mouvoir au sein de la membrane [28]. Une biceyahospholipidigue dans son état
ordonné type gel présente donc une fluidité plusldaque dans son état désordonné type
fluide. Ainsi, la température influence fortemeirdanisation des phospholipides au sein de
la bicouche phospholipidique. Le passage d’'un #ta¢ gel a un état type fluide pour la
bicouche ou la présence locale de zones désorgarasésein d’'une structure majoritairement
organisée pour la bicouche favorise les phénomélesfusion entre liposomes. Plus
généralement, en cas de changement de tempénaersuspension liposomiale sera altérée

avec relargage des principes actifs encapsulés.

[-2.4.2. Agrégation des liposomes

L’agrégation des liposomes en solution est un pm&me inévitable lorsque les

liposomes ne sont constitués que de phospholipidésrels. Cette agrégation est due a
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I'existence des forces attractives de van der Waelsst-a-dire de forces induites a
I'extrémité des phospholipides. Une fois au contdes phénomenes de fusion (coalescence)

entre liposomes peuvent se produire comme vu @gparhgraphe 1-2.4.1.

I-2.4.3. Dégradation chimique des liposomes

Les phospholipides sont le siege de deux typestdeadation chimique : I'hydrolyse
de leurs fonctions esters et la peroxydation deslebiaines insaturées d’acyles [29]. Ces deux
dégradation altérent I'intégrité de la bicouche ggtwlipidique et peut entrainer la libération
des principes actifs encapsulés. Les conditionsgézature, cinétique) conduisant a ces
dégradations ne sont pas détaillées.

I-2.4.4. Les solutions

Dans ce paragraphe, toutes les solutions existguas renforcer la stabilité des

liposomes en solution ne seront pas abordées. Bsutas simples seront traités.

I-2.4.4.1.Ajout de cholestérol aux phospholipides

Le cholestérol (&H460) est utilisé dans la formulation des liposomesilcpermet
d’atténuer les effets de la température sur ladmike phospholipidique. Le cholestérol vient
se loger au sein de la bicouche phospholipidiq@nsDe cas ou la température est inférieure
a la température de transition de phase, le cliotdstéduit la rigidité de la membrane. Au
contraire, lorsque la température est supérieulie tampérature de transition de phase, le
cholestérol diminue le mouvement des phospholipi@essein de la bicouche. Ainsi, le
cholestérol agit pour éviter les situations extrérde rigidité ou de fluidité au sein de la

bicouche phospholipidique.

1-2.4.4.2.Ajout de phospholipides chargés aux phospholipiegres

L’emploi de phospholipides chargés permet d’augerdes forces répulsives entre les
liposomes et ainsi compenser les forces attractieegan der Waals. Ainsi, les phénomeénes
d’agrégation sont réduits.

I-2.4.4.3.La lyophilisation des liposomes

Les liposomes peuvent étre lyophilisés [30] apets lformation. De nombreuses
formulations & base de liposomes sont ainsi préssntians le commerce (AmBisome®).
Mais la lyophilisation d’'une suspension liposomigleut entrainer une dégradation des

liposomes : des phénomenes d’agrégation/fusion@gsules sont observés et donc une perte
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du matériel encapsulé [31, 32]. Pour préserverci@sctéristiques des liposomes aprés la
phase de déshydratation/réhydratation, l'utilisatidun agent cryoprotecteur tel que le

saccharose ou le glycérol (des sucres), est née$33]. Cependant, on peut émettre un

doute sur cette technique car rien ne permet dassjue les liposomes se reformeront de
facon identique apres la réhydratation.

I-2.4.4.4.La congélation des liposomes

L’idée de congeler une suspension liposomiale agmefermation afin de la conserver
peut sembler avantageuse car la congélation estagessus rapide, semblable a une trempe
et ainsi, on peut penser que la suspension lip@emiaurait pas le temps de se dégrader.
Elle serait figée en I'état. Des exemples de catgii/décongélation sur des suspensions
liposomiales sont présentés dans la littérature 33§t Mais a chaque fois, il est souligné que
ces cycles de congélation/décongélation fragilismembrane des liposomes et provoquent
une évolution des liposomes : a partir d’'une susipande SUV, on obtient une suspension de
LUV [34] ; et, a partir d’'une suspension de MLV, ohtient une suspension de LUV [35].
Ces applications sont parfois utiles, par exempder augmenter I'efficacité d’encapsulation
d’'une suspension de SUV, cette derniere est treméf® en une suspension de LUV par des
cycles de congélation/décongélation [34]. Maisdagglation ne permet pas de conserver une

suspension liposomiale en I'état.

[-2.5. Applications des liposomes

Les liposomes furent découverts au début des anfiBe§2, 3] et au départ,
principalement utilisés comme modéle membranairar g@&tude de la structure et des
propriétés des membranes biologiques [2]. De parrature non-toxique, biodégradable, les
liposomes furent rapidement reconnus pour leur iplesaitilisation comme systéemes de
délivrance de médicaments (SDM) par voie cutangéentérale ou orale. L'un des avantages
des liposomes est qu’ils peuvent encapsuler depas@s hydrophiles ou lipophiles, soit dans
'espace interne aqueux, soit dans la bicouche pitapidique ; des composés peuvent
également étre intégrés a la membrane phosphaligdbar complexation (Figure I-8). Les
premiers essais ne furent malheureusement pabautaur des espérances. Tout d’abord, la
durée de vie des liposomes dans le sang est lirnéedée systeme immunitaire détruit les
liposomes au niveau du foie et de la rate par ptygse. Ensuite, lors d’une utilisation par
voie entérale, les liposomes sont dégradés en umifitestinal par les sels bilaires et les

lipases pancréatiques [36].
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Figure 1-8 — Schéma d’un liposome avec des substascencapsulées ou complexées

Depuis 30 ans, les progres réalisés dans la fotionlales liposomes permettent,
aujourd’hui, de s’affranchir de ces difficultés. Aliposomes dit « bruts », se sont substitués
des liposomes « furtifs » (entourés de polymeérgsolyéthyléneglycol — pour éviter la
phagocytose [37-39]) , des immunoliposomes (lipcsoifartifs auxquels ont été attachés des
ligands spécifiques a la surface externe pour rcilmhe cellule ou un tissu [40]) et enfin, des
liposomes cationiques (liposomes furtifs dont lafae interne et externe est chargée
positivement afin d’accroitre les interactions alex membranes cellulaires et 'ADN [41,
42]).

Grace a leur biodisponibilité accrue et la postéide ciblage spécifique, ces
nouveaux SDM sont utilisés pour le traitement dlag#43-46], du cancer [43, 47, 48], de la
malaria [43, 49], des maladies touchant les poumdtmsfoie ou la rate [43], et plus
généralement le traitement des maladies infect®e{48] ; la vaccination [43, 50, 51]; le
diagnostic (rayons X, infrarouge) [43, 52-54] ;tterapie génique [43, 55, 56] ; et enfin,
I'ophtalmologie [57]. L'application des liposomeseattement sur la peau et la libération de
principes actifs pénétrant les tissus permettestagplications multiples en dermatologie ou
cosmeétologie [58]. Enfin, 'utilisation des liposestouchent d’autres secteurs que le secteur
meédical avec des débouchés dans I'industrie tefddioration de textiles ou modification de
surface [59-61]), dans l'agroalimentaire (encapsutad’ardme, de nutriments, d’enzymes
[62], encapsulation d'antibiotiques d'origine natle pour le bétail [63]), dans
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I'environnement (dépollution des sols et réductites pollutions engendrées par les marées
noires [64, 65]).

A titre d’exemple, nous citerons deux médicameni®uad’hui commercialisés qui
utilisent les liposomes comme vecteurs de princigesfs. Tout d’abord, AmBisome®
(50 mg) qui est une préparation liposomiale d’anghicin B (antifongique). Ce médicament
se présente sous la forme d’'une poudre. Un sob&trdjouté et la suspension liposomiale est
injectée en intraveineuse sous perfusion. D’apegsspécifications du médicament, aprés
I'ajout de solvant, AmBisome® est une suspensiotipesomes unilamellaires ; le principe
actif ('amphotericin B) se situant au niveau debleouche phospholipidique. Ensuite, nous
citerons I'exemple de Caelyx® (2mg.M)Lqui est une formulation liposomiale PEGylée de
chlorhydrate de doxorubicine utilisée dans le éraiént des cancers du sein et de I'ovaire. Les
liposomes PEGylés contiennent des segments greffésrface par le polymére hydrophile
de meéthoxypolyéthylene glycol. Ces groupementsalieé de méthoxypolyéthylene glycol
sont étalés a la surface des liposomes créant anesipellicule protectrice qui réduit les
interactions entre la bicouche phospholipidique lex composés plasmatiques. Cette
formulation permet aux liposomes Caelyx® de regtendant une longue durée dans la
circulation sanguine. Les liposomes pégylés soritisamment petits (diametre moyen
approximatif 100 nm) pour passer intacts (extrav@aspa travers les vaisseaux tumoraux

altérés qui irriguent la tumeur.

I-2.6. Caractérisation des liposomes

Les liposomes sont caractérisés par leur taille; heorphologie (forme, nombre de
couches) leur efficacité d’encapsulation et leuab#ité. Cette section est dédiée a la

méthodologie des différentes techniques de caisatém des liposomes.

[-2.6.1. Etude de la morphologie des liposomes

Les liposomes peuvent étre sphériques ou ellipagjdaune ou plusieurs bicouches.
Ces propriétés influencent la stabilité des lipossnteur capacité a encapsuler des principes
actifs. En outre, les liposomes ellipsoidaux sowing facilement caractérisables que les

liposomes sphériques.

Deux techniques sont utilisées pour étudier la imoiggie des liposomes: la

microscopie électronique a transmission et la msimppie optique a contraste de phase. Une
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image de liposomes obtenue par microscopie éldégtrena transmission et une image

obtenue par microscopie optique a contraste deeg@d présentées dans le Tableau I-6.

I-2.6.1.1.La microscopie €électronique a transmission

Cette technique est trés performante mais ellesséeeune préparation complexe des
échantillons de suspension liposomiale. Deux m&hate préparation des échantillons sont

proposées dans la littérature : la fracture cry@génou la coloration négative.

Dans le premier cas [66], les échantillons de susipa liposomiale sont tout d’abord
soumis a une cryogeénisation dans du propane ligyiempérature <230 K). Puis
I'échantillon solide est fracturé a 123 K et uneroeluction de la surface est réalisée par
sublimation d’une fine couche de carbone sous sittda surface de I'échantillon solide. Une
ombre de la réplique est créée avec une vapeutatiaegp La réplique est ensuite nettoyée
avec de l'eau et de l'acétone et elle est placéeuse grille de cuivre et observée au

microscope électronique a transmission.

Dans le second cas [67], les échantillons de ssgmpefiposomiale sont absorbés sur
une grille métallique recouverte d'un film de carédin de quelgues nanométres. L'exces
d'eau est absorbé a l'aide d'un papier buvard.sdh#ion contenant un agent contrastant, tel
gue du tetroxyde d'osmium ou de l'acétate d'urasglajoutée sur la grille pendant quelques
secondes puis absorbée. L'agent contrastant vaxee fréferentiellement au bord des
particules absorbées. De par sa forte masse atem@oontrastant dévie les électrons dans le
diaphragme obijectif. Ainsi I'échantillon biologiqapparait plus clair que ce qui I'entoure,
d'ou le nom de coloration négative. L'échantill@parait blanc sur un fond sombre sur les

images obtenues au microscope électronique a tissisom

I-2.6.1.2.La microscopie optique a contraste de phase

Un microscope optique a contraste de phase tranefan niveaux de gris les
différences d'indices de réfraction entre deuxcstmes. Des structures transparentes sont
ainsi visualisables lorsque leur indice de réfactdiffere de l'indice de réfraction des
éléments voisins. Cette technique ne nécessitdgaséparation particuliere des échantillons
de suspension liposomiale. La microscopie optiqueritraste de phase a été utilisée par

Sankar Kadimet al [68] et Tsumoto et al. [69] pour observer desdipmes en suspension.
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Tableau I-6 — Images de liposomes en suspension@ies par deux méthodes : microscopie électronique

a transmission et microscopie optique a contrasteedphase

Méthode Microscopie électronique a transmissior| Microscagéque a contraste de phase

=~ |

Images

Références Mereet al [70 B Tsumotcet al [69]

Finalement, si la microscopie optique a contrast@lihse est une méthode simple a
mettre en ceuvre, la microscopie électronique &mnésion permet d’obtenir des images en
coupe des liposomes et de compter le nombre deudlies. Le niveau de détails de la
microscopie optique a contraste de phase est neoqar celui de la microscopie électronique
a transmission. On remarque cependant que I'on gizsdrver des vésicules a l'intérieur des
vésicules plus grosses (liposomes multivésiculpaesc le microscope optique a contraste de

phase dans I'image du Tableau I-6.

[-2.6.2. Détermination de la taille des liposomes

La taille est une des propriétés les plus étudigssliposomes. En fonction de leur
taille, les applications des liposomes ne sont leas mémes. Par exemple, pour des
applications pharmaceutiques, il est préférable lgadiposomes soient de tailles comprises
entre2et5pum.

Deux méthodes sont principalement utilisées poterdéner la taille des liposomes :

la spectroscopie par corrélation de photons [6676771] et la granulométrie laser [72, 73].

I-2.6.2.1.La spectroscopie par corrélation de photons

Cette méthode repose sur le mouvement brownien pdeScules de quelques
nanometres a quelques micromeétres. Lorsque casypestsont en suspension dans un gaz ou
un liquide, elles sont animées d’'un mouvement ailégtdit mouvement brownien, résultant
des collisions avec les molécules de fluides. Aingparties uniformément, leur position
change mais leur répartition dans I'espace reststigue (Loi de Fick). Lorsqu’un faisceau

de lumiere traverse une suspension de particulespms, I'équilibre du systeme sera rétabli
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au bout d’'un certain temps grace au mouvement beswaes particules. Expérimentalement,
des fluctuations d’intensité de lumiére sont ob&esv L’échelle de ces fluctuations contient
des informations sur la taille et la concentratitas particules (Loi de Stokes Einstein). La

taille des liposomes est ainsi déterminée.

I-2.6.2.2.La granulométrie laser

Cette technique est basée sur la théorie de leadifin de la lumiére (théorie de
Fraunhofer). La diffraction de la lumiére est ugpbmeéne qui se produit a chaque fois qu’un
faisceau lumineux rencontre un obstacle (un colipglide optique différent) qui s’interpose
dans la propagation du flux incident. Plus I'obkagst étroit, plus la déviation angulaire de la
lumiere sera importante. En assimilant les pasu(taille de l'ordre du micrometre)
contenues dans une suspension a des obstacledydane la figure de diffraction obtenue
en faisant circuler un faisceau lumineux dans caipension permet de remonter a la taille

des particules.

[-2.6.3. Détermination de I'efficacité d’encapsulation desiposomes

Comme il I'a déja été présenté, les liposomes s¢&e&ncapsuler des composés, a les

véhiculer dans I'organisme et a les délivrer.

L’encapsulation puis la détermination de [Ieffidécid’encapsulation sont des
opérations complexes qui dépendent du type de mieléncapsulée. Le choix de la molécule
encapsulée dépend de la finalité de I'étude. Deas< spnt distingués : les études a visée
médicale et les études en vue d’amélioration deéut®. Dans le premier cas, les composés
encapsulés sont des principes actifs a viséespidtigues alors que dans le second cas, les
composés « modeéles » encapsulés sont des mardlueunescents (fluorescéine) ou d’'autres
composeés (glucose, cholestérol). Ensuite, selocatactere hydrophile ou hydrophobe du
composé encapsulé, ce dernier sera placé différamatesein du liposome : dans I'espace
interne aqueux pour les composés hydrophiles et @ahicouche phospholipidique pour les
composés hydrophobes. Les principaux composés suéapdans des liposomes formés par
des procédés supercritiques et recensés dantefatlire avec les méthodes de détermination

de l'efficacité d’encapsulation sont listés dan$ableau I-7.

La difficulté principale de la détermination expBentale de [Iefficacité
d’encapsulation réside dans la différenciation @@aposés effectivement encapsulés de ceux
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qui ne le sont pas et se trouvent dans I'espaceuxgan dehors des liposomes pour les
composes hydrophiles. Cette différenciation esessaire pour ne doser que les composeés
encapsulés dans les liposomes. Parmi les technigudgférenciation, il existe des méthodes

physiques de séparation (chromatographie ou diatyseles méthodes chimiques consistant
a neutraliser les molécules non encapsulées aérnl’'gppareil de mesure ne les détecte pas.
Parmi les méthodes chimiques, la neutralisatiom dhiarqueur fluorescent (calcéine) par des

ions cobalt est utilisée pour inhiber la fluoreszeru marqueur fluorescent non encapsulé
[74, 75]. Certaines de ces techniques sont recerda#es le Tableau |-7. Les techniques de
séparation physique peuvent entrainer une dégoaddis liposomes (rupture ou perte de

matériel encapsulé). A linverse, les techniques diérenciation chimique sont des

techniques plus douces.

Enfin, selon la méthode de différenciation des cosés encapsulés des composés non
encapsulés, la formule mathématique de calculef@ichcité d’encapsulation sera différente,
comme présenté dans le Tableau 1-8. Ce tableawmigéses résultats obtenus en termes
d’efficacité d’encapsulation pour des liposomesriés avec un procédé supercritique. Ces
résultats ne sont pas comparables, tant le proeggdoyé pour former les liposomes, le
composé encapsulé, la méthode de difféerenciatiota enéthode de mesure different et
influent sur le résultat final. Ce tableau préseigalement les efficacités d’encapsulation
mesurées en utilisant des méthodes conventionmmlasformer des liposomes du type de la
méthode de Bangham. Les résultats obtenus poulipesomes formés par des méthodes
classiques sont souvent bien inférieurs a ceuxnabt@our des liposomes formés par des

procédeés supercritiques.
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Tableau I-7 - Données bibliographiques sur les conggés encapsulés dans des liposomes formés par des@dés utilisant les fluides supercritiques

Méthode de détermination de I'efficacité d’encaptuoh

a Composé Séparation des composés .
Composé : L . ‘e i ad  TEChnique de 33
encapsulé hﬁ/drophlle ou Application en'cap,s_ules des COMposes situes rupture des Technique de dosage Références
ydrophobe I'extérieur des liposomes (non i
. iposomes
encapsulés)
Isothlocyane}t.e-s Hydrophile Colorant fluqregcer]t utllllse en Chromatogrgphle d’exclusion Détergent Spectrofiuorimétre Frederiksen al. [67]
de fluorescéine photochimiothérapie stérique Ci6H260,
Acide Substance photosensible utilisée pour les
tétrasulfonique H . bstance p X P Chromatographie d’exclusion Détergent Spectrophotometre UV .
. ydrophile thérapies photodynamiques (tumeurs de i L Frederikseret al.[67]
phtalocyanine de vessie) stérique Ci6H2605 visible
zinc
Méthode GOD (Glucose
Glucose Hydrophile Caractérisation de procédé Baly Ethanol OxyDase) au Otakeet al.[71]
spectrophotometre
Cholesterol Hydrophobe Caractérisation de procédé Chromatographie de filtration su Ethanol Technlqu_e de pr(?_C|p|tat|on Otakeet al.[71]
gel des lipoprotéines
Une partie
Miconazole hydrophllg et une Traitement de la mycose Lavage ) Chromatographie liquide Kunastitchaiet al
partie haute performance [72]
hydrophobe
Alpha-tgcopherol Hydrophobe Vitamine E synthétique (antioxydant Warmation Ethanol absoly Chromatographie liquide Bridsonet al [76]
acétate haute performance
Une partie
Amphotéricine B hydrophllg etung Traitement de la mycose Dialyse Méthanol Chromatographie (méthodg Sankar Kadimet al
partie de Bartlett) [68]
hydrophobe
Ajout de CoCJ pour neutraliser la Détergent
Calcéine Hydrophile Marqueur cellulaire fluorescent fluorescence de la calcéine non 9 Spectrofluorimeétre Takahas#i al [77]
encapsulée Ci6H260,
Ajout de CoC} pour neutraliser la Détergent
Calcéine Hydrophile Marqueur cellulaire fluorescent fluorescence de la calcéine non 9 Spectrofluorimétre Tsumotet al [69]
encansulé Ci16H2602
psulée
Docetaxel Hydrophile Agent anti-cancer utilisé émtothérapie Centrifugation Méthanol Chromatographie liquide Naik et al [78]
haute performance
Huile essentielle Ethanol et
de racines Hydrophobe Complément alimentaire Dialyse - Chromatographie gazeuse Wetral [79]
\ Triton X-100
d’'Atractyle
Huolllf IZ\S/Zigtilr?”e Hydrophobe Antibiotique pour le bétail Centrifugeti Acétone Chromatographie gazeuse Vagdral [63, 80]
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Tableau I-8 - Données bibliographiques sur I'encapsgation par des liposomes formés avec des procédésisant les fluides supercritiques

Efficacité
d’encapsulation

Composé encapsulé Formule de calcul de I'efficacité d’encapsulation SiGEEE il obtenue pour Velllpalzs Références
P P P d’encapsulation / % encapsulé / L.mdl ep liposomes / uni
une méthode
classique / %
Isothiocyanate-5 de ; 20 - 5 02 Frederikseet al [67]
fluorescéine
Acide tetra_sulfonlqye - 20 - 5 0,2 Frederiksest al [67]
phtalocyanine de zinc
Glucose (quantité de molécules encapsulées / g@iaoitale de molécule introduite)x100 5-35 - 3 - 0,1-1,2 Otaket al [71]
Cholesterol - 63 - <10 0,1-1,2 Otalet al [71]

. . . . . 4-34,7 (pH=4,0)
Miconazole (quantité de molécules encapsuléesntii@aotale de molécule introduite)x100 - 2,7-94

Kunastitchagt al [72]
58,9 — 100 (pH=7,2)

Alpha-tocophérol acétate (quantité de moléculeapsidées / quantité totale de molécule introduti@)x - 12-17 - 0,03-0,1 Bridsenal. [76]
. (quantité de molécules dans les liposomes / (coidaahei molécules dans les _ ) _ _ Sankar Kadimet al.
Amphotéricine B liposomes + quantité de molécules dans la solatipreuse))x100 22-35 15-28 015-15 [68]
Huile essentielle ((quantité de molécules dans la solution — quadgténolécules non 8218 ) ) 0173 Wet al [79]
encapsulées)/quantité de molécules introduites)x100 ' '
Docetaxel (quantité de molécules encapsulées figgigotale de molécule introduite)x100 79,2 - - 269 Naiket al [78]
. ((Intensité du marqueur fluorescent encapsuléensité du marqueur ) ) ) _ .
Calcéine libre)/(Intensité totale du marqueur fluoresceirtensité du marqueur libre))x10( 2-16 2-16 5-30 Takahagftial [77]
y ((Intensité du marqueur fluorescent encapsuléensité du marqueur ) _ _
Calcéine libre)/(Intensité totale du marqueur fluoresceirtensité du marqueur libre))x10( 15-30 10-40 Tsumoét al [69]
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I-2.6.4. Détermination du taux de solvant résiduel des lipasmes ou des phospholipides

La détermination du taux de solvant résiduel esatig@e soit directement sur la
suspension liposomiale, soit sur la poudre de giugpdes micronisées (pour les procédés
anti-solvant) avant hydratation. Le Tableau I-9 sprée les données fournies dans la
littérature sur la détermination du taux de solvadgiduel de suspensions liposomiales
fabriquées par des procédés supercritiques ouwud solvant résiduel des phospholipides
divisés obtenus par des procédés supercritiquesfalen plus générale (en dehors des
procédeés haute pression), le taux de solvant rélsiususpension liposomiale est déterminé
par chromatographie en phase gazeuse (avec urntedgtécionisation de flamme ; solvant
utilisé : ter-butanol) sur des suspensions lipostesilyophilisées (Goginest al.[81]).
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Tableau -9 - Données bibliographiques sur les métides de détermination du taux de solvant résiduelaghs les suspensions liposomiales ou dans les phasjgides

divisés formés par des techniques utilisant les fides supercritiques

Solvant utilisé dans le procéd

Elément sur lequel le dosage est effeq

Appareil de dosage

Résultat

Références

Ethanol

Suspension liposomiale

Chromatographiehase@gazeus

e 14 - 17% (vIv)

Frederileseal. [67]

Dichlorométhane et méthang

Phospholipides divisés

Chromatographie en phase gaze

<30 ppm (Dichlorométhane
se

)

15 — 86 ppm (méthanol)

Kunastitchaket al [72]

Ethanol

Phospholipides divisés

Spectroscopie iofrge

Bridsoret al [76]

Ethanol et chloroforme

Suspension liposomiale

Clatographie en phase gazet

1,4 — 3,9 (% v/v) (éthanol)
se

0,4 (% v/v)(chloroforme)

Meureet al [70]

Chloroforme et méthanol

Suspension liposomiale

@latographie en phase gazeTse Non détecté parr&pp

A

Naik et al [78]
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I-2.7. Formation des liposomes

De nombreuses méthodes d’élaboration des lipososoed recensées dans la
littérature. Dans le cadre de ce travail de redieernous nous intéresserons a la formation de
liposomes « bruts » (sans additifs) et nous analysela taille, la lamellarité et I'efficacité
d’encapsulation des liposomes formés. Les méthdedsrmation des liposomes peuvent étre
divisées en deux familles : les méthodes convendlbes et les méthodes alternatives. Pour
I'intérét de ce travail de recherche, seules lehrtgjues utilisant des fluides supercritiques
seront développées comme méthodes alternativesnatixodes conventionnelles. On peut
citer a titre informatif le développement des teghes utilisant la microfluidique comme

méthode alternative en plus des méthodes supgqumesi
[-2.7.1.Les méthodes conventionnelles

[-2.7.1.1.Présentation

Les principales méthodes conventionnelles sont dewantes : la méthode de
Bangham [2, 3, 27, 82], la méthode d’élimination ghlvant [27, 82, 83], les méthodes
d’injection [82, 84-86], la méthode d'évaporation dolvant en phase inverse [82, 86], la
méthode de la double émulsion [27, 82]. Ces méthedat référencées dans le Tableau I-10.

La méthode de Bangham [2, 3, 27, 82] est généralelaglus utilisée. Elle consiste a
solubiliser des phospholipides dans un solvantroggee. Ensuite, le solvant organique est
évaporé jusqu’a formation d’'un film phospholipidgguCe film est hydraté par ajout d’'une
solution aqueuse sous agitation pour former destimes. La méthode de Bangham permet

de former des MLV avec un diamétre de I'ordre @@ 10 pum.

La méthode d’élimination du solvant [27, 82, 83)ase sur le méme principe que la
méthode de Bangham. Cette méthode permet de peodes LUV avec une taille comprise

entre 0,1 et1 pum.

Les méthodes d'injection [82, 84-86] comprennemnithode d’injection d’éthanol et
la méthode d’injection d’éther. Ces deux méthodms basees sur le méme principe : la

dissolution des phospholipides dans une phase iguggnsuivie par l'injection de cette
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solution dans une solution aqueuse chauffée poumeio des liposomes. Ces méthodes

produisent des SUV avec un diamétre moyen comptis 6,03 et 0,11 pum.

D’autres méthodes, comme la méthode d’évaporatiosoti/ant en phase inverse [82,
86], produisent initialement des micelles ou meellinverses comme précurseur a la
formation de liposomes. Dans le cas de la méthad@poration du solvant en phase inverse,
les phospholipides s’organisent initialement en afiéc inverse dans un milieu solvant
organique/eau (faible proportion d’eau). Puis, Idesl’élimination du solvant, les micelles

inverses deviennent des micelles normales puisitEsomes.

Enfin, dans la méthode de I'émulsion double [27, 88e émulsion eau dans huile est
formée par ajout d'une faible quantité d’'eau dams solvant organique contenant les
phospholipides solubilisés. Cette émulsion estgagiour disperser les gouttes d’eau dans la
phase organique. Ensuite, cette émulsion eau dalesdst placée dans un grand volume de
phase aqueuse et agitée, de facon a former uneiémdiouble eau dans huile dans eau. Du
diazote, appliqué sous forme de courant dans I'imuldouble permet d’éliminer le solvant
organique et de former des liposomes. Ces liposameaisdes SUV avec un diamétre moyen
de 0,05 pum.

Comme présenté dans le Tableau 1-10, ces méthatitees conventionnelles,
nécessitent souvent une étape de formation compléime appelée procédé de post-
formation, pour permettre de réduire la taille liggsomes ou de modifier leur lamellarité par
sonication [87], extrusion sur membrane [87], sdéition d’un homogénéiseur et/ou d'un
microfluidiseur [88] ; ou encore réduire le taux si@lvant résiduel des liposomes ou les
sécher [89-91]. Le Tableau I-10 — Les méthodessitjass de formation des liposomes
(données de la littérature) regroupe les princgpabractéristiques des liposomes formés par

ces méthodes (taille et efficacité d’encapsulation)

1-2.7.1.2.Avantages et inconvénients

Les méthodes conventionnelles sont des méthodgdesina mettre en ceuvre. Ces
méthodes comptent plusieurs étapes. Elles s’opérgntle petits volumes et sont donc tres
prisées dans la Recherche médicale pour des essais.
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Cependant, ces méthodes ont souvent été étudiépplafuées sur de petits volumes
de solution et il existe donc peu d’éléments peardxtrapoler. Par exemple, pour la méthode
de Bangham, un film phospholipidique est déposéusarparoi et le rapport surface/volume

de la cellule n’est pas le méme a I'échelle lalmiratet a I'échelle industrielle.

De plus, la plupart de ces méthodes utilisent @dgasts organiques toxiques. Par
exemple, la méthode de Bangham nécessite un méldagsolvants souvent composeés
d’isopropanol, de diéthyl éther, de chloroforméetméthanol [4]. La nocivité de ces solvants
est réelle et sans comparaison avec celle de tiéthgui est utilisé comme solvant dans la
plupart des procédés supercritiques de formatisrlidesomes comme nous le verrons par la
suite. Enfin, l'utilisation de ces solvants reqtiiene étape supplémentaire pour s’assurer que
le produit final (les liposomes) est exempt dedsade solvant résiduelles ; d'ou la mise en
ceuvre d'étape de traitement aprés formation comrésepté dans le Tableau I-10. Pour
toutes ces raisons, ces meéthodes ne sont pas gewidas pour des applications
pharmaceutiques a grande ou moyenne échelle. Alljiy avec le durcissement de la
réglementation européenne qui interdira peu & peilisation de produits toxiqués le
développement de méthodes alternatives est devennécessité.

! Directive REACH (Registration, Evaluation and Aatization of Chemical Substances — EC1907/2006)
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Tableau 1-10 — Les méthodes classiques de formatidies liposomes (données de la littérature)

Méthode de Banga [2, 3,

Méthode d’élimination du solvant

Méthode de l'injection [82, 84

Méthode d’évaporation d

Méthode de la

Méthode solvant en phase invers¢ double émulsion
27, 82] [27, 82, 83] 86]
[82, 86] [27, 82]
o 0,45 (avec cholestérol)
Diamétre moyen deps
i 0,05 -101[92] 0,1-1[93] 0,03 - 0,11 [86] 0,18 (sans cholestérol) 0,05 [86]
liposomes / pm
(86]
LUV ou MLV selon la
Classe des .
) MLV [92] LUV [93] SUV [86] concentration en SUV [86]
liposomes o
phospholipides [86]
o . Probléme d’encapsulation: lors de
o Efficacité d’encapsulation o o ) o
Efficacité L I'élimination du solvant, le Efficacité d’encapsulation Efficacité
annoncée « élevée » et *

d’encapsulation

bonne stabilité

composé encapsulé peut étre

entrainé

élevée

d’encapsulation: 30-45%

Procédé de post-

formation

Sonication

Elimination des traces de solvan

résiduelles

t

Mélange pour
homogénéisation et
élimination des traces de

solvant résiduelles

Sonication

Elimination des
traces de solvant

résiduelles

(*) non défini
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[-2.7.2. Les techniques supercritiques

Les techniques supercritiques de formation desstipwes ont été développées pour
palier aux difficultés inhérentes aux techniquesvemtionnelles. En particulier, dans les
techniques supercritiques, l'utilisation de solgantganiques peut étre évitée et si elle est
nécessaire, les solvants employés sont moins tegiqaouvent I'éthanol) que dans les
méthodes conventionnelles et les quantités utdis@mt réduites. Le GGsupercritique est

choisi comme fluide supercritique.

Généralement, les procédés utilisant un fluide gwassion sont classés en fonction
du role joué par le fluide supercritique. Dans #s du traitement des phospholipides, trois
stratégies sont considérées. Le ,C&lpercritique peut étre utilisé comme solvant pour
solubiliser le soluté ; et dans ce cas, des lip@sosont produits par ces procédés. Ou bien le
CO, est employé comme anti-solvant pour précipiterstduté ; et dans ce cas, des
phospholipides divisés sont produits par ces prxédes phospholipides divisés sont
couramment appelés proliposomes [78] mais nousilis&rons pas ce terme dans le
manuscrit car il préte a confusion. L’hydratatioa phospholipides divisés sous agitation
conduit a l'organisation des phospholipides en libe, c’'est-a-dire a la formation de
liposomes. Les travaux décrits ci-dessous décritanformation de liposomes ou de

phospholipides divisés.

1-2.7.2.1.Le CQ est utilisé comme solvant pour solubiliser le &blu

Castoret al.[94] ont utilisé un montage expérimental (Figw®) let deux procédures
pour former des liposomes, respectivement appd#esethode de la décompression et la
méthode de I'injection. Ce montage contient deuo@aves montés en série. Le premier est
utilisé pour la solubilisation des composés ave€@Qu supercritique et le second est dédié a
la formation des liposomes dans les conditions ambs. Ces procédés sont des procedes
batch et different par lintroduction de la phasqueuse. Dans la méthode de la
décompression, un mélange composé de phospholipigEgssphatidylcholine et
phosphatidylethanolamine), de co-solvant organifgibanol, 2% massique), de principes
actifs hydrophobes et de solution aqueuse est iistilf13 — 20 MPa ; 333 K) dans le €O
supercritique au niveau du premier autoclave. Lé&ange supercritique est ensuite détendu
(7 MPa.min') au travers d’une buse (diamétre 0,06 mm) dassdend autoclave, entrainant
la formation d’'une suspension liposomiale. Dansmiéthode de I'injection, le mélange
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composé de phospholipides, de co-solvant organidgerincipes actifs hydrophobes et de
CO, supercritique est détendu au travers d'une buse tasecond autoclave contenant la
phase aqueuse. La méthode de la décompression it@nda formation de liposomes
unilamellaires avec un diametre moyen compris eft®l et 0,3 um. A linverse, les
liposomes formés par la méthode de I'injection sted liposomes multilamellaires avec un

diamétre moyen compris entre 0,06 et 2 um.

Y 2
VAN Mélangeur

~

Autoclave

n°l [>q
\/
AN Pompe
Echangeurs de
chaleur
Autoclave %41
+
CO,
Piege a
solvant
Compresseur Suspension liposomiale

Figure -9 — Schéma du montage expérimental de Camstet al. [94]

Frederikseret al.[67, 95] ont mis au point un procédé batch (Figtt8) basé sur le
procédé de I'injection de Castet al. [94]. Ce procédé est divisé en deux parties :parée
sous pression élevee (25 MPa ; 333 K) et une padiss pression atmosphérique. Chaque
partie comprend une boucle de recirculation. Cesxdparties sont connectées par
I'intermédiaire d’'une piéce appelée capillaire dapsulation (diametre : 0,5 mm : longueur :
5,0 cm). La phase aqueuse contenant le princiiedaehcapsuler est introduite au niveau de
ce capillaire lorsque le mélange supercritiquedés¢ndu. Dans la partie haute pression, les

phospholipides (palmitoyl oleoyl phosphatidylcheliret le cholestérol sont solubilisés dans
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la phase supercritique composée de, @0de co-solvant organique (éthanol). Le temps de
recirculation dans la boucle de recyclage est deniB0 Le mélange supercritique est alors
détendu et les phospholipides précipités sont misoatact avec la phase aqueuse au niveau
du capillaire d’encapsulation puis mélangés graceina mélangeur statique (taux de
recirculation : 0,5 mL.mif pendant 30 min).

Détendeur
refroidisseur

Solution
aqueuse

cellule

Pompe de
recirculation

@

Pompe de
recirculation

Mélangeur
statique

I ' Capillaire

Echangeurs de d’encapsulation

co,

chaleur
CO,
A |
Suspension
de
liposomes
Compresseur P

Figure 1-10 — Schéma du montage expérimental de Faeriksenet al [67, 95]

A partir de cette méthode, deux populations destypees sont formées : environ 90%
de SUV (diamétre compris entre 0,02 et 0,05 pmgeratiron 10% de MLV (diamétre
d’environ 0,25 um). Les expériences réalisées peddfiksenet al [67, 95] furent reprises
par Bridsonet al [76]. En utilisant un montage expérimental siindaa Frederiksert al
[67, 95], et pour des conditions expérimentalesndes (15 — 25 MPa ; 293 — 328 K ; débit de
CO, lors de I'expansion : 9 — 43 g.ifin longueur et diamétre du capillaire : 10cmx127 ;um
phospholipides : phosphatidylcholine de soja etesdiérol), Bridsoret al [76] ont fabriqué
des liposomes multilamellaires de diametre moyesnwdion 0,2 um. Ces différences de
valeurs de tailles de liposomes entre Frederilkteal [67, 95] et Bridsoret al [76] peuvent
s’expliquer par des différences de valeurs de dédit CQ lors de la phase d’expansion
(2 mL.min® & 25 MPa pour Frederiksest al contre 9 —43 g.mih avec une pression

comprise entre 15 et 25 MPa pour Bridsbml).
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Otakeet al [71, 96-98] ont élaboré un procédé supercritigateh pour former des
liposomes appelé évaporation supercritique en pitaggse ou scRPE pour supercritical
Reverse Phase Evaporation (Figure [-11). Cette odéthconsiste a introduire les
phospholipides (la-dipalmitoyphosphatidylcholine) et le co-solvantgamique dans une
cellule & volume variable (cellule verticale deurok total 50 cri). Le CQ est introduit et la
pression expérimentale est fixée (20 MPa). La kst chauffée a 314 K et la pression est
maintenue constante. Une fois [I'équilibre atteintCOf/EtOH/phospholipide :
93,20/6,52/0,28 %massique), une solution aqueustem®ment introduite (0,05 mL.nith
dans la cellule. Le mélange est continuellemertéamiec un agitateur magnétique en forme
d’étoile (longueur : 9 mm). Une fois que la quantiteau souhaitée a été injectée, le, @&
libéré. Les liposomes se forment durant la dépresgion. Ainsi, a la difference de Castor
[94], dans la méthode scRPE, la dissolution eglaressurisation sont réalisées dans le méme
autoclave et, de plus, la quantité d'eau dansd@ave varie dans le temps. Cependant, le
volume de la cellule utilisée est faible. Graca &kthode scRPE, Otakeal [71, 96-98] ont
fabriqgué des LUV de forme ellipsoidale avec un @dimemmmoyen compris entre 0,1 et 1,2 um.
Cette méthode a été utilisée pour encapsuler depasés hydrophobes (cholestérol) et des
composeés hydrophiles (glucose). Les composés hlgdbms sont ajoutés dans la cellule
avant la dissolution initiale. A l'inverse, les cposés hydrophiles sont injectés dans la cellule
avec la solution aqueuse. Des efficacités d’endapisn de 63% et 25% ont été obtenues,

respectivement, pour I'encapsulation du cholestérdu glucose.

- @ o s

Echangeur
de chaleur

pompe Solution
aqueuse

Cellule a volume variable
—
DQ piston
A I B
agitateur

CO,
pompe

Figure 1-11 - Schéma du montage expérimental d’Otaket al. (SCRPE) [71, 96-98]
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Ensuite, Otaket al. [66] ont mis au point un autre procédé batch Isasde procédé
SCRPE et appelé procédé amélioré de I'évaporatiparsritique en phase inverse ou IscRPE
pour Improved supercritical Reverse Phase Evapordkigure 1-12). Il s’agit d’'une méthode
sans solvant organique. Cette méthode consistdr@diire un mélange inhomogeéene de
phospholipides (L e - dimyristoylphosphatidylcholine, lor -
dipalmitoyphosphatidylcholine, 1o+ - distearoylphosphatidylcholine et -
dioleoylphosphatidylcholine) et de solution agueedans I'autoclave (cellule horizontale de
volume 200 cr). La cellule est portée & une température de 388agitée (barreau aimanté
de longueur 30 mm). Ensuite, le €65t introduit et la cellule est progressivemeneia@e a
la pression de travail de 20 MPa. La cellule estsé®e sous agitation pendant 40 min puis
soumise a une série de dépressurisation. Ces dapsagions conduisent a la formation de
liposomes avec un diameétre de 1,5 um. Comparativeen& méthode scRPE, les liposomes
formés par la méthode IscRPE sont plus stables (i @& température ambiante) et leur

efficacité d’encapsulation pour le glucose est sapée (36% contre 25%).

Echangeur de Cellule a volume variable
chaleur — .
Piston
\
\
Agitateur Solution aqueuse

CO,
Pompe

Figure 1-12 - Schéma du montage expérimental d’Otaket al (IScCRPE) [66]
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Wen et al. [79] ont développé un procédé batch appelé lequ® RESS (Rapid
Expansion of a Supercritical Solution) modifié (g I-13). Deux autoclaves montés en série
sont utilisés dans ce procédé. Tout d’abord, lesspiholipides (phosphatidylcholine), le
cholestérol (rapport molaire phospholipide:choledté 3:1) et le composé hydrophobe a
encapsuler (rapport molaire composé hydrophobepttulipide = 1:20) sont solubilisés dans
un solvant organique (éthanol) et la solution éstée dans le premier autoclave (106)cm
Ensuite, le CQ est introduit pour atteindre les conditions expémtales souhaitées (15 —
30 MPa ; 333 K). Les phospholipides sont solugdidans la phase supercritique. Aprés une
heure, le mélange supercritique est introduit dansecond autoclave appelé collecteur par
une buse coaxiale. Au méme moment, une solutiopdanest ajoutée dans le collecteur par
la buse coaxiale. La buse assure le mélange ezgredmposés solubilisés et la solution
tampon. La buse coaxiale est fixée en haut du atelle. Le collecteur est ouvert pour
permettre I'évacuation du G@évacuation contrdlée par un débitmetre). Le hasallecteur
contient un cylindre pour récupérer la suspensijoosbmiale. L’encapsulation du composeé
hydrophobe est réalisée au moment de la formatesnlidjosomes lors de la dispersion des
phospholipides dans la solution tampon pendant daradsurisation. Ce procédé a été
appligué a I'encapsulation d’huile essentielle &ixér dAtractylodes macrocephal®ans les
conditions optimales (30 MPa, 338 K et fraction an@ éthanol/CQ: 15%), les liposomes

formés ont une taille de 173 nm et une efficacikdchpsulation de 82% a été mesurée.

Ces méthodes different par le mode opératoire de em contact des phases et par le
fait d’hydrater ou non sous pression. Les condgierpérimentales et les caractéristiques des

liposomes obtenus par ces méthodes sont listéedaeldiableau I-11.
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Figure 1-13 - Schéma du montage expérimental de West al [79]
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Tableau I-11 — Conditions expérimentales et caradtistiques des liposomes formés pour les procédéslisant le CO, supercritique comme solvant

Volume de| Solvant Présence ) ) . ) Efficacité
5 ) o Pression Taille des liposomeg  Composé(s) ) -
Méthode l'autoclave | organique Nature des phospholipides de T/K ) d’encapsulation| Références
o . / MPa (classe) / pm encapsulé(s)
/ cn? utilisé cholestérol (%)
Méthode de la
decompression:
Méthode de la 0,01-0,3
décompression ) phosphatidylcholine et ) (unilamellaires) Principe actif ) Castoret
etde Ethanol phosphatidylethanolamine Non 13-20 333 ) hydrophobe al. [94]
linjection Méthode de
I'injection : 0,06 — 2
(multilamellaires)
Fluorescein
0,02 - 0,05 (SUV ; | isothiocyanate-
. 90% en nombre) | dextran et zinc Frederiksen
r?c?slmrlltgt)i/cli OII;?gIIine Oui 25 333 phthalocyanine 20 et al [67,
Méthode des phosphatidy 0,25 (MLV ; 10% en|  tetrasulfonic 95]
liposomes - Ethanol nombre) acid (marqueurs
supercritiques hydrophiles)
Phosphatidylcholine de soja et . . .
phosphatidylcholine de soja oui 15-25 293 - 0,2 (MLV) Ciprofloxacin Bridsonet
Do 328 HCI al. [76]
hydrogéné
SCRPE method 50 Ethano L-a- Non 20 | 314| o01-12(uy) | Cholesterolet 25 (glucose) | otakeet al.
dipalmitoyphosphatidylcholine ' ' glucose 63 (cholestérol) [71, 96-98]
L-a-
dimyristoylphosphatidylcholine, 1
ISCRPE 200 Ethanol | a-dipalmitoyphosphatidylcholine,  non 20 | 333 15 Glucose 36 Otakeet al.
method . . . [66]
1-a-distearoylphosphatidylcholing
et 1-a-dioleoylphosphatidylcholing
Modified . . . 4 Huile Wenet al.
RESS method 100 Ethanol phosphatidylcholine oui 30 338 0,173 essentielle 82 [79]
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I-2.7.2.2.Le CQ est utilisé comme anti-solvant pour précipitestduté

Ces méthodes sont utilisées pour diviser (micropiskes phospholipides. Les
phospholipides divisés doivent ensuite étre hydrgbéur former des liposomes. Les
techniques employées pour diviser les phosphobpisient des techniques supercritiques
connues pour la comminution. Parmi ces techniques, recense : le procédé SAS
(supercritical anti-solvent) [4, 78, 99, 100], lmpédé SEDS (Solution Enhanced Dispersion
by Supercritical fluids) [73], le procédé ASES (8sol Solvent Extraction System) [72] et le
procédé GAS (Gas Anti-Solvent) [68].

Magnanet al [4, 101] et Badenset al [100] ont été les premiers a utiliser le procédé
SAS (Figure 1-14) pour microniser de la lécithine doja, c'est-a-dire former des
phospholipides divisés. Ce procédé s’opere en rsede-continu. L’éthanol est utilisé pour
solubiliser la lécithine de soja (fraction massidéeithine de soja/éthanol: 2 —16,5 %
massique). La solution organique est ensuite iége¢l0 — 28 mL1) dans un autoclave
traversé par un courant de £€upercritique (308 K, gamme de pression de 8 6R4 et un
débit massique de G@e 400 g.H). Ce dernier est un anti-solvant vis & vis du @ohaais il
est miscible en toute proportion avec le solvamanigue. L'effet anti-solvant du fluide
supercritique et la diffusion du solvant organiquers la phase légére conduisent a la
sursaturation du soluté et a sa précipitation. fdreeque la solution organique a été injectée,
I'autoclave est lavé avec du GPur de fagcon a renouveler son contenu. Des imaigienues
au microscope optique a balayage ont montré qulécithine de soja micronisée formait de
petites spheres partiellement agglomérées de dianadlant de 1 & 40 um. Ces travaux

constituent la base de ce travail de recherche.
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Figure 1-14 - Schéma du montage expérimental du pa#dé SAS [4, 101]

Kunastitchaiet al [72] ont micronisé des phospholipides (phosplyétitbline) grace

au procédé supercritique semi-continu ASES (Fidtir®), puis ils ont procédé a une phase
d’hydratation dans les conditions ambiantes poumés des liposomes a partir des
phospholipides divisés. La micronisation des phoBpiies est réalisée dans un autoclave
parcouru par un courant de €(@® kg.h! entre 8,5 et 10,5 MPa) et dans lequel une solution
organique (méthanol et dichlorométhane), conterdanprincipe actif a encapsuler, les
phospholipides (phosphatidylcholine), le choledtéret un tensioactif non-ionique
(Poloxamer), est injectée (6 mL.iina l'aide d’'une buse (diamétre: 0,4 mm et angle
d’injection : 15°). Cette étape est suivie d’'unapét de lavage (3 — 4 heures). Les particules
micronisées ont un diamétre compris entre 10 euum0 Ensuite, I'hydratation des
phospholipides divisés est réalisée par ajout daatetion aqueuse (10 mg de phospholipides
micronisés pour 1 mL de solution aqueuse) a pHrétnsous agitation et a une température
de 328 K. Les liposomes ainsi formés ont un diagnetmpris entre 2,7 et 6,7 um pour une
solution aqueuse de pH égal a 4,0 et un diametngis entre 3,6 et 9,4 um pour une
solution aqueuse de pH égal a 7,2. Kunastitetaal [72] ont encapsulé du Miconazole
(médicament utilisé pour traiter les infectionsdimues de la peau) dans les liposomes et des

efficacités d’encapsulation comprises entre 18&t 8nt été mesurées.
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Figure 1-15 - Schéma du montage expérimental du pagdé ASES [72]

Sankar Kadimiet al [68] ont micronisé des phospholipides grace acéué GAS.
Dans le procédé GAS, le GOest utilisé comme anti-solvant pour précipiter les
phospholipides comme dans le procédé SAS (Figar,Imais cette fois le procédé s’opére
en mode batch. La division des phospholipides #stteée dans un autoclave initialement
chargé avec une solution organique (chloroformméthanol) contenant les phospholipides
(phosphatidylcholine), le cholestérol et les pnres actifs hydrophiles. L’autoclave est
chauffé (333 — 338 K) et porté a la pression deailq15 MPa) par introduction de GO
Sankar Kadimiet al. [68] sont les seuls a avoir utilisé un procédé-solvant et a avoir
introduit la phase aqueuse dans l'autoclave alaeslg mélange était encore sous pression.
Cette introduction a été réalisée 20 a 30 minupeesal’obtention de la pression de travalil
dans l'autoclave. Le mélange dans la cellule eité quar intervalle de temps défini avec un
agitateur magnétique. Au bout de 20 a 30 minutes, solution saline (0,9%) est alors
lentement introduite dans l'autoclave (0,5 mL.Mirentre 333 et 338 K pour hydrater les
phospholipides divisés. Les liposomes formés ajpmedépressurisation ont un diametre
compris entre 0,15 et 3 um. Des efficacités d’esgkgion de 20% ont été obtenues pour
I'encapsulation de I’Amphotericin —B (médicamentisé pour traiter les infections fongiques
de la peau). Sankar Kadimi al. [68] ont également procédé a la phase d’hydmatapres la

dépressurisation (a une température comprise 888 et 338 K).
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Li et al [73] ont micronisé des phospholipides a l'aide pfocédé SEDS qui est
semblable au procédé SAS (Figure I-14), mais qliseitune buse avec chambre de pré-
mélange pour introduire la solution organique elidede supercritique. Pour les conditions
opératoires testées (températures comprises éddretB13 K, pressions comprises entre 8 et
12 MPa, avec un débit de G@e 45 mL.mift et avec des rapports volumiques solvanyCO
compris entre 1 et 5%), les particules micronisggenues sont sphériques, partiellement

aggloméreées et de taille d’environ 1 um.

Naik et al [78] ont également hydraté des phospholipide®gphatidylcholine de
soja hydrogénée entre 4 et 10% molaire et non-iggiée entre 2 et 4% molaire) divisés par
le procédé SAS (307 — 319 K, 10 — 22 MPa, avecdlnit dnassique de G@ompris entre 30
et 120 g.mifl, solvants organiques : chloroforme:méthanol (2atgc ajout de cholestérol et
avec un débit de solution organique de 0,15 mL¥nipour former des liposomes furtifs
(polymeres ajoutés initialement avec les phospli#g) encapsulant du Docetaxel (substance
active anticancéreuse). L’hydratation a été réalsé23 K. Les efficacités d’encapsulation
obtenues varient entre 50,1 et 71,1% et les taildssliposomes formés sont comprises entre
0,25 et 2,0 um. Une étude de stabilité a montréaggeliposomes sont stables pendant une

durée de 3 mois a une température de 303 K.

Les conditions expérimentales et les caractérisfigiles liposomes obtenus par ces
méthodes sont listées dans le Tableau I-12.

Il est important de souligner que dans les procéadissolvant ou la formation des
liposomes est réalisée en deux étapes, la tempg&ratu procédé supercritique de
micronisation et la température de la phase d’hgtlom & pression ambiante different. Dans
les exemples reportés, la phase d’hydratation @stilite a une température supérieure ou
égale a 323 K (température de transition de phasdéadohosphatidylcholine, composant

majoritaire des phospholipides utilisés dans cesqués).
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Tableau I-12 - Conditions expérimentales et caractistiques des phospholipides divisés pour les prodés utilisant le CG supercritique comme anti-solvant

Méthode batch : ) Efficacité
5 ; Solvant ) L Taille des Composé(s) : -
Méthode ou semi- . . .| Pression/MPa| T/K Hydratation réalisée . ) d’encapsulation Références
) organique utilisé liposomes / um| encapsulé(s)
continue (%)
Magnanet al.
Pas de phase [4,101]
Ethanol 8-11 308 Non ) - -
d’hydratation Badent al
[100]
SAS Semi-continu
Pas de phase ) )
Ethanol 10 308 Non ] Puerarin - Liet al.[73]
d’hydratation
Chloroforme et 307 - o Naik et al.
3 10-22 aprés la dépressurisation (323 K) 0,269 Docetaxel 9 7
méthanol 319 [78]
2,7-
4 — 30 (pH=4,0)
) ) Méthanol et 304 - . ] o 6,7 (pH=4,0) ) Kunastitchai
ASES Semi-continug . 8,5-10,5 apres la dépressurisation (328 K) Miconazole 60 — 100
Dichlorométhane 333 36-94 et al.[72]
(PH=7,2)
(PH=7,2)
sous pression (338 K) 0,15-3 . Sankar
Chloroforme et 333 - Amphotericin
GAS Batch 15 22-35 Kadimi et al.
méthanol 338 N , o B
apres la dépressurisation (338 K) 10 [68]
58
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1-2.7.2.3.Le CQ est utilisé comme simple agent dispersant dansdeditions subcritiques

ou critiques

Meure et al [70] ont développé un procédé appelé DESAM (Degrgzation of
Expanded Solution into Aqueous Media) dans leqeelCIQ est utilisé comme agent
dispersant dans des conditions subcritiques. Ropracéde, deux autoclaves, respectivement
appelés chambre d’expansion et chambre de formdésrvésicules, sont montés en série. La
premiére étape de ce procédé consiste a solubiéisephospholipides (1,2-Distearcyi-
glycero-3-phosphatidylcholine) et le cholestérolnglaun solvant organique (éthanol et
chloroforme). Ensuite, la solution organique edtoriuite dans la chambre d’expansion
(150 cnf) préalablement chauffé & une température comprige 293 et 296 K. Ensuite, la
chambre est mise sous pression avec dd GMMPa). Le CQ se solubilise dans la phase
liquide jusqu’a saturation puis le mélange est mtdevers la chambre de formation des
vésicules (connexion grace a un tube de longu€ucrf, et de diametre interne 177,8 um ou
un tube de longueur 1,5 cm et de diameétre intefdel@n) qui contient une solution aqueuse
chauffée entre 348 et 363 K. Au final, une susmendiposomiale est collectée dans la
chambre de formation des vésicules. Les liposormends sont des SUV de diamétres

compris entre 0,05 et 0,2 um.

Varonaet al [63, 80] ont utilisé le procédé PGSS pour séaher émulsion huile
essentielle dans eau (le surfactant étant deithilée). L’émulsion est tout d’abord saturée en
CO, dans un autoclave équipé d'un agitateur magnétigiee pression de 0,1 MPa et a la
température de 303 K. L’émulsion est ensuite mmseantact avec du GQupercritique dans
un mélangeur statique (pression comprise entre 1) élPa et température comprise entre
373 et 403 K). La mise en contact émulsionfCfire quelques secondes avant que le
mélange biphasique soit détendu au travers d'unllaiap provoquant I'atomisation de
I’émulsion et au final, la formation de phosphdigs divisés. Les particules produites sont
fines mais agglomérées avec des tailles comprisee 4,4 et 24,8 um et une efficacité
d’incorporation d’huile essentielle variant de 314,5%. Les phospholipides divisés ont
ensuite été hydratés pour former des liposomeailliestcomprises entre 0,5 et 1,5 um.
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[-2.7.3. Synthése sur les procédés supercritiques et condluss

Pour conclure sur ces procédés, la Figure I-16eptésune frise montrant I’évolution
dans le temps des procedeés supercritiques de formae¢ liposomes ou de phospholipides
divisés (micronisés) en fonction de l'utilisation €0, supercritique (procédés solvant ou
procédés anti-solvant ou autres). Les procédésasblde formation des liposomes sont
apparus dans les années 90 alors que les proadiléslaant sont apparus plus tardivement,
dans les années 2000. Les procédeés solvant esawdint sont chacun au nombre de cing.
Les procédés solvant se sont surtout développediia dles années 90 alors que les procédeés
anti-solvant font I'objet d’une attention contindepuis I'année 2006 avec une publication par

an.

D’aprés le Tableau I-11 et le Tableau I-12, lescpdgs solvant sont des procédés
batch alors que les procédés anti-solvant sontissifprocédés batch, soit des procédés semi-
continus. Les procédés solvant nécessitent desipnssopératoires comprises entre 16,5 et
30 MPa (moyenne a 22 MPa) alors que les procédiesawant requierent des pressions
opératoires plus faibles, comprises entre 9,5 dé¥flR& (moyenne a 12 MPa). Concernant la
température opératoire, les procédés solvant fomutint avec des températures comprises
entre 314 et 338 K (moyenne a 331 K) alors queptesédés anti-solvant nécessitent des
températures opératoires comprises entre 308 €b B3Gmoyenne a 315,2 K). Les procédeés
anti-solvant semblent ainsi étre plus avantageuernes de dépenses énergétiques ; mais de
plus, l'utilisation de températures de travail pldeuces représente un avantage pour
encapsuler des principes actifs thermolabiles tesméposomes. Concernant I'emploi de co-
solvant ou de solvant, les procédés solvant utilise I'éthanol comme co-solvant alors que
les procédés anti-solvant emploient indifféremmimt’éthanol ou des solvants plus nocifs
tels que le méthanol, le chloroforme ou le dichhoéthane. Les procédés anti-solvant sont
des procédés en deux étapes avec une partie dédgrogalisée sous pression et la seconde
partie du procédé réalisée sous pression ambiapteq dépressurisation et ouverture de
l'autoclave). Les procédés solvant nécessitent esstudeux étapes (une partie sous haute
pression et la seconde sous pression ambiantey,amairairement aux procédés anti-solvant,
les auteurs des procédés solvant présentent dpssitifs intégrés avec deux autoclaves
montés en série par exemple et ces procédés sggmraidonc comme des procédés plus
compacts. Enfin, les liposomes produits sont detpius petite avec les procedés solvant (de

la dizaine a la centaine de nanometres) qu'aveqiesédés anti-solvant (de l'ordre du
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micromeétre). Au regard des molécules encapsuléepparait que dans les travaux réalisés
sur les procédés solvant, les molécules encapssibédgies marqueurs « modeles » et le but
de I'encapsulation est de caractériser le procAdénverse, dans le cas des procédés anti-
solvant, les travaux réalisés portent sur des jp@scactifs a visées thérapeutiques et le but de
I'encapsulation est de présenter une applicatiodicate des liposomes. Ainsi, on peut en
conclure que les procédés solvant ont été mis ant pgans des perspectives de
développement et d’amélioration de procéde, alars lgs procédés anti-solvant ont été
étudiés avec une visée thérapeutique. Cela pexjlgjaer par le fait qu’entre les années 90
et 2000, l'utilisation des liposomes comme vectedesprincipes actifs dans I'organisme
humain est passée du stade laboratoire au stadgueiavec, entre autre, le développement
des connaissances sur la stabilisation des lipasdmeiblage, la délivrance contrélée. Ainsi,
a partir des années 2000, les liposomes étaiemémrpour leur finalité (dans un but
thérapeutique) et non plus comme les produits gatédé. Cela explique ce changement
d’orientation dans les publications a partir deséms 2000.

Suite a cette synthese, on remarque que les pmeddiésolvant sont plus avantageux
gue les procédés solvant en termes de pressioa tntpérature de travail. Il serait ainsi
intéressant de développer un procédé anti-solariiri.

Bridsonet
al.
Procédés Castor Frederiksen Otakeet Otakeet al. Wenet
solvant et al. al. al.
1993 1997 2001 2006 2010

Magnan

et al.
z;(t)ii:edes Badens Kunstitchai Sankar Li et Naiket

et al. et al. Kadimietal. al. al.
solvant

2000 2006 2007 2008 2010

2001
Autres Meure Varona
procédés et al. et al

2009 2011

Figure I-16 - Evolution dans le temps des procédésipercritiques de formation de liposomes et de

phospholipides divisés (micronisés) comme précurseude liposomes
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Chapitre Il : Comportement du systeme
ternaire CO,/eau/surfactant sous pression-

Application a la formation des liposomes
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Introduction

Cette nouvelle section bibliographique a été digsode la synthése bibliographique
initiale car elle justifie une étude propre et Yiappuyer les développements expérimentaux
visant a mettre au point un procédé innovant préutass le Chapitre V. Cette étude vise a
comprendre les mécanismes de formation des lipcs@ina faire ressortir des tendances en
fonction de la facon dont la phase d’hydratatiohréalisée (sous pression ou pendant la
phase de dépressurisation). Les procédés supguestde formation des liposomes présentées
dans le Chapitre | sont ainsi a nouveau étudigdassifies. Cette étude et les conclusions
formulées s’appuient sur une étude préalable mesde les systemes ternaires
CO./eau/surfactant sous pression et sur la formatida etabilité des émulsions eau-dans-
CO, et CQ-dans-eau. Cette étude aborde deux themes (la iormat la stabilité des
eémulsions C@eau sous pression et la formation des liposomesdgmprocédés utilisant les
fluides supercritiques) dans le but de mettre esmtades pistes sur la compréhension des
phénomenes mis en jeu lors de la formation desdipes. Ce travail présente un caractére

tout a fait innovant et a fait I'objet d’'une puldion sous forme deview[102].

Pour mieux comprendre les motivations de cetteegtii@st intéressant de rappeler les
éléments qui ont conduit a ces interrogations. jediif de ce travail de recherche est de
mettre au point un procédé innovant de formatios tdposomes utilisant les fluides
supercritique. Dans le but de concevoir un prodédévant et qui fonctionne en continu,
nous avons imaginé de mettre en présence simulemdmCQ supercritique, la lécithine et
I'eau. Pour réaliser ces essais, nous avons utilisgutoclave muni de fenétres pour visualiser
le comportement des phases au cours du proceddesininer les conditions expérimentales
pour lesquelles le comportement des phases este.sthlous avons donc étudié le
comportement des émulsions eau-dans-&@Q-dans-eau et essayé de comprendre en quoi
I'existence préalable de ces émulsions pouvaitiénflsur la formation des liposomes. Une
étude bibliographique sur les systemes ternairegga@’surfactant a rapidement montré que
les phases observées dans notre autoclave sousiopremvaient déja été repertoriees.
L’évolution d’'une phase a l'autre en fonction desgmetres opératoires avaient également
été étudiée pour des surfactants bien définis. ke, aucune étude ne traitait du cas des

phospholipides comme surfactant dans 'étude degemses ternaires G@au/surfactant.
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Dans les publications portant sur la formation lilgssomes avec des procédés utilisant du
CO; supercritique, seuls Otalet al. [66, 71] se sont intéressés aux différents cotepments

de phases dans lautoclave avant la formation dpssdmes au moment de la
dépressurisation. Frederiksehal [67] ont signalé la formation de mousse lorsqI€0
s'échappait du mélange eau/phospholipide lors di&pmessurisation. Il restait alors a établir
un lien entre les données de la littérature susyssemes ternaires Gau/surfactant et la
formation des liposomes avec des procédés utilidar€Q supercritique, en passant par le
systeme ternaire CAzau/phospholipide ou le systéme guaternaire
CO./eau/phospholipide/éthanol et en tenant compteadwgfie les liposomes se forment lors

de la dépressurisation.

L'objectif de cette étude est ambitieux et toutes tjuestions soulevées n’ont pas
trouvé de réponses. L'objectif est de proposer pistes de réflexion, de développer les
connaissances par I'apport de premiers élémentsongréhension sur les mécanismes de

formation des liposomes dans les procédés utililsa@0, supercritique.
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lI-1. Des émulsions aux liposomes

Lors de la formation des liposomes par des procédiissant des fluides
supercritiques, la présence simultanée dg, @® surfactant et d’eau conduit a I'apparition de
mousse, de phase transparente (microémulsion)ha&epopaque laiteuse (macroémulsion),
de phase riche en eau, de phase riche ep) @®d'autres phases [66, 67, 71, 96, 103].
L’apparition et I'évolution de ces différentes pbagaractérisent le comportement du systeme
quaternaire Célsolvant/phospholipide/eau sous pression ou du esyest ternaire
COs/solvant/phospholipide sous pression. En ce quiceore ['utilisation de solvant, la
guantité utilisée est réduite dans le cas des igebs supercritiques appliquées a la formation
des liposomes. Par ailleurs, le solvant le pluslepdpdans ces techniques est I'éthanol.
Comme I'éthanol est miscible en toutes proportidaas I'eau et qu'il est utilisé en faible
quantité, on peut admettre que le comportement dysteme quaternaire
CO./solvant/phospholipide/eau sous pression se rapprate celui du systeme ternaire
CO./phospholipide/eau sous pression. |l est ainsi plise de travailler sur les systemes
ternaires C@eau/surfactant sous pression pour étudier quabtaent les différents
mécanismes précédant la formation des liposomes b procédés utilisant les fluides
supercritiques. Enfin, pour appuyer nos hypothédes études fournies dans la littérature sur
les systémes ternaires @€au/surfactant montrent que dans chaque cas, BE®em
phénomenes sont observés qualitativement avec fdmafon de mousse, de phase
transparente, de phase opaque et de phase aqu6dsHB]. Le comportement des systémes
ternaires C@eau/surfactant fait ainsi I'objet d’une étude dita dans la premiére partie de
ce chapitre afin de mieux comprendre, par la slg®,phénoménes mis en jeu lors de la

formation des liposomes.

lI-1.1. Etude des systémes ternaires C{eau/surfactant sous pression

Une émulsion, ou une macroémulsion, est un systdimpersé hors équilibre
(thermodynamiquement instable), a la différencend’umicroémulsion qui est un systeme
thermodynamiquement stable. L’étude des systemawites CQeau/surfactant sous
pression est décrite depuis une vingtaine d’andéas la littérature [104-130] et se réfere le
plus souvent au comportement des systemes terraiikgeau/surfactant. Dans le cas des
systémes ternaires huile/eau/surfactant, deux csitiqnes sont préférentiellement étudiées
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[131] : le cas ou le ternaire est riche en huilest@mes a micelle inverse) et le cas ou les
compositions eau/huile sont équivalentes dansd&mye (systemes de Winsor). Dans le cas
des systémes ternaires &£€au/surfactant sous pression, la littérature giredargement des
systemes ternaires huile/eau/surfactant et les sm@mecepts sont appliqués en remplacant
I'huile par le CQ [106, 111, 116]. Les procédés supercritiques dadtion des liposomes se
distinguent selon la phase d’hydratation : (i) #®iprocédé consiste, dans un premier temps, a
former un systéme ternaire @6blvant/phospholipide sous pression et ensuit@hase
aqueuse est ajoutée lors de la dépressurisatiprsoif la phase aqueuse est introduite des le
début du procédé et ce dernier <s’articule autour dysteme quaternaire
CO./solvant/phospholipide/eau sous pression. Dansdeex cas, des systemes a micelles

inverses et des systemes de Winsor sont observeés.

[1-1.1.1. Les systemes a micelles inverses

Les systémes a micelles inverses sont des systdamsslesquels la quantité de £0
excede largement la quantité d’eau présente daysiéme. Le but du paragraphe suivant est

d’expliquer la formation de ces systemes.

Considérons un systeme dans lequel un surfactantsasbilisé dans du CO
supercritique (Figure 11-1). Lorsque le mélange lesinogene (a), de I'eau est lentement
introduite dans le systéme. Les molécules de garfawont alors s’associer de fagon a mettre
en contact leurs tétes hydrophiles avec I'eau gtogeter leurs queues hydrophobes vers la
phase continue supercritique. Pour de faibles é@ard’eau introduites dans le systeme, des
micro-domaines d’'eau sont ainsi dispersés par letéaules de surfactant formant des
micelles inverses (b) et 'aspect du mélange reatesparent et uniforme. Le systeme est une

microémulsion eau-dans-G@hermodynamiquement stable [109]. Le rapport melaorrigé
eau sur surfactarw/,° est utilisé pour décrire a la fois la dispersiori’dau par les molécules

de surfactant lors de la formation de micelles isgs, mais également la part d'eau
solubilisée dans le GGupercritique [104, 125]. Ce rapport se définibisé Equation 1.
WE = [H,0], -[H,O].

A Equation 1
[surfactank,

Ou [H2Q], correspond au nombre de moles d’eau total dasgsteme, H,O]s est le
nombre de moles d’eau solubilisées dans la phagedéet $urfactant, est le nombre de

moles de surfactant total dans le systéeme. Laetdidls micelles est liée \W,° [132]. En
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augmentant la quantité d’eau dans le systeme, éparaion de phases se produit avec

I'apparition d’'une phase légere riche en£&Dd’'une phase riche en eau.

La Figure 1I-2 décrit une particularité des systemee micelles inverses : leur
dépendance vis-a-vis de la température. Sur lar&itt2, le domaine a une phase possede
deux limites : une limite supérieure appelée cowdesolubilisation, au-deca de laquelle les
micelles inverses rejettent une certaine quantg@ud entrainant I'apparition d’'une phase
aqueuse dans le systeme (c’est-a-dire la formation systeme biphasique) ; et une limite
inférieure appelée courbe de point de vapeur etdgpend de la courbure du surfactant a
I'interface CQ/eau. En dessous de cette limite, le surfactalat phase aqueuse forment une

seconde phase riche en surfactant liée aux iniengaticelles-micelles [131].

surfactar

L l o

COx+ 0 og— .AOZ \ 0 Phase riche en GO
surfactant o @ fAl @ ° 0

o o /. T .\ Phase riche en eau

N (@) ®) Micelle inverse ©
v N . .
Systéme a une phase Systéme biphasique
> c
Exces d’'eau Wo

Absence d'eau Faible quantité d’eau
dans une phase continue

riche en CQ

Figure 1I-1 - Représentation schématique du compogment d'un systéeme C@'surfactant/eau lors de
I'ajout progressif d’eau : (a) une phase continue O,/surfactant (sans eau). (b) Formation de micelles

inverses. (c) Apparition d’une seconde phase

A llvlicelles inverses
N Apparition d’'une phase aqueuse liée au rejet dieaes micelles | , , ¥
’(b\)\ (© inverses o ° Phase riche en G@t surfactant
e - °°
\ ° ° ° o
‘. Courbe de solubilisation )
~ Phase riche en eau

Température

L7 “ Courbe de point de vapeur Phase riche en GO

Existence de deux phases avec une seconde phasenisurfactant ——— Phase riche en eau et en
°e o e| surfactar

»
»

A

Figure 11-2 - Comportement type du systéme ternaireCO,/eau/surfactant sous pression en présence d’'une

faible quantité d’eau [131] (les indications (b) efc) a température constante renvoient a la Figurd-1)
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[1-1.1.2. Les systemes de Winsor

Dans les systemes de Winsor, des quantités équoiealade CQ et d’eau sont
présentes dans le systéme avec le surfactant. &etempérature, la pression et I'équilibre
hydrophile/CQ-phile, le systéme ternaire GMau/surfactant sous pression présente a
I’équilibre une ou plusieurs phases. Winsor [138}adié et classifié ces différents équilibres
de phases pour les systemes ternaires huile/efaotsunt. Dans le cas du ternaire
CO./eau/surfactant sous pression, la méme séquengeilée existe mais cette fois, de
petites variations de pression ou de températurauoreffet considérable sur la densité du
milieu et donc, sur le pouvoir solvant ou anti-soiv du CQ. Ainsi, l'utilisation du CQ
supercritique permet de contrbler I'activité dufaarant a l'interface C@eau [111]. En
utilisant les notations introduites par Winsor [JL.3i systeme de Winsor de comportement
de type | (noté2) correspond & un systéme pour lequel une micra@amiCQ-dans-eau

(micelles normales) est en équilibre avec une phabe en CQ@. Un systéme de Winsor de

comportement de type Il (not@) fait référence a une situation pour laquelle une
microémulsion eau-dans-GQmicelles inverses) est en équilibre avec uneghake en eau.
Un systeme de Winsor de comportement de type tH&(18p) se rapporte a la situation dans
laquelle une microémulsion de milieu de phasesmgtquilibre a la fois avec une phase riche
en CQ et avec une phase riche en eau. Cet équilibreis phases est considéré comme
optimal lorsque les mémes quantités de surfactanttmésentes avec le ¢t I'eau. Enfin,

un systéeme de Winsor de comportement de type 1Ye(fif) décrit la situation dans laquelle

le systéme ne contient qu’une seule phase (micris&m.

Dans un diagramme représentant la concentratiorsuefactant en fonction des
parametres opératoires, la limite des domainesisiance des quatre systemes de Winsor a
une forme caractéristique en forme de poisson [106, 116, 121, 123, 133] comme présenté
sur la Figure 1I-3. La ligne centrale qui coupepl@sson correspond a la ligne des points
d’inversion de phase du systeme (température ssiore d’inversion de phase). La valeur de
la tension interfaciale atteint ainsi un minimumraweau de cette ligne. Dans ces conditions,
le surfactant a une affinité équivalente pour lagghaqueuse et pour la phase,d@ans les
autres cas, la phase continue est la phase damgl&ate surfactant est le plus soluble : c’est
la régle de Bancroft [134, 135].
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A partir de cette ligne centrale et en modifiant ialeur d’'un des parametres
expérimentaux, le surfactant devient préférentiediet soluble dans une phase [109]. Ainsi,
sur la Figure 11-3, la téte du poisson correspondiamaine d’existence a trois phases avec
une microémulsion de milieu de phases en équililez une phase riche en eau et une phase
riche en CQ[121]. Lorsque la température augmente, le sunfdectagre de la phase aqueuse

pour former une microémulsion de milieu de phagseejeindre ensuite la phase riche en
CO,. Une transition de phases devers 3 vers2 est alors observée [131]. L’influence de la

pression dépend quant a elle de la nature du samtaet fera I'objet d’'une étude plus
détaillée par la suite. Dans le cas de la formati@tiposomes avec des procédés utilisant du
CO, supercritique, la lécithine joue le role de sudat. La lécithine de soja utilisée dans
cette étude est principalement constituée de pladisipicholine et de

phosphatidyléthanolamine. En considérant le systder@aire CQeau/lécithine, une

augmentation de pression entraine une trans@ti@né [106, 111, 116, 121, 123].

[1-1.2. Déstabilisation des émulsions

Comme il I'a déja été présenté ultérieurement.élmsiisions ou les macroémulsions
sont des systéemes thermodynamiquement instables.deola formation des liposomes, des
phénomenes de floculation (agrégation des gouiéesd des forces attractives entre les
queues des molécules de surfactants), de sédiment@tépot du surfactant lié a des
phénomenes de précipitation), de créemage (dépéudactant au dessus de la phase aqueuse
lorsque le pouvoir solvant diminue) et de marisseintéOstwald (rupture de I'émulsion) ont
été observés lors de la variation des parametrésatmires. Ces phénomenes font I'objet
d’'une étude approfondie dans les paragraphes gsivdous considérerons que le systeme est

un systeme de Winsor et les parameétres opéraggrest étudiés les uns apres les autres.
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Figure 1I-3 - Concentration en surfactant et tensia interfaciale eau/CG; en fonction des parameétres
opératoires et représentation schématique des éqibites de phase du systéme de Winsor [106, 111, 116,
121, 123, 133]

[1-1.2.1. Influence de la pression

Le systeme C@eau/surfactant est initialement considéré sousehatession (Figure
[I-4). Au départ, le systéeme est supposé étre taast’'une microémulsion eau-dans-£0
uniforme et transparente (d). A partir de cet dest,changements de phase du systeme sont
étudiés en fonction des variations de pressionnoemprésenté sur la Figure II-4. Une faible

diminution de pression entraine une diminutionalguantité d’eau solubilisée dans la phase
supercritique \V,° augmente) et la taille des agrégats a tendanograemter (c). Lorsque la

valeur de la densité du G@st abaissée en dessous de la valeur de la densg@e de
floculation (illustrée sur la Figure II-4 par lagssion critique de floculation ou PCF), le

solvant quitte les sites occupés au niveau desegudes molécules de surfactant provoquant
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une rapide floculation des gouttes d’eau (b) [1H8lis généralement, la diminution de la
densité du C@conduit a la migration du surfactant vers la phecpgeuse. Une inversion de
phase d’une émulsion eau-dans-G@rs une émulsion CQlans-eau est observée (a) lorsque
la valeur de la densité du G@tteint la densité d’'inversion de phase (illustsée la Figure
[I-4 par la pression d'inversion de phase ou PHB).on diminue encore la pression, le
crémage combiné a la coalescence des gouttes ta@nalg séparation des phases.

CO,-dans-eau Eau-dans-C@
AN,
S, ;
s 32
%
YUV
O ogo g | P00 f
: (@) : -} oo
OOO OOC ' O@ ' OOOOOOO 00 %°
OOOOOOC | & o : OOOOOOO ©o %o,
FRE | 1.8 | 1 6%l oo 0o
OO0 : '0) o Of . OOOOOOO °°o 00,
(@) : (b) E (© (d) R
PP PCF Pression

Figure 11-4 - Représentation schématique de I'évotion d’un systéme ternaire CQ/eau/surfactant de
Winsor en fonction de la pression : (a) émulsion C&dans-eau. (b) Floculation des gouttes d’eau. (c)
émulsion eau-dans-C@. (d) microémulsion eau-dans-CQ(PIP signifie pression d’inversion de phase et

PCF pression critique de floculation)

[1-1.2.2. Influence de la température

Comme la pression, la température a un effet sdefeité. Ce point a déja été traité
dans le paragraphe précédent et ne sera pas dbordé température affecte également la
structure des surfactants. Des variations de temtyo@rautour de la température de transition
de phase des phospholipides conduisent a destinassile phase d’'une phase gel-lamellaire
vers une phase fluide liquide-cristalline.

[1-1.2.3. Influence de la quantité d’eau

L’'ajout d’eau dans un systeme ¢g8lrfactant sous haute pression entraine la
formation de systemes complexes. En effet, le ndpgmu/CQ a un effet important sur la
formation et la stabilité des émulsions [126]. Adi@ mieux comprendre le comportement des
systemes ternaires G@au/surfactant sous pression lors de 'augmemiadi® la quantité
d’eau dans le systeme, le comportement de ce sgstemaire est étudié au travers du
diagramme ternaire (sous pression et températuged) présenté sur la Figure 1I-5. Ce
diagramme est divisé en plusieurs domaines. Le oh@meentral correspond a la région
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d’existence d’'une phase unique {microémulsion). Cette région est délimitée pauxde
frontiéres : la frontiére haute qui marque I'appian d’'une phase lamellaire ; et la frontiére
basse qui correspond a I'apparition d’'un domaitreia phases@(forme triangulaire) ou une
émulsion de milieu de phases coexiste avec deugeghaune phase riche en eau et l'autre
phase riche en GQ et d'un domaine a deux phaseg(autour de la forme triangulaire) ou
des microémulsions coexistent avec une phase 6oh€Q et une phase riche en eau. A
partir d’'un systeme Cgsurfactant et en l'absence d'eau (point A), lespge d'une
microémulsion a une macroémulsion (point E) estité sur la Figure II-5. Du point A au
point B, le chemin suit une droite appelée lignaltigtion. De A & B, la faible quantité d’eau
introduite dans le systéme est dispersée dansaseptontinue. Au point B, la phase {43t
saturée en eau et une nouvelle phase apparaitadttigion d’eau supplémentaire conduit a

I'apparition d’un systéme a trois phases (point E).

Surfactant

Phase lamellaire

\izr)
Microémulsion§ % Microémulsion
[ =3
CO-dans-eaL® § eau-dans-CQ

Micelle -2/ 2

Figure 1I-5 - Diagramme ternaire du systeme CQeau/surfactant [107, 109, 119, 136].

Le cas des systemes ternaires J€8u/surfactant sous pression pour lesquels le
rapport CQ/eau varie a été abordé plusieurs fois dans &diitire. Sagisaket al. [127] ont
formé une macroémulsion opaque a partir d’'une réiraudsion transparente en augmentant la
fraction volumique en eau du systéme. Au-dela dcergaine quantité d’eau, ils ont observe
I'apparition d’'une phase précipitée de surfact&m.augmentant la quantité d’eau présente
dans le systeme sous haute pression,dies. [126] ont observé une seconde inversion de
phase d’une émulsion eau-dans-G@rs une émulsion Glans-eau. Deux raisons peuvent
expliquer ce changement de phase : la premiérguaste augmentation de la quantité d’eau

modifie les proportions des différents constituaats sein du systeme et cela entraine

These de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 72



Lauréne Lesoin Chapitre 1l : Comportement du systéeme ternairefe@u/surfactant

I'apparition de nouvelles phases comme illustrél@digure 11-3 ; la seconde raison est qu’en
augmentant la quantité d'eau dans le systemeatdidn volumique de la phase dispersée
augmente d’'ou cette inversion de phase. Ainsi, dangté d’eau influe fortement sur

I’évolution du systéme ternaire G@au/surfactant sous pression.

1I-1.3. La formation des liposomes

La formation des liposomes a partir d’'un mélange-€&u-phospholipide porté dans
certaines conditions de température et de presssulte d'une succession complexe de
changements de phases conduisant a la formatiomagd#les normales, de micelles inverses,
d’émulsions de milieu de phases, ou d’émulsionsramasu microscopiques. Comme nous
allons le montrer, la formation de ces systemege®tdifférents changements de phases
influencent les propriétés des liposomes [71]. Poigux comprendre ces phénomeénes et
leurs effets sur les liposomes, les éléments dppémprécédemment (11-1.2) sont repris dans
le cas précis de la formation des liposomes. Dangdragraphe suivant, la Iécithine

(principalement constituée de phosphatidylcholies) utilisée comme surfactant et la

représentation schématique de WinsdrZ, 3p et lp) est adoptée.

[1-1.3.1. Influence de la chute de pression.

Considérons une émulsion eau-dans,@®présence d’un excés de phase aquelise (
sur la Figure 1I-3). En diminuant progressivementensité du C£€ le pouvoir solvant du
CO, décroit et par conséquent, le surfactant va migees la phase aqueuse, formant tout
d’abord une émulsion de milieu de phasesg €8r la Figure 11-3), puis une émulsion €O

dans-eau avec une seconde phase riche en(Z€r la Figure 1I-3). Le chemin suivi est

visualisable sur la Figure 11-3, en diminuant laegsion a concentration en surfactant
constante. L'influence de la chute de pressionlauaille des liposomes a déja été abordée
dans la littérature [71, 137]. En prenant en congaejui a été vu précédemment pour les
émulsions et d’apres la Figure 1l-4, lorsque laspien diminue, une microémulsion se

transforme en une émulsion. La différence entre mi@oémulsion et une émulsion réside

dans la taille des micelles (des gouttes d’eau)cOsont les molécules de surfactant formant
les micelles qui vont se réorganiser pour formes lif@somes lors de la dépressurisation.
Ainsi, la chute de pression qui se produit pendamepressurisation aura un effet important
sur la taille des micelles, c’est-a-dire sur ldl@aides liposomes. Il est possible que la vitesse

de dépressurisation ait également un effet swilla tles liposomes.
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[1-1.3.2. Influence de la température

Le comportement des molécules de surfactant esinfient dépendant des conditions
de température, et de la température de transiophase du surfactant. Pour la |écithine
(Figure 1I-6), une phase gel-lamellaire (a) esteotSe a des températures inférieures a la
température de transition de phase ; a l'inverss,tdmpératures supérieures a la température

de transition de phase caractérise le domainesdange de la phase fluide cristal-liquide (b)

o AARA
i Y

Figure 11-6 - Représentation schématique des transons de phase des phospholipides : (a) phase gel-

(paragraphe 1-2.2.2).

lamellaire. (b) phase fluide cristal-liquide

De telles transitions sont principalement indugas des interactions de van der Waals
entre les chaines lipidiques adjacentes. L'inténd@ ces interactions dépend de la longueur
des chaines du surfactant et de la densité d’assgendes chaines [138]. En présence de
CO,, la température de transition de phase du surfaet réduite car les molécules de,CO
sont localisées au niveau des chaines lipidiquesndant ainsi les interactions entre chaines.
Le domaine d’existence de la phase fluide cristplitle est alors élargi [139]. Ainsi, en
opérant avec du GQupercritique et avec des températures relativedmrces, des procédeés
« solvant » sont envisageables pour former dessdip@s encapsulant des molécules
thermolabiles. Au final, lors de la dépressurisatie CQ est libéré et par conséquent, il
quitte les sites occupés sur les chaines des niedécle surfactant. Par conséquent, les
interactions entre les queues des molécules dacsamnt sont plus fortes et les phospholipides
s’associent en bicouches pour réduire ces interactiEn méme temps, la température de
transition de phase augmente pour retrouver saivaliiale. Alors, les surfactants subissent
une transition de phase fluide cristal-liquide vged-lamellaire qui permet de rigidifier la

membrane.
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[1-1.3.3. Influence de la quantité d’eau

Comme présenté précédemment, la quantité d'eau youedle important sur la
formation et la stabilit¢é des émulsions. Concerranformation de liposomes avec des
procédés hautes pressions, I'eau peut étre ajavtdd ou apres la dépressurisation.

Si la phase aqueuse est ajoutée avant la dépssdguri dans une phase homogéne
COy/surfactant, alors il se formera des micelles isgsrpuis, lorsque la quantité d’eau aura
atteint une valeur critique [71], une phase aquapgaraitra formant un systéme biphasique.
Ainsi, la présence de GOpermet une dispersion des phospholipides (sou®rfae de
micelles inverses) dans la phase continue. Desdipes de taille contrélée sont formés lors
de la dépressurisation.

Dans le cas des procédés ou l'eau est injectées dgréépressurisation, le chemin
suivi par les molécules de surfactant n’est paséene. Il n’y a pas de formation d’émulsions
sous pression. Lorsque le mélange est détendphtespholipides se regroupent pour former
des agrégats. La formation de liposomes par aj@m#uda partir de ces agrégats est plus
difficile que dans le cas précédent (les lipososegormeront mais il est plus difficile de
contrdler leurs propriétés physico-chimiques). Bfetele matériel phospholipidique est
moins divisé donc la formation de bicouches phobpidiques est moins évidente.

L'existence préalable a la formation des liposom&sin systeme ternaire
COJ/eau/surfactant semble avantageuse. En opérant deec systéme ternaire
COy/eau/lécithine, le controle de I'état du systemanhdva dépressurisation est primordial,

comme par exemple, au travers de la régulatioréthit d’injection d’eau.

11-1.3.4. Influence de la dissolution du CQ

En présence d'eau, une partie du&@ se solubiliser [140-142] et étre ionisée pour
former des ions Het HCQ'". Ce point a été étudié par Botheinal.[139] qui a remarqué que
les ions HC@ se liaient aux tétes des molécules de phosphespidroupes phosphates) et
créaient des répulsions électrostatiques entretééss voisines, pouvant entrainer un
mouvement des phospholipides au sein de la coublesppolipidique dans le cas des
micelles normales et inverses, et au sein de lauble pour les liposomes. Bothen al.
[139] ont ainsi conclu que la présence de moléculesCQ solubilisées provoquait

I'apparition de points de faiblesses dans la menmdphospholipidique.
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11-1.3.5. Conclusion

L’étude du comportement du systéme ternaire/€4u/surfactant est importante pour
comprendre les phénomenes mis en jeu lors de taatmn des liposomes. La formation

d’émulsion eau-dans-COet/ou CQ-dans-eau préalable a la dépressurisation offre un
meilleur contrdle des propriétés physico-chimigdes liposomes.

lI-2. Les procédés utilisant du CQ supercritique

Précédemment, les techniques supercritiques deafmmm des liposomes ont été
présentées en fonction du rble joué par le fluidpescritique : solvant ou anti-solvant
(Tableau 11-1). A présent, une nouvelle approche meposée en fonction de la fagcon
d’introduire la phase aqueuse dans le systéeme laspihase d’hydratation intervient alors que
le systéeme est encore sous pression et dans cd yaa,formation d’'un systéeme ternaire
COJ/eau/surfactant dans l'autoclave ; soit la phaskydtatation est réalisée aprés la
dépressurisation. Ainsi, dans la suite de cettdisgecles procédés supercritiques seront
classés en fonction de la phase d’hydratation ;geice a ce qui a été présenté sur les
émulsions, des pistes seront proposées pour mmuprendre les mécanismes de formation

des liposomes.

[I-2.1. Les techniques utilisées et les caractéristiguessiigposomes formés

Parmi les procédés recensés dans le Tableau déuls ks procédés pour lesquels la
phase d’hydratation est réalisée sous pressioneadgnmt la dépressurisation seront étudiés
plus en détails dans cette section. Les procédés lpsquels la phase d’hydratation est
réalisée une fois le systeme ramené dans les amalidmbiantes ou ceux pour lesquels la

phase d’hydratation n’est pas réalisée ne sonti@asloppés dans cette section.
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[I-2.1.1. La phase d’hydratation est réalisée alors que le steme est sous pression

Parmi les procédés pour lesquels la phase d’hydratast réalisée alors que le
systéeme est sous pression, on compte quatre psggdéentés dans le Tableau II-1: la
méthode de la décompression de Castail [92, 94], la méthode supercritique d’évaporation
du solvant en phase inverse (scRPE) d'Ottkal. [71, 96-98, 143], la méthode supercritique
d’évaporation du solvant en phase inverse ameéligigeRPE) d’Otakeet al [66] et la
méthode présentée par Sankar Kaddmal. [68]. Le principe de ces procédés est rappelé ci-
dessous.

* La méthode de la décompression [92, 94]. les plugptes sont
solubilisés dans la phase supercritique en préseéaaeo-solvant et de la
phase aqueuse et le mélange est ensuite détentavars d’'une buse dans
un autoclave non pressurisé.

» La méthode supercritique d’évaporation du solvant ghase inverse
(scRPE) [71, 96-98, 143] : les phospholipides sostangés avec du co-
solvant et du C@supercritique ; une fois que le mélange est perfant
homogene, une phase aqueuse est lentement ingqulug le mélange est

dépressurise.

= La méthode supercritique d’évaporation du solvant ghase inverse
ameliorée (IscRPE) [66]: les phospholipides etplease aqueuse sont
préalablement placés dans la cellule puis le 8@percritique est introduit

sous agitation. Apres un certain temps, le mélasgyelépressuriseé.

= Application du procédé GAS (Gas Anti-Solvent) [6& solution organique
dans laquelle les phospholipides ont été solukilisét introduite dans
'autoclave avant la montée en pression. Une fas Iconditions
expérimentales de pression et température atteimbesphase aqueuse est
introduite dans la cellule. Enfin, le mélange estréssurisé.
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Tableau II-1 — Procédés sous haute pression préséatdans la littérature en fonction de l'utilisationdu CO, supercritique dans le procédé

Le CQ est utilisé comme solvant Le CQ est utilisé comme anti-solvant
Y Volume de Diamétre des s Yy a Volume de Diamétre des 35
Nom du procédé Méthode Fautoclave / o liposomes / um Références Nom du procédé Méthode Pautoclave / cd | liposomes / um Références
Application du procédé SAS Magnanet al.
pour microniser les 500 * [4, 100]
Méthode de . . Castoret al | phospholipides, suivi ou non Semi-
I'injection Batch ) 0,06 -2 [92, 94] d'une phase d’hydratation | continue Naik et al
sous agitation pour former * 0,269 (78] )
des liposomes
Application du procédé
ASES pour microniser les 2,7-
Méthode de la Batch *) 001-03 Castoret al. | phospholipides, suivi ou non Semi- * 6,7 (pH=4,0) | Kunastitchai
décompression ' ' [92, 94] d’une phase d’hydratation | continue 3,6-94 etal.[72]
sous agitation pour former (pH=7,2)
des liposomes
Frederiksen
Méthode O’OS ;50'05 etal.[67, 95, Sankar
« Supercritical Batch * ' 103] GAS Batch * 0,15-3 Kadimi et al.
liposomes » 02 Bridsonet al. [68]
’ [76]
Otakeet al. Semi-
Méthode scRPE Batch 50 (cellule a fenétres) 0,2-1 [71, 96-98, SEDS . 250 * Lietal.[73]
143] continue
Méthode IscRPE. Batch| 200 (cellulea 15 Otakeet al.
fenétres) [66]
Methodg BESS Batch 100 0173 Wenet al.
modifiée [79]
Le CG est utilisé comme soluté ou agent dispersant
150 (Chambre
Méthode Semi- d’expansion et 0.05— 0.2 Meureet al.
DESAM continue | chambre de formatior ! ' [70]
des vésicules)

(*) Paramétre non défini
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La méthode de la décompression [92, 94] a permisfodmer des liposomes
unilamellaires de diamétres moyens compris ent#& 6t 0,3 um. La méthode supercritique
d’évaporation du solvant en phase inverse (scRPE)96-98, 143] a produit des liposomes
de forme ellipsoidale avec un diameétre compriseedit et 1,2 um. La méthode supercritique
d’évaporation du solvant en phase inverse amélifissERPE) [66] permet de former des
liposomes de diamétre moyen 1,5 um. Enfin, la ndghiéveloppée par Sankar Kadenial.

[68] a produit des liposomes sphériques, de taitbgenne comprise entre 0,15 et 3 um.

[1-2.1.2. La phase d’hydratation est réalisée au moment de kdépressurisation

Dans ce cas, le mélange supercritique est déteads th phase aqueuse. Trois
procédés présentés dans le Tableau lI-1 sont éasgist par une phase d’hydratation réalisée
au moment de la dépressurisation : La méthodeidjedtion de Castoet al [92, 94], la
méthode « supercritical liposomes » de Frederikseh. [67, 95, 103] et la méthode DESAM
de Meureet al [70]. Le principe de ces procédés est rappetiessous.

= La méthode de I'injection [92, 94] : les phosphlgs sont solubilisés dans
le CQ, supercritique avec ajout d’'un co-solvant. Puis,mélange est

détendu dans un second autoclave qui contientdaepaqueuse.

= La méthode « supercritical liposomes » de Fredeniks al [67, 95, 103] :
les phospholipides sont solubilisés dans le, G@percritique en présence
d’'un co-solvant. La formation d’'un mélange homogéstassurée grace a
une boucle de recirculation sous haute pressiosuit le mélange est
transféré vers la partie sous pression ambiantprocédé au travers d’un
capillaire d’encapsulation ou la phase aqueuse &sutée aux
phospholipides. Cette partie est également munigned’ boucle de

recirculation.

= La méthode DESAM [70]: les phospholipides et leolektérol sont
solubilisés dans une solution organique et intisdwians l'autoclave.
Ensuite, le C@ est introduit et utilisé comme agent dispersantssdes
conditions subcritiques. Les liposomes se formeansd un second

autoclave.
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La méthode de l'injection [92, 94] permet de forrdes liposomes de diamétre moyen
compris entre 0,06 et 2 um. La méthode « supearatiiposomes » [67, 95, 103] produit deux
populations de liposomes : une population majogtdie petits liposomes unilamellaires de
taille moyenne comprise entre 0,02 et 0,05pum et petit nombre de liposomes
multilamellaires de diamétre moyen 0,25 um. La mé¢hDESAM [70] permet de former des
petits liposomes unilamellaires de diametres mogenspris entre 0,05 et 0,2 um.

[I-2.2. Les mécanismes de formation des liposomes

Le but de cette section est d’apporter des élémentgeaux et des bases de réflexion
sur les mécanismes de formation des liposomes grécsynthése des données fournies dans
la littérature et en s’appuyant sur ce qui a éieldppé précédemment. Les données de la
littérature utilisées dans le paragraphe précéstamit listées dans le Tableau 1I-2 en fonction
des conditions de mise en contact des phases ¢siigele et aqueuse). Les conclusions
présentées dans ce paragraphe s’appuient sur teee du Tableau 1I-2, sur les théories
introduites dans la premiére partie de ce chagitrenfin, sur le concept des fragments de
bicouches phospholipidiquebilayered phospholipid fragmentss BPF) introduit par Lasic
et al [82] et repris par Castat al [92]. D’aprés le concept du BPF, les phosphoépid
solubilisés dans un continuum supercritique formetds fragments de bicouche
phospholipidique (BPF), dans lesquels les queusssdéactants sont en contact avec la
phase supercritique (apolaire), et les tétes despttolipides se font face. Les BPF sont des

structures intermédiaires a la formation des liposs.

Tableau II-2 - Morphologie et taille des liposomeen fonction de la phase d’hydratation

Hydratation sous pression Hydratation pendant la dépressurisation
Méthode _Dlametre des Qlasse fEg Références  Méthode _Dlametre des Qlasse cls Références
liposomes / un liposomes liposomes / pm liposomes
Méthode de la Castoret Méthode de Castoret
décompression 0.01-0,3 uv al.[92,94] | linjection 0.06-2 MLV al. [92, 94]
. Otakeet Méthode Frederiksen
l\/:(e:gg(ljze 0,1-1,2 LUV al. [71, 96- | “supercritical O’%Zé%’OS ,\SALLJ\\// et al.[67,
98, 143] liposomes” ' 95, 103]
Liposomes| Sankar .
GAS 0,15-3 de petites | Kadimiet | Methode 0,05-0,2 suy | Meureet
- DESAM al. [70]
tailles al. [68]
Liposomes
Méthode 15 s(tjrcl)Jr::ttLlfrle Otakeet
IscRPE ' al. [66]
forme des
bandes
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[1-2.2.1. Préambule : cas des méthodes conventionnelles

Les méthodes conventionnelles permettent de fodasrLUV et des MLV. Dans la
plupart des cas, les suspensions de LUV sont ttamées en suspension de SUV par mise en
contact de la suspension avec un fort cisaillemearg.MLV sont formés par ajout d’eau dans
un ballon contenant un film phospholipidique sefs(itat de I'évaporation du solvant d’'une
solution organique dans laquelle ont été solulslisé phospholipides) [2, 144]. Dans ce cas,
I'ajout d’eau entraine le gonflement des coucheasspholipidiques déposeées dans le fond du
ballon, formant des tubes ou fibrilles. Ces tubafiamgent et finissent par se détacher des
couches phospholipidiques planes pour former gesdimes [82]. Les LUV sont formés par
la méthode d’élimination du solvant, la méthodd'idgection et la méthode d’évaporation du
solvant en phase inverse. Dans chacun de cesemgf)idelles inverses sont formées comme
structures intermédiaires avant la formation dpesibmes. L'existence initiale de micelles
inverses favoriserait donc la formation de LUV.t€dendance a également été observée dans

les techniques supercritiques, comme présentéresap

[1-2.2.2. Hydratation alors que le systéme est sous pression

D’aprés le Tableau 1l-2, les liposomes formés algue la phase d’hydratation est
réalisée sous pression sont de type unilamellarer ain diamétre moyen de quelques
dizaines de nanometres a quelques micrometres.e@takl. [71, 96] ont montré que la
formation de LUV résulte d’'une double inversionpglase : une premiere inversion de phase
d’'une émulsion eau-dans-G®ers une émulsion CQlans-eau ; puis une inversion de phase
d'une émulsion C@dans-eau vers les liposomes. Pour expliquer cedngohenes,
considérons la phase continue supercritique dapslie les phospholipides sont solubilisés
(en présence de co-solvant). Dans ce milieu, 8texiles BPF de différentes tailles. Par ajout
de phase aqueuse, des micelles inverses sont fretéeoexistent avec les BPF. Si la
guantité d'eau augmente, la formation de micellegises sera favorisée (car les tétes
polaires des molécules de phospholipides se rapgroat de la phase aqueuse). Lors de la
dépressurisation, le GQuitte les sites occupés sur les queues des niededa surfactant,
augmentant ainsi l'attraction entre les queuesna@gcules de surfactant [126]. Les micelles

gonflent et les phospholipides s’associent poun#rdes liposomes de type LUV.
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[1-2.2.3. Hydratation au moment de la dépressurisation

D’aprés le Tableau II-2, les liposomes formés peg procédés dans lesquels la phase
d’hydratation est réalisée au moment de la déprsssion sont de type multilamellaire ou
unilamellaire. Concernant la taille de ces lipossmbs sont plus petits que les liposomes
formés par des procédés dans lesquels la phasérdthtion est réalisée alors que le systeme
est sous pression : de la dizaine a la centaimademeétres. Otaket al.[71, 96] ont étudié la
formation des MLV et ils ont observé que les ML\4iént le résultat d’'une simple inversion
de phase: d'une émulsion g@ans-eau vers les liposomes. Considérons un mnelang
CO./surfactant dans lequel la phase aqueuse est uitiecgly moment de la dépressurisation.
Dans ce cas, les BPF sont dispersés de facon aerdams la phase aqueuse. En contact avec
la phase aqueuse, les BPF s’organisent de facomieatey les parties polaires des
phospholipides vers la phase aqueuse. En parddaB) est libéré et quitte les sites occupés
sur les queues des molécules de surfactant. llésulte une force d’attraction entre ces
qgueues. Ainsi, des structures plus complexes somtées telles que des MLV. Concernant la
taille de ces MLV, ces vésicules sont de plus eetidilles que les LUV normalement formés
lorsque la phase d’hydratation est réalisée aloeslg systéme est sous pression car dans le
cas présent, les dernieres structures intermésliairant les liposomes sont les BPF, qui sont
plus petits en taille que les micelles inversesfiges en présence de phase aqueuse. De plus,
une émulsion C@dans-eau a de grandes chances d’apparaitre tenepweat lorsque la
phase d’hydratation est réalisée au moment de paedgurisation. Cela pourrait expliquer
I'existence de vésicules unilamellaires qui prodiient des micelles normales. Ainsi, au
final, deux types de vésicules coexistent : les MdtMes LUV, mais la proportion de MLV
est plus importante que la proportion de LUV ca BPF sont plus nombreux comme

structures intermédiaires.

11-2.2.4. Conclusion

Dans les procédés hautes pressions, le mode deemisentact des phases a une
importance significative sur les caractéristiques liposomes formés. Ainsi, lorsque la phase
d’hydratation est réalisée alors que le systemeast pression, les liposomes résultent d’'une
double inversion de phase: eau-dansG@rs CQ-dans-eau et C&dans-eau vers les
liposomes. Dans ce cas, les liposomes sont deltype Lorsque la phase d’hydratation est

conduite au moment de la dépressurisation, lesdip@s résultent d’'une simple inversion de
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phase : C@dans-eau vers liposomes ; et dans ce cas, lesolipes formés sont de types
MLV ou LUV (les MLV étant majoritaires).

[1-3. Conclusion

Cette étude bibliographique aborde les procédégreupiques de formation des
liposomes sous un nouvel angle. L'importance duende mise en contact des phases a été
démontrée et des tendances ont été mises en auangxpliquer dans quel cas les liposomes
formés sont unilamellaires, multilamellaires, didléa moyennes ou de tailles plus grandes.
Ces éléments constituent des outils pour le dépelment de nouveaux procédés de
formation des liposomes et en particulier, poumiae au point d’'un procédé continu comme

présenté dans le Chapitre IV.

Thése de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 83



Lauréne Lesoin Chapitre lll : Etude du procédé SAS

Chapitre Il : Etude du procédé
Supercritical Anti-Solvent (SAS) -
Application a la formation de
phospholipides divisés et comparaison avec

une méthode conventionnelle
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Introduction

Cette étude expérimentale met en avant l'utilisatdu CQ supercritique pour
microniser des phospholipides au travers d’'un méanti-solvant connu et utilisé au sein de
I'équipe Procédés et Fluides Supercritiques : lecgué SAS (Supercritical Anti-Solvent).
Une fois micronisés, les phospholipides sont hydragous agitation dans les conditions
ambiantes de température et de pression pour fodegtiposomes. Dans la littérature, les
phospholipides micronisés sont souvent appelésppsames. Nous préférons les appeler
phospholipides micronisés ou divisés pour ne pageséa confusion. Cette étude commence
par une comparaison entre le procédé SAS et laauéthonventionnelle de Bangham. Les
deux méthodes ont été realisées dans les mémegi@osidc’est-a-dire avec la méme source
de phospholipides (lécithine de soja), avec le méoiteant organique (éthanol) et avec le
méme systeme d’agitation.

Une étude plus compléte du procédé SAS compretraralyse de I'influence de la
variation de certains parametres opératoires (jmressapport molaire Cgsolvant et
concentration en soluté) sur les caractéristiques phrticules formées et des liposomes
produits a ensuite été proposée. Dans chaqueac&wnhation des liposomes est complétée
par une phase de caractérisation des phospholididies®s et des liposomes comprenant la
détermination de la morphologie, de la taille etalux de solvant résiduel des phospholipides
divisés apres traitement et de la morphologie adiille, de I'efficacité d’encapsulation des
liposomes. Cette étude illustre plusieurs aspeet dection bibliographique présentée dans
le chapitre |: les propriétés des fluides suptures, la comparaison des méthodes de
formation des liposomes, la mise en ceuvre des iods de caractérisation et le probleme de

la stabilité des liposomes.

La micronisation des phospholipides par le procgd& a été introduite par Magnan
et al [4, 101] en 2000. lls ont étudié I'influence deariations de plusieurs parametres
(pression, débit d'injection de la solution orgam@get concentration en soluté) sur les
caractéristiques des phospholipides micronisés ¢iisés). Dans ces travaux, les
phospholipides divisés n'ont pas été hydratés poumer des liposomes. Trois valeurs de

pression ont été étudiées par Mageaal. [4] : P=8, 10 et 11 MPa avec une température de
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308 K, un débit massique de €@e 400 g.H, un débit de solution organique de 10 niLet
une concentration en soluté de la solution organdjéthanol de 15% massique. lls n'ont pas
noté d’influence significative des variations deegsmion sur les caractéristiques des
phospholipides divisés. Magnaet al. [4] ont ensuite testé deux valeurs de débits de la
solution organique : 10 et 28 mXh(P = 8 MPa, T = 308 K, débit de C©= 400 g.i" et
concentration en soluté de la solution organigéghdnol de 15% massique). lls ont noté que
plus le débit de solution organique était élevaspés particules de phospholipides formées
étaient petites et avec une distribution de taitbenportant un pic majoritaire d’intensité
élevée. Magnamt al. [4] ont enfin étudié l'influence de la concentoatien soluté. lls ont
observé deux tendances en fonction du débit déisoelarganique : pour un débit de solution
organique faible (10 mL31, plus la solution organique est concentrée, lgsiparticules sont
grosses ; a l'inverse, pour un débit de solutiayanique élévé (28 mLY, les particules les
plus grosses sont obtenues avec les plus faiblesntrations.

Plus récemment, Naikt al [78] ont micronisés des phospholipides avec te@dé

SAS et ils ont hydraté les phospholipides divis&és flormer des liposomes.

Cette étude vient compléter les travaux de Magetral. [4]. Cette fois, les
phospholipides divisés ont systématiquement étéaltgsl pour former des liposomes.
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l1I-1. Matériels et méthodes

Dans cette section, les différents produits chirgqutilisés, mais aussi I'ensemble du

mateériel, les procédures d’expérimentation et léthodes d’analyse sont présentés.
[11-1.1. Les produits

[11-1.1.1. Les phospholipides

La lécithine de soja est utilisée comme sourcehdespholipides. Ce produit présente
'avantage de posséder une teneur en phospholigidege et d’étre disponible en grande
quantité dans le commerce. La Iécithine de sojarpiiétre utilisée en vue d’une production
industrielle de liposomes comme cela a été le cas les laboratoires LAPHAL [145] dans
les années 90. La lécithine de soja utilisée estnfe par la société LIPOID KG. Elle se
présente sous forme d’agglomérats, de couleur jatamege. La gamme de |écithine de soja
commercialisée par LIPOID KG propose différentempositions en phospholipides. Deux
lécithines de soja ont ainsi été sélectionnéegdithine S75 et la lécithine S100) pour leur
pureté. En effet, la présence d’autres espéceseguyghospholipides dans la Iécithine de soja
peut fortement influer sur le comportement du mgdaQ/solvant/lécithine de soja sous
pression au cours de la formation des liposomes. dp&cifications en phospholipides des
lécithines de soja S75 et S100 sont présentéedaldableau Ill-1.

Tableau llI-1 — Spécification en phospholipides dé Iécithine commercialisée

Appellation Composition en Composition en Composition en
commerciale de¢ phosphatidylcholine | phosphatidylethanolamine| lysophosphatidylcholine

la Iécithine (PC) | % (PE) / % (LPC) / %
S75 68 - 73 7-10 3
S100 94 0,1 3

[11-1.1.2. Les autres produits

Le dioxyde de carbone (pureté de 99,7% molairefoeshi par la société Air Liquide.
L’éthanol absolu (pureté de 99,8% molaire) providatla société Carlo Erba (France). La
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calcéine (Bis[N,N-bis(carboxyméthyle) aminométhffiejrescéine) est un marqueur
fluorescent qui permet de déterminer l'efficaciténgapsulation des liposomes. Elle est
fournie par la société Sigma Aldrich. Du cholestéf®igma Aldrich) est utilisé pour

augmenter la stabilité des liposomes. Enfin, dorcie de cobalt hexahydraté et du Triton X-
100 (octylphénol polyéthoxylé) sont utilisés pouesurer I'efficacité d’encapsulation des
liposomes et sont fournis par la société Sigma iéldrLa phase aqueuse utilisée pour
I'hydratation de la poudre seche de phospholipidss principalement constituée d’eau

distillée.

llI-1.2. La préparation des liposomes

Deux méthodes sont présentées dans cette sedtiqpgrocédé SAS et la méthode de
Bangham. Ces méthodes sont divisées en deux étapes étape de division des
phospholipides et une étape d’hydratation des ptadgpdes divisés ; I'étape d’hydratation
est commune aux deux méthodes. Dans les deux adécithine traitée (phospholipides
divisés) doit étre hydratée trés rapidement sousepde détérioration des phospholipides
divisés au contact de l'air [4].

Le procédé SAS est un procédé utilisant du, G@percritique pour microniser la
|écithine. Le procédé SAS consiste a disperser pligse organigue contenant le soluté
(Iécithine) a précipiter dans un continuum de #uglpercritique (dans notre cas, le,CO
supercritique). Les deux phases sont introduitesparallele. Le C@ supercritique est
solubilisé dans la phase liquide tandis que leastuldiffuse dans la phase supercritique. Ces
transferts conduisent a une forte diminution desddubilité du soluté dans le mélange
COy/solvant et donc a la sursaturation en soluté,qaoant la précipitation de ce dernier.

La méthode de Bangham est une méthode conventierqelconsiste a solubiliser la
|écithine brute dans un solvant organique et dandauxieme temps, a évaporer le solvant

sous agitation pour former un film phospholipidigiaas le fond d’'un ballon.

Par souci de comparaison, le procédé SAS et la auétlde Bangham ont été
conduites dans les mémes conditions, c’est-a-diee &&s mémes phospholipides (lécithine
de soja) et le méme solvant organique (éthanol).

Thése de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 88



Lauréne Lesoin Chapitre lll : Etude du procédé SAS

Cette section se divise en deux parties : toutatdda micronisation de la lécithine et
ensuite, la phase d’hydratation.

[11-1.2.1. Production de phospholipides divisés

I11-1.2.1.1.Le procédé SAS

Le procédé SAS consiste a injecter une solutioaraggie (éthanol absolu) contenant
le soluté solubilisé (lécithine de soja et choledjéau travers d’'un capillaire dans un
continuum de C@supercritique. La solubilisation simultanée dud&supercritique dans la
phase liquide et la diffusion du solvant organigiams la phase supercritique conduit a la

sursaturation du soluté dans la phase liquide pté&apitation.

L’'autoclave de précipitation est préalablement rende CG pour atteindre la
pression de travail ; puis de I'éthanol absolu esir injecté jusqu’a I'obtention du rapport
molaire CQ/solvant souhaité. Ensuite, un débit de ,C&£3t établi et le rapport molaire
COy/solvant est maintenu. C’est dans ces conditiores lgusolution organique est injectée
dans l'autoclave conduisant a la micronisationadtithine de soja. Une fois que la quantité
souhaitée de solution organique a été introduites dautoclave, une étape de lavage est
réalisée de facon a éliminer les traces de solwayanique de l'autoclave. La phase de lavage
est réalisée avec du GQur dans les mémes conditions opératoires quederia phase
d’injection. Etant donné que le GQur est plus |éger que le mélange s€8hanol absolu,
l'autoclave se comporte durant cette étape commautwclave piston [146, 147]. Le lavage
est effectué durant un temps égal a deux foisnigs$enécessaire pour renouveler le contenu

de l'autoclave.

Le montage expérimental pour le procédé SAS estepté sur la Figure IlI-1. La
solution organique est injectée grace a une poropemétriqgue (Gilson, modéle 307) dans
l'autoclave (autoclave en acier Fedegari de 65¢) @m moyen d’un capillaire d’injection de
diamétre interne 127 um (Chrompack). Le @fazeux est transformeé en gljuide grace a
un groupe froid pour étre pompé par une pompe véltique haute pression (Dosapro Milton
Roy, Pompe a membrane). En sortie de pompe, kedsOchauffé grace a un groupe chaud.
Le fond de l'autoclave est équipé d'un fritté mkdale permettant de ne pas entrainer les
particules solides. Un piege a solvant froid (séfar) permet de récupérer le solvant et le

CO; est renvoyé a I'atmosphére ou recyclé en tétaatmepé.
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Figure 1ll-1 - Schéma du procédé SAS

1 Groupe froid 7 Soupape de sécurité
2 Pompe volumétrique 8 Déverseur

3 Groupe chaud 9 Séparateur

4 Débitmeétre 10 Vanne de soutirage
5 Capteur de température

6 Manometre

Le procédé SAS a été appliqué dans des conditemsassions allant de 9 a 13 MPa,
des concentrations en lécithine comprises entret 25 % massique et des rapports molaires
COy/solvant allant de 50 a 100. Pour chaque expérjdadempérature dans l'autoclave est
de 308 K, le débit d’injection de solution de 28)8.h* et deux grammes de lécithine ont été
micronisés dans l'autoclave. Ces conditions expémiales ont été définies suite a I'étude du
diagramme de phase du systeme M&0ithine/éthanol réalisée par Magnanal. [4]. La
Figure 111-2 présente la courbe de transition etgrelomaine biphasique (liquide-solide ou
supercritique-solide) et le domaine triphasiquequflle-vapeur-solide) du systeme
COy/lécithine/éthanol sous pression. Pour réaliser exqeeriences, nous avons choisi des
conditions de température et de pression telles lgugystéeme se situe dans le domaine
biphasique. En effet, la lécithine a une forteratié pour I'éthanol et la micronisation ne se
fait pas si I'on se place dans des conditions gesquelles la phase continue fluide est

liquide-vapeur.
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Figure 1lI-2 - Diagramme de phase du systéme : C£(90% massique)/lécithine de soja S75 (2%

massique)/éthanol

111-1.2.1.2.La méthode de Bangham

Le procédé de Bangham comprend également une émpeomminution de la
lécithine de soja et une phase d’hydratation caahtia la formation des liposomes. La phase
d’hydratation, commune aux deux méthodes, seralldétaans le paragraphe suivant. Pour
ce qui concerne le traitement de la lécithine d@,da méthode de Bangham consiste a
évaporer le solvant organique (323 K) dans lequédithine de soja a été solubilisée grace a
un évaporateur rotatif muni d’'une pompe a vide @dkih Laborota 4000eco). Aprés un
certain laps de temps, un film homogene de phogptiet se forme dans le fond du ballon.
Dans le but de comparer le procédé SAS avec laauétide Bangham, pour chaque
expérience réalisée avec la méthode de Banghamnfes de Iécithine ont été traités.

[11-1.2.2. Hydratation et encapsulation

Les particules de phospholipides micronisées oleempar le procédé SAS et le film
phospholipidique résultant de la méthode de Bangsamh hydratés de la méme fagon pour
aboutir a la formation de liposomes encapsulantmangueur fluorescent : la calcéine. Cette
hydratation est réalisée par ajout d’une solutignease de calcéine (0,062 ghLdans
'autoclave ramené dans les conditions ambiantes [ procédé SAS ou dans le ballon
d’évaporation pour la méthode de Bangham. La teatpér est maintenue égale a la
température ambiante (soit environ 298 K) lors etecphase d’hydratation. Le mélange est
ensuite agité avec un agitateur a fort cisaillemi@ka Labortechnik, Ultraturax T25) a
11 000 tr.mif* pendant 10 minutes. D’aprés Ok&ual.[75], le volume de solution aqueuse de
calcéine est calculé en sachant que le rapportigquassalcéine/lécithine doit étre égal a
0,008 (rapport massique lécithine/eau égal a 0,083 suspensions liposomiales ainsi

obtenues sont conservées a 277,5 K.
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[11-1.3. La caractérisation

[11-1.3.1. Caractérisation des particules de lécithine microrgées

[11-1.3.1.1. Rendement

Le rendement de micronisation est calculé par oetation de la masse de |écithine
de soja présente dans l'autoclave a la fin du pi®cgt par la connaissance de la masse
introduite. Un bilan matiére est effectué en coraptita masse de lécithine introduite dans
l'autoclave avec la somme des masses de |écitifectées a la fois dans I'autoclave et dans

le piege a solvant et les tubes d’évacuation ¢ééese fluide.

111-1.3.1.2. Taille et morphologie

La taille et la morphologie des particules de phofipides micronisées sont
déterminées par observation a l'aide d’'un microsce@gectronique a balayage (Hitachi,
modeéle S-3000). Comme les phospholipides sont podicteurs, chaque échantillon est
soumis a une meétallisation avant I'observation dorascope électronique a balayage. Le
métalliseur (Quorum Technologies, modele SC7628)rasle recouvrement de la surface des
échantillons par une fine couche d’'un mélange d@bide palladium (2 nm). Les images
obtenues par observation au microscope électroragbalayage sont analysées de maniére
qualitative. Aucun logiciel d’analyse d’'images &t utilisé pour cette étude. Il est important
de souligner que la détermination de la taille gesticules micronisées par analyse

granulométrique n’a pas éte entreprise car laHgm@tmicronisée ne peut pas étre manipulée.

111-1.3.1.3. Existence de traces de solvant résiduel

La présence ou non de solvant résiduel dans lesppbbpides aprés traitement par le
procédé SAS ou par la méthode de Bangham est déérmar une méthode comparative
utilisant la spectroscopie infrarouge (spectrophwttve infrarouge de la marque Thermo
utilisé avec le logiciel d’acquisition OMNIC). Cetméthode ne permet pas de quantifier le
solvant organique présent dans la poudre de léeitlnnais elle permet de vérifier par
comparaison si des traces de solvant organiquepsésentes dans les échantillons de poudre.
Deux bandes caractéristiques d’absorption ont létésies sur les spectres d’absorption. La
premiére & 1735 crest représentative de la fonction ester des pludipides et la seconde &
1058 cni représente le groupement hydroxyle. Pour chageetrsp le rapport des intensités
(des hauteurs) de ces deux bandes caractéristitiggsm-{hi73scm-1 €St calculé et ensuite
comparé aux valeurs des rapports obtenus poueldrspde I'éthanol pur et d’échantillons de
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|écithine contenant des quantités connues d’'éth&waite méthode n’est pas répertoriée dans
la littérature mais elle s’inspire des travaux déd&onet al. [76]. lls ont déterminé si les
poudres de phospholipides produites contenaiemooudes traces de solvant organique par
une meéthode infrarouge en comparant les spectassalption des phospholipides traités
avec ceux des phospholipides non traités, maiseémalt, avec ceux de phospholipides
chargés avec une quantité connue de solvant onganlca sensibilité de I'appareil utilisé

pour cette étude est de 1%.
[11-1.3.2. Caractérisation des liposomes en suspension

111-1.3.2.1. Morphologie

La morphologie des liposomes a été étudiée grawenaicroscope optique a contraste

de phase Reichert-Jung, Polyvar (objectif plan @x/a5x/40x).

111-1.3.2.2. Taille

La taille des liposomes a été déterminée en uillisa granulometre laser (Malvern
Instrument, modéle Mastersizer S). Cet instrument/e une gamme de tailles de particules
allant de 50 nm a 3 mm. Toutes les analyses ontégliésées le jour de la formation des
liposomes et chague mesure a été reproduite tass fa courbe de distribution de taille
obtenue présente la répartition de la populatiofipdsomes (en pourcentage volumique) en
fonction du diametre des liposomes. A partir ddewa obtenues, il a été possible de diviser
la population des liposomes en trois classes rémgre classe de taille inférieure a 1 um
(d1/ %) ; la deuxieme de taille comprise entre 1 @uin ¢,/ %) ; et la derniere de taille
supérieure a 10 puna4/ %). Enfin, pour étudier la stabilité des lipossrdans le temps, ces
mesures ont été reconduites un mois apres la ddtemation des liposomes.

111-1.3.2.3. Efficacité d’encapsulation

La détermination de l'efficacité d’encapsulatiors dgposomes est réalisée par dosage
fluorimétrique de la calcéine a l'aide d'un spefitrorimetre (Perkin Elmer, modéle
Luminescence Spectrometer LS50) selon la méthodelagpée par Kendall and MacDonald
[74]. La longueur d’onde d’excitation est égale® éam, la longueur d’'onde d’émission est
égale a 520 nm [75]. Le spectrofluorimétre esté&dgiur fonctionner en excitation-émission
synchrone entre 400 et 600 nm avec un décalagendeidur d’'onde constant égal a 23 nm
[75]. Cette méthode consiste a mesurer tout d’atzofidiorescence totale,: de I'échantillon

(Vsuspension apres dilution dun facteur 2080 ML), c’est-a-dire la fluorescence de la dakeéncapsulée
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et de la calcéine non encapsulée. Ensuite, und@olle chlorure de cobalt (200 pL & 10 mM
ajoutée a la suspension de 80 mL) est ajoutée auspension pour neutraliser par
complexation la fluorescence de la calcéine noagsuée. Apres un temps donné€, déterminé
comme étant égal de 15 minutes, la fluorescendantescorrespondant a la fluorescence de
la calcéine encapsuléie; est mesurée. Enfin, les liposomes sont cassésjpat d'un
détergent appelé Triton X-100 (3 mL dans la suspand’environ 80 mL) sous agitation
manuelle. Aprés 48 heures, la fluorescence difeluélie Fioq est alors mesurée. L'Equation

2 permet de calculer I'efficacité d’encapsulati@s diposomes connaissdfg:, Fin: €t Frotg.

R~ Fiotg [
Efficacitéd'encapsulapn(%) = -1 29—

Fot ~ Ftotq (Y
Our est le facteur de dilution lié a I'ajout de Trit¥A100 (ici,r = 1,037).

100 Equation 2

[1I-2. Résultats

Les résultats expérimentaux présentés dans cettiorseont fait I'objet d’une
publication dans The Journal of Supercritical FUi@9].

[11-2.1. Préambule

[11-2.1.1. Choix de la Iécithine de soja

Les premiers essais de micronisation avec le peo&A&IS ont été conduits avec la
lécithine de soja S100 (LIPOID KG). La lécithine deja S100 avait été choisie pour sa
teneur élevée en phosphatidylcholine (environ 94&gsigue). Cependant, au cours de ces
essais, il s'est avéré que la lécithine de soja0SAtQit partiellement soluble dans le £O
supercritique ce qui entrainait des pertes dehliégten dehors de l'autoclave. Nous avons
ainsi préféeré travailler avec la lécithine S75 pdanquelle ces problemes n‘ont pas été

rencontrés.

[11-2.1.2. Rappel sur les températures opératoires choisies

Pour cette étude, I'étape de micronisation de dahine par le procédé supercritique
SAS est réalisee a 308 K. Apres la dépressurisatian phase d’hydratation des
phospholipides divisés est conduite dans les dondiambiantes de température, soit environ
298 K, c’est-a-dire a une température inférieuta température de transition de phase de la
phosphatidylcholine (température considérée coménémlement égale a 323 K).
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llI-2.2. Comparaison entre le procédé supercritigue SAS etal méthode
classique de Bangham

Cing criteres ont été mesurés pour comparer leépcsupercritique SAS et la
méthode classique de Bangham : la présence densodsduel dans la Iécithine aprés I'étape
de traitement, la reproductibilité, la morphologies liposomes, I'efficacité d’encapsulation
des liposomes et la stabilité des liposomes. Liha été utilisé comme solvant dans les

deux méthodes.

[11-2.2.1. Présence de solvant résiduel dans la Iécithine apré&aitement

La présence éventuelle de solvant organique (ébhaans la Iécithine micronisée
(pour le procédé SAS) et dans le film phospholgpigi formé dans le fond du ballon (pour la
méthode de Bangham) a été déterminée grace a utteodeéinfrarouge. Pour chaque
échantillon, une comparaison a été effectuée é&mttensité (la hauteur) du pic représentatif
de la fonction ester a 1735 ¢net l'intensité du pic représentatif de la fonctioydroxyle a

1058 cn', comme présenté sur la Figure 111-3.

Les valeurs obtenues pour les rappbitsscm-1hi173scm-10Nt €t€ comparées aux valeurs
obtenues pour des échantillons de |écithine préatamt chargés avec des quantités connues

d’éthanol (1, 5,5 et 10% massique). Ces valeursm@sentées dans le Tableau 1lI-2.

Pour des échantillons formés avec le procédé Sésyvaleurs du rappohpsgem-
1/h1735cm-1 SONt comprises entre 0,76 et 1,1 et pour la méthde Bangham (en utilisant
I’éthanol comme solvant), la valeur du rappogsscm-1hi73scm-1€St de 1,2. Il existe donc des
traces de solvant organique dans les échantillengclthine produits apres traitement. La
méthode infrarouge utilisée ne permet pas de diantes traces de solvant résiduelles mais
les résultats du Tableau I1llI-2 permettent de vaire ces traces sont de l'ordre de
10% massique. De plus, il apparait que les traeesotvant résiduel sont plus importantes
pour la |écithine traitée avec la méthode de Bamghae pour la lécithine micronisée avec le

procédé SAS. Les résultats sont résumés dans leatalhl-3.
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Figure 11I-3 — Spectres d’absorption infrarouge dela lécithine brute S75, de I'éthanol et d’'une poudz de
phospholipides obtenues par le procédé SAS (9 MP208 K, rapport molaire CO,/solvant = 60,
concentration en soluté = 15%mass., débit de solati organique = 22,8 mL.H)

Tableau 111-2 - Valeurs des rapports des hauteurs ds pics représentants respectivement les groupemsnt
alcool (1058 crit) et carboxyle (1736 cril)

Echantillon Rosscm-{N17350m-1
Lécithine brute 0,966
Lécithine chargée a 1% massique en éthanol absolu ,0041
Lécithine chargée a 5,5% massique en éthanol absolu 1,039
Lécithine chargée a 10% massique en éthanol absolu 1,095

Pour le procédé SAS, ces résultats ne sont pafassdints malgré un temps de lavage
important. Ce temps de lavage a été calculé rigms@rmaent. Cependant, étant donné que
I’éthanol posséde un point d’ébullition éleve, @upcraindre que ce temps de lavage ne soit,
en réalité, pas suffisant. En comparant nos valaues celles de la littérature, des taux de
solvants résiduels de I'ordre de 14 et 17% (volwmwlame) ont été mesurés par Frederiksen
et al [67] pour I'éthanol ; ce qui correspond a nosultass. Meureet al [70], qui ont utilisé
un mélange éthanol-chloroforme, ont déterminé ur the solvant résiduel compris entre 1,4
et 3,9% (volume/volume) pour I'’éthanol et un taux sblvant résiduel de 0,4% pour le
chloroforme. On se rend ainsi compte que la séparatolvant/phospholipide est plus
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difficile dans le cas ou le solvant est de I'étHamee pour d’autres solvants avec des points
d’ébullition moins élevés comme le chloroforme. Wwdution pourrait étre d’augmenter le

temps de lavage.

Il apparait donc que [l'utilisation de I'éthanol com solvant pour former des
liposomes avec le procédé SAS pose un probleme énséiréthanol n’est pas toxique). On
peut cependant se poser la question du réle gjmuea I'éthanol résiduel sur la stabilité des

liposomes.

Tableau IlI-3 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham : taux de

solvant résiduel

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham

Taux de solvant résiduel 10% > 10%

[11-2.2.2. Reproductibilité

11-2.2.2.1. Procédé SAS

La reproductibilité du procédé SAS a été évaluéeéalisant trois expériences dans
les mémes conditiong & 308K, P = 9 MPa, rapport molaire GBolvant : 60, concentration
en soluté : 15% massique). La reproductibilité @aesdtimée a partir des images obtenues au
microscope électronique a balayage des phosphetipidicronisés (Figure IlI-4), mais
également a partir des courbes de distributiortsitles des liposomes formés par hydratation

des phospholipides micronisés (Figure II-5).

La reproductibilité est validée pour la |écithinécronisée. En ce qui concerne les
liposomes (Figure IlI-5), la reproductibilité estlidée pour les liposomes de tailles comprises

entre 0,1 et1 pm.

SAS reproductibilité 1 SAS reproductibilité 2 SAS reproductibilité 3

\

= 300um

&

AT R,

e a balayage montrant la lécithine micronisée

pour les mémes conditions expérimentales du procé@AS (T = 308K, P = 9 MPa, rapport molaire
CO,/solvant : 60 et concentration en soluté : 15 % maijue)
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Figure 11I-5 - Distribution de taille des liposomesformés a partir de phospholipides micronisés pard
procédé SAS pour I'étude de reproductibilité T = 308K, P = 9 MPa, rapport molaire CO./solvant : 60 et

concentration en soluté : 15 % massique)

I1-2.2.2.2. Méthode de Bangham

La reproductibilité de la méthode de Bangham a tégiée en réalisant trois
expériences dans les mémes conditions (en utiliggh&anol comme solvant), respectivement
notées Bangham 1, 2 et 3. Par souci de comparaigen le procédé SAS, les conditions
expérimentales choisies pour la méthode de Bangemapprochent de celles du procédé
SAS : 2 grammes de lécithine ont été utilisés asblation organique a évaporer possede une
concentration de 15% massique en soluté (dansatiéth L'évaporation a été réalisée a
323 K. La Figure 111-6 présente les distributionse thille des liposomes obtenus. Il est
clairement visible que dans les conditions opérasoiestées, la méthode de Bangham n’est
pas reproductible.

111-2.2.2.3.Conclusion sur la reproductibilité

Dans les conditions testées (en utilisant I'éthaoohme solvant), le procédé SAS est
reproductible alors que la méthode de Banghamest pas. De meilleurs résultats auraient
pu étre obtenus pour la méthode de Bangham emsamilides solvants organiques plus
toxiques tels que le chloroforme. Mais dans cetided I'objectif était de comparer le procédé
supercritique SAS avec la méthode classique detizanget ainsi, le méme solvant organique
a été utilisé pour les deux méthodes (I'éthanofs késultats sont résumés dans le Tableau
1-4.
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Figure 111-6 - Distribution de taille des liposomesformés a partir de phospholipides divisés par la
méthode de Bangham (2 grammes de Iécithine, soluti@rganique d’éthanol a 15%massique en soluté et

température d’évaporation a 323 K)

Tableau llI-4 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham :

reproductibilité

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham

Reproductibilité validée partiellement non validée

[11-2.2.3. Morphologie des liposomes

11-2.2.3.1.Procédé SAS

La morphologie des liposomes formés a partir despholipides micronisés par le
procédé SAS dans des conditions données est vaibla Figure 1lI-7. Les images de cette
figure présente trois liposomes différents présdatss la suspension fabriquée. Pour choisir
ces liposomes, deux prélevements d’'une méme susepenist été analysés et pour chaque
prélevement, au moins cing liposomes ont été oBse@es liposomes sont sphériques et leur
membrane est épaisse. La largeur d’'une bicouchepplotipidique mesurant quelques
nanometres et vue I'épaisseur de la membrane pesolines observés, il apparait que ces

liposomes sont multilamellaires.
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Figure 11l-7 — Images obtenues au microscope optiqua contraste de phase présentant des liposomes
formés a partir de phospholipides micronisés par Iprocédé SAST = 308K, P = 9 MPa, rapport molaire

COs/solvant : 100 et concentration en soluté : 15 % nsaique)

l11-2.2.3.2. Méthode de Bangham

La morphologie des liposomes formés a partir despholipides divisés par la
méthode de Bangham (en utilisant I'éthanol comnieast) est visible sur les images de la
Figure 111-8. Les liposomes présentés ont été Hélmués car ils étaient représentatifs de la
suspension étudiée (deux préléevements ont étés@sabt au moins cing liposomes ont été
observés). On remarque tout d’abord que ces lipesama sont pas tous sphériques et sont de
tailles différentes. Comme précédemment, ces lipesosont multilamellaires. D’autre part,
la membrane de ces vésicules est moins épaisda quembrane des vésicules produites par
le procédé SAS. Ensuite, des structures parti@di@pparaissent avec par exemple une
vésicule géante enfermant des petites vésiculepeDhen conclure que la suspension n’est
pas homogéne. De plus, ces liposomes seront tiffieint caractérisables au regard de leur

forme.

= ] pum

Figure 111-8 - Images obtenues au microscope optigua contraste de phase présentant les liposomes
formés a partir de phospholipides divisés par la nthode de Bangham (2 grammes de lécithine traité,
solution organique d’éthanol a 15%massique et température d’évaporation de 323 K)
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[11-2.2.3.3.Conclusion sur la morphologie des liposomes

Cette étude montre clairement que les liposomesésra partir de phospholipides
micronisés par le procédé SAS sont sphériquesest bbmogénes dans la suspension. A
I'inverse, dans les conditions étudiées (en utilid&thanol comme solvant), les liposomes
formés a partir de phospholipides divisés par lahode de Bangham présentent une
hétérogénéité en taille et en forme. Les liposorfesmés a partir de phospholipides
micronisés par le procédé SAS sont donc plus faeité caractérisables que les liposomes
produits a partir de phospholipides divisés pamkthode de Bangham. Cela constitue un

atout pour le procédé SAS. Les résultats sont résutans le Tableau IlI-5.

Tableau IlI-5 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham : morphologie

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham

i . _ ) Sphérique et ellipsoidale
Morphologie Sphérique (multilamellaire) ) )
(multilamellaire)

[11-2.2.4. Efficacité d’encapsulation des liposomes

Les efficacités d’encapsulation des liposomes fermaé partir de phospholipides
micronisés par le procédé SASZ £ 308K, P =9 MPa, rapport molaire Golvant = 60,
concentration en soluté = 15% massique) et a metphospholipides divisés par la méthode
de Bangham (2 grammes de |écithine traité, solutiganique d’éthanol a 15% massique et

température d’évaporation de 323 K) ont été détetas pour étre ensuite comparées.

La Figure 111-9 présente les courbes d’intensitéenbes lors de la mesure Eg;, Fint
et Fwotg (échantillon de suspension liposomiale fabriqué [sa méthode de Bangham)
permettant de calculer I'efficacité d’encapsulatides liposomes selon 'Equation 2. La
hauteur du pic d’intensité est déterminée et orenbtlans ce cas particulieF; égale a 407,
Finn €gale a 111 &g €gale a 65. Dans le cas présent, I'efficacité ahpsulation de cet
échantillon préparé a partir de phospholipidesséiwipar la méthode de Bangham est égale a
7%.

Plusieurs essais ont été réalisés dans les caomlititestées. L'efficacité
d’encapsulation des liposomes formés a partir desjpiolipides micronisés par le procédé
SAS est comprise entre 10 et 20%. Les liposomasdera partir de phospholipides divisés
par la méthode de Bangham (en utilisant I'étharmhme solvant) présentent eux une
efficacité d’encapsulation comprise entre 4 et 20est important de souligner qu’en
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utilisant un autre solvant (le chloroforme), la huite de Bangham a permis de former des
liposomes avec des efficacités d’encapsulationr(ded’huile essentielle) supérieures a 66%
(Varonaet al [63, 80]).

Ces résultats ne sont pas satisfaisants tant aaunides valeurs déterminées qu’au
niveau des écarts dans les mesures. Ces écartaipatirs’expliquer par le fait que les
liposomes ne sont pas stables en suspension. Geyefate a ce probleme, chaque mesure a

éte réalisée le jour de la formation des liposomes.
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Figure 111-9 — Spectres synchrones représentant [luorescence de la calcéineF,, fluorescence totale de

la suspension liposomialef i fluorescence interne aux liposomes & fluorescence résiduelle

Les résultats sont résumeés dans le Tableau lll{garéir des résultats obtenus, il n’est
pas possible de comparer le procédé SAS et la nétthie Bangham. On peut juste dire que

ces méthodes donnent des résultats relativeme i sielies.

Tableau IlI-6 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham : efficacité

d’encapsulation

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham

Efficacité d’encapsulation 10 - 20% 4-20%
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[11-2.2.5. Stabilité des liposomes

La stabilité des liposomes a été déterminée par mdesures granulométriques
effectuées le jour de la formation des liposomesiremois apres leur date de formation.
Pendant cette période, les liposomes ont été oarsex I'abri de la lumiére et a une
température de 277 K. La stabilité a ainsi étéiéaugour les liposomes formés a partir de
phospholipides micronisés par le procédé SAS- 808K, P=9 MPa, rapport molaire
COy/solvant = 60, concentration en soluté = 15% massigt pour des liposomes formeés a
partir de phospholipides divisés par la méthod®aegham (2 grammes de lécithine traités,

solution organique d’éthanol a 15% massique et ésatpre d’évaporation de 323 K).

Les résultats sont présentés sur la Figure 1ll-40r pe procédé SAS. Les liposomes
formés a partir de phospholipides micronisés paréeédé SAS ne sont pas stables sur une
durée d’'un mois. Les mémes résultats ont été obteour la méthode de Bangham (non
présentés dans cette étude). Encore une foist iilnp®rtant de souligner qu’en utilisant un
autre solvant (chloroforme), la méthode de Banglmmpermis de former des liposomes
stables pendant au moins un mois (Varenal [63, 80]).

D’apres les éléments développés dans le ChapitesIrésultats étaient prévisibles car
les liposomes ne sont pas stables en suspensipan@ant, nous avons utilisé du cholestérol
pour augmenter la stabilité des liposomes. On glews s’interroger sur l'influence néfaste de
la présence d’éthanol résiduel dans les liposowmraséds a partir de phospholipides traités par
le procédé SAS et par la méthode de Bangham @IE2.Dans une publication, Otakeal
[71] ont suggéré que I'éthanol pouvait éventuelletre/oir une influence négative sur les
liposomes. Au regard de ces différents élémentgpean dire que I'éthanol n’est pas toxique

mais qu’il est difficile a éliminer de la suspensigposomiale.

Il est important de souligner qu’au regard de llétion de tailles des liposomes sur
un mois, il semblerait que la géométrie sphériceelibosomes ne soit pas conservée.

Les résultats sont résumeés dans le Tableau IlIAlQartir des résultats obtenus en
terme de stabilité, il n'est pas possible de compde procédé SAS et la méthode de

Bangham.

Tableau 11I-7 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham : stabilité

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham

Stabilité des liposomes Pas stable Pas stable
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Figure 111-10 - — Distribution de taille des liposanes formés a partir de phospholipides micronisés
par le procédé SAST = 308K, P = 9 MPa, rapport molaire CO,/solvant : 100 et concentration en soluté :

15 % massique) : a t=0 (le jour de formation) et &1 mois (1 mois aprés la formation)

[11-2.2.6. Bilan sur la comparaison des deux procédés

Les résultats de la comparaison sont reportés @afd@bleau IlI-8. D’aprés cette
étude, le procédé SAS permet, dans les conditieateds, de produire des liposomes
sphériques (donc facilement caractérisables) aescefficacités d’encapsulation comprises
entre 10 et 20% et ce, de facon reproductible. Dassconditions testées (en utilisant
I’éthanol comme solvant), la méthode de Bangharsgmi& des points négatifs tels que le fait
que les liposomes formés ne sont pas tous sphérieeplus, dans les conditions testées, la
méthode de Bangham n’est pas reproductible. Eisanil 'éthanol comme solvant, il existe
donc un reel intérét a utiliser le procédé SAS ptarmer des liposomes a partir de

phospholipides micronisés.

Tableau 111-8 — Bilan sur la comparaison entre le pocédé SAS et la méthode de Bangham

Méthode Procédé SAS Méthode de Bangham
Taux de solvant résiduel 10% > 10%
Reproductibilité validée non validée

Sphérique et ellipsoidale

Morphologie Sphérique (multilamellaire) (multilamellaire)
Efficacité d’encapsulation 10 - 20% 4-20%
Stabilité des liposomes Pas stable Pas stable
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L'utilisation du procédé SAS est développée dangalagraphe suivant avec I'étude
de linfluence de la variation des paramétres drpgmtaux sur les caractéristigues des

phospholipides divisés et des liposomes formésydwatation de ces phospholipides divisés.

l1I-2.3. Etude de l'influence de la variation des parametregxpérimentaux
pour le procédé SAS

Dans cette section, nous avons étudié l'influeneelal variation des parametres
expérimentaux sur les caractéristiqgues des phagithed divisés et des liposomes formés par
hydratation de ces phospholipides divisés.

Les conditions opératoires testées sont les s@sant
= Température : 308 K
= Pression de précipitation : 9 a 13 MPa
= Concentration en soluté : 15 a 25% massique
= Débit de solution : 22,8 mLh
= Rapport molaire C@solvant : 50 & 100

Pour chaque expérience, les valeurs de la pressimcentration en soluté et rapport
molaire CQ/solvant sont reportées dans le Tableau Il1I-9. dgport massique CG)ecithine

est indiqué pour une éventuelle extrapolation dcgulé.

La pression, la concentration en soluté et le reappolaire CQ/solvant sont les trois
variables dont I'influence des variations a été&es la fois sur les phospholipides micronisés

et sur les liposomes en termes de :

= Rendement, morphologie, taille et taux de solvaésiduel pour les
phospholipides micronisés

* Talille et efficacité d’encapsulation pour les lipoges
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Tableau I1I-9 - Conditions expérimentales pour le pocédé SAS

N°expérience S ER Rapport molaire Concentration 'en Rapport rT]a.SSique
COy/solvant soluté / % massiquy COy/lécithine
! 9 60 15 763
2 10 60 15 763
3 11 60 15 817
4 13 60 15 845
> 9 50 15 747
° 9 80 15 867
’ 9 100 15 972
8 9 60 20 745
o 9 60 25 845

111-2.3.1. Rendement

Les particules de lécithine micronisées récupédaes le fond de l'autoclave sont
visibles sur la Figure IlI-11. La lécithine micrgge a une couleur jaune claire alors que la

|écithine brute a une couleur jaune foncé (brun).

Figure 111-11 - Visualisation de la lécithine micronisée dans le fond de 'autoclave

Des rendements variant de 75 a 85% ont été obtdres.faibles valeurs des
rendements obtenus sont liées a la solubilisatiarigiie de la |écithine dans la phase
supercritique. Une faible proportion de Iécithinemnisée est entrainée avec le flux de,CO
et des particules de lécithine ont été retrouvées de piege a solvant. Ensuite, comme le
bilan entre la masse de lécithine injectée et lasmale Iécithine collectée dans l'autoclave et
dans le piege a solvant ne boucle pas (erreur ésenpntre 10 et 25%), la méthode de
récupération de la Iécithine micronisée dans lel fd@ I'autoclave (avec une spatule) ne doit
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pas étre suffisamment efficace et il resterait fraetion non négligeable de Iécithine dans
l'autoclave. Il est toutefois intéressant de sadigque ces pertes seraient atténuées en
travaillant avec des autoclaves de plus gros vadirae avec de plus grandes quantités de

|écithine.
[11-2.3.2. Influence de la variation des parameétres opératoire

I11-2.3.2.1. Influence de la pression

Influence des variations de la pression sur lesotéristiques des phospholipides

micronisées.

Pour évaluer I'effet de la pression sur la micratien, plusieurs expériences ont été
conduites, respectivement a 9, 10, 11 et 13 MPa dldres parametres restant constants :
308 K ; débit de solution : 22,8 ml*h concentration en soluté : 15% massique ; rapport
molaire CQ/solvant : 60). La Figure llI-12 présente les inmgdservées au microscope
électronique a balayage des phospholipides divobésnus pour ces différentes valeurs de
pression (expériences 1, 2, 3 et 4). Les imageseptént des particules sphériques et
agglomérées de taille comprise entre 5 et 50 pmar R pressions les plus faibles (9 ou
10 MPa), les particules semblent fusionnées enrdge agrégats ; ce phénoméne ne semble
pas se produire pour les pressions les plus élgldest 13 MPa) et les particules semblent
plus individualisées. Cependant, ces difféerencesame pas flagrantes et dans la gamme de
pression considérée, I'influence de la pressionaunicronisation des particules de lécithine
(taille et morphologie) reste faible. Les mémesdéates avaient déja été observées par
Magnan etal. [4] pour une gamme de pression testée allant del1l8 MPa (308 K), par
Badens etal. [100] avec des pressions allant de 8 a 12 MPa3@k a 323 K), et par
Kunastitchai efal. [72] pour des pressions variant de 8,5 a 10,5 iea304 a 333 K). A
I'inverse, en opérant entre 8 et 12 MPa avec dapédeatures variant de 303 a 313 K, Lakt
[73] ont conclu que plus la pression est élevéas grande est la taille des particules de
phospholipides micronisés. D’apres Reverchoanlefl148], la pression ne devrait pas avoir
d’influence sur la taille des particules micronséant que I'on se situe dans le domaine
biphasique du diagramme de phase du system#¢s@@é/solvant. D'apres la Figure 111-2, a
308 K et en opérant entre 9 et 13 MPa, on se dine le domaine biphasique du diagramme
de phase du systeme ternaire 36luté/solvant. Cela permet de justifier le faiegdans les
conditions expérimentales testées, la pressiompasad’influence sur les caractéristiques des

particules de phospholipides micronisés.
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Figure 11I-12 - Images obtenues au microscope élechique a balayage montrant la Iécithine

micronisée par le procédé SAS pour différentes vales de pression : (a) 9 MPa. (b) 10 MPa. (c) 11 MPa

(d) 13 MPa (rapport molaire CO,/solvant : 60 et concentration en soluté : 15 % magijue)

Dans cette étude sur l'influence des variationgession, nous justifions le choix
d’'une gamme d’étude relativement basse (de 9 aR&)Mar le fait que le procédé SAS est
efficace sous basse pression (< 10MPa). Nous aaimss estimé qu'il n’était pas utile de
travailler a plus forte pression car cela représenta fois, un colt en équipement (puissance
des pompes) et un codt en fonctionnement (consoimmae fluide).

Influence des variations de la pression sur léetdes liposomes.

Les phospholipides micronisées a différentes ppassont été soumis a une phase
d’hydratation et d’'agitation pour former des liposes. La taille de ces liposomes a été
déterminée et les distributions de taille sont @mé&es sur la Figure IlI-13. La répartition des
liposomes en fonction de leur taille (en pourceataglumique cumulé) est présentée dans le
Tableau 111-10.
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Sur les courbes de la Figure 11I-13, comme surclesrbes de la Figure IlI-5, on
observe une population majoritaire avec des dias&tompris entre 0,1 et 1 um et les autres
populations avec des diamétres compris entre 8@fui. Comme la reproductibilité est
validée pour les populations de tailles compriseseed,1 et 1 um, nous ne nous intéresserons
gu’a cette partie des courbes présentées sur laeFlg-13. Il apparait que la proportion de
liposomes de tailles comprises entre 0,1 et 1 umindie lorsque la pression augmente :
d; = 89,34% a 9 MPad; =85,37% a 10 MPagh =67,49% a 11 MPa ed; =58,79% a
13 MPa. Cette tendance est difficile a interprétar la valeur de la pression n'a pas

d’influence significative sur les phospholipidescronisés.

14
— P=9 MPa
12 /\\ - —P=10 MPa
10 ,' P=11 MPa
8 A P=13 MPa

i |

\
\ -
/X A
V4
L\
0 ‘ S \ .
100

0.01 0.1 1 Taile um) 10

Population de liposomes (%vol.)

N

1000

Figure 111-13 - Distribution de taille des liposomes en fonction de la pression de micronisation

Tableau IlI-10 - Répartition des liposomes en pourentage volumique cumulé en fonction de la

pression de micronisation (courbes de la Figure IHL3)

d/%(<1pm) | db/% (1 -10um)| ds/% (>10 um)
P =9 MPa 89,34 1,41 9,25
P =10 MPa 85,37 3,69 10,94
P=11 MPa 67,49 6,94 25,57
P =13 MPa 58,79 3,90 37,31
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111-2.3.2.2. Influence du rapport molaire Cfolvant

Influence des variations du rapport molaire f30lvant sur les caractéristiques des

phospholipides micronisées.

Le procédé SAS a été testé avec des rapports ewlai®/solvant variant de 50 a 100
(308 K, 9 MPa, concentration en soluté : 15% massit débit de la solution : 22,8 mt)h
correspondant aux expeériences 1, 5, 6 et 7. Lar&idul4 présente les images obtenues au
microscope électronique a balayage des phosphedipiicronisés. Pour un rapport molaire
CO./solvant de 50, les phospholipides ne sont pasctment micronisés, c'est-a-dire que
les particules ne sont pas finement divisées (Eidurl5). Au-dela de 50, la valeur du
rapport molaire C@solvant n’influence plus les caractéristiques dasospholipides
micronisés. Les phospholipides micronisés formes#t agrégats ; les particules ne sont pas
individualisées. Il en résulte la formation d’amhs.rapport molaire Césolvant influence a
la fois la cinétique et la thermodynamique du pdécéDu point de vue cinétique, une
diminution du rapport molaire Gf3olvant entraine des transferts de matiére phits kentre

la phase liquide et la phase supercritique.

Un rapport molaire C@solvant de 60 a donc été fixé pour la suite dggeences.
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Figure 111-14 - Images obtenues au microscope élegchique a balayage montrant la lIécihine micronisée

pour différentes valeurs du rapport molaire CO,/solvant : (a) 60. (b) 80. (c) 100(= 9 MPa, concentration

en soluté : 15 % massique)

Figure 111-15 - Image obtenue au microscope électmique a balayage montrant la Iécihine micronisée
pour un rapport molaire CO ,/solvant de 50
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Influence du rapport molaire G@Bolvant sur la taille des liposomes.

Les liposomes ont ensuite été formés a partir desgiolipides micronisés et les
distributions de taille des liposomes sont présentgur la Figure 1lI-16. Les valeurs des
pourcentages volumiques cumulés en fonction dsgales liposomes sont regroupées dans
le Tableau I11-11. Comme précédemment, nous neidgéresons que les populations de tailles
comprises entre 0,1 et 1 um (pour lesquelles laodegtibilité est validée) pour notre
analyse. Dans cette gamme de taille, la populat®tiposomes diminue lorsque le rapport
molaire CQ/solvant augmented; = 89,34% pour un rapport molaire g€blvant de 60,
d; = 81,03% pour un rapport molaire g€blvant de 80 et; = 62,38% pour un rapport
molaire CQ/solvant de 100. Il est difficile d’interpréter teettendance car l'influence du
rapport molaire C@lsolvant sur les caractéristiques des phosphobpidieronisés n’était pas
significative. La force de cisaillement de I'ag&at (11 000 tr.mitl) impacte I'organisation
des phospholipides dans I'eau.
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Figure 111-16 - Distribution de taille des liposomes en fonction du rapport molaire COy/solvant

lors de la micronisation

Tableau 11I-11 - Répartition des liposomes en pourentage volumique cumulé en fonction du

rapport molaire CO ,/solvant lors de la micronisation (courbes de la gure 111-16)

di/%(<1lpum)| d/ % (1 —20 um)| d3/ % (> 10 pm)
Rapport molaire C@solvant= 60 89,34 1,41 9,25
Rapport molaire C@solvant= 80 81,03 3,40 15,57
Rapport molaire C@solvant= 100 62,38 3,65 33,97
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111-2.3.2.3. Influence de la concentration en soluté

Influence de la concentration en soluté sur lespholipides micronisées.

La lécithine a été précipitée par le procédé SAGr mhfférentes concentrations en
soluté. Les concentrations testées varient de 25% massique (308 K, 9 MPa, débit de
solution : 22,8 mL.H et rapport molaire C&solvant : 60). La Figure 1l-17 présente les
images des phospholipides micronisés obtenus atosempe €lectronique a balayage pour
différentes concentrations en lécithine (expériente 8 et 9). Cette fois, l'influence du
paramétre étudié est significative. La taille dasgpholipides micronisés augmente de 20 a
60 um lorsque la concentration en |écithine creitlt8 a 25% massique. En outre, il apparait

gue plus la concentration est élevée, plus lescpées formées sont individualisées.

Li et al. [73] ont également observé que la concentratiosaduté (Iécithine de soja
contenant 70% en masse de phosphatidylcholine} ave influence significative sur la
morphologie des particules formées : plus la comagon en soluté augmente, plus les
particules micronisées sont grosses et bien indalisées. Kunastitchai edl. [72] ont
constaté qu’au-dela de 16,7% massique, une aughoend la concentration en soluté (90%
de phosphatidylcholine) entrainait un phénomenecuigtallisation avec l'apparition de

formes en cube ou en aiguille (308 K et 8 MPa).

L’influence de la variation de la concentration pawoir les effets suivants :
Tout d’abord, des variations de concentration mexlifla nature des phases en
présence dans l'autoclave. Les équilibres de pbastainsi différents, d’ou les différences

observées sur les images de la Figure 111-17.

Ensuite, des variations de concentrations entrathesvariations de sursaturation. En
cristallisation, l'influence de la sursaturatiornr ¢a croissance du cristal est un phénomene
bien connu. L’étude de la variation de la taille chistal en fonction de la sursaturation
montre qu’il existe deux domaines principaux : leerpier domaine pour de faibles
sursaturations lorsque la nucléation est le phénerdéminant et le second domaine pour des
valeurs élevées de la sursaturation lorsque lessgment d’Ostwald devient le mécanisme
dominant de la croissance du cristal. Des valewssutsaturation élevées peuvent ainsi
conduire a la formation de particules plus gros&eerchon etl. [149] ont proposé une
autre explication a ce phénomene. D’'aprés leursatrg lorsque des solutions peu

concentrées sont injectées, les phénomenes deatsatiuet de précipitation apparaissent
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tardivement lors de I'expansion des gouttes ; alarsiucléation est le phénomene dominant
et ainsi, les particules formées sont plus petltessque des solutions plus concentrées sont
injectées, la précipitation du soluté apparait &oud du phénoméne d’expansion et cette fois,

la croissance cristalline devient le mécanisme danti conduisant a la formation de

particules plus grandes.

Enfin, la troisieme explication aux phénoménes olEses’appuie sur le fait que des
variations de la concentration en |écithine darsolation organique entrainent des variations
de la viscosité de la solution organique. Or, &pdrsion dans l'autoclave est influencée par la
viscosité de la solution et ainsi, I'hnydrodynamiqde linjection sera modifiée. Cette
troisieme et derniére explication permet de conginethes variations observées sur la Figure
-17.

(@)

o |

s
Figure 1lI-17 - Images obtenues au microscope élechnique a balayage montrant la Iécithine
micronisée pour différentes valeurs de la concenttan en soluté : (a) 15% massique. (b) 20% massique
(c) 25% massique P= 9 MPa, rapport molaire CO,/solvant : 60)
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Influence de la concentration en soluté sur ldetdiés liposomes.

La Figure 111-18 présente les distributions de I¢aides liposomes formés par
hydratation de phospholipides micronisés. Les valees pourcentages volumiques cumulés
en fonction des tailles des liposomes sont regresip@ns le Tableau Il11-12.

Comme précédemment, nous ne considérerons quepeatatons de tailles comprises
entre 0,1 et 1 um (pour lesquelles la reprodudibiést validée) pour notre analyse. Dans
cette gamme de taille, lI'influence des variatiores ld concentration en soluté sur les
variations de tailles des liposomes n'est pas ®ogtive : d; = 89,34% pour une
concentration en soluté de 15% massigder 51,71% une concentration en soluté de
20% massique at; = 86,79% une concentration en soluté de 25% massijnsi, alors que
les variations de ce parametre avaient une infliemgnificative sur les caractéristiques des
phospholipides micronisés, l'influence de la coricion en soluté sur la taille des liposomes
formés n’est pas pertinente. A nouveau, la Figliré8 illustre I'influence du cisaillement

engendré par I'agitation sur I'organisation desgpimlipides dans I'eau.

14
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Figure 111-18 - Distribution de taille des liposomes en fonction de la concentration en soluté lors da

micronisation

Tableau 111-12 - Répartition des liposomes en pourentage volumique cumulé en fonction du

rapport molaire CO ,/solvant lors de la micronisation (courbes de la gure 111-18)

/% (<1um)| do/ % (1 —210 um)| ds/ % (> 10 um)
Concentration en soluté = 15 % massique 89,34 1,41 9,25
Concentration en soluté = 20 % massique 51,71 4,46 43,82
Concentration en soluté = 25 % massique 86,79 6,31 6,90

Thése de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 115



Lauréne Lesoin Chapitre lll : Etude du procédé SAS

[11-2.3.2.4.Conclusion

Le procédé SAS permet de diviser finement la |éoithpour former des
microparticules, favorisant la formation des liposs lors de la phase d’hydratation. Si la
pression et le rapport molaire @€blvant (au-dela de 60) n'ont pas d'influence kg
caractéristiques des phospholipides micronisésijlla des phospholipides micronisés évolue
lorsque la concentration en soluté varie. Ainsg particules plus grosses ont été obtenues en
augmentant la concentration en soluté. Cependans, thus les cas, les résultats en termes de
tailles des liposomes ne sont pas significativemdifférents. Certaines tendances
apparaissant alors qu’elles n’existaient pas aeauvde la micronisation et inversement,
lorsqu’une tendance se dégage des résultats demsation, elle n'est pas visible sur les
distributions de taille des liposomes. La forcecgmillement de I'agitateur (11 000 tr.rifin
influence certainement I'organisation des phospinbdis dans I'eau et peut expliquer ces
résultats. Par conséquent, les conditions expétatesndu procédé SAS ont été choisies par
rapport a des criteres de consommation de fluidleseeemps de procédé et non pas par
rapport a l'efficacité du procédé SAS. Les condiiexpérimentales suivantes ont ainsi été
retenues pour le fonctionnement du procédé SAB=9 MPa, rapport molaire
COy/solvant = 60 et la concentration en soluté = 1586sique & = 308K et avec un débit

de solution égal & 22,8 mC*h

[1I-3. Conclusion

Cette étude a permis de comparer deux méthodeaitiartent des phospholipides : le
procédé supercritique SAS et la méthode conventitgule Bangham. Chague méthode est
réalisée en deux étapes avec une phase de traitelmea lécithine brute propre a chaque

méthode et une phase d’hydratation/agitation conenawx deux méthodes.

Dans les conditions testées (en utilisant I'éthaeohme solvant), il est apparu que le
procédé SAS présente certains avantages par rapptat méthode de Bangham. Les
liposomes formés a partir de phospholipides mic@mpar le procédé SAS sont sphériques et
de type multilamellaire. Le fait qu’ils soient spiogies permet de les caractériser plus
facilement, ce qui n'est pas le cas pour les lipts® formés a partir de phospholipides
divisés par la méthode de Bangham. De plus, coetnaint a la méthode de Bangham, le
procédé SAS est reproductible. Le Tableau llI-18unée les résultats présentés dans ce
chapitre sur la comparaison du procédé SAS et deéthode de Bangham dans les conditions
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testées. Il est important de souligner que de engsl résultats peuvent étre obtenus avec la
méthode de Bangham en utilisant d’autres solvaoes lgethanol (par exemple, avec le

chloroforme dans I'étude de Varoatal [63, 80].

Le procédé SAS est ainsi un procédé efficace pdaromiser la lécithine de soja
brute. L'hydratation de la |écithine micronisée parprocédé SAS permet d’obtenir des
liposomes de tailles majoritairement comprises eertifl et 1 um, avec des efficacités
d’encapsulation comprises entre 10 et 20%. Cesurslsont acceptables au regard des
données de la littérature, méme si les efficadtéacapsulation mesurées restent faibles. Ce
dernier point pourrait étre amélioré en utilisaes dstabilisants (phospholipides chargés et
autres). Concernant la taille des liposomes, ptrerdilisés comme systemes de délivrance

de médicaments, la taille optimale des liposomdsédi@ comprise entre 2 et 5 um.

Cette étude a montré l'intérét du procédé SAS pgotmer des liposomes en deux
étapes. Cependant, la mise en contact des phogidleslidivisés avec l'air engendre leur
dégradation. C’est pourquoi, nous avons choisiraeatller sur un procédé supercritique en

une seule étape utilisant le principe du procédg 82hapitre 1V).
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Tableau 111-13 — Tableau comparatif du procédé SASt de la méthode de Bangham (dans les conditions

opératoires utilisées)

_ Méthode de
Critéres Procédé SAS
Bangham
Reproductible oui non

Solvants utilisés

généralement
_ toxiques
Solvants organiques ] _
o éthanol (isopropanol,
utilisés
; o 5 dyéthyl éther,
Méthode ou procédé employé(e

chloroforme et

méthanol [4])

Température
_ 308 323
opératoire / K
) ) Difficilement
Extrapolation envisageable _
envisageable
_ - sphériques et
Morphologie sphériques _
ellipsoidaux
Taille / pum 0,1-1 0,1-100
Caractéristiques des liposomes Efficacité
_ 10-20 <20
obtenus d’encapsulation / %
. De I'ordre de De l'ordre de
Solvant résiduel

10% massique 10% massique

Stabilité a un mois

non non
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Chapitre IV : Mise au point d’'un procéde
Innovant - Le procédé Continu Anti-Solvant

(CAS)
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Introduction

Dans le Chapitre lll, le procédé supercritigue SASpermis de diviser des
phospholipides qui ont ensuite été hydratés, damsonditions ambiantes de température et
de pression, pour former des liposomes. Cette rdéthe formation des liposomes en deux
étapes s’est révélée efficace méme si les phogithedi divisés se dégradent au contact de
I'air. A présent, I'objectif est de mettre au poimt procédé de formation de liposomes sous
pression en une seule étape. Dans la littératurexiste des procédés de formation des
liposomes en une seule étape [66, 71]. Le procésd@mpoint tire son caractere innovant du
fait gu’il s’agit d’'un procédé continu. L’enjeu @e travail de recherche a donc été de mettre
au point un procédé continu et en une seule éEp2003, Imurat al [143] ont envisagé de
mettre au point un tel procédé mais cette idée’'est mmais concrétisée. Par la suite, les
publications de la littérature portant sur les $ipmes se sont concentrées sur I'encapsulation
dans les liposomes avec des principes actifs @&wvig@rapeutiques. Ces travaux étaient pour
la plupart réalisés dans le cadre d’'une associatidre le monde du génie des procédés et le
monde du corps médical ou pharmaceutique. La foomates liposomes était ainsi abordée
sous l'angle médical. Les molécules encapsuléeseptént une haute valeur ajoutée, elles
étaient utilisées en faible quantité. Le procéddadmation pouvait donc étre mené sur des
autoclaves de faible volume, utilisés en mode bdtehravail de mise au point d’'un procédé
innovant, continu et en une seule étape se déthmhe des problématiques actuelles liees a
I'utilisation des liposomes pour le traitement @duncer ou autre. Du point de vue du génie des

procédés, la mise au point d’'un tel procédé retBue intérét certain.
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IV-1. Présentation du procédé Continuous Anti-Solvent

[V-1.1. Introduction

Le procédé mis au point dans le cadre de ce tralaitecherche est basé sur le
procédé SAS. Ce nouveau procédé est avant toubga@e supercritique anti-solvant et c’est
pourquoi il a été nommé le procédé Continuous Solivent ou CAS. Dans le Chapitre 1l de
ce manuscrit, le procédé supercritique SAS a d@igéupour microniser de la lécithine de soja
brute. Une fois ramenée dans les conditions andsard Iécithine micronisée est hydratée
sous agitation pour former des liposomes. DansHeapire I, il a été démontré que la
micronisation de la |écithine par le procédé SABnat de former des liposomes a géométrie
sphérique et de maniére reproductible. Mais cegu®aest un procédé en deux étapes: la
micronisation étant réalisée sous haute pressitangtase d’hydratation avec agitation étant
réalisée dans les conditions ambiantes de températude pression. L’étude expérimentale
présentée dans le Chapitre Ill a montré que ldhiéa micronisée est un composé délicat a
manipuler, ce qui implique que I'étape d’hydratatidoit étre réalisée dés I'ouverture de
I'autoclave apres la dépressurisation. La miseantgu procédé CAS repose sur l'idée d’'un
couplage entre I'étape de micronisation et I'étdfjeydratation avec agitation, permettant
ainsi de s’affranchir du risque de dénaturation ldelécithine micronisée ; la phase
d’hydratation étant réalisée dans l'autoclave aursalu procédé haute pression, avec une

formation des liposomes au cours de la dépressionsa

IV-1.2. Montage expérimental du procédé Continuous Anti-Sekent

Dans ce procédé, présenté sur la Figure IV-1,d@ave posséde trois entrées : une
entrée de C@ une entrée de solution organique et une entesud’

L’introduction du CQ et de la solution organique sont réalisées pahdet de

I'autoclave alors que I'eau est injectée par ledmbautoclave.

Une turbine Rushton permet d’assurer le mélanga glase aqueuse pendant tout le

procéde.

La suspension liposomiale est évacuée par le bbhaudeclave.
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Pour ce qui concerne I'évacuation du £@eux cas sont possibles : soit le CGf3t
évacué par le haut de l'autoclave, soit par ledeabautoclave (par I'évacuation utilisée pour
la suspension liposomiale). Les deux cas ont étése CAS1 a une seule sortie, c’est-a-dire
que la suspension liposomiale et le £nt évacués par le méme orifice situé en bas de
l'autoclave ; et CAS2 a deux sorties, c’est-a-a@jte la suspension liposomiale est évacuée
par le bas de l'autoclave et le €far le haut de I'autoclave.

Les entrées et les sorties du nouveau procédélgwwonfigurations CAS1 et CAS2

sont représentées sur le schéma simplifié de lar&iky-2.

7 Event
Solution

organique @]
e : 4

3

E 3
co2
Eau
1 s
2 X 3
2
8 Event
10 ™
8
Figure IV-1 - Schéma simplifié du procédé CAS

1 Groupe froid 7 Soupape de sécurité
2 Pompe volumétrique 8 Vanne de soutirage
3 Groupe chaud 9 Agitateur
4 Débitmétre 10 Déverseur
5 Capteur de température 11 Séparateur
6 Manomeétre
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Solution organique

CAS2 : CO,

L

autoclave

VoL

CASL1 : CQ et suspension liposomiale
CAS?2 : suspension liposomiale

Figure IV-2 — Schéma simplifié des entrées et desries dans la configuration CAS1 (une sortie) et 852

(deux sorties)

Avant de tester le procédé en mode continu, il nestsparu utile de connaitre les
conditions expérimentales pour lesquelles, les gghas présence sont stables. Nous avons
ainsi travaillé sur le procédé en mode semi-batmir giéterminer I'influence de la vitesse
d’agitation, de la quantité d’eau, de la presstn)a vitesse de dépressurisation et du mode

d’introduction des phases sur la stabilité des gdhas présence dans l'autoclave.

Enfin, tel qu'il a été testé a I'échelle laboraggile procédé est entierement manuel. I
n'y a pas de régulation entre l'injection d’eauleetsoutirage de la suspension liposomiale.
C’est pourquoi les essais ont été réalisés avewtotlave muni de fenétres permettant d’agir
sur les vannes en fonction de I'évolution des phasas I'autoclave.

Des informations sur le matériel utilisé sont faasndans le Tableau IV-1.
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Tableau IV-1 — Informations sur les différents élérents du montage expérimental du procédé CAS

Elément Modéle Marque Spécificités
R New Ways of Autoclave cylindrique en acier de volume 763cm
Autoclave a ' s N ; )
fendtres Analytics, pouvant résister a une pression ma_1>_<|male de 15MP
Allemagne 318 K avec deux fenétres en borosilicate se fafsaet
Autoclave cylindrique en acier de volume 650°cm
Autoclave . ey N . e A ea
Autoclave uf Fedegari pouvant résister a une pression supérieure a 15aviP
ermé
318 K
Milton Roy, Pont-
Pompe CQ Dosapro Saint-Pierre, Débit maximal de 2,13 L'ha 48 MPa
France
Pompe .
solution G':_S'gtgm Gilson, France Débit maximum de 25 mL.fhia 60 MPa
organique
C,Z_apllla_lre Chrompack Diametre interne 127 pm
d’injection
Pompe eau Glﬁgtgm Gilson, France Débit maximum de 25 mL.fhi& 60 MPa
Agitateur Turbine 6 pales droites (diamétre 4 cm)
9 Rushton P
Caméra Pulnix TM- Pulnix. Erance 25 images/seconde avec un temps d’exposition de
6CN ' 1/2000 s

IV-1.3. Protocole expérimental

IV-1.3.1. Procédé semi-batch

D

Tout d’'abord, une quantité d’eau donnéw)(est introduite dans I'autoclave avant la

mise sous pression. Ensuite, l'autoclave est chargdCQ pour atteindre la pression de

travail. La température de travail est fixée graades bains chauds régulés. Une fois que la

pression souhaitée est atteinte, un courant ded&sOétabli. La solution organique est alors

injectée dans une phase riche en, @ procédeé est ainsi continu vis-a-vis du,@Dbatch

vis-a-vis du soluté. On se trouve alors dans laditions du procédé SAS: le GQe

comporte comme un anti-solvant par rapport au édlétithine S100) mais est complétement

miscible avec le solvant organique (éthanol absoligffet anti-solvant du C® et la

diffusion du solvant organique vers la phase |legateaine la sursaturation du soluté et sa

précipitation. La |écithine précipitée est alorsedtement dans I'eau. L'agitation de I'eau
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permet d’'assurer une bonne répartition du matémietonisé dans I'eau. Lorsqu’un volume
donné de solution organique a été injecté dangokdave, la phase fluide est évacuée et
lorsque la pression dans l'autoclave atteint 2 M@aanne de soutirage est actionnée et une

suspension liposomiale est récupérée.

La lécithine de soja S100 a été utilisée pour cssie car elle est plus pure que la
lécithine de soja S75 (LIPOID KG).

Les conditions expérimentales choisies s’appuientes résultats des essais conduits
avec le procédé SAS. Toutes les expériences saliggés a 308 K, avec une pression variant
de 9 & 14 MPa, avec un débit massique de &npris entre 750 et 800 g,havec une
concentration en lécithine dans la solution orga@ide 15 % massique, et avec un débit de
solution organique de 240 mLthLes vitesses d’agitation testées sont compristrs 10 et
300 tr.min". La composition initiale en eau dans I'autoclaamport massique Gf2au) varie
de 26 a 39%.

IV-1.3.2. Procédé CAS

Deux procédures ont été testées pour le procédé CARme il I'a été expliqué en
détail dans le paragraphe IV-1.2, nous avons viesgter le cas ou le Gt la suspension
liposomiale sont évacués par la méme sortie (CASBIB cas ou le CLest évacué par le haut
de l'autoclave et la suspension liposomiale pdrale de I'autoclave (CAS2) afin de connaitre

I'influence de la détente du G@ur la formation des liposomes.

CAS1 est un procédé a une seule sortie. Tout dalume quantité d’eau donnégy)
est introduite dans l'autoclave. Ensuite, l'autwelast chargé en GOUne fois la pression
opératoire atteinte, la solution organique estcidje dans 'autoclave et pendant ce temps, la
phase aqueuse est agitée. Lorsque la phase agiexiset blanche et homogene, la vanne de
soutirage (située en bas de l'autoclave) est aofieret réglée pour obtenir le débit de,CO
souhaité. En méme temps que le,Cla suspension liposomiale est soutirée de |'dat@c
(par le méme orifice que le GP L'injection de I'eau est alors régulée visueltmh en

fonction du niveau de I'émulsion dans I'autoclave.

CAS2 est un procédé a deux sorties. Tout d’abard,quantité d’eau donném) est

introduite dans l'autoclave. Ensuite, l'autoclav& ehargé en CO Une fois la pression
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opératoire atteinte, le débit de £6€st réglé (le CQest évacué par le haut de l'autoclave).
Puis, la solution organique est injectée dansdeatve et pendant ce temps, la phase aqueuse
est agitée. Lorsque la phase aqueuse devient l@agichomogene, la vanne de soutirage
(située en bas de l'autoclave) est actionnée pbtena un débit de suspension liposomiale.
L’'injection de I'eau est alors régulée visuellementfonction du niveau de I'émulsion dans

I'autoclave.

Les conditions expérimentales de départ ont étésigso en fonction de notre
expérience sur l'utilisation du procédé SAS. Touts expériences menées ont ainsi été
réalisées a 308 K, avec une concentration en salais le solvant organique de 15%
massique, avec un débit de solution organique Ber#4min™ et avec une vitesse d'agitation
de 300 tr.mift.

Les résultats de ces expériences seront traduitsreres de morphologie et de taille.
Les méthodes d’analyse ont déja été présentéesleldDbapitre 1l de ce mémoire et ne

seront pas détaillées dans cette section.
IV-2. Détermination d’'un point de fonctionnement en modesemi-

batch

Les essais visant a déterminer un point de foncéorent ont été réalisés en mode

semi-batch. Les valeurs des parameétres opérasmrgéprésentées ci-dessous :

= Vitesse d’agitation : 100, 225 et 300 tr.mifessais n°1, 2 et 3)

= Rapport massique eau/lécithine : entre 16 et Zh{e®°2 et 4 4 9)

= Pression: 9 et 12 MPa (essais n°4 et 11)

» Vitesse de dépressurisation : 0,02 et 0,2 MP@ssais n°12 et 13)

= Effet du mode d’introduction de la solution orgarmegdans l'autoclave

(essais n°2 et 10)

= Concentration en soluté dans la solution organidiso massique

= Débit de solution organique : 240 mtt.h

= Température : 308 K

= Débit massique de GO 750 g.i
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L'influence de la variation des parameétres opéresoa été évaluée en fonction de la
taille des liposomes (protocole de déterminationadéaille des liposomes détaillé dans le

paragraphe I1I-1.3.2.2) et de la stabilité des phan présence.

Le Tableau IV-2 présente les valeurs des parameésgatoires pour chaque essai
réalisé en mode semi-batch et les résultats obtmtermes de tailles de liposomes.

Tableau IV-2 — Conditions expérimentales testées pole procédé batch et taille des liposomes formés

: : Composition| Vitesse de Rapport
Essai Vitesse ) - :
P/ MPa - . my/ g| initiale en | dépressurisation / MP| massique |d;/ %]|d,/ %|ds/ %
N° d’'agitation / tr.min 1 o
eau / Yomass S eau/lécithing
1 9 100 190 33,37 0,002 22 54,322,65( 3,03
2 9 225 190 33,37 0,002 22 12,088,85| 9,09
3 9 300 190 33,37 0,002 22 4,26 26|49,29
4 9 225 150 26,98 0,002 16 0,04 26|2ZB,74
5 9 225 230 39,46 0,002 26 9,17 84|86,95
6 9 225 190 33,37 0,002 19 2,04 33|84,12
7 9 225 190 33,37 0,002 20 0,27 22|34 ,39
8 9 225 150 26,98 0,002 21 7,12 86|78,16
9 9 225 150 26,98 0,002 24 25084,77( 10,12
10 9 225 190 33,37 0,002 - 25,1131,88] 2,99
11 12 225 150 26,98 0,002 - 7,41 74|038,16
110
12 14 225 *) 33,4 0,02 - 0,000 21,2B78,77
110
13 14 225 *) 33,4 0,2 - 0,79] 18,7B80,49

d; : Pourcentage de liposomes / diametre < 1,00 ouréentage volumique cumulé)

d, : Pourcentage de liposomes / 1,00 um < diameb@ B0 um (pourcentage volumique cumulé)
d; : Pourcentage de liposomes / diametre > 10,00ponr¢entage volumique cumulé)

(*) Utilisation de I'autoclave sans fenétres diefiné”
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IV-2.1. Comportement des phases

La composition du systeme quaternaire @@u/surfactant/éthanol sous pression
évolue en fonction des conditions opératoires (déles phases, concentrations,...). Le but
de ce paragraphe est de suivre I'évolution du caotepent du mélange dans l'autoclave en
fonction de la composition. Cette étude est unedestgualitative et les conditions
expérimentales ont été choisies de facon a vimraless différentes phases décrites au
Chapitre Il pour ce type de systéme. La représentate Winsor [133] est adoptée pour

décrire le comportement des phases.

La Figure IV-3 présente les images du comporterdannélange dans l'autoclave en
fonction de I'évolution de la composition en |éaiin dans I'autoclave (parameétre nomB)é
Comme présenté sur la Figure IV-1, l'autoclave pdesdeux fenétres, chacune avec une
partie haute et une partie basse. Durant toutbdagyd’injection, la partie haute des fenétres
reste transparente (phase riche eny)C@ ainsi, seule la partie basse des fenétres est
représentée sur la Figure IV-3. Cette étude s’appur I'étude bibliographique présentée
dans le Chapitre Il et prend tout son intérét par aspect expérimental. Sur la Figure 1V-3.a,
I'injection démarre alors que sur la Figure IV-3ifpjection s’acheve. La Figure 1V-3.g

représente I'étape de dépressurisation.

A l'état initial, c’est-a-dire avant l'injection dia solution organique, le systeme est
biphasique avec une phase légére riche enddfercritique et une phase lourde riche en eau.

L’agitation est mise en marche lors de l'injectala solution organique.

Le jet atomisé est observé durant la phase d'ioedur la Figure 1V-3.a. Au bout
d’un certain temps dépendant des conditions opésatd’injection de la solution organique
entraine la formation d’'une troisiéme phase situémterface entre la phase riche en D
la phase riche en eau (Figure IV-3.b). Cette pbasgue de couleur blanche est constituée de

particules de lécithine micronisée.
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X
Phase riché Phase riche
Phase rich{ en CQ en CQ
C .
Phase enCQ Phase richd rti)rl::Seen Phase riche
riche en en CQ O, en CQ
O,
Phase Macro-
constituée de Couche émulsion Macro-
Y particules Blanche de émulsion
o lécithine Macro-
Atomisation ému|Si0n
Phase riche Phase i
Phase riche en eau riche en Phase Suspensior
en eau eau Lécithine riche en liposomiale
solide eau
Z 0,00 0,17 0,34 0,67 1,28 1,43 2,29
(@ (b) © (A @ 0 |, 9
dépressurisation

Figure V-3 - Images du comportement des phases dafiautoclave en fonction de la composition en CO
X: Visualisation des phases dans 'autoclave (daytartie basse de I'autoclave est représentée)
Y : Schématisation du comportement des phases datsdave

Z: composition en lécithine (fraction massique en %)

Deux phénomenes sont observés sur la Figure IVi8wdt d’abord, une couche solide
blanche composée principalement de |écithine aftparéa surface de I'eau ; ensuite, une
phase blanchatre est également présente au dessu®adl. Concernant le premier
phénomeéne, au départ, la lécithine flotte avantr@’@énélangée de facon homogéne avec
'eau. Le mélange n’est pas instantané. Le secdr@hgmene est lié a la dispersion des
gouttes d’eau dans la phase supercritique (lié&agitdtion) et entraine la formation de
micelles inverses, c'est-a-dire une émulsion eaxsdaQ en équilibre a la fois avec une
phase riche en CQlans la partie haute de I'autoclave et avec uasghiche en eau dans la
partie basse de l'autoclave [114].

Thése de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 129



Lauréne Lesoin Chapitre IV : Mise au point d’'un procédé innovant

Sur la Figure 1V-3.d, une phase solide blanche &gdpdans I'eau. Au départ, comme
du CQ est solubilisé dans I'eau, des micelles normatefsnent dans I'eau mais quand la
concentration en |écithine augmente, [l'agitatioresh’ pas suffisante pour empécher
I'agrégation des particules de lécithine. Un certaimps est nécessaire pour que le mélange

s’homogénéise.

Apres un certain temps dépendant des conditionsatmikes, I'émulsion de milieu de
phases et la phase aqueuse se combinent pour farmeemacroémulsion Cflans-eau
(Figure IV-3.e et Figure IV-3.1).

Durant la dépressurisation (Figure IV-3.9), les éales de C®se retirent des sites
occupeés sur les queues des molécules de surfgotadisant une forte attraction entre ces
queues. Alors, les parties hydrophobes des mokealde phospholipides s’associent pour
minimiser les interactions avec la phase aqueuaas Bertaines conditions, la libération du
CO, entraine une expansion volumique de la macroéonul§$Q-dans-eau. En fin de
dépressurisation, une suspension liposomiale (b&aet homogéne) est visible dans le fond

de l'autoclave.
IV-2.2. Etude des parameétres expérimentaux

IV-2.2.1. La vitesse d’agitation

Trois vitesses d’agitation ont été testées, resmenent 100, 225 et 300 tr.min
(essais n°1, 2 et 3). Les valeurs des autres p&esnéxpérimentaux restant constantes
(P=9 MPa, T=308 K, concentration en soluté =15% massiquépitd de solution
organique = 240 mL:h débit massique de GG 750g.H et rapport massique
eau/lécithine = 22).

Par son action, I'agitation permet d’atteindre plagidement I'équilibre. Par ailleurs,
pour de fortes intensités d’agitation (300 tr.Minle jet de solution organique atomisé est
directement en contact avec la phase aqueuse. ¢akss, il est difficile d’affirmer que
I'atomisation du jet est toujours réalisée et cmfpgera traité dans le paragraphe 1V-2.2.5.
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Les distributions de taille des liposomes formésl@grocédé semi-batch en fonction
des vitesses d’agitation sont présentées sur lard-ity-4. La répartition des liposomes en

fonction de leur taille (en pourcentage volumiquealé€) est présentée dans le Tableau IV-2.

L’influence de la vitesse d’agitation sur la taitles liposomes est visible. Il apparait
un déplacement du pic majoritaire vers les plusndga tailles lorsque la vitesse d’agitation
augmente. Pour une faible vitesse d’agitation (®din™), la distribution de taille des
liposomes est bimodale. Pour cette vitesse d’agitate mélange des phases n’est sirement
pas suffisant pour assurer un mélange homogenglieses. Pour une vitesse d’agitation
moyenne (225 tr.mif), la distribution de taille des liposomes est igt&ment unimodale
avec principalement une population de liposomestaiée comprise entre 1 et 10 um
(d> = 78,85%). Enfin, pour une vitesse d’agitationvéke (300 tr.mif), les liposomes ont une
distribution de taille unimodale et principalemeituée au dessus de 10 pdg £ 69,29%).
Ainsi, plus la vitesse d’agitation est élevée, péutaille des liposomes est importante.

14

—100 tr.min-1
12

- =225 tr.min-1
10

—— 300 tr.min-1

(o]
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A //\\/\
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Population de liposomes (%vol.)

Figure 1V-4 - Distribution de taille des liposomesen fonction de la vitesse d’'agitation pour le proa®
semi-batch P = 9 MPa,T = 308 K, concentration en soluté = 15%nassique, débit de solution

organique = 240 mL.h', débit massique de C@= 750 g.h")

La Figure IV-5 présente les images du comporterdestphases dans l'autoclave juste
avant la dépressurisation, en fonction de la v@abagitation. Pour une vitesse d’agitation
faible (Figure IV-5.a, 100 tr.mi), la phase aqueuse reste claire. Le mélange past
efficace. La Figure IV-5.b (225 tr.niy montre la formation d’'une émulsion de milieu de

phases en équilibre a la fois avec une phase légpdre en CQ et une phase riche en eau
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(comportement de type Il dans la représentatiolVitesor). L'émulsion de milieu de phases
est une phase riche en surfactant. Contrairemecagprécédent, pour une vitesse d’agitation
élevée (Figure IV-5.c, 300 tr.mi), une macroémulsion G@ans-eau est déja formée avant
la dépressurisation, c’est-a-dire que les surfastaont déja dans la phase aqueuse. Cela peut
s’expliquer par le fait que le mélange est pluscaffe pour une vitesse d’agitation élevée.
Cependant, lors de la dépressurisation, cette mamnsion subit une forte expansion
volumique. Au final, lorsque le COa totalement quitté l'autoclave, une mousse seche
apparait sur les vitres de l'autoclave et la plagesuse située au fond de I'autoclave est peu
concentrée. Le procédé est plus difficilement ciable lorsque la vitesse d’agitation est de
300 tr.min". Une vitesse d'agitation de 225 tr.nia finalement été choisie pour la suite des

expériences.

. Phase richeg
Phase richej Phase riche en CQ
en CQ en CQ
Macro-
Emulsion émulsion
}de milieu
Phase de phase
riche en Phase
eau riche en
Surfactant eau
et eau
(@) (b) ()

fonction de la vitesse d’agitation : (a) 100 tr.mifl, (b) 225 tr.min et (c) 300 tr.min*

Figure IV-5 — Images du comportement des phases datiautoclave juste avant la dépressurisation en
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IV-2.2.2. Le rapport massique eau/lécithine

Le rapport massique eau/lécithine est étudié pasumer I'influence de I'ajout d’eau
dans l'autoclave sur le comportement des phasgwésence. La difficulté d’'introduire de
'eau dans un mélange GWBurfactant sous pression a été soulignée paet.aé [126] et il

nous est apparu intéressant d’étudier ce paramétre.

Plusieurs expériences (essais n°2 et 4 a 9) oméaliéées en faisant varier le rapport
massique eau/lécithine entre 16 et 26. Les autesmetres expérimentaux restant constants,
comme précisé dans le Tableau V-2 H9 MPa, T=308 K, concentration en
soluté = 15% massique, débit de solution orgarnigR40 mL.K', débit massique de
CO, = 750 g.i et vitesse d’agitation = 225 tr.mip La Figure IV-6 présente la répartition
des liposomes en pourcentage volumique cumulé $elonaille (respectivement, d, et ds)
en fonction du rapport massique eau/lécithine. agances significatives apparaissent sur
ce graphe. Tout d’abord, la proportion de liposonesaille moyennedg) passe de 20 a 80%
lorsque la valeur du rapport massique eau/lécitigmasse 20. A I'opposé, la proportion de
gros liposomesdg) décroit dans les mémes proportions dans cettengane valeurs du
rapport massique eau/lécithine.

Pour mieux comprendre ces variations, trois valspeifiques du rapport massique
eau/lécithine ont été étudiées plus en détailur(ifapport massique eau/lécithine de 16 (essai
n°4), (i) un rapport massique eau/lécithine de(@4sai n°8) et (iii) un rapport massique
eau/lécithine de 24 (essai n°9). Les autres parameipératoires restant constants pendant
ces essaisP(= 9 MPa,T = 308 K, concentration en soluté = 15% massigeébitdie solution
organique = 240 mL:hy débit massique de G@ 750 g.i, vitesse d'agitation = 225 tr.min
et composition initiale en eau = 26,98%).

Les distributions de taille des liposomes sont gmé&es sur la Figure IV-7. La
répartition des liposomes en pourcentage volumigwaulé en fonction de leur taille est
détaillée dans le Tableau IV-2 (essais n°4, 8 ePBYr un rapport massique eau/lécithine de
16, la distribution de taille des liposomes estsjumant unimodale et les liposomes ont
globalement une taille supérieure a 10 pdg X73,74%). La distribution de taille des

liposomes formés avec un rapport massique eatniléeitle 21 est unimodale et la taille des
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liposomes est majoritairement comprise entre 10eurh ¢, = 86,71%). Pour un rapport
massique eau/lécithine de 24, la distribution déletades liposomes est bimodale
(dy = 25,12%d, = 64,77% etl; = 10,12%).
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Figure IV-6 - Répartition des liposomes en pourcemrige volumique cumulée en fonction du rapport

massique eau/lécithine pour le procédé semi-batch

Le comportement des phases dans l'autoclave aaat#dressurisation (pour les trois
valeurs testées du rapport massique eau/lécithlite 21 et 24) est présenté sur la Figure
IV-8. Pour un rapport massique eau/lécithine d€im@ge a), on observe la présence d’'une
macroémulsion de milieu de phases entre une phgeeel riche en C{et une phase riche en
eau. La phase aqueuse présente une couleur bltraduésant la présence de lécithine. Le
mélange est plus homogeéene pour un rapport massgwécithine de 21 (image b). Dans ce
cas, la phase aqueuse et I'émulsion de milieu desgshont fusionné pour former une
macroémulsion de couleur blanche. Une phase légdre en CQ est visible dans la partie
haute de I'autoclave. Pour un rapport massiqudésthine de 24, une grande quantité de la
|écithine est concentrée dans une émulsion de unilie phases (macroémulsion) comprise
entre une phase riche en eau et une phase ricG®gmMais cette fois, la phase riche en eau
est bien claire (transparente) ce qui traduit lasgq@absence de Iécithine dans I'eau. On peut
ainsi conclure gu’'un rapport massique eau/lécithilee 21 permet d’obtenir le meilleur
mélange des phases dans l'autoclave. Cette vaeaidsnc conservée pour la suite.
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Figure IV-7 - Distribution de taille des liposomesn fonction du rapport massique eau/lécithine poule

procédé semi-batch
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Figure 1V-8 - Images du comportement des phases daitautoclave juste avant la dépressurisation en

fonction du rapport massique eau/lécithine : (a) 16b) 21 et (c) 24
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IV-2.2.3. La pression

Deux expériences ont été menées pour étudierdénfte de la variation de pression,
respectivement a 9 et 12 MPa (essais n°4 et 1k).aléres parameétres opératoires restent
constants T=308 K, concentration en soluté = 15% massique&bitd de solution
organique = 240 mL:h débit massique de G& 750 g./, vitesse d’agitation = 225 tr.min
et composition initiale en eau = 26,98%). Les thstions de taille des liposomes sont
présentées sur la Figure 1V-9. La répartition dpssbmes en pourcentages volumiques
cumulés en fonction de leur taille est présentéesda Tableau IV-2. On observe un
déplacement du pic majoritaire vers les petitebesailorsque la pression augmente. Une
augmentation de pression entre 9 et 12 MPa entlaifemation de liposomes plus petits :
d; = 26,22% a 9 MPa ek = 74,03% a 12 MPa.
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Figure 1V-9 - Distribution de taille des liposomesen fonction de la pression pour le procédé semi-het

Il n'existe pas d’autres procédés anti-solvant deaquels la phase d’hydratation est
réalisée sous pression dans la littérature. Nougongons donc pas comparer nos résultats

avec les données de la littérature.

IV-2.2.4. La vitesse de dépressurisation

Le procédé semi-batch a été testé en fonction deitémsse de dépressurisation,
respectivement & 0,02 et 0,2 MPa(sssais n°12 et 13). Ces valeurs de dépressarissint
des valeurs macroscopiques, calculées a partir @onps de dépressurisation globale. Les

autres parametres opératoires sont maintenus otmgt@ndant ces expériences{(14 MPa,
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T =308 K, concentration en soluté = 15% massiqgabitdie solution organique = 240 mL.h

! débit massique de G@ 750 g.H, vitesse d’agitation = 225 tr.nifret composition initiale

en eau = 33,4%). Les distributions de taille desdomes sont présentées sur la Figure 1V-10.
Le détail sur la répartition des liposomes en fiamctle leur taille est fourni dans le Tableau
IV-2. On s’apercoit que dans la gamme étudiée, ilasse de dépressurisation n’'a pas
d’influence sur la taille des liposomes formés.méme tendance avait déja été observée par
Otakeet al [66] pour des vitesses de dépressurisation ceepentre 0,0033 et 0,2 MPa.s

(2 20 MPa et 333 K et avec une concentration deé&dke 0,22% mass.).
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Figure IV-10 — Distribution de taille des liposome®n fonction de la vitesse de dépressurisation pole

procédé semi-batch

IV-2.2.5. Effet du mode d’introduction de la solution organique dans I'autoclave

Dans la plupart des expériences, la formation d’@mailsion de milieu de phases
entraine I'immersion du capillaire dans I'émulsiaes conditions de dispersion de la solution
organique et de mélange des phases (et donc dpif@ten) ne sont pas les mémes que
celles classiquement observées en SAS. Nous awauig vérifier que la dispersion de la
solution organique a l'aide d’'un capillaire a umdluence significative sur les liposomes
formés. Une expérience a été menée sans injecgosollition organique (essai n°10) ; la
solution organique ayant été préalablement intteddans I'autoclave, avec la phase aqueuse,
avant la montée en pression. La suite du protoegperimental (la montée en pression a la
température souhaitée et I'établissement d’'un cdude CQ) restant semblable. Cette

expérience a été comparée a l'essai n2=0 MPa, T=308 K, concentration en

soluté = 15% massique, débit de solution organigR40 mL.K', débit massique de
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CO, = 750 g.H, vitesse d'agitation = 225 tr.nilnet composition initiale en eau = 33,37%).

Les distributions de taille des liposomes sontgmé&es sur la Figure IV-11. Il apparait que
I'effet du mode d’introduction de la solution orggue dans l'autoclave influence de facon

significative la distribution de taille des liposes Sans dispersion par jet, la distribution de
taille des liposomes est trimodale avec une pojoumanajoritaire de taille comprise entre 1 et

10 um @2 =71,88%) et les deux autres populations de sailemprises entre 0,1 et 1 um

(d1 = 25,13%) et autour de 800 urd; € 2,99%). A l'inverse, avec dispersion par jet, la
distribution de taille est pratiquement unimodaléadaille des liposomes est majoritairement
incluse entre 1 et 10 prdy(= 78,85%).
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Figure 1V-11 - Distribution de taille des liposomesn fonction de la dispersion par jet pour le procéé

semi-batch

Ainsi, méme si dans certains cas (selon les camditopératoires), le jet de solution
organique semble étre immergé dans une phase dettgplsion, I'effet anti-solvant permet
de microniser finement les phospholipides ce gsumesla formation de liposomes avec une

distribution de taille unimodale comprise entre 1@pm.

IV-2.2.6. Conclusion sur le mode semi-batch

L’étude du procédé en mode semi-batch nous a pelétisdier le comportement des
phases dans l'autoclave et la taille des liposopneduits. On peut noter qu’'une tendance se
dégage de ces résultats : dans chaque cas, lonspafametre opératoire varie, en observant
les courbes de distribution de taille, on remarque le pic de population majoritaire s’affine

(distributions plus resserrées) en se déplacastlesrpopulations de plus grandes tailles. On
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peut observer cette tendance sur la Figure IV8p@e molaire eau/lécithine = 16) et sur la
Figure IV-9 P = 9 MPa). Dans ces conditions, le procédé semidexmaitriseé.

Au regard des résultats de distribution de taifle liibosomes et de comportement des
phases dans l'autoclave, une plage de fonctionnetheprocédé semi-batch a été définie :
une vitesse d’agitation de 225 tr.mliet un rapport massique eau/lécithine deP% 0 MPa,

T =308 K, concentration en soluté = 15% massigékitdle solution organique = 240 mi*.h
et débit massique de G® 750 g.i). Ces conditions nous serviront de base pour le

développement du procédé en continu.
IV-3. Essais préliminaires du procédé Continuous Anti-Seknt

(CAS)

Les expériences en continu ont été menées en teoate des essais réalisés sur le
procédé en mode semi-batch. Comme expliqué aupdral@ux procédures ont été testées :
CAS1 (une sortie) et CAS2 (deux sorties). Ces dmogédures sont évaluées en fonction de
la distribution de taille des liposomes et du cortgroent des phases dans l'autoclave.

Le Tableau IV-3 présente les valeurs des paramepégatoires pour chaque essai
réalisé en mode continu (CAS1 ou CAS2) et les tétsubbtenus en termes de tailles de
liposomes (protocole de détermination de la talls liposomes détaillé dans le paragraphe
[1-1.3.2.2).
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Tableau 1V-3 - Conditions expérimentales testées pole procédé CAS et taille des liposomes formés

Essai N°| Procédure| P/MPa| my/g | Débitde CQ/g.h' | Débitdeau/mLt | di/% | dy/ % | ds/ %

14 CAS1 9 158 300 180 0,03 11,88B,56
15 CAS2 9 150 750 180 13,911,81| 14,28
16 CAS1 9 158 300 180 0,26 16,48,15
17 CAS1 9 158 300 180 0,00 19/@ED,38
18 CAS1 9 120 (* 350 150 22.34|74.47| 3.20
19 CAS1 12 | 120 (* 350 150 2749 69,97 2.54
20 CAS1 20 | 120 (* 350 150

18,11| 81,89 0,00

d; : Pourcentage de liposomes / diametre < 1,00 ouréentage volumique cumulé)

d, : Pourcentage de liposomes / 1,00 um < diameb@ B0 um (pourcentage volumique cumulé)
d; : Pourcentage de liposomes / diametre > 10,00ponr¢entage volumique cumulé)

(*) Utilisation de I'autoclave sans fenétres diefiné”

IV-3.1. Procédé CAS1

Des essais ont été conduits avec la procédure Qér#lseule sortie). Le contréle du
procédé est effectué manuellement. Tout d’aboraytdclave est fermé et la solution
organique est injectée alors que la phase aquesissgiéee. Au bout d’'un temps considéré
comme suffisant pour obtenir une émulsion homogeinblanche dans la partie basse de
l'autoclave (temps estimé a 10 min), la vanne déesest ouverte. Cette vanne permet a la
fois de régler le débit de G@t de régler le débit de soutirage de la suspergiosomiale.

Le premier réglage consiste a ouvrir cette vanner gixer le débit de C@® Ensuite,
I'injection d’eau est ajustée en fonction du niveul’émulsion dans l'autoclave. Ce régime

est maintenu pendant environ 20 min. Dans cetde¢tious tendons vers un equilibre.

La distribution de taille des liposomes obtenus rpbassai n°14 P =9 MPa,
T =308 K, concentration en soluté = 15% massiqgabitdie solution organique = 240 mL.h
! débit massique de G& 300 g./t, vitesse d'agitation = 225 tr.niln masse d’eau

initialement placée dans l'autoclave = 158 g efitddleau = 180 mL.H) est présentée sur la
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Figure IV-12. Les détails sur la répartition deggoomes en fonction de leur taille sont
fournis dans le Tableau IV-3. La distribution ddléaest unimodale et la proportion de
liposomes de grandes tailles (comprises entre 10@jum) est importanted; = 88,56%.
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Figure 1V-12 - Distribution de taille des liposomespour le procédé continu CAS1

Le comportement du mélange dans I'autoclave auscden’injection est présenté sur
la Figure 1V-13. Une macroémulsion @@ans-eau (blanche et homogéne) se forme dés le
début de l'injection et cet équilibre macroémulsiof,-dans-eau (dans la partie basse de
l'autoclave)/phase fluide riche en gQ@dans la partie haute de l'autoclave) reste stable
pendant toute la durée de linjection. Le procédSC permet donc d’obtenir un mélange
efficace des phases dans l'autoclave. Et, danscoaditions, des liposomes avec des
distributions de taille unimodales sont formés.

En fonctionnement manuel, I'utilisation d’un auat a fenétres permet de controler

le débit d’injection de I'eau en fonction du nivedila macroémulsion dans I'autoclave.

0 5 10 15 20

temps (min)

Figure IV-13 — Evolution des phases dans I'autocl@&au cours de I'injection pour le procédé CAS1
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IV-3.2. Procédé CAS2

Des essais ont été menés avec la procédure CAS@rtids). Cette fois, le débit de
CO; est directement fixé (sortie du g@ar le haut de 'autoclave). La solution organigse
injectée alors que la phase aqueuse est agitéefoidngue le mélange obtenu dans la partie
basse de I'autoclave est bien blanc et homogenmgpgestimé a environ 10 min), la vanne de
sortie (contrélant le soutirage de la suspensipasibmiale) est ouverte. Son ouverture est
déterminée afin d’obtenir un soutirage jugé suffisat compensé par I'injection d'eau. Ce
régime est maintenu pendant environ 20 min. Enooeefois, il est important de souligner

que dans cette étude, nous tendons vers un éequilibr

La distribution de taille des liposomes obtenus rpbassai n°15 P =9 MPa,
T = 308 K, concentration en soluté = 15% massigabijtale solution organique =240 mL.h
! débit massique de GG 750 g.i, vitesse d'agitation = 225 tr.min masse d’eau
initialement placée dans 'autoclave = 158 g efitdéleau = 180 mL.H) est présentée sur la
Figure 1V-14. Les détails sur la répartition dgsobomes en fonction de leur taille sont
fournis dans le Tableau IV-3. CAS2 permet de fordes liposomes avec une distribution de
taille bimodale. La majorité de ces liposomes a teile comprise entre 1 et 10 um

(dr = 71,81%).
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Figure 1V-14 - Distribution de taille des liposomespour le procédé continu CAS2
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La visualisation du comportement des phases dansotlave au cours de l'injection
est pratiguement semblable au comportement déotit f& procédé en mode semi-batch

(Figure IV-15).
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

temps (min)

(1]
al

0

Figure 1V-15 - Evolution des phases dans I'autoclavau cours de I'injection pour le procédé CAS2

Des changements de phase significatifs sont obseatags |'autoclave au cours de
I'injection de la solution organique dans l'auto@a On peut en conclure que le régime
permanent n'est pas atteint pendant la durée dgdtion. Et finalement, les liposomes
obtenus ne présentent pas une distribution de taiimodale.

L’'un des points faibles de la configuration CAS2idé dans le fait que la sortie du
CO, est placée a coté de lI'entrée de,&0r I'extrémité supérieure de l'autoclave. Cela ne
permet pas un bon brassage de la phase aqueuseparant de C®

[V-3.3. Discussion

Dans les deux configurations testées (CAS1 et CA&3 phospholipides sont
micronisés selon le principe du procédé SAS ephaticules micronisées sont directement
mélangées avec la phase aqueuse au sein de laugod)’apres les résultats obtenus, le
procédé CAS1 apparait étre le procédé le plusaeHicar il permet d’obtenir un mélange
blanc et homogéne dans l'autoclave et ce, durametta durée de la phase continue du
procédé. Les liposomes formés par le procédé CASLume distribution de taille unimodale
comprise entre 10 et 100 um. Entre les deux proeédiestées CAS1 et CAS2, une étude
plus approfondie du procédé CAS1 va étre présentée.
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IV-4. Développements autour du procédé CAS

D’autres essais ont été conduits sur le procédé &8 étudier, tout d’abord, la
reproductibilité du procédé. L’influence de la mies a également été étudiée. La
morphologie des liposomes formés par le procédé @A observée avec un microscope

optique a contraste de phase (appareil et méth@demés dans le paragraphe 111-1.3.2.1 du
Chapitre 1II).

IV-4.1. Reproductibilité

La Figure IV-16 présente les distributions de ¢ailles liposomes obtenus lors des
essais de reproductibilité (essais n°14, 16 et R%#:9 MPa, T = 308 K, concentration en
soluté = 15% massique, débit de solution organigR40 mL.K', débit massique de
CO, = 300 g.F, vitesse d’agitation = 225 tr.mifln masse d'eau initialement placée dans
l'autoclave = 158 g et débit d’eau = 180 mit)h

Il apparait que les liposomes ont une taille cosgentre 10 et 100 um. Les essais
sont parfaitement reproductibles. Le contréle madeel’'injection d’eau et du soutirage de
I'émulsion présente dans l'autoclave (émulsion fgunera une suspension liposomiale lors
de la dépressurisation) par visualisation direcegmet d’obtenir un bon niveau de
reproductibilité. La reproductibilité du procédé SAst validée.
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Figure 1V-16 — Essais de reproductibilité sur la dstribution de taille des liposomes pour le procéd€AS
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IV-4.2. Influence des variations de la pression sur le précé CAS

Trois essais ont été réalisés pour tester l'infbeede la pression a 9, 12 et 20 MPa
(soit respectivement les essais n°18, 19 et 203. duidres parametres opératoires restant
constants T=308 K, concentration en soluté = 15% massique&bitd de solution
organique = 240 mL:h débit massique de G@ 350 g., vitesse d’agitation = 225 tr.min
masse d’eau initialement placée dans l'autoclag@G-g et débit d’eau = 150 m*h

Ces essais ont été realisés dans un autoclaveesggiges (autoclave dit « fermé »).
L’autoclave utilisé précédemment, muni de fenétpesséde un volume de 763%ralors
que I'autoclave utilisé pour ces essais, autocttive fermé », a un volume de 650 tmous
avons conservé le méme capillaire d'injection ptausolution organique ; donc, le débit
d’injection de la solution organique n’a pas chariges débits d’eau et de GOnt été ajustés
pour étre a nombre de Reynolds constant. Les tefirgsction sont identiques entre les deux
autoclaves.

Les distributions de taille des liposomes sont gmé&&es sur la Figure IV-17. Les

deétails sur la répartition des liposomes en fomctite leur taille sont présentés dans le
Tableau IV-3.
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Figure IV-17 — Distribution de taille des liposomesn fonction de la pression pour le procédé CAS

Les courbes de distribution de taille présentéedashigure 1V-17 sont pratiquement
bimodales. Entre 1 et 10 um, la population de bpwss varie avec la pression de la fagon

suivante : d, = 74,47% a 9 MPa (essai n°18), =69,97% a 12 MPa (essai n°19) et
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d> = 81,89% a 20 MPa (essai n°20). On peut égalenwat les variations suivantes entre 0,1
et 1um:d;=22,34% a 9 MPa (essai n°18); =27,49% a 12 MPa (essai n°19) et
d; =18,11% a 20 MPa (essai n°20). Les liposomesh@joritairement une taille comprise

entre 1 et 10 um. Aucune tendance ne ressort d@segl$ats : I'influence de la pression sur la

distribution de taille des liposomes formés parrlecédé CAS n’est pas significative.

Cependant, au niveau de la gamme de taille desdipes, les essais réalisés en
autoclave dit « fermeé » (essais n°18, 19 et 20jarenent pas les mémes résultats que les
essais réalisés avec l'autoclave muni de fenééssais n°14, 16 et 17). Avec l'autoclave dit
« fermé », les liposomes formés par le procédé 6wtSune taille comprise entre 1 et 10 um
(Figure 1V-17), alors qu’avec l'autoclave muni denétres, les liposomes formés ont une
taille comprise entre 10 et 100 um (Figure IV-X6¢s essais ne sont pas comparables car les
conditions opératoires ne sont pas les mémes. i@efdre que le procédé CAS permet de
former des liposomes avec une taille comprise eénge 10 um ou entre 10 et 100 um selon

les conditions opératoires

IV-4.3. Etude de la morphologie des liposomes formés par jpgocédé CAS

Des liposomes formés avec le procédé continu etiren étape CASH=9MPa,
T =308 K, concentration en soluté = 15% massigébkitdle solution organique =240 mL,h
débit massique de G& 300 g.H, vitesse d’agitation = 225 tr.minmasse d’eau initialement
placée dans l'autoclave =150 g et débit d’eauGrb8.h") ont été observés avec un

microscope optique a contraste de phase (protoémdallé dans le paragraphe 111-1.3.2.1).

Les images obtenues sont présentées sur la Fiy8.1 Les images choisies
montrent des liposomes représentatifs de I'échant{pour rappel : deux prélevements d’'une
méme suspension ont été analysés et pour chageegment, au moins cing liposomes ont
été observés). Ces liposomes sont sphériquesramnkmbrane est épaisse. La largeur d’'une
bicouche phospholipidique mesurant quelgques nanmemeét vue I'épaisseur de la membrane
des liposomes observés, il apparait que ces lippsaont multilamellaires. Pour chaque
image, on observe la présence d’'une multitude tits fiposomes entourant un gros liposome
central (rapport des diametres : 1/20). Les tailles liposomes formés par le procédé CAS
sont comprises entre 10 et 100 um (Figure 1V-16Quigoeut expliquer cette grande disparité

entre les tailles des liposomes présents sur lagesde la Figure IV-18.
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En considérant les images des liposomes forméslavemcédé SAS (Chapitre IlI -
Figure 111-7), on remarque que la taille des lippss est plus homogéne dans le cas du
procédé SAS que dans le cas du procédé CAS. Ongeenagalement que la membrane des
liposomes formés par hydratation de phospholipidiegsés par le procédé SAS est plus
épaisse que celle des liposomes formés par le ¢oCAS. Cependant, ces expériences ont
été réalisées dans des conditions opératoiregetlitigs et ne sont donc pas comparables (la

concentration en lécithine dans I'eau est égale,G130g.mL* pour le procédé SAS et
0,063 g.mL* pour le procédé CAS).

Figure 1V-18 — Images obtenues au microscope optigla contraste de phase pour le procédé CAS

IV-4.4. Elimination de I'’éthanol présent dans la suspensioliposomiale

Une partie de I'éthanol présent dans la solutiganoique atomisée se retrouve dans la
phase aqueuse présente dans le fond de I'autotlav®ispension liposomiale formée lors de
la dépressurisation contient donc de I'éthanol.

L'objectif de cette section est de proposer un @décpour éliminer I'éthanol de la

suspension liposomiale sans dénaturer les liposomes

hY

Un procédé de séparation membranaire appelé didifith, c’'est-a-dire filtration a
volume constant, pourrait étre mis en ceuvre pouar Il suspension liposomiale. Le schéma
du montage expérimental (schéma simplifié dansaldrec d’'une étude de faisabilité) est

présenté sur la Figure 1V-19.

Dans ce procédé, le solvant dans lequel se troungialement les liposomes (solvant
constitué d’'un meélange d’eau et d’éthanol) est megvement remplacé par un solvant pur
('eau dans notre cas). La séparation membranaster@alisée grace a une cellule de

diafiltration (Figure 1V-19) dans laquelle a été&alablement placée la suspension liposomiale
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(cellule de volume 400 mL). Le perméat est constiiune solution d’eau et d'éthanol. Le
seuil de coupure de la membrane (50 kD) a été mdétéren fonction du diameétre des
liposomes. La surpression en amont de la membrang ld cellule est assurée par pousséee
grace a une entrée d'air comprimé a 0,2 MPa. Uritmm douce (100 tr.mif) par un
barreau aimanté empéche la formation d’'une couehgothrisation (colmatage) a la surface
de la membrane. La masse de perméat est évalutam@s réel grace a une balance. Un

chronometre est utilisé pour mesurer le tempslttation.

Le titre de dilution est déterminé par analyse wotatmgraphique afin d’éliminer
totalement I'éthanol. Les résultats sont présesiiésa Figure IV-20. Il apparait qu’au bout de
4 lavages, I'éthanol n’est plus détecté par I'apaly. Un compteur a particules a été utilisé
pour déterminer le nombre de liposomes présent kdasisspension avant et aprées le procédé
de diafiltration. Cette expérience a permis de mwngue les liposomes n'avaient pas été
dénaturés au cours du procédé de diafiltration.

La diafiltration pourrait donc étre mise en ceuwearpraiter la suspension liposomiale

formée par le procédé CAS.

Air comprimé Cellule de diafiltration
I .
Eau distillée
Suspension liposomiale
rogressivement lavée—| 4
prog ~b rétentat v
[ 1
perméat | Récupération
Agitateur du solvant
Memb . (eau+éthanol)
embrane
S |
I F
Balance

Figure 1V-19 — Schéma du procédé de diafiltration
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Figure 1V-20 — Evolution de l'aire sous la courbe eprésentative du composé éthanol obtenu par analyse
chromatographique (A, B et C représentent trois écantillons testés dans les conditions détaillées

précédemment)

Thése de doctorat « Formation de liposomes parrangué innovant utilisant les fluides supercritigue 149



Lauréne Lesoin Chapitre IV : Mise au point d’'un procédé innovant

IV-5. Conclusion

Un procédé supercritique innovant a été mis autgmar former des liposomes : le
procédé Continuous Anti-Solvent (CAS). Ce procéstéoasé sur le procédé SAS ; mais cette
fois, la lécithine de soja micronisée est directeihmaélangée avec la phase aqueuse dans
'autoclave sous pression. Les risques de dénaaratu matériel micronisé sont donc
éliminés.

Innovant car continu et en une seule étape, leépCAS a permis de former de
maniére reproductible des liposomes sphériques wdtilamellaires avec des diamétres
compris entre 10 et 100 pum.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail de these s’est articulé autour de queates :

= Une premiere synthese bibliographique.

= Une seconde étude bibliographique portant sur hepocotement du systéme
ternaire CQeau/surfactant et visant a comprendre les mécasisde
formation des liposomes mis en jeu dans les pracgaigercritiques.

= Une étude expérimentale comparative entre un péocggbercritique de
micronisation de la lécithine de soja utilisé pdommer des liposomes et
une méthode conventionnelle de formation des lipmso(la méthode de
Bangham).

= Une étude expérimentale sur la mise au point doga® innovant.

La premiere synthése bibliographique présentergsur de ce sujet de recherche qui
a consisté a travailler a la fois avec des procéumsge pression utilisant des fluides
supercritiques, mais également a manipuler desdip@s qui sont des systemes dynamiques

complexes.

La seconde synthése bibliographique propose ungetieuapproche des procédés
supercritiques de formation des liposomes au redardomportement du systeme ternaire
COy/eau/surfactant sous pression. L’importance de isenen contact des phases dans
l'autoclave est étudiée en détail. Ce travail alfabjet d’'une publication [102] sous la forme
d’une review.

La premiéere partie expérimentale vise a comparex ggocédées de formation des
liposomes : le procédé supercritique SAS et la odghconventionnelle de Bangham. Dans
les deux cas, ces procédés s'operent en deux ésagesune phase de traitement de la
lécithine de soja (source de phospholipides) etphase d’hydratation avec agitation (phase
réalisée a température et pression ambiantes emnoom aux deux méthodes). Le procédé
SAS permet de microniser la lécithine de soja baviec du C@ supercritique. La méthode
conventionnelle de Bangham assure la comminutiofadécithine de soja en utilisant des

solvants organiques souvent toxiques et un syst@®@eaporation a température élevée
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(323 K). Il apparait que le procédé SAS permet olenér de facon reproductible des
liposomes sphériques, de tailles majoritairemenhmises entre 0,1 et 1 um avec des
efficacités d’encapsulation comprise entre 10 €%2@ l'inverse, en utilisant I'éthanol

comme solvant, la méthode conventionnelle de Bangh&st pas reproductible (dans les
conditions testées) et les liposomes formés ne gastous sphériques ce qui rend difficile
leur caractérisation. De plus, la méthode de Bamghasouvent été étudiée sur de petits

volumes et il existe peu d’éléments concernantestrapolation.

Une étude plus poussée du procédé SAS se judtifiest pourquoi, I'influence de la
variation des parametres opératoires sur le procgd8 a ensuite été étudiée. Des
caractérisations ont été effectuées a la fois &uédithine micronisée et sur les liposomes
formés. Il apparait que des variations de pres@atre 9 et 13 MPa) et de rapport molaire
CO./solvant (au-dela de 60) n'ont qu’une faible inflae sur la lécithine micronisée. A
l'inverse, des variations de concentration en goligntre 15 et 25% massique) influent
fortement sur les caractéristiques de la lécitimeronisée (la taille des particules augmente
lorsque la concentration augmente). Concernarddesctéristiques des liposomes formes, les
résultats obtenus ne sont pas significatifs. Lasehd’hydratation réalisée sous fort
cisaillement influence fortement I'organisation d#sospholipides dans I'eau. Ce travail a

donné lieu a une publication [99].

Enfin, la quatrieme partie de ce manuscrit présémtmise au point d'un procédé
innovant. Innovant car continu et en une seuleegtap procédé repose sur l'idée d'un
couplage entre le procédé supercritique anti-soI$&E et la phase d’hydratation/agitation.
Ce procédé se nomme ainsi Continuous Anti-Solv@AlS). Il a d’abord été testé en mode
semi-batch afin de déterminer un point de foncteanent permettant un mélange efficace des
différentes phases présentes dans l'autoclave.itengdeux procédures ont été testées pour le
fonctionnement en mode continu : CAS1 a une settiéAS2 a deux sorties. La procédure a
une seule sortie (CAS1 appelée CAS) a été reteaue ges développements ultérieurs. Le
procédé CAS a permis de former de facon reprodectdes liposomes sphériques,

multilamellaires et de tailles comprises entre tLOO® pm.
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Comme il I'a déja été souligné, I'association CSDipercritique et liposomes était un
projet ambitieux et difficile. En effet, malgré ®iles avantages des procédés utilisant dg CO
supercritique, les liposomes produits constituaier@ nouvelle difficulté en soi tant par leur

instabilité que par le difficile choix des matiem@emieres et des méthodes de caractérisation.

Pour conclure sur ce travail de recherche, I'olfiecété atteint avec la mise au point
d’'un procédé supercritique innovant de formationlidesomes. Innovant car continu et en
une seule étape, le procédé CAS a fourni des atésydtometteurs. Des verrous scientifiques
ont ainsi été levés. Ce travail a soulevé de noudm® perspectives.

De maniere générale, pour le procédé SAS ou poproeédé CAS, il serait utile de
tester I'ajout de composés a la lécithine de sagar @méliorer la stabilité des liposomes
formés ou bien de tester des méthodes de consmrvddis liposomes plus performantes. Il
serait également utile de réaliser I'hydratatios gaospholipides micronisés par le procédé
SAS a plus haute température (au-dessus de la temp de transition de phase des
phospholipides) afin d’effectuer des comparaisomscales résultats présentés dans le
Chapitre Il en termes de morphologie, taille, eHdtiité d’encapsulation et stabilité des
liposomes formes.

Afin de compléter le travail sur le procédé CASselait intéressant de poursuivre les
investigations sur linfluence de la variation d@srametres expérimentaux sur les
caractéristiques des liposomes formés avec un meneapérimental plus instrumenté et
automatisé (contrdle de la pression et des débits).

Il pourrait également étre entrepris une étude pjysrofondie sur l'utilisation de la
diafiltration pour éliminer I'éthanol présent ddasuspension liposomiale.

Enfin, cette étude n’a pas abordé le probleme dmgdment d’échelle du procédé
CAS. Les points a étudier pour envisager cetteeetamt le calcul des consommations de
fluides, le choix d’'une technique de recyclage etpdrification des solvants, le choix d’un
mode de collecte des suspensions/particules ab,defichoix du mode d’introduction des
phases. Ce travail s’avere essentiel pour le dppelment futur du procédé CAS.

Par ailleurs, cette étude était focalisée sur kerau point du procédé mais il faudrait
a présent travailler sur I'encapsulation d’'un cosgavec une réelle valeur ajoutée.

Afin d’élargir le champ d’application du procédé §Aon pourrait imaginer remplacer
I'injection de la solution organique de phosphalgs par I'injection d’une solution organique
d’'un soluté a cristalliser. Les microparticulesniées seraient stables en solution et cela

permettrait de les conserver. Il serait ainsi gmesde s’affranchir de la manipulation de
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nanoparticules ; manipulation qui pose souventpleblemes. L'utilisation du procédé CAS

pourrait donc toucher de nombreux domaines.
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