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Résumé de la these

Résumé en frangais :

Le contréle de la fabrication des structures cristallines des médicaments est un enjeu crucial
pour l'industrie pharmaceutique. Plusieurs exemples ont montré qu'une mauvaise maitrise
du polymorphisme conduisait a des situations dramatiques. Récemment, une méthode
permettant la maitrise du polymorphisme de molécule organique dissoute en solution a
I'aide de la polarisation d'un faisceau laser a été découverte aux Etats-Unis. Cette these
étudie I'effet du laser sur des solutions aqueuses de molécules de glycine, L — (+) — histidine,
D — (-) — et L — (+) — acide glutamique. Afin de réaliser I'étude, un montage expérimental a
été construit permettant le contréle de nombreux paramétres et une méthode spécifique de
travail a été développée afin de limiter fortement I'aléa expérimental. Une étude multi-
parametres incluant I'effet comparé des polarisations linéaire et circulaire dans du H,0 et du
D,0 de la nucléation induite par laser non-photochimique (NPLIN) de la glycine a été menée.
Une étude préliminaire de l'effet du laser sur les solutions d'histidine et de I|' acide
glutamique a également été réalisée. Il est montré que le solvant est un facteur déterminant
du controle du polymorphisme. Toutefois, la conjonction de la polarisation et de la
concentration a une influence sur les polymorphes de glycine obtenus dans le H,O. Les
résultats obtenus permettent de contribuer a la compréhension du mécanisme en
améliorant I'hypothése initiale de I'effet Kerr.

Résumé en Anglais :

Polymorphism control of drug molecules is one the main challenges facing drug companies.
Several examples have shown than an uncontrolled polymorphism crystallization could lead
to dramatic situation. One the most recent progress in the polymorphism control is the
unwanted discovery of polymorphic selective crystallization of organic molecule dissolved in
solution based on the laser beam polarization. This thesis deals with the implantation of this
method in France for the first time based on a methodology limiting experimental hazard
and a special design experimental device dedicated to this study. This work is based on an
important review of known results of the field and published for the first time. An important
multifactor study was done on glycine, histidine and glutamic acid, which allows to improve
knowledges on the putative initial mechanism based on the Kerr effect. It has been
established that the solvent is the dominant factor, letting laser polarization as the third
factor for polymorphism control after concentration.
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Table des nomenclatures

Les sigles utilisés dans les équations sont définis dans le tableau ci-dessous. Ils sont classés
par ordre alphabétique suivant la prononciation. Certains sigles peuvent avoir une définition
différente dans un autre chapitre. Ils sont alors définis dans la partie du tableau associée au

chapitre considéré. Les éléments déja défini au chapitre 1 ne sont pas réintroduit et les

élements introduit localement ne pas introduit dans ce tableau.

Sigle Définition Unité
Chapitre 1
a Coefficient de modélisation variable
aj Activité de la solution aucune
sat Activité du soluté i a saturation par rapport a son état
aj aucune
standard
afe! Activité du soluté solide en équilibre avec la solution saturée aucune
04 Angle de contact entre le germe cristallin et le support aucune
b Coefficient de modélisation variable
B Degré de sursaturation aucune
C Coefficient de modélisation variable
C Concentration de la solution mol.L!
Cg Concentration en bas de la colonne mol.L!
Cr Concentration en haut de la colonne mol.L!
Co Concentration initiale mol.L™
Cliq Concentration en solution mol.L?
Cs Concentration a saturation mol.L™
D Coefficient de diffusivité m’s™
Dg Coefficient de diffusion a saturation m’.s”!
AC Sursaturation absolue mol.L!
AG Energie libre d’activation de germination J
AG* Energie libre critique d’activation de germination maximum J
AGpet Energie libre de nucléation hétérogene J
AGhom Energie libre de nucléation homogene J
AH; Enthalpie molaire partielle du soluté en solution J.mol™
AH; Enthalpie molaire partielle apparente de la solution J.mol™
E Energie minimale necessaire pour qu’un germe croisse ]
jusqu’a la taille d’un nucleus.
g Constante de pesanteur m.s”
G Enthalpie libre J
Y Tension interfacialle J.m?
Ya Energie cristal - support J.m?
Yhki Energie de surface J.m?
yiat Coefficient d’activité du soluté aucune
Ys Energie cristal - solution Jm?
Yo Energie support solution J.m?
H Enthalpie J
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h Hauteur de solution m
] Fréquence de nucléation m>.s*
k Constante de Boltzmann JK!
K’ Facteur cinétique m>.s*
K Facteur cinétique caractéristique d’'un couple cristal - 3l
0 solution '
Mg Poids moléculaire g.mol™
Wy Potentiel chimique de la solution sursaturée J.mol™
Us Potentiel chimique de la solution saturée J.mol™?
N Nombre de cristaux par unité de volume m?
Na Nombre d’Avogadro mol™
n Nombre moyen de molécule par « cluster » aucune
Q Volume d’une particule contenue dans un germe m’
R Constante des gaz parfaits J.mol*.K?
r Rayon du germe m
r Rayon critique du germe m
p Densité de la solution g.m?
Thet Rayon critique du germe en nucléation hétérogéne m
Thom Rayon critique du germe en nucléation homogéene m
S Entropie Jxt
S, Surface de l'interface entre le germe et le support m?
S, Entropie du cristal s
Shit Surface défini par les indices de Miller m’
S; Surface entre le germe et le liquide m?
Sig Entropie de la solution JKt
(9 Sursaturation relative aucune
T Température K
tg Temps necessaire pour la formation d’un cristal détectable s
tind Temps d’induction s
t, Temps necessaire pour la formation d’un nucleus s
¢ Temps de relaxation pour atteindre un équilibre solution - q
r « cluster »
\Y Volume spécifique cm’.g™?
Chapitre 2
a Polarisabilité J.mV?
ap Polarisabilité d’'une molécule J.m2V?
C Vitesse de la lumiere m.s™
x Susceptibilité linéaire aucune
x® Susceptibilité nonlinéaire aucune
0t Opérateur dérivation d’ordre 1 par rapport au temps st
e Ellipticité aucune
E Module du champ électrique v.m™
E Vecteur champ électrique v.m?
€L Permitivité relative du solvant aucune
€g Permitivité relative du soluté aucune
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F.m™

€0 Permitivité du vide
H Champ magnétique A.m™
H Hamiltonien J
i i2=-1 aucune
Jpeak Densité d’énergie maximale W.m™
k Vecteur d'onde m™*
A Longueur d’onde m
M Masse molaire kg.mol™
lo Constante magnétique H.m™
n Indice de réfraction aucune
N, Indice du millieu environnant aucune
v Opérateur Nabla aucune
Q Angle solide aucune
Wy Fréquence st
P Vecteur polarisation C.m?
e Rayon critique du germe m
rq Distance entre deux dipdles m
Ps Densité du soluté kg.m”
pL Densité de la solution kg.m™
S Sursaturation aucune
Op Section efficace de diffusion et d'absorption m?
t Variable de temps s
T Constante de temps s
w Fraction massique aucune
Wy « Waist » du faisceau laser m
X Variable d'espace selon I'axe x m
y Variable d'espace selon I'axe y m
z Variable d'espace selon I'axe z m
Chapitre 4
(04 Angle de sortie du faisceau aucune
0 Angle d’incidence du faisceau aucune
d Distance faisceau incident-axe de symétrie du systeme m
a optique
dg Distance faisceau-axe de symétrie apres le systeme optique m
n, Indice de I'air aucune
ng Indice de la solution aucune
n, Indice du verre aucune
Text Rayon de courbure exterieur m
Tint Rayon de courbure interieur m
Chapitre 5
S | Solubilité g.L?
Chapitre 6
C Concentration g.L’1
Csp,0 Concentration a saturation mesurée dans D,0 g.L’1
Cs H,0 Concentration a saturation mesurée dans H,0 g.L’1
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Cs [vang 2008] | Concentration issue des données de [Yang 2008] gLt
Ecart en concentration entre les polarisations circulaire et 1
ACrp/cp linéai g.L
inéaire
Ey o, Ecart relatif aucune
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Introduction générale

M. C. Etter déclara en 1991 a propos de la science de la croissance cristalline : « crystal
growth is a science and an art. The scientist’s role in the crystal growth process is that of an
assistant who helps molecules to crystallize. Most molecules, after all, are very good at
growing crystals. The scientist challenge is to learn how to intervene in the process in order to
improve the final product ».

L’art auquel fait référence M. C. Etter est la capacité de produire I'arrangement cristallin
souhaité d'une molécule en maitrisant les parametres régissant le processus de nucléation
et de croissance cristalline comme la température, les additifs, I’agitation de la solution” ...
Une molécule peut cristalliser dans différents arrangements cristallins aussi appellé
polymorphe : la molécule présente alors un polymorphisme. Certaines molécules peuvent
cristalliser dans différentes phases parfois dans les mémes conditions ce qui fait qu’il existe
une phase stable d’un point de vue thermodynamique. Cela implique aussi gu’il existe des
transitions d’une phase a une autre.

C'est dans la décennie 1820-1830 que l'on voit apparaitre la notion de polymorphisme
guand Mitscherlich a observé différentes structures cristallines dans des sels d’arsenate et
de phosphate®*. En 1832, le premier exemple de polymorphisme est mis au jour par Wohler
et Liebig dans un composé organique le benzamide®. Le polymorphisme se trouve dans les
composés organiques et inorganiques sachant qu’une écrasante majorité (plus de 80%) de
composés organiques sont polymorphiques avec pour certains plus de dix polymorphes.

Les polymorphes possedent des propriétés physico-chimiques différentes comme la stabilité,
la solubilité, la densité, le point de fusion, le taux de dissolution, le faciés, la morphologie, la
couleur ou encore des propriétés biologiques. Par exemple, le beurre de cacao a six
polymorphes® possédant différents points de fusion (I (17,3°C), Il (23,3°C), Il (25,5°C), IV
(27,5°C), V (33,8°C), VI (36,3°C)). La forme VI est la plus stable mais c’est la forme V qui est
préférée par I'industrie pour son point de fusion, sa texture et son brillant’. Dans le cadre de
I'acide glutamique, molécule étudiée dans cette these, c’est sa forme A, métastable, qui est
préférée par I'industrie agroalimentaire car la forme la plus stable ne peut pas étre traitée
pour la productiong.

Certains polymorphes possédent des propriétés d’intérét pour I'industrie pharmaceutique
ou encore agroalimentaire, ce qui fait du contréle du polymorphisme un enjeu de premiere
importance pour l'industrie pharmaceutique qui garde en mémoire le probléme posé par le
ritonavir. Mis sur le marché en 1996 comme traitement contre le HIV-1, la forme
polymorphique se transforma dans un polymorphe plus stable (forme Il) aux biopropriétés

? [Kitamura® 2002].
* [Davey 2002].

4 [Bernstein 2002].
> [Wéhler 1832].

® [Wille 1966].

’ [Oh 2006].

® [Sugita 1988].
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inadéquates avec un usage médical, obligeant a un retrait du marché avec des conséquences
majeures sur la santé publique et financieres.

La mise sur le marché d'un médicament est un processus long qui commence des la
découverte d'une molécule d'intérét pour traiter une pathologie. L'enjeu de ce processus est
I'obtention d'une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) attestant de la sGreté du
produit vendu et de ses capacités de médicament. Tout au long de la recherche, des études
sont menées sur le polymorphisme afin de déterminer le diagramme de stabilité des
polymorphes, les conditions de formation, les améliorations et les optimisations des
biopropriétés qui peuvent venir de co-cristaux”*° ou de sels**.

L'obtention de certains polymorphes est trés liée a leurs propriétés physico-chimiques car
celles-ci déterminent la meilleure méthode pour cristalliser le polymorphe souhaité. A cette
contrainte s'ajoute la nécessité de produire un certain type de faciés. Diverses méthodes ont
été développées pour satisfaire ce délicat cahier des charges du contréle du
polymorphismelz.

Ces méthodes sont multiples pour initier la cristallisation : méthodes optique, électrique,
ultra-sonique, additifs, contréle du solvant. Outre toutes ces méthodes, une a été
découverte il y a un peu moins de vingt ans par une équipe américaine basée a New York.
Cette découverte due a la sérendipité a montré la possibilité d'induire la cristallisation d'une
solution d'urée par un laser nanoseconde a 1064 nm®2. Les recherches de cette équipe (Pr B.
Garetz, Polytechnic University of New York) ont démontré la possibilité de contréler via la
polarisation du faisceau incident le polymorphe obtenu dans le cas de la glycine14 etdelal-
(+) - histidine™.

La nucléation induite par laser a donc démontré qu'elle peut apporter une contribution
majeure dans le cadre du contréle du polymorphisme de molécule et plus spécialement pour
I'industrie pharmaceutique. A terme, il s'agit de démontrer la faisabilité industrielle de la
nucléation induite par laser.

C'est donc au carrefour des enjeux économiques et sociaux du controle du polymorphisme
et de la découverte de l'action de la polarisation comme facteur de contréle de la
cristallisation qu'a été conduite I'ANR « NPLIN-4-Drug » dont le but est d'étudier la
nucléation induite par laser dont ce travail de thése est issu.

Afin d'étudier la nucléation induite par laser, une méthode spécifique a été mise en place.
Cette méthode repose sur une bibliographie du composé étudié afin de connaitre son
comportement en solution, sa solubilité, sa limite de zone métastable. Parallellement au
développement de cette méthode, un dispositif expérimental unique a été spécialement

° [Corvis 2013]. Se réferer au paragraphe V.3.c.
1% [Trask 2007].

! [Chow 2008].

2 [Llinas 2008].

B [Garetz 1996].

" [sun® 2006].

 [sun® 2008].
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développé afin d'accroitre la statistique et la qualité du contréle des paramétres de
I'expérience. La méthode et le montage ont été employés pour étudier plus en détail la
glycine et étudier de maniere préliminaire I'effet de la nucléation induite par laser sur les
molécules d'histidine et d'acide glutamique.

Cette thése se compose de sept chapitres. Les trois premiers chapitres décrivent un état de
I'art, les deux suivants présentent les méthodes et matériels employés. Enfin, les deux
derniers présentent les résultats obtenus sur les trois molécules.

Plus précisément :

Le premier chapitre de la these, « Généralités sur la nucléation », expose les généralités sur
la nucléation et présente les différences entre la théorie classique de la nucléation et la
théorie de la nucléation en deux étapes, hypothése retenue pour expliquer les phénomenes
de nucléation par laser’. Une bibliographie sur I'état de la solution permet de situer le débat
sur I'existence d'agrégats en solution;

Le second chapitre, « Etat de I'art sur la nucléation induite par laser », propose une
définition précise de la nucléation induite par laser, présente I'ensemble des résultats
obtenus par différentes équipes sur différentes cibles expérimentales, les différents
montages et configurations expérimentales ainsi qu'une breve bibliographie sur les
mécanismes proposés pour expliquer la nucléation induite par laser;

Le troisieme chapitre décrit '« Etat de I'art des molécules étudiées ». Cet état de I'art est
nécessaire car il permet de connaitre les différents polymorphes et leurs conditions
d'existence. La connaissance des différents faciés qui ont été utilisés pour identifier les
polymorphes obtenus y est également présenté;

Le quatrieme chapitre présente le « Développement d’un montage dédié a I'étude de la
nucléation induite par laser ». Ce nouveau montage automatisé permet de controler des
parameétres clés comme la température, le temps d’exposition, la densité d’énergie, accroit
sensiblement la statistique des expériences et permet le suivi optique de la cristallisation;

Le cinquieme chapitre, « Méthodes expérimentales », présente les matériels et méthodes
utilisés pour la détermination de la solubilité, la limite de zone métastable, la méthode
associée a l'exposition et I'observation et les différentes méthodes utilisées pour caractériser
les polymorphes obtenus;

Le sixieme chapitre, « Effet de la nucléation induite par laser sur la glycine », présente la
méthodologie de I'étude multiparametre utilisée (densité d’energie, sursaturation, solvant,
polarisation, facies, site de nucléation, ...) pour induire la nucléation par laser de la glycine
ainsi que I'ensemble des résultats associés;

Le septieme chapitre, « Etude préliminaire de I'effet de la nucléation induite par laser sur

I’histidine et 'acide glutamique », rassemble les résultats d'une étude préliminaire menée
surla L- (+) - histidine et I'acide glutamique D et L;
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Enfin, le dernier chapitre « Discussion, conclusion et perspectives » récapitule les résultats et
ameéne a une discussion sur la base de ces résultats et de la bibliographie sur les
mécanismes. La conclusion se termine sur les perspectives : évolution du montage
expérimental, probléeme de la simulation numérique de la nucléation induite par laser,
nouveaux travaux expérimentaux.
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Chapitre 1 : Généralités sur la nucléation

Introduction

La cristallisation est un changement d’état qui conduit, a partir d’'une phase liquide ou
gazeuse, a un solide appelé cristal, de structure réguliere et organisée.

On distingue trois types de cristallisation :

- en phase gazeuse,
- en bain fondu,
- en solution.

La maitrise d’un procédé de cristallisation fait appel a de larges champs de connaissance :

- thermodynamique (équilibre de phases),

- cinétique (nucléation et croissance de la phase cristalline),
- génie chimique (transfert de matiére et de chaleur),

- sciences industrielles (géométrie des cristallisoirs).

Ce chapitre explicite quelques concepts fondamentaux de la cristallisation en solution. Dans
un premier temps, quelques rappels de définitions, la solubilité, la sursaturation puis
différents aspects de la nucléation sont présentés du point de vue thermodynamique et
cinétique. La théorie classique de la nucléation, la théorie de la nucléation en deux étapes
sont explicités en montrant les différents modeles cinétiques théoriques de la nucléation.
Enfin I'importance du polymorphisme et les modalités de son contrble sont abordés.
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I/ Généralités

La cristallisation est une transition de phase du premier ordre ou I'état désordonné évolue
vers un état ordonné. La cristallisation peut s’opérer a partir d’'une phase liquide ou gazeuse
et peut s’initier lorsqu’il y a sursaturation d’un composé. La nucléation désigne les
phénomeénes d’agrégation a petite échelle et la cristallisation désigne la formation du cristal.

I-1) La solubilité

La solubilité est la quantité maximale de solide ou de soluté capable de se dissoudre dans un
solvant donné. Elle est fonction de plusieurs parametres: composition de la solution,
pression, présence ou non d’une phase solide et des solvants ou encore d’antisolvants. D’un
point de vue physicochimique, la solubilité du couple solvant-soluté se mesure au travers de
sa capacité a former des liaisons mixtes ions-dipOles, liaisons dipoles-dipdles, liaisons
hydrogene, liaisons de Van der Waals, ou a former des liaisons mixtes avec le solvant.

Les typologies des liaisons qui se forment au sein de la solution vont donc avoir un effet
majeur sur la solubilité. Il existe plusieurs types de solvant : polaire, apolaire, protique,
aprotique, ionique, non ionique. Par exemple, une molécule riche en groupements — OH
aura une solubilité aqueuse importante et une solubilité dans un solvant organique plus
faible. A contrario, un soluté riche en liaisons C-C a une plus grande solubilité dans un alcane.

Une définition générale de la solubilité a été donnée par Guggenheim en 1959 [Guggenheim
1959] (équation [1 — 1]):

() -] e
P,sat. Hs

T E)Cliq

T,P

La différence Sjjq — S est I'entropie de dissolution (normalement) positive. Il existe des
courbes de solubilité en fonction de la température, du pH ou d’autres parameétres. Lorsque
la différence d’entropie est positive, la solubilité croit avec la température : on parle d’'une
solubilité directe (figure 1-1a), c'est le cas de la majorité des molécules. Sinon, la solubilité
est inverse (figure 1-1b). C'est le cas pour 'aprotinine ou encore le sulfate de chrome III.

Concentration Concentration
N A
a b
Courbe de saturation Courbe de saturation
S S
> >
Température Température

Figure 1-1 : (a) : Diagramme de solubilité directe, (b) : solubilité indirecte.
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Lorsque les solutions ont un comportement idéal (rapport de la concentration d’une solution
a son activité égal a 1), a pression et température constante et sans transition de phase,
nous avons I'isochore de Van’t Hoff [1 — 2] ([Grant 1984], [Revalor 2009]) :

dInai®"  AH;
dT ~ RT?

[1-2]
par ailleurs, on peut écrire

afat = afol = y$at ¢ [1 - 3]

d'ou il vient [1 — 4]

dIinCy; _ AH;
dT = RT?

[1—4]

avec

AH? = AH dInC 1-5
i = i dai TP[ - ]

dInCg
dai
I'expression AH; varie de maniére linéaire en fonction de la température d'ou [Grant 1984] :

Dans le cas d’une solution idéale, ( ) = 1 [Hollenbeck 1980]. On peut considérer que
TP

AH{ =a+bT[1 - 6]
d'ou il vient

dlnC; a N b
dT ~ RT? RT

[1-7]
et on obtient apreés intégration

InCs= — 4+ 2InT+c[1-8

Cette équation donne la variation de la solubilité en fonction de la température dans le cas
d’une solution non idéale. Si on considére que le terme associé au coefficient b est
négligeable [Grant 1984], I'équation [1 — 8] se simplifie en [1 — 9] nommé I'équation de
Van’t Hoff.

a
InCy = —o [1-9]

De cette équation, il est possible de tirer des grandeurs thermodynamiques : I’évolution de
la solubilité exprimée en fraction molaire de la molécule en fonction de 1/T est une droite
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pour les solutions diluées idéales. Une non linéarité de la courbe de solubilité traduit la
présence d’une autre espece de polymorphe ou la présence de solvates.

I-2) La sursaturation

Une solution est en sursaturation lorsque la quantité de soluté dissoute est supérieure a
celle de la courbe de solubilité correspondant a la saturation. La sursaturation 8 correspond
a la force (en terme de potentiel chimique) a appliquer pour franchir la barriére énergétique
afin d’obtenir la cristallisation. La force chimique Ap permettant la cristallisation est définie
par la différence entre les potentiels chimiques de la solution saturée (pg) et sursaturée (),
équation [1 — 10].

C
Ap =y, — pug = KT.In (—) [1-—10]
Cs
La sursaturation ou degré de sursaturation est définie par :

—Cl 11
B—C—S[ —11]

La sursaturation relative o est définie par :

La sursaturation absolue AC est définie par :
AC=C—-Cg[1—13]
Dans le diagramme de solubilité le plus usité, trois zones se dégagent (figure 1-2) :
- La zone sous-saturée dans laquelle il est possible de continuer a dissoudre du soluté,

- La zone sursaturée métastable. La largeur de la zone métastable est conditionnée par
différents parametres tels que le pH, la vitesse de refroidissement, la présence d’anti-
solvant ou de co-solvant ...

- La zone sursaturée ou zone labile dans laquelle les cristaux apparaissent et croissent
de maniére spontanée sans intervention extérieure dans des temps courts. La
cristallisation dans cette zone est dite spontanée. Par conséquent, pour démontrer
I'existence d’une nucléation induite par un parametre extérieur, il convient de se
placer dans la limite de zone métastable.

Il'y a différents procédés pour obtenir la sursaturation :

- évaporation du solvant,
- refroidissement (pour les composés a solubilité inverse, rare) ou réchauffement de la
solution. Le refroidissement provoque la cristallisation,
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ajout d’un co-solvant miscible avec le premier mais qui ne solubilise pas le soluté,

par variation du pH,

par réaction chimique avec I'obtention d’un produit de plus faible solubilité.
Concentration

A

Zone sursaturée Limite de zone métastable

Zone métastable

Courbe de solubilité

Zone sous-saturée

O > Température

Figure 1-2 : Courbe de solubilité directe. Les trois zones sont représentées : zone sursaturée,

zone métastable et zone sous saturée.

I-3) Méthodes de cristallisation

A partir d’'une sursaturation métastable, il est possible de stimuler la cristallisation via :

ou par |

un refroidissement [Astier 2008],

une évaporation [Shahidzadeh-Bonn 2008],

I’'ajout d’un anti-solvant [El Bazi 2011],

la sursaturation (son augmentation réduit I'énergie d’activation) [Sun® 2013],
I'agitation [Sypek 2012],

le champ électrique ([Revalor 2009], [Aber 2005])

le champ magnétique [Gao 2009],

le pH qui influe directement sur la solubilité mais aussi sur la largeur de la zone
métastable [Revalor 2009],

es méthodes suivantes :

I'usage d’ultrasons [Revalor 2009],

I'usage de champ électrique AC/DC imposé soit a l'intérieur de la solution soit a
I'extérieur. L’équipe de Stéphane Veesler au Cinam Marseille a induit la cristallisation
par des champs internes DC dans des solutions de lysozyme et de BPTI. Peu
d’expérimentations ont été menées en utilisant des champs AC ([Hammadi 2009b],
[Veesler 2009]),

par irradiation lumineuse soit par de la lumiére laser [Sun® 2006] soit de la lumiére
non cohérente (lampe a Xénon) [Veesler 2006].

Il/ Les théories de la nucléation

Actuellement, les mécanismes de nucléation sont peu connus et de nombreuses expériences
et modélisations théoriques tentent d’en cerner les contours. Il existe la théorie classique de
la nucléation et la théorie de la nucléation en deux étapes. Ce paragraphe montre les
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théories en vigueur pour expliquer la formation du germe stable. Le sous-paragraphe II-3 va
succinctement évoquer la croissance cristalline.

1I-1) Théorie classique de la nucléation

La théorie classique de la nucléation est basée sur cinq hypothéses principales [Myerson

2008b] :

- Les «clusters »™® sont considérés comme sphériques ayant une densité interne
uniforme égale a celle de la phase solide au niveau macroscopique et préalablement
ordonnés.

- La croissance se produit par I'addition d’'un monomere a la fois. Les « clusters » n’ont
pas de mouvements de rotation, ni vibration ni translation. Les collisions et leurs
effets sont ignorés.

- Les « clusters » sont incompressibles, la formation des « clusters » ne changent pas
les conditions en pression.

- Les facteurs cinétiques sont dans un état stationnaire.

- Le rayon de courbure de la tension de surface est négligé et I'énergie de surface est
considérée comme étant indépendante de la température.

Il existe plusieurs formes de nucléation détaillées dans les paragraphes qui suivent.

1I-1-1) Nucléation primaire

1I-1-1-1) Nucléation primaire homogéne

La nucléation primaire homogéne est une nucléation volumique dans une solution ou
aucune autre particule ne permet de fixer ou induire le phénomeéne de nucléation. Si le
germe contient n molécules, I'énergie libre d’activation de germination AG s’écrit [Revalor
2009] [1 — 14]:

AG = —nkT. lnB + Z Shlehkl [1 - 14]
hkl

On considéere que les faces du germe ont la méme énergie de surface et ce dernier est une
sphére, I'équation [1 — 14] devient [1 — 15] :

mr3

KT.InB + 4mr?y [1 — 15]

Il existe une taille critique a partir de laquelle le germe va soit continuer a grossir aprés
I'ajout d'une molécule soit se redissoudre apres le retrait d'une molécule. Cette taille
critique se détermine par la minimisation de |'énergie libre en fonction du rayon :

aAG—() 1-16
ar_ [ ]

16 . ., . . .

On appelle « cluster » un agrégat d’atomes ou de molécules. Le premier terme est un anglicisme, le second
sa traduction francaise. On peut aussi utiliser le terme de germe. Les trois termes sont employés sans
distinction.
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On obtient alors la valeur du rayon critique r* du germe associé a une énergie critique AG™:

o Ay 1-17
~ KTInB [ ]

La figure 1-3 explique sous forme de graphe les termes contributifs a I’énergie d’activation.

L’énergie libre de Gibbs s’accroit comme le montre I'’équation [1 — 15] par I'agrégation des
molécules, les interactions entre elles et l'interaction surface-liquide. L'augmentation de
I’énergie se produit jusqu’a un maximum caractérisant I'instabilité du « cluster ». A ce point,
si une molécule est rajoutée, le cristal va croitre ; si une molécule est enlevée, le germe va se
dissoudre. ~

B
2]

Terme de
surface

Rayon du germe ¥ s

Terme de
volume

Energie d'activation de germination

Figure 1-3 : Energie libre d’activation de nucléation homogene et représentation graphique
des contributions de surface et de volume. Figure reprise de [Revalor 2009].

1I-1-1-2) Nucléation primaire hétérogene

La nucléation primaire hétérogéne est la formation d’un germe sur un support, une paroi,
une impureté. Le germe n’a plus de forme sphérique mais une forme tronquée avec une
croissance qui peut étre privilégiée suivant une direction. Le germe tronqué garde le méme
rayon critique : I'to = Thet-

Il y trois types d'énergie a prendre en compte (figure 1-4) : I'énergie cristal - solution s,
I'énergie cristal - support y,, I'énergie solution - support y,. L'énergie d'activation dans le cas
de la nucléation primaire hétérogéne est donnée par I'équation [1 — 18] :

AGhet = _nlenB + Sle + Sa(Ya - YO)[l - 18]

Solution Y

Support

Centre du germe en
nucléation homogéne

Figure 1-4 : Aires et énergies misent en jeu lors de la nucléation hétérogeéne.
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Les termes d'énergies sont reliés par I'équation de Young [1 — 19] :
Yo = Ya +Yscosa[l—19]

Les équations de la nucléation homogene sont modifiées par I'introduction d’un facteur
d’angle (o) [1 — 20].

13 1
AGper = AG [E — 7 cosa + 708 al [1 — 20]

On remarque AGpet < AGpom : le mécanisme de nucléation hétérogene est privilégié par
rapport a celui de la nucléation homogeéne.

11-1-1-3) Fréquence de nucléation

Les développements précédents correspondent a |‘approche thermodynamique du
phénomeéne de nucléation. L'approche cinétique cherche a déterminer la vitesse a laquelle
apparaissent les germes ou fréquence de nucléation ], nombre de germes apparus par unité
de temps et de volume [1 — 21].

dN E AG”

=== k' ®T = Koe kT [1—21]

Dans le cadre ou le germe est de forme sphérique, cette fréquence est donnée par

I'équation [1 — 22] [Puel 2005]. Cette équation montre que le nombre de nucléi dépend du
degré de sursaturation.

_16m*y3
] = Kge 3KT)*Unp)? [1—22]

11-1-1-4) Temps d’induction

Le temps d'induction (t;,q) est la période qui s'écoule entre la création de la sursaturation et
I’apparition du premier nucleus détectable. Il peut étre décomposé en trois contributions : le
temps nécessaire pour la formation d'un cristal détectable (t;), le temps de relaxation pour
atteindre un équilibre solution — « cluster » (t,), le temps nécessaire pour la formation d'un
germe critique (t,) [1 — 23] [Laval 2007] :

tind = tr + ty + tg [1 — 23]

Le temps nécessaire pour la formation d'un germe (t,) est inversement proportionnel a la
fréquence de nucléation [El Bazi 2011] [1 — 24].

16m0%y3
£, o 3P MBY [1 — 24]

D’un point de vue pratique, le temps d’induction dépend en particulier des conditions

expérimentales comme la température, le pH, la sursaturation [Boistelle 1985] ou un facteur
extérieur agissant comme catalyseur comme un champ électrique externe et permet de
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réduire le temps d’induction par rapport a la durée moyenne d’obtention d’un cristal en
nucléation spontanée [Revalor 2009]. Dans le cas de la nucléation spontanée, ce temps
d’induction va conditionner la largeur de la limite de zone métastable définie au paragraphe
I-2. Dans la zone métastable, pour une durée déterminée, aucune nucléation spontanée
n’existera.

La largeur de la limite de zone métastable expérimentale peut étre conditionnée par la
sursaturation comme cela a été démontré précédemment ou encore par des facteurs
expérimentaux comme le mode de refroidissement. Ainsi, il a été montré pour la glycine
gu'en fonction de la vitesse de refroidissement, la largeur de la zone métastable évolue
[Bonin-Paris 2011]. Le tableau 1-1 montre |'évolution de la limite de zone métastable en
fonction de la vitesse de refroidissement appliquée au systeme.

Vitesse de refroidissement (°C/minute) | Limite de zone métastable (g/L)
0,1 34,5
0,3 36
0,5 37,5
1 38,5
1,5 39

Tableau 1-1 : Evolution de la limite de zone métastable en fonction de la vitesse de
refroidissement. La température de référence est 35 °C et la saturation est de 30 g/L. Tableau
adapté de [Bonin-Paris 2011].

1I-1-2) Nucléation secondaire

La nucléation secondaire se produit a faible sursaturation et y est prépondérante. Elle
n’existe qu’en solution. Il s’agit de la formation de germes a partir des cristaux déja présents
dans la solution ou ajoutés volontairement (ensemencement). Il existe trois familles de
nucléation secondaire : la nucléation secondaire de contact, de surface et apparente [Puel
2005].

- La nucléation secondaire de contact ou encore d'attrition présente la formation de cristaux
aux zones de contacts cristal/cristal, cristal/agitateur et cristal/parois fixes d'une cuve de
cristallisation. C'est un processus mécanique ne nécessitant, dans un premier temps, aucune
sursaturation.

- La nucléation secondaire de surface correspond a une formation des cristaux a partir de la
solution : sous l'effet des gradients de concentration au sein du liquide, des heurts entre
cristaux et parois ou entre cristaux, des agrégats de molécules se détachent pour donner
naissance a de nouveaux cristaux. Ce mécanisme dépend beaucoup de la sursaturation et
conduit a la croissance ou a la dissolution des agrégats détachés.

- La nucléation secondaire apparente concerne les cristallisations ensemencées, méthode
utilisée en industrie pour favoriser la croissance d'une semence en évitant la nucléation
primaire. Des fragments cristallins apparents proviennent de la surface des cristaux de
semence et en sont séparés apres leurs mises en suspension par agitation mécanique.
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11-2) La nucléation en deux étapes

Dans les paragraphes précédents, nous avons présenté la théorie classique de la nucléation.
Toutefois, cette théorie a montré ses limites dans l'interprétation des phénomeénes de
nucléation car cette derniére sous estime de plus de dix ordres de grandeur les vitesses de
croissance ([Erdemir 2009], [Vekilov 2010]). Une théorie alternative a été développée pour
rendre compte des phénomeénes observés : la nucléation en deux étapes ([Vekilov 2010],
[Vekilov 2004], [Kashchiev 2005], [Gebauer 2014]). La figure 1-5 présente une illustration du
mécanisme de nucléation en deux étapes : en (a) est représentée la vision microscopique en
terme d'évolution de la structure en fonction de la concentration ; la concentration locale
augmente jusqu'a atteindre un point critique ou I'agencement structural commence. En (b)
est représentée la vision macroscopique du processus en pointillé en (a). Un « liquid like
cluster’” » se forme car la concentration est accrue jusqu'au début de la croissance
cristalline.

La figure 1-3 montre |'aspect thermodynamique dans le cadre de la théorie classique de la
nucléation. La théorie de la nucléation en deux étapes modifie cet aspect en abaissant
I'énergie de seuil a partir de laquelle la nucléation se produit. En effet, avant la formation du
cristal, il y a la formation d'une phase dense aqueuse comme le montre la figure 1-6. Au
niveau du point local de stabilité, il existe des « cluster » stable par rapport a la solution mais
métastable par rapport au cristal. Les précurseurs des « clusters » est une phase métastable
dite « liquid like cluster » a la fois vis a vis de la solution et du cristal. Dans ce dernier cas,
cette phase existe pour une durée déterminée [Vekilov 2004].

(a) Concentration
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Figure 1-5 : (a) vision microscopique en terme d'évolution de la structure en fonction de la
concentration, la concentration locale augmente jusqu'a atteindre un point critique ot
I'agencement structural commence, (b) vision macroscopique du processus en pointillé en (a).
La fléche noire représente la théorie classique de la nucléation. Figure reprise de [Vekilov
2010].

17 . . . . \
Un « liquid like cluster » est une zone de la solution tres dense et dont le comportement se rapproche de
celui des premiers agrégats. C'est un précurseur d’un « cluster ».
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Figure 1-6: Représentation schématique de la modification du tracé de I'enthalpie libre en
fonction des coordonnées de réaction dans le cas de la nucléation en deux étapes (ligne
pointillé). Figure reprise de [Célfen 2008].

Il est possible de résumer la théorie classique de la nucléation et la théorie de la nucléation
en deux étapes par le schéma présenté dans la figure 1-7.
Taille

A Germes ordonné envolume et
surface fractale
’?Cristal
Classical /
Nucleation o Garines
Agrégation désordonnée Theory \f
(structure composé de <
dimers)
/ J

":',vealu. - $» Ordre
Moléculaire Dimers Clusters ordonnés
Désordre 080 K %
®d o O° %
o° o o
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Solutions 0 o o «liquid like clusters »
o
Ce g e

Figure 1-7 : Représentation schématique des deux théories. La fleche verte représente la
théorie classique qui ne privilégie ni I'ordre ni la taille. La fleche bleue est la variante de
I'approche en deux étapes qui considére qu’il y a premiérement une augmentation en taille
sans structure ordonnée puis, passé une taille critique, le « cluster » s’ordonne et continue de
croitre. La fléeche rouge est la variante dans laquelle il existe au niveau moléculaire des
« clusters » préformés et ordonnés. Ces « clusters » s’agrégent pour aboutir au cristal.
Elements de la figure repris de [Velikov 2010].

11-3) Croissance cristalline

Lorsque le germe atteint la taille critique a la fin de la nucléation, le processus de croissance
cristalline commence et il ne s'arréte qu'une fois la sursaturation consommée donc lorsqu'un
équilibre est retrouvé au sein de la solution. La croissance dépend des caractéristiques
propres du cristal parmi lesquels la structure, les liaisons, les défauts et des caractéristiques
du milieu de croissance comme la sursaturation, la température, les conditions
hydrodynamiques autour du cristal, le solvant, les additifs. La combinaison de ces
parameétres aboutit a des mécanismes et a des cinétiques de croissance différentes dont
vont découler des faciés cristallins variés.
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Pour décrire un cristal, il existe deux notions : le facies et la morphologie. Le faciés ou encore
habitus (« cristal habit » en anglais) est la forme extérieure d'un cristal (figure 1-8). La
morphologie est I'ensemble des faces du cristal formées, celles-ci se déduisent les unes des
autres par les éléments de symétrie donnés par le groupe d'espace auquel appartient le
cristal. La différence entre le faciés et la morphologie est montrée dans la figure 1-9.

AY
—\_ "N
Tabulaire [
Plaguette Prismatique Aciculaire Lamellaira

Figure 1-8 : Représentation schématique des principaux types de faciés. Figure reprise de
[Bauer” AF3640], elle méme adaptée de [Haleblian 1969].

A C
:B

Figure 1-9 : Différence entre morphologie et faciés. A et B : méme faciés mais morphologie
différente, B et C : méme morphologie (méme face) mais différent faciés. Figure adaptée des
planches orales de Stéphane Veesler.

lll/ Le probléeme de I'état initial de la solution

La compréhension de la nucléation en général et, dans notre étude, sur le cas particulier de
NPLIN passe par une connaissance au plus preés possible des premiers stades de la
nucléation.

l1l-1) Mesure expérimentale de la distribution des tailles des particules

L'étude des premiers stades de la nucléation s'effectue en déterminant la taille critique des
germes ou en la calculant. Néanmoins, cela n'est possible que sous les hypothéses formulées
dans le cadre de la théorie classique de la nucléation qui impliquent une restriction forte. Par
ailleurs, il peut étre intéressant d'étudier le phénomeéne de nucléation par d'autres moyens
comme les dispositifs optiques permettant de connaitre la distribution de la taille des
agrégats en solution a I'équilibre. Les dispositifs expérimentaux permettant de détecter la
présence de cristaux sont [Veesler 2003] :

- les analyseurs de particules par diffraction laser,

- la mesure de turbidité,

- les sondes FBRM (Focused Beam Reflectance Measurement),
- I'analyse d'image,

- la spectroscopie proche infrarouge,

- la spectroscopie Raman,

ou encore les mesures de diffusion. Chacune de ces techniques posseéde ses avantages
propres surtout en volume sondé et en taille détectée.

36



111-2) L'étude des solutions a I'équilibre

Les fluctuations locales de concentration aboutissent a des agrégations pouvant amener a la
nucléation. Le mécanisme d’agrégation postulé pour une molécule A est le suivant :

A+A=A,
A, + A=A,
A, +A, =A,
{A3+A=A4

Ao +A=A,

Allan Myerson et Rajiv Ginde [Ginde 1992] ont cherché a déterminer expérimentalement la
taille des « clusters » en solution par deux méthodes expérimentales : a partir de la mesure
de diffusion puis a partir des données de concentration. On définit le poids moyen
moléculaire de deux fagons : la premiére est donnée par [1 — 25] ou My est la masse du
« cluster » contenant Ny molécules, la seconde par [1 — 26] ol wy est la fraction pondérale
du « cluster » x.

Le nombre n de molécules dans un « cluster » s’obtient en divisant la quantité M, par M,.
Une premiére approche consiste a étudier le comportement des « clusters » d’'une molécule
organique dans un champ gravitationnel. La fonction d’énergie libre est modifiée pour y
inclure I'énergie potentielle de pesanteur comme le montre I'équation [1 — 27]. En partant
de la nouvelle expression de I'énergie libre, les auteurs [Ginde 1992] introduisent la fraction
pondérale [1 — 28] et le diamétre d’un « cluster » d,, [1 — 29].

G = Gy + RT In(a;C) — Myg [1 — 27]

Vo = RT Cg—Crp 28
Y (1-pvhg C [ |
2 0.75 * M3 1-29
= * (— — —
w ( 4mpN, )3 [ ]

Les résultats obtenus par cette méthode sont conditionnés a une hauteur de fluide qui a,
suivant les molécules, une influence importante. Le tableau 1-2 ci-dessous résume les
résultats obtenus par Ginde et al. [Ginde 1992] n est le nombre moyen de molécule par
« cluster ». On remarque une fluctuation de la mesure comme le montre le n de l'urée ou les
mémes conditions opératoires amenent une variation de pres de 33 %. La seconde méthode
mesure le coefficient de diffusivité D dans la solution a différents moments et pour
différentes concentrations a une température donnée. De cette donnée, il est possible de
remonter au nombre moyen de molécules par « cluster » [1 — 30] ou la quantité Dy est le
coefficient de diffusion a saturation.
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La figure 1-10 montre I'évolution du nombre de molécules de glycine par « cluster » en
fonction de la concentration a 25 °C : plus la concentration augmente, plus le nombre moyen
de molécules par « cluster » augmente. Jusqu’a une concentration de 170 g/L, la distribution

D 1
n= (=35 [1 - 30]

D

s’oriente plus vers des monomeres, et au-dela vers des dimeres.

Molécule T (°C) | Vieillissement (h) Hauteur de solution (cm) | Sursaturation n

Glycine 15 28 100 1,188 2,12
Acide citrique 16 24 30 2,19 102,3

20 24 30 1,25 4,2

22,6 71 40 1,055 49,7

25 71 20 1,384 55,1

25 24 30 1,2 10,3

25,2 336 40 1,185 27,4

28,2 70 40 1,055 16

30 92 40 1,173 107

Urée 26,2 24 30 1,11 77,6
26,2 24 30 1,11 51,9

Tableau 1-2 : Estimation de la taille des « clusters » a partir des données de concentration.
Ces données sont issues de [Ginde 1992], [Larson 1986], [Lo 1989].

IV/ Polymorphisme

IV-1) Une définition

Le polymorphisme est la faculté que posséde une molécule de cristalliser dans des structures
différentes selon les conditions ambiantes (polymorphe A, B, figure 1-11). Ces structures ont

1,07 \ I I I
1,06 |- ¢ nombre moyen de molécule agrégee B
105 |- de glycine a 1h ¢
104 | Mnombre moyen de molécule agrégee

de glycine a 7h
1,03 - gy
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1,02 P

de glycine a 53h
1,01 !'

1
0,99
0,98 *
0,97
*
0,96 *
0,95
0,94 |.
0,93
30 70 110 150 190 230 270 310

Concentration a 25°C (g/L)
Figure 1-10 : Evolution du nombre moyen de molécules de glycine par « cluster » en fonction
de la sursaturation a 25°C. Données d’apres [Ginde 1992].

des arrangements structuraux différents [Bernstein 2002].




Ainsi, on distingue le polymorphisme d'empilement, quand la différence est due a
I'empilement cristallin, le polymorphisme de conformation quand il est d a la différence de
conformation (figure 1-11). Cette figure introduit brievement d’autres structures présentant
un ordre comme les co-cristaux ou l'inclusion dans la structure cristalline d’une quantité
stcechiométrique de molécules de solvant au sein du cristal du soluté créant une entité
différente de celle de départ car il ne s’agit plus de la méme phase. Si le solvant est de I'eau,
on parle d’hydrate et s’il s’agit de solvant organique, on parle de solvate.
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Figure 1-11 : Représentations schématiques des différences entre polymorphes : les
polymorphes A et B difféerent par I'empilement. Figure reprise de [Braga 2009].

IV-2) Stabilité des polymorphes

Il existe des variations dans la cristallisation notamment lorsque plusieurs phases cristallines
d’'une méme molécule coexistent aux mémes conditions. Il y a une phase (1)
thermodynamiquement stable lorsque son énergie libre [1 — 31] est inférieure a celle de la
forme (2). Lorsque qu’il y a n formes, il s’agit d’'un minimum local car la forme (2) n’est pas
nécessairement métastable sur 'ensemble du diagramme de phase.

G(T) = H(T) — TS(T) [1 — 31]

(G1 < Gy) <=> (la forme 1 est plus stable thermodynamiquement que la forme 2)
(G3 < G3) <=> (la forme 2 est plus stable thermodynamiquement que la forme 1)
(G1 = Gy) <=> (les formes 1 et 2 sont en équilibre thermodynamique)

Une forme métastable peut étre favorisée cinétiqguement. Dans la figure 1-12 (a), le systéme
est monotropique, les courbes de solubilité ne se croisent pas, la forme (1) est la plus stable
et la forme (2) est métastable et dans la figure 1-12 (b), le systéme est éniantropique, les
courbes de solubilité se croisent et les deux courbes de solubilité se croisent en un point
caractérisant une transition de phase a une température donnée.

Ainsi, dans un systéme monotropigue avec deux phases (polymorphes | et 1l), seule la forme
| (forme stable) devrait nucléer. Il arrive trés souvent que la forme Il (forme métastable)
cristallise avant la forme I. Cela signifie que la forme Il présente une vitesse de nucléation et
de croissance plus importante que celle de la forme I. Cela est vrai aussi dans un systéme
énantiotropique en tenant compte de la température. Si on se situe a une température
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inférieure a celle de la transition de phase, la forme | est la plus stable; si on se situe a une
température supérieure, la forme Il est la plus stable.

Concentration Concentration
A Courbe de solubilité A Caiitbe ds ot
a forme i b Forois
Courhe de solubilité
Courbe de solubilité forme Il
formel
> >

Température Température

Figure 1-12 : (a) : Courbe de solubilité dans le cas d’un systéme monotropique, (b) : Courbe
de solubilité dans le cas d’un systéme énantiotropique.

La transition polymorphique est donc due au fait que la cristallisation est a la fois un
processus thermodynamique et cinétique [Bernstein 2002] :

- la cinétique peut favoriser la formation de la forme métastable,
- la thermodynamique peut favoriser la formation de la forme stable.

Le polymorphe qui cristallise n'est donc pas nécessairement le plus stable. Cette observation
expérimentale montrant l'interaction entre la cinétique et la thermodynamique a été actée
par la loi dite des états correspondant d’Ostwald énoncée en 1897 [Ostwald 1897] : tout
systéeme quittant un état métastable évoluera vers I'état métastable le plus proche voisin
d’énergie libre inférieure et non vers I'état le plus stable.

Le fait que le polymorphe le plus stable ne se forme pas nécessairement peut poser
probleme ou au contraire apporter une solution a un probleme dans l'industrie
pharmaceutique. En effet, les polymorphes ont des structures cristallines différentes ce qui
implique des énergies de réseau différentes donc des propriétés physico-chimiques
différentes comme la température de fusion, la solubilité, la vitesse de dissolution, les
propriétés optiques, la réactivité chimique, la biodisponibilité, la processabilité galénique ou
la stabilité ([Rodriguez-Spons 2004], [Huang 2004]). Des lors, la compréhension de la
formation des polymorphes devient un enjeu capital dans le contréle du polymorphisme.

IV-3) Le contrdle du polymorphisme

IV-3-1) Quelques exemples illustrant I'importance du contréle du polymorphe

Le polymorphisme est un enjeu pour l'industrie pharmaceutique car certaines formes
cristallines métastables peuvent étre de premier intérét dans le traitement de certaines
pathologies car les biopropriétés de la forme métastable sont supérieures a la forme stable
[Bauer® AF3642]. Dans cet objectif, 'optimisation de la forme polymorphique du produit mis
sur le marché est tres importante. Il est donc nécessaire de connaitre les propriétés des
formes polymorphiques d'une molécule afin de mettre sur le marché la forme la plus stable.
Néanmoins, il arrive parfois que cela ne suffise pas.
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L'un des exemples qui fut traumatisant pour l'industrie pharmaceutique est celui du
Ritonavir®. Le Ritonavir® est un médicament anti HIV qui possede plusieurs polymorphes.
Jusqu’a sa mise sur le marché, seule la forme | a été découverte [Bauer® 2001]. En 1998, une
forme d'énergie plus faible donc plus stable a été mise en évidence (forme Il) qui avait des
propriétés de biodisponibilité orale tres réduite par rapport a la forme I. Jusqu'a cette
découverte, la forme | était commercialisée et bien sir, la découverte de la forme Il a
entrainé un rappel massif du produit mis en vente pour un colt de 2 000 000 000 SUS. La
forme Il nucléée trés difficilement [Sear 2012], c’est pour cela gu’elle n’avait pas été
découverte auparavant.

La forme efficace du Ritonavir® était la forme I, métastable. Il s'agit ici d'une transformation
polymorphique. Néanmoins, il est possible de souhaiter produire une forme particuliéere,
métastable dans certaines conditions (voir 1V-3-2). Le tableau 1-3 montre différentes
situations suivant la situation thermodynamique de la forme souhaitée pour le controle des
polymorphes.

Forme générée

Forme par nucléation Situation Situation L. , .
o L . s . Stratégies d'obtention
souhaitée primaire thermodynamique cinétique
hétérogene

Ensemencement de sécurité de la
forme stable recommandé, si
Stable Stable Tres favorable Tres favorable |présence éventuelle de la forme
métastable lors de la nucléation
primaire hétérogeéne

Ensemencement de la forme stable
Stable Métastable Favorable Indifférente |en remplacement de la nucléation
primaire

Ensemencement de sécurité de la
forme métastable pour prévenir la
nucléation primaire éventuelle de
Métastable Métastable Défavorable Indifférente |forme stable. Néanmoins, le
procédé est de fait soumis a un
risque de transition erratique a la
forme stable

Ensemencement de la forme
métastable ne sera peut étre pas
suffisant car le risque d’apparition

. s s Trés .
Métastable Stable Tres défavorable , de la forme stable est important. Il
défavorable ) N Cas
n’est pas slr que le procédé puisse
délivrer la bonne forme

régulierement.
Tableau 1-3 : Résumé de quatre situations possibles et des stratégies a adopter pour le
contréle des variétés polymorphiques. Tableau repris et adapté de [Veesler 2003].

IV-3-2) Facteurs conditionnant le contréle du polymorphisme

Kitamura [Kitamura® 2002] propose un classement des facteurs influencant la nucléation en
distinguant les facteurs principaux :

- la sursaturation,
- la température,
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- ['ensemencement,

- la vitesse d'agitation,
- le taux de mélange,

- la solubilité,

des facteurs secondaires :

- les solvants®®,
- les additifs,

- le pH,

- les interfaces,

Et aussi les impondérables physiques comme la stabilité relative des polymorphes et les
transformations polymorphiques qui en découlent.

Bilan

Nous avons montré dans ce chapitre qu’il existe plusieurs facons d’obtenir des cristaux avec
des méthodes tres différentes (champ magnétique, champ électrique, réduction de la
température, évaporation, mise sous vide).

La nucléation dépend de nombreux parametres qu’il est important de connaitre comme la
structure des polymorphes, leurs stabilités relatives, la solubilité. La modification de ces
parameétres permet potentiellement de faire nucléer un polymorphe par rapport a un autre
et ainsi aboutir au contréle du polymorphisme.

Le chemin qui aboutit au cristal est encore sujet a débat. La théorie classique de la
nucléation a été la premiére explication théorique proposée pour saisir les phénomeénes de
nucléation. Toutefois, face a certaines faiblesses expérimentales, une théorie en deux étapes
a été proposée selon laquelle les molécules s’agregent dans un liquide trés concentré qui
nécessite un faible apport en énergie afin de stimuler la nucléation.

18 N " / . 12 . .
Ce classement peut étre critiqué en arguant du fait que le solvant est un élément trés important ce qui est le
cas comme nous le montrerons.
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Chapitre 2 : Etat de I'art sur la nucléation induite par

laser

Introduction

L'invention du LASER™ (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, en francais :
amplification de la lumiére par émission stimulée de rayonnement ) a permis de développer
de trés nombreuses technologies. La puissance véhiculée dans le faisceau, sa cohérence en
phase, sa monochromaticité, sa faible divergence et des impulsions de plus en plus courte de
I'ordre de l|'attoseconde ([Brabec 2000], [Krausz 2009]) en font un outil tres utilisé.
Toutefois, ce n'est qu'assez récemment que le laser a été employé comme outil potentiel de
manipulation d'objet ([Kitamura® 2003], [Yamaguchi 2008]), de fabrication de
nanoparticules [Asahi 2008] et de contréle spatiotemporel de la nucléation [Miura 2013]
ouvrant des potentialités de recherche et d'application trés importantes.

Une telle découverte pourrait étre utilisée dans l'industrie pharmaceutique pour le controle
du polymorphisme et le controle du facies en plus du panel de méthodes de cristallisation a
disposition et présentées dans le chapitre I. L'usage du laser comme moyen d'induire la
nucléation remonte a 1996.

Ce chapitre fait un état exhaustif de I'art de la nucléation induite apres |'avoir précisément
définie. La nucléation induite par laser est un sujet en pleine expansion depuis 1996 ([Garetz
1996], [Hotta 1996]). Trois différentes familles de composés ont été étudiées : des
molécules organiques, des composés inorganiques et des protéines, par un nombre restreint
d'équipes : six équipes dans cing pays : Etats-Unis, Japon, Ecosse, France et Pays Bas avec
des niveaux d'activité divers. Les japonais ont produit jusqu'a maintenant® 68 % du volume
de publications montrant ainsi qu'ils ont développé une vraie capacité dans ce domaine. Les
écossais ont contribué a augmenter la compréhension de la méthode NPLIN initiée par
I'équipe de Garetz.

Un court rappel bibliographique pour chacun des composés ou des molécules étudiés est
effectué montrant 'apport des résultats obtenus a la compréhension du phénomeéne. Un
état de I'art des différents types de montage montre la aussi une certaine pluralité. Enfin, un
court résumé sur |'état des discussions sur le mécanisme est proposé.

Y le sigle LASER est devenu un nom commun et sera dans la suite de ce document remplacé par le nom laser.
20 4er. .
17 juillet 2014
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I/ La nucléation induite par laser

I-1) La nucléation induite par laser : vue d'ensemble

La nucléation induite par laser se caractérise par |'obtention de cristaux apres intéraction du
laser avec la solution sursaturée. Cette définition vaste englobe deux familles :

- la nucléation photochimique; cette nucléation va se produire apres une modification
de la structure chimique de la molécule initiale,

- la nucléation photophysique; cette nucléation va se produire apres stimulation d’un
composé en solution. Elle fait intervenir un mécanisme qui n’altére pas la molécule
initiale.

I-1-1) La nucléation photochimique

La nucléation se produit suite a une réaction photochimique induite par la lumiére. La
premiere publication évoquant ce phénoméne date de 1896 [Tyndall 1896]. La photochimie
comme source d’obtention de molécules nouvelles insolubles qui précipitent en cristaux a
été démontrée par plusieurs articles sur différentes cibles.

Un laser nanoseconde (355 nm, 30 ns, fréquence de répétition de 10 Hz) sur le
benzophenone dans une solution mixte d’éthanol et d’eau a permis d’obtenir des cristaux de
benzopinacol aprés la production de radicaux de benzophénone ketyl dans la solution
[Okutsu 2004]. Il est donc possible de cristalliser via I'aide d'un intermédiaire une molécule
donnée. Les cristaux obtenus sont identiques a ceux obtenus par d'autres méthodes.
Néanmoins, I'obtention de ces cristaux passe par une modification chimique de la molécule
initiale.

La méme équipe a démontré que le Lysozyme pouvait étre cristallisé via un processus
photochimique en utilisant une lampe (lumiére visible) a gaz Xe a 300 W ([Okutsu 2005],
[Veesler 2006]). L'irradiation d’'une durée comprise entre 10 et 60 secondes effectuée sur
des solutions a pH 4,5 (ajout de NaCl) avec une sursaturation de = 9 produit un
intermédiaire par un processus a un photon : des radicaux du tryptpophane augmentent la
probabilité de nucléation par une augmentation de l'interaction entre molécules. La durée
de l'irradiation augmente le nombre de cristaux de lysozyme obtenus qui sont de petite
taille. Toutefois, au-dela de 60 secondes, le lysozyme est irrémédiablement endommagé. Le
méme mécanisme a été mis en avant pour la thaumatin dont le radical intermédiaire est le
tryptophane qui évolue en un radical tryptophanyle [Okutsu 2007] et le ribonucléase A, qui
produit comme intermédiaiure le radical libre Tyr [Furuta 2008].

I-1-2) La nucléation photophysique

La nucléation photophysique a été observée pour la premiére fois en 1975 sur des particules
de cesium mises en phase gazeuse en présence d’hydrogéne [Tam 1975]. La nucléation
photophysique est la stimulation directe ou indirecte de la nucléation sans altérer la
molécule par réaction photochimique. Elle s’oppose donc sur ce dernier point a la nucléation
photochimique, ce qui en fait une nucléation non photochimique. Dés lors, nous pouvons
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utiliser le terme de NPLIN pour Non Photochemical LASER Induced Nucleation® . La notion de
stimulation indirecte se traduit par la création d’un intermédiaire comme par exemple une
onde de choc dans une solution aboutissant a la cristallisation. Le laser a donc un effet direct
sur la nucléation de la molécule ([Garetz 1996], [Yuyama 2012b], [Sugiyama 2012], [Soare
2011)).

I-1-3) La nucléation induite par un ensemencement d’origine photophysique

Une autre forme de nucléation s’obtient par I'ablation de cristaux en solution basé sur
I’emploi de laser dans l'ultraviolet (A < 200 nm). Cela entraine une dégradation directe des
liaisons C-C et C-N des protéines comme le Hen Egg White Lysozyme (HEWL) [Yoshikawa
2014]. Cela revient a créer un macro germe dans la solution. Cette méthode est utilisée pour
détruire des zones de cristaux endommagés. Les cristaux produits par cette méthode
présentent la aussi des données cristallographiques identiques aux cristaux obtenus par
d’autres méthodes. Cette méthode a été utilisée sur différentes molécules : glucose
isomerase, lysozyme humain, Acriflavine resistance proteine B ([Murakami 2004], [Kitano
2005]). Les lasers femtoseconde, grace au processus d'ablation, découpent une petite partie
d’un cristal entrainant la croissance depuis la zone atteinte [Yoshikawa 2006b] ou encore
permettant I'ensemencent de la solution par des microcristaux ([Sugiyama 2011],
[Yoshikawa 2014]). Il s’agit de nucléation secondaire.

I-2) La méthode NPLIN utilisant un laser nanoseconde

La méthode NPLIN (Non Photochemical LASER Induces Nucleation) a été découverte en 1996
par I'équipe de Bruce Garetz du Polytechnic University a New York sur l'urée. Cette
découverte a été relatée dans un article publié dans la Physical Review Letters [Garetz 1996].
La figure 2-1 représente schématiquement le principe.

e
‘

Figure 2-1 : Représentation schématique de la méthode NPLIN

Le faisceau d’un laser d'une longueur d'onde de 532 nm ou 1064 nm avec une polarisation
linéaire (LP*?) ou circulaire (CP*) ou elliptique est envoyé sans focalisation sur une solution
sursaturée®® d’un composé. L’interaction entre le laser et la solution va aboutir a la
nucléation puis a la cristallisation du composé.

! Le sigle NPLIN a été employé par Bruce Garetz dans son article de 1996 [Garetz 1996] pour caractériser ses
résultats de nucléation induite par laser avec un laser nanoseconde non focalisé. Nous avons choisi d'étendre
I'emploi de ce sigle.

*? Dans le reste du manuscrit, le sigle LP (ou L) signifie polarisation linéaire.

> Dans le reste du manuscrit, le sigle CP (ou C) signifie polarisation circulaire.

* Lors des expériences faites par Garetz, il n’est fait aucune référence a la limite de zone métastable.
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La fenétre de basculement est I'élément le plus important de la méthode NPLIN. Elle
permettrait de rendre viable 'usage de cette méthode pour la cristallisation sélective d'un
polymorphe ou d'un autre suivant la polarisation du laser. On pourrait parler de polymorphe
« on demand ». Toutefois, de nombreux autres parametres entrent en compte et peuvent
rendre aléatoire ou renforcer son utilisation (pH, température, solvant ...).

I-3) Light Induced Nucleation et Non Photochemical laser Induced Nucleation

Le paragraphe I-1 a montré qu’il existe deux grandes familles de nucléation induite par laser
discriminé suivant le fait que la molécule initiale ait été altérée ou non lors du processus de
nucléation. Dans ce travail, on s’est interessé plus particulierement a la nucléation non
photochimique induite par laser et en excluant la nucléation induite par I'ablation de
cristaux déja présents en solution. Il s’agit donc de nucléation photophysique ne faisant
intervenir aucun processus photochimique.

Plusieurs acronymes ont été donnés pour désigner spécifiquement les résultats obtenus. Le
premier, NPLIN, a été donné par Garetz dés 1996 pour nommer la facon dont ils ont obtienu
les cristaux d’urée puis un second apparait en 2003, LIGHT (LASER Irradiated Growth
Technique), suite a la cristallisation du HEWL par un laser femtoseconde. Dans les différentes
publications et citations, NPLIN est associé aux travaux de Garetz.

Dans les faits, toutes les études menées sur la nucléation induite par laser relevent du
principe NPLIN quand il y a absence de photochimie et d’ensemencement induit par le laser.
Dés lors, nous considérerons qu’une nucléation induite est non photochimique si elle
correspond au critere défini dans le paragraphe I-1-2. Ainsi, on lui appliquera I"acronyme
NPLIN en élargissant le périmetre du terme introduit par Bruce Garetz [Garetz 1996].

11/ Etat de I'art sur la nucléation des molécules induite par laser

Cette partie présente un rapide état de l'art des résultats obtenus et des configurations
expérimentales. La partie 11-2 évoque les modéles proposés pour modéliser la nucléation
induite par laser.

1I-1) Molécules étudiées et conditions expérimentales

Plusieurs molécules de différentes familles (organiques, protéines et inorganiques) ont été
étudiées par différents moyens dans différentes conditions. Les tableaux 2-1a, 2-1b, 2-1c, 2-
1d résument les diverses configurations expérimentales (solvant et laser) pour chaque
molécule étudiée et les résultats importants apportés par I'étude sont précisés. Un descriptif
poussé des résultats molécule par molécule est présenté dans I'annexe Al.
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Tableau 2-1a : Résumé des diverses configurations expérimentales pour les molécules
étudiées par un laser continu focalisé.

Continu | A (nm)
Molécule Solvant Observations Références
Focalisé | 1064
A i t
ot | st
d4'un polvmorphe en [Rungsimanon 2010a, 2010b],
Glycine D,0 o J p Y , p . [Masuhara 2011],
fonction de I'énergie .
et suivant la [Miura 2013],
- [Yuyama 2010a, 2010b, 2012b]
polarisation.
Rotation des cristaux
dans un sens ou un
L - (+) - Alanine H,0 . . autre en fonction de [Yuyama 2013a]
la polarisation du
faisceau laser
. D,0
L - (+) - Phenyalanine H.0 o . [Yuyama 2013a, 2013b]
2
Hen Egg White [Tu 2014],
DZO ° ° .
Lysozyme [Tsuboi 2007]

Tableau 2-1b : Résumé des diverses configurations expérimentales pour les molécules

étudiées par un laser picoseconde.

Molécule Solvant Picoseconde A (nen) Observations Références
1064 || 532
Hen Egg White Lysozyme Hngezt 4'?:)CI . . . [Lee 2008a]

F Lysozyme J o Au;zra(:iif:tti:rf la [Yennemar 2010]
Glucose dehydrogenase PEG . o Idem [Yennemar 2010]
Sorbitol dehydrogenase PEG . o Idem [Yennemar 2010]
Fructose dehydrogenase PEG . . Idem [Yennemar 2010]

Myoglobine H,0 . . Idem [Yennemar 2010]

Ribonuclease B H,0 . . Idem [Yennemar 2010]
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Tableau 2-1c : Résumeé des diverses configurations expérimentales pour les molécules
étudiées par un laser nanoseconde.

Nanoseconde A (nm)
Molécule Solvant Observations Références
Focalisé |1064 | 532
Production d'un [Zaccaro 2001],
Glycine H,0 o e | polymorphe particulier [Garetz 2002],
suivant la polarisation. [Sun 2006]
P [Garetz 1996, 2002],
H
Urée 20 * * [Matic 2005b],
L - (+) - Histidine H,0 o o [Sun 2008]
Possible formation
d'un polymorphe P21
(seule structure
L - (+) - Alanine H,0 o . connue P212121). [Matic 2005a]
Aucune confirmation
ultérieure par
publication.
DAST
4 - (Dimethylamino) - C
N - methyl - 4 - Non précisé o . [Tsunesada 2002]
stilbazolium Tosylate
Acide acétique Aucun o . [Ward 2012a]
H,0 et gel . . Effet de la tem’eur. en [Duffus 2009]
agarose gel sur la nucléation
[Alexander 2009],
H
kel 20 * * [Ward 2009, 2012b]
Nucléation induite
H,0 o o dans un confinement [Fang 2014]
électrodynamique
KBr H,0 . . [Ward 2012b]
e 3 cingti
KNO3 H,0 . . | Btudedelacinétique [Jacob 2012]
de nucléation
KMnO4 H,0 o o [Soare 2011]
NaClOo3 Aucun . . [Ward 2011]
(NH4)2s04 H,0 . o [Soare 2011]
Hen Egg White H,0 et NaCl
Lysozyme (pH=4,5) * * * [Lee 2008a]
Bovi -
ovine Pancreatine |\, 5 caci2 | » e [Lee 2008a]
Tynine
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Tableau 2-1d : Résumé des diverses configurations expérimentales pour les molécules
étudiées par un laser femtoseconde.

Femtoseconde A (nm)
Molécule Solvant Observations Références
Focalisé 800|780 |f 260
Influence de I'énergie sur .
D,0 o o L [Miura 2013]
Glycine le taux de nucléation.
H,0 . . [Liu® 2013]
L'énergie influence le
t 'induction de |
) empsd I? l:IC ion de la [Yoshikawa
Urée H,0 . . nucléation. La
L 2006a],
concentration influence
le taux de nucléation.
DAST Methanol o o [Hosokawa 2005]
Anthracéne | Cyclohexane . . [Nakamura 2007b]
. H,0, gel
Paracétamol 20, 88 o . . [Nakayama 2013]
agarose
Effet de la distance zone
de focalisation - gel sur le
H,0, NaCl ..
2%, 1a taux de nucléation. [Nakayama 2013],
(pH=4,5) et . . | - , _
Effet de la concentration [Murai 2010]
gel agarose
en gel sur le taux de
nucléation
H\:;l'ﬁ'iig H,0, NaCl
Lysozvme (pH=4,5) et o o [Nakamura 2007a]
ysozy PEG 6000
Effet du taux de
H,0 et NaCl . . rez:tc'tr'ii’:ai L;r;‘:or;i?::’re [Adachi 2003],
(PH=4,5) Pas d'effet de la longueur [Murai 2011]
d'onde
H NaCl
F Lysozyme stezt4lsa)C . . [Yoshikawa 2009]
H,0, HCI
(pH=4,5), . . [1efuji 2011]
Glucose CaCl2 et PEG
isomerase
H,0 et PEG . . . Pas d effet'de la longueur [Murai 2011]
d'onde
D
Thaumatine H20, ADA et o . [Yoshikawa 2009]
gel agarose
Acriflavine H,0, PEG
resistance 6000 et gel o o . [Nakayama 2013]
proteine B agarose
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11-2) Bilan sur les molécules et les méthodes

1I-2-1) Les méthodes d’induction de la nucléation

Le tableau 2-1 a montré qu’il y a un grand nombre de parametres qui influencent la
nucléation. lls sont résumés dans le tableau 2-2. Il est cependant possible d’isoler quelques
parameétres communs a toutes les molécules notamment sur I'usage des lasers. La figure en
annexe A2 montre que certaines molécules ont été étudiées seulement avec un seul laser et
d’autres comme la glycine et le HEWL I'ont été avec plusieurs lasers.

Paramétre Influence Références

Polarisation Production d'un polymorphe particulier [Sun® 2006]

Focalisation Le site de nucléation [Sugiyama 2012]
[Liu® 2013],

Nombre de cristaux [Adachi 2003]

Taux de
répétition Taux de nucléation [Adachi 2003]
Propriété chimique de la solution [Adachi 2003]
] Nombre de cristaux [Miura 2013]
Domaine
impulsionel y . [Yuyama 2012b],
Temps d'induction [Duffus 2009]
[Alexander 2009],

Taux de nucléation [Murai 2010]

Ajout d'un gel

Site de nucléation [Duffus 2009]
. [Liu® 2013],
T I
aux de nucléation [Miura 2013]
[Yuyama 2012b],

Energie Accroissement du taux de formation d'un polymorphe [Masuhara 2011]

[Miura 2013],
[Yoshikawa 2006a]

Tableau 2-2 : Paramétres ayant une influence sur le résultat de la nucléation obtenu suite a
une exposition au laser.

Temps d'induction

Les différents auteurs ont proposé divers mécanismes afin d'expliquer leurs résultats. Ces
mécanismes semblent étre communs aux types de laser employés. D'apres les différentes
publications et leurs auteurs, on peut distinguer quatre mécanismes répondant a la
définition de NPLIN permettant d'obtenir des cristaux par induction laser :

- par effet Kerr [Matic 2005a],

- par la génération d’'une onde de choc au sein de la solution par la focalisation
d’un laser nanoseconde [Jacob 2012],
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- par la formation d'une bulle de cavitation au sein de la solution. Cette
méthode augmente la probabilité de nucléation mais pas la vitesse de nucléation, les
cristaux se formant aléatoirement autour de la bulle de cavitation [Miura 2013],

- par la formation d'un cristal a l'interface air / solution grace a la focalisation
d'un laser continu dans l'infrarouge [Yuyama 2012b]. Un seul cristal est formé au point focal
et il a été observé une redissolution dans certains cas une fois le laser éteint [Miura 2013].
Cette méthode offre la possibilité de controler spatialement la nucléation en stimulant la
nucléation au point focal.

Les chercheurs japonais travaillent avec les lasers femtoseconde ou continus et |'équipe
autour de Garetz comme celle autour d'Alexander travaillent avec des lasers nanoseconde.
La focalisation est employée dans 100 % des cas avec des lasers continu et femtoseconde, 26
% avec des lasers nanoseconde. Les molécules organiques représentent 58 % des cibles
expérimentales, les protéines 25 % et les inorganiques 17 %. Le tableau 2-3 résume le
volume de publications par type de laser et la part des études impliquant une focalisation®
(voir Annexe A3). L’énergie des impulsions nanoseconde est de 0,4 a 2 GW / cm? [Sun® 2006]
et de 60 TW / cm? pour les impulsions femtoseconde [Uwada 2012].

I Part des études impliquant une
Type du laser Volume de publication (%) focalisation (%)
laser continu 35,5 100
laser nanoseconde 40 26
laser picoseconde 4,2 0
Laser femtoseconde 20,3 100

Tableau 2-3 : résumé du volume de publication par type de laser et la part des études
impliquant une focalisation.

L'étude du CO, a montré que dans le cas de la nucléation induite par laser nanoseconde des
bulles pouvaient se former [Knott 2011a]. L’eau deutérée D,0 est trés régulierement utilisée
et cela dés 1996 par les équipes japonaises [Hotta 1996] car |'élévation de température due
a un laser continu focalisé est de 22-24 K/W dans H,0 et de 2 K/W dans D,0 [Tu 2014].

Le taux de répétition lors de l'usage des lasers femtoseconde a un effet sur le nombre de
cristaux obtenus : plus il est élevé, plus le nombre de cristaux augmente comme cela a été
montré dans le cas de I'urée [Adachi 2003]. De plus, le comportement de la glycine face a
I'augmentation du taux de répétition montre deux choses : il existe un seuil en dessous
duquel, aucune nucléation n'a été observée et, la morphologie des cristaux dépend du taux
de nucléation avec la disparition de monocristaux au dela de 250 Hz [Liu® 2013]. Ce
parameétre n'a pas été étudié avec des lasers nanoseconde.

11-2-2) Bilan sur la méthode NPLIN utilisant un laser nanoseconde

La méthode NPLIN a été utilisée sur différentes molécules de différentes familles : composés
organiques, inorganiques et protéines comme le résume le tableau 2-4. Parmi tous ces
composés, seuls deux ont présenté un comportement intéressant vis-a-vis de la polarisation.

% Données calculées sur I'ensemble des publications de la thématique NPLIN telle que nous I'avons défini. Les
publications sont antérieures au 1% juillet 2014.
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En effet, selon les travaux de Garetz [Sun® 2006], il existe un intervalle de sursaturation de
145 % a 155 % a 17 °C pour une exposition a 532 nm dans lequel I'application de la
polarisation circulaire permet d’obtenir le polymorphe a de la glycine et la polarisation
linéaire permet d’obtenir le polymorphe y de la glycine. La L — (+) — Histidine montre un
comportement similaire mais moins marqué car les deux polymorphes sont obtenus avec
une polarisation linéaire contre un seul avec une polarisation circulaire.

L'emploi de deux longueurs d'impulsion a montré que le parameétre pertinent pour quantifier
I'efficacité de NPLIN est la densité de puissance (W/cm?2). La longueur de I'impulsion n’a pas
d’incidence sur la fraction d’échantillons qui ont nucléé [Ward 2009]. La cristallisation du
NaClOs; souléve quelques interrogations sur le mode de formation du cristal. En effet, un
effet mémoire semble guider la formation des énantiomeéres d et | de cette molécule [Ward
2011).

Dans les articles, la densité de puissance D est donnée en W/cm?. L'équation [2 — 1] donne
la modalité de calcul de la densité de puissance ol E est une donnée mesurée par un
dispositif adéquat en J, S est la surface du faisceau déterminé expérimentalement et t est la
durée de I'impulsion (donnée constructeur).

D=bo L [2—1]
S Skt
Molecule Cristallisations Fenétre de changement de Observations Références
obtenues polymorphe
OUI : formation du polymorphe a
532 nm et 1064 nm, | 2Ve¢ CP, du polymorphe y avec LP [Garetz 2002]
Glycine Let C ’1a 17°C (532 nm) et 17°C - 24°C Aucune [Sun” 2006] !
(1064 nm) pour une sursaturation
entre 1,45 et 1,55.
OUI : formation du polymorphe A
L-(+)- 532 nm, avec CP, du polymorphe A + B avec A
Histidine LetC LP a 25°C pour une sursaturation Aucune [Sun™ 2008]
entrel,4etl,6
Urée 532 nm et 1064 nm, Aucune Aucune [Garetz 1996],
LetC [Matic 2005a, 2005b]
Acide Acétique 1064 nm, L Aucune Aucune [Ward 2012a]
BPT 532 nm et 1064, L Aucune Aucune [Lee 2008b]
HEWL 532 nm et 1064, L Aucune Aucune [Lee 2008b]
[Alexander 2009],
10L6:tncm, Aucune Aucune [Dufus 2009],
KCI [Ward 2009, 2012b]
E
532 nm, L Aucune fTEt du [Fang 2014]
confinement
KBr 1064 nm, LetC Aucune Aucune [Ward 2012b]
Effet
1
NacClO(3) OLG:tncm, Aucune mémoire [Ward 2011]
stimulé

Tableau 2-4 : Résumé des cibles de la méthode NPLIN utilisant un laser nanoseconde pulsé.
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11-3) Etat de I’art des montages

Un état de I'art des montages employés pour I'étude de la nucléation induite par laser a été
établi suivant plusieurs criteres : les caractéristiques du laser (longueur d'impulsion, taux de
répétition, longueur d'onde, énergie, durée d'impulsion), la finalité du faisceau (temps
d'exposition, focalisation ou non), ainsi que le porte-échantillon (controle de la température,
interface laser / solution, type de porte cellule) et le type de suivi de la nucléation et de
caractérisation.

Cette étude rassemble les montages utilisés dans les 44 publications NPLIN dans 15
montages type numérotés MO a M14 (Tableau 2-5) dont la variable de classement principal
est l'intéraction laser / solution mais aussi d'autres éléments comme la méthode de
caractérisation in situ de la nucléation et les caractéristiques du laser.

Les interactions dépendent de plusieurs paramétres (volume du porte échantillon, présence
d'additif comme le gel, technique de caractérisation, technique de suivi in situ). Deux
groupes se distinguent : les volumes allant de 2 uL a 500 pL et ceux allant de 1 mL a 10 mL.
Ces derniers nécessitent des porte-cellule plus gros tels que les tubes pyrex ou HPLC. Il y a
dix configurations d'interface réparties sur deux familles (figure 2-2) :

/ / Volume: 1ml-10ml
Volume: 2ul-500ul
6 = 7 =
ST S

Figure 2-2 : Représentation schématique des différentes interactions faisceau laser - solution.

- configuration N°1 : Une goutte est déposée dans un gel sans contact avec l'interface, le
faisceau est focalisé sur la goutte.

- configurations N°2 et 3 : Une goutte est déposée sur une interface. Le faisceau est focalisé
sur la goutte (n°2) ou la goutte peut étre simplement traversée par ce faisceau (n°3).

- configuration N°4 : Focalisation a travers I'une des faces d'un tube en quartz.

- configuration N°5 : Focalisation a travers la base d'un tube HPLC.

- configuration N°6 : Le faisceau est focalisé a travers une cellule de section carrée.
- configuration N°7 : Le faisceau passe a travers une cellule de section carrée.

- configuration N°8 : Le faisceau passe au travers de la face cylindrique d'un tube pyrex. Cela
implique une focalisation.
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- configuration N°9 : Le faisceau passe au travers de la face cylindrique d'un tube pyrex aprés
une focalisation.

- configuration N°10 : Le faisceau passe a travers le haut d'un tube HPLC rencontrant le
ménisque de l'interface air / solution.

Au-dela du type de laser utilisé et de la focalisation du faisceau ou non sur I’échantillon, il est
intéressant de remarquer que, majoritairement, les équipes ont opté pour une zone
d'observation et d'exposition commune, c'est-a-dire que I'observation s’effectue au méme
endroit que celui de I’échantillon sans déplacement de ce dernier. Parfois |'observation et
I’exposition sont simultanées : un ensemble de miroirs et de filtres permet de protéger
['unité d'observation.

Le suivi optique est tres important dans I'étude de la nucléation et va donner trois
informations : le temps d'induction de la nucléation, la durée de la croissance et la
localisation du site de nucléation. La plupart des groupes ont choisi des caméras ultra
rapides pour suivre la nucléation. Seul un groupe a choisi d'étudier ce qui se passe in situ a
une échelle bien plus petite que celle accessible par I'optique en mesurant |'évolution de la
turbidité [Jacob 2012].

La majorité des groupes ont opté pour des expériences a faible statistique, alors que la
nucléation est un phénomene stochastique [lzmailov 1999]. Deux groupes ont employé le
microbatch comme porte échantillon. Garetz pour I'étude des protéines HEWL et BPT [Lee
2008a] alors qu'il a par ailleurs utilisé les tubes pyrex et I'équipe Adachi lors de I'étude du
HEWL [Adachi 2003].

L'équipe étudiant NPLIN autour de Garetz a développé un montage original permettant la
stimulation de la nucléation sans confinement de la solution par un tube [Fang 2014]. Le
confinement est effectué par un dispositif électrodynamique [Ehre 2011]. Cette méthode
appliquée au KCl permet d’induire la nucléation directement au sein d’une bulle de solution
en lévitation électrodynamique (voir annexe Al, A1-10-2).
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Observation

Méthode de

Montage laser A(nm) | Interface 2] Observation In situ °! , ... [4] Composé(s) étudié(s) References
Ex situ caractérisation
SHG [Garetz 1996, 2002],
SHG [SunA 2006] [Zaccaro 2001],
MO P - ns - nfoc 532, 3 [SunA 2006] PXRD Glycine, Urée, L [Matic 2005a, 2005b],
1064 CCD Caméra [Zaccaro 2001], histidine, Acide acétique [SunA 2006, 2008],
[Ward 2012a] [Garetz 2002], [Knott 2011],
[Sun” 2006, 2008], [Ward 2012a]
Lysozyme, Ribonuclease
CCD Caméra SCXRD B, Sorbitol [Adachi 2003],
dehydrogenase, Glucose [Nakamura 2007a],
780, [Nakamura 2007a], [Yennawar 2010] .
M1 P - fs - foc 2-m . dehydrogenase, Fructose [Murai 2010],
800 [Murai 2010], Fluorescence
[Nakayama 2013] [Murai 2010] dehydrogenase, [Yennawar 2010],
4 Myoglobine, [Nakayama 2013]
Paracetamole
4-(dimethylamino)-N-
. . [Tsunesada 2002],
M2 P-fs-f -C- XRD hyl-4-stil |
s - foc 800 9-c-m SC methyl-4-stilbazolium [Hosokawa 2005]
tosylate
M3 P - fs - foc 800 4 CCD Caméra Anthracene [Nakamura 2007b]
P - ns — nfoc 532, , Lysozyme,
M4 P -ps - nfoc 1064 3-m CCD Camera Bovine Pancreas Trypsin [Lee 2008b]
M5 P - fs - foc 780 2 CCD caméra Lysozyme, Thaumatine [Yoshikawa 2009]
M6 P - ns - nfoc 10621 7 [Ward 201231’ KCl, KBr [Duffus 2009],
[Ward 2012b] [Ward 2009, 2011, 2012b],
[Rungsimanon 2010a, 2010b],
. . [Yuyama 2010b, 2012b],
L
M7 CW - foc 1064 5 CCD caméra [Yu ar::F;Ole] L Gfiicr:nleallanaif:lz?ée [Yuyama 2012c],
\Z pheny ’ [Miura 2013],
[Yuyama 2013a, 2013b]
i 201
M8 CW - foc 1064 2-c CCD Caméra M[(.)rrupggﬁglle Glycine, Lysozyme [Yuy{;umgm(z]Oa],
M9 P - fs - foc 780 1 CCD Caméra Photographie Morphologie Glucose Isomerase [lefuji 2011]
M10 P - ns - foc 532 2 CCD Caméra KMnOy,, (NH,4),S0, [Soare 2011]
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[Murai 2011],

CCD Caméra
Photographie Fluorescence . [Yuyama 20123],
M11 CW -f 1064 2 R Gl L
oc 06 [Tsu;::%oﬂ [Tsuboi 2007] [Uwada 2012] ycine, tysoyme [Uwada 2012],
[Tsuboi 2007]
M12 P - ns - foc 532 7 Analyse de turbidité Image AFM KNO; [Jacob 2012]
CCD Caméra . . B
) Photographie PXRD, SCXRD ) [Liu” 2013]
M13 P - fs - foc 800 5 Photographie . . Glycine .
LiuB 201 LiuB 201 M 201
[Miura 2013] [LiuB 2013] [LiuB 2013] [Miura 2013]
M14 P- ns - foc 532 1 Raman, laser IR KCl [Fang 2014]
Glycine, Carbamazepine,
, . Facies, PXRD, L histidine, [Clair 2014]
ECP P - ns - nf 2 10-c- D Ph h
¢ ns - nfoc >3 0-c-m CCD Caméra otographie SCXRD, Raman D et L acide glutamique, [Ikni 2014]

Sulfathiazole

SCXRD = Single Crystal X-ray Diffraction, FTIR = Fast Transform Infrared Spectroscopy.

Tableau 2-5 : Tableau recensant I'ensemble des montages types employés dans les différentes publications des travaux NPLIN.
[1] : type de laser, P = pulsé, CW = continu, ns = nanoseconde, ps = picoseconde, fs = femtoseconde; foc = focalisation, nfoc = non focalisé. [2] :

voir figure 2-2, m = multipuits, ¢ = contréle de température; [3] : SHG = Second Harmonic Generation; [4] : PXRD = Powder X-ray Diffraction,
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11-4) Les différents mécanismes hypothétiques associés a la nucléation induite par NPLIN

La description des différents résultats et des conditions dans lesquelles ils ont été obtenus a
montré une pluralité d'effets observés parfois dans les mémes conditions d'emploi du laser.
Cette partie décrit I'état de I'art des mécanismes associés a NPLIN. Selon les auteurs, il y a
trois mécanismes majeurs avec des variations : I'effet Kerr, la cavitation, le piégeage optique
et sauts de concentration locale.

11-4-1) Théorie classique de la nucléation et effet Kerr induit par le laser

Dans le chapitre 1, nous avons introduit la barriere énergétique a franchir que doit passer le
germe afin de croitre [2 — 2]. La croissance du germe va continuer a condition que son
rayon soit supérieur a sa valeur critique donnée par [2 — 3].

4mir3 5
AGhom = — 30 KT.Inp + 4mnrvy [2 — 2]
i 2Qy
~ KTInp 2 =3]

Partant de |3, Alexander et al. ont modélisé I'effet du laser sur la réduction du terme critique
([Alexander 2009], [Ward 2012b]). La modification de I'énergie libre est d’ordre volumique
et tient compte de I'apport d’énergie du laser a un germe [2 — 4].

4mr3 R
AG = —— KT(AInS + aE?) + 4mr’y [2 — 4]

Avecy = 2 _KT (psll:]/;’*)z/3 In (ﬂ) A= %’ aE? = 3jpeakfL ( €5 — sL)

61/3 T wpL, c £g + 2€p,
Le rayon critique est modifié de la maniére suivante [2 — 5] :

2y

E)=—"V
re(E) = Ans +ap?

[2 = 5]

Cette équation montre que le rayon critique est diminué par le champ électrique, ce qui
favorise la nucléation par rapport a une situation sans champ.

11-4-2) Le mécanisme lié a la cavitation

Ce mécanisme a été proposé pour des lasers femtoseconde dont le faisceau est focalisé
([Sugiyama 2011], [Yoshikawa 2014]). En effet, la focalisation du faisceau entraine un
accroissement de I'énergie ouvrant a un processus d’absorption multiphotons (figure 2-3)
excitant les molécules du solvant et du soluté. Ce phénomeéne non linéaire nécessite I'apport
d'énergie suffisante pour faire franchir a un électron la barriére d'ionisation [Leyder 2013].
Cela entraine une accumulation de chaleur et de pression créant un phénomene de
cavitation par des bulles de vapeur formées par l|'effet de focalisation. Ces bulles
augmentent localement la sursaturation aboutissant a la cristallisation (figure 2-4).
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EAY

Figure 2-3 : Schéma explicitant le principe de I'absorption multiphotons [Leyder 2013].

t
Protein molecules Cavitation Crystal

Figure 2-4 : Schéma explicitant le principe de la cavitation. Figure reprise de [lefuji 2011].

11-4-3) Le mécanisme lié au piégeage optique

Le piégeage optique se fait grace a la création d'un potentiel dans la zone irradiée. Cette
méthode a été découverte en 1970 [Ashkin 1970] et appliquée par Masuhara sur les
micelles démontrant ainsi l'application du piégeage optique aux micelles en provoquant
leurs agrégations en solution ([Hotta 1996], [Hotta 1998]). Le piégeage optique provient de
la pression de radiation et de la force de gradient (figure 2-5). La force est d’autant plus
élevée que I'objet en solution en grand et polarisable ([Sugiyama 2011], [Usman 2013b]). Le
piégeage peut étre décrit par trois forces :

- Une force provenant des variations spatiales du champ électrique dite force de gradient
[2—6]:

Fgraa = (P.V)E + ap, d(E X H) [2 — 6]

- Une force due a la pression de radiation proportionnelle au vecteur de Pyonting [2 — 7] :

—_ n,o -
Fscatt:( mcp) (EXH>t [2_7]

- Une force temporelle [2 — 8] :

l:‘temp = Ho at(ﬁ X ﬁ) [2 - 8]

Just trapping — — Extended trapping —

( viszitlcal potential | | )
: C [« || %3, ®0) % %
V° e li/ . «@ﬁ’% Aedy 08

Polymer nanobeads ~1 pm a few um ~ several tens ym
| A | |
_or metal nanoparticles _Polymer chains

Nucleation and Growth

f &‘
N ® ; =y A
® ® [) o b B ®
o o\fe® L) & T ol) ® ‘
<€ 32 | ® P &
| ® N [
Molecular *® several tens pm ~ a few mm‘
Sipo Laser trapping Nucleation Growth -

Figure 2-5 : Schéma explicitant le principe du piégeage optique. Figure reprise de [Sugiyama
2012].
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Dans I'équation [2 — 6], la partie dépendante du temps est nulle dans le cadre des lasers
continus. Pour un laser continu, I'énergie potentielle de piégeage est donnée par I'équation
[2 — 9] dans le cas d'un faisceau continu polarisé linéairement, par I'équation [2 — 10] dans
le cas d'un faisceau pulsé polarisé linéairement. Le champ E est donné par [2 — 11] dans le
cas de laser continu et par [2 — 12] dans le cas des impulsions courtes.

Utrap = _nrznsan)% [2-9]

1
Utrap = _Ea{(l + szz)lExlz - a([l + szz]lExlz)z} [2 - 10]

2

. 2
1 i(mot—kz ZHp ) P
e

E.=E 1+4p2 1+4p2 [2 — 11
; o 2P Q>
E, = By———e * 7 i s Trale T 2 — 12]
i+2p
z X X 3x® 2
L=—-,p =—’(p2 = (—)2+ (l)%é: __X_l'K=_
kWO Wjo Wjo Wpo 4X( ) kWO

La modélisation compléte a été effectuée par ([Usman 2012], [Chiang 2013], [Usman
2013b]) montrant |I'évolution au cours du temps des trois forces principales.

11-4-4) Le mécanisme lié a I’hypothése de I'effet Kerr

Garetz [Garetz 1996] propose comme hypothése I'effet Kerr. Les travaux de I'équipe
d’Alexander (voir annexe Al, A1-10-1) [Alexander 2009c] sur le chlorure de potassium en
ont amélioré la compréhension.

L'hypotheése de Garetz se base sur I'effet Kerr: le champ électrique incident induit un
moment dipolaire au sein du pré-« cluster » puis va interagir avec lui pour aligner I'axe de
plus grande polarisabilité sur celui du champ. Le milieu devient biréfringent avec I'axe
optique paralléle a la direction du champ appliqué. L’énergie d’interaction entre le champ du
laser et le moment dipolaire est minimisée et cela réduit la contribution de I'entropie a
I’énergie libre d’activation de la nucléation. La barriere énergétique pour enclencher le
processus de nucléation est plus faible.

Dans les solutions, plusieurs « clusters » se font et se défont a chaque instant. Le champ
électrique agit en organisant les « clusters » désordonnés facilitant I'agrégation des autres
molécules pour obtenir la taille critique.

Alexander et al. ont affiné I’hypothése de fonctionnement de NPLIN dans leur derniére

publication sur le sujet [Alexander 2009c]. Comme expliqué dans la partie précédente, il y a
deux mécanismes microscopiques :
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- Pendant l'application du champ électrique, suffisamment de soluté est attiré pour
former un « cluster » aboutissant sur son augmentation en taille jusqu’a atteindre la
taille critique pour ne pas avoir de décroissance une fois le champ disparu.

- Le champ électrique induit un réarrangement structural dans un « cluster » en dessous
de la taille critique. Ceci induit une transition d’un liquide a une phase cristalline.

L'hypothése admise sur NPLIN : le champ induit le réarrangement structural d’un « cluster »
sous-critique.

11-4-4-1) L' effet Kerr

L'effet Kerr a été mis en évidence en 1875 par le physicien écossais John Kerr. C'est un
phénoméne électro-optique qui fait que certains milieux peuvent devenir biréfringents sous
I'action d’'un champ électrique. Une molécule placée dans un champ électrique s’oriente en
se placant parallélement au champ. Cette orientation est due a un moment dipolaire induit
par le champ lui-méme ou par un moment permanent.

Une substance soumise a un champ électrique E se comporte comme un cristal uniaxial et
aura deux indices de réfraction, un ordinaire npet un extraordinaire n,. Lors de la traversée
du milieu (de longueur 1) par une onde de longueur d’onde A, le déphasage A®, I'épaisseur
du milieu I et le champ électrique E sont liés par la relation [2 — 13]. K(A, T) est la constante
de Kerr du matériau.

AD

1
5= X(np —n,) = KA, TE? [2 — 13]
Si un champ de la forme E= E_0)+ ﬁcos (wt) est appliqué, plusieurs effets sont obtenus
dont l'effet de lentille Kerr qui est une autofocalisation du faisceau. L'autofocalisation
s'explique par la dépendance en fonction de l'intensité de l'indice de réfraction. L'indice de
réfraction du matériau peut étre modifié en fonction de l'intensité | de I'impulsion par
I’expression suivante [2 — 14] [Leyder 2013] :

n=ng+nql[2 — 14]

L'intensité du faisceau est beaucoup plus élevée au centre qu'au bord pour un faisceau
gaussien ainsi, le front d’onde va devenir progressivement plus courbé lors de sa
propagation et engendrer une distorsion radiale agissant comme une lentille convergente
(lentille Kerr). Il existe une puissance critique P, [Boyd 2008] appelée puissance critique qui
lorsqu'elle est atteinte, provoque un effondrement catastrophique du faisceau prévisible
(autofocalisation) et cela entraine des effets critiques comme I'endommagement
catastrophique du matériau [2 — 15] [Leyder 2013].

_ m(0,61)%\

2—15
8 ngn, [ ]

cr
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11-4-4-2) La quantification de I'effet Kerr et ses implications

Nous avons explicité I’hypothése de NPLIN a savoir un réarrangement structural d’'un agrégat
sous critique par le faisceau laser. Cette tendance a I'alighement entre en concurrence avec
I’'augmentation naturelle de I'entropie qui est due aux effets d’orientation aléatoires des
molécules sous I'effet de la température [Sun® 2006]. Il faut quantifier la probabilité d’avoir
un alignement suivant une direction particuliére qui est définie dans I'équation [2 — 16]
[Matic 2005a]. Cette probabilité est aussi appelée paramétre d’ordre.

H
Joo a;%e KT dQ

K; = (a;?) = (cos?0;) = —outlrespace | ~_ [2 — 16]

KT dQ

ftout lrespace €

L'indice i représente I'axe étudié dans le référentiel du laboratoire (x,y,z), d( la variation
élémentaire d’angle solide et H I'Hamiltonien d’interaction [2 — 17] entre le champ
électrique et la molécule ou le groupe de molécules représenté par son tenseur de
polarisabilité oy, [2 — 18] qui est exprimé dans le repere de la molécule (a,b,c) avec a, axe
de rotation. C et C sont (resp.) la matrice de passage du référentiel propre de la molécule au
référentiel du laboratoire et sa transposée.

1—) ~—>
H = — 2 ECayCE [2 - 17]

a, 0 O
ocm=<0 ay, 0)[2—18]

0 0 p

L’ensemble des calculs ont été faits par Jelena Matic dans I'appendice A de sa thése [Matic
2005a]. Les résultats sont résumés dans le systéme d’équations [2 — 19], e est I'excentricité
du faisceau et E l'intensité du champ électrique appliqué, Aa = a, — . Les équations
suivantes donnent les parametres d’ordre dans le référentiel du laboratoire pour un faisceau
polarisé elliptiqguement dont le grand axe de l'ellipse suivant I'axe x pour un champ
électrique se propage selon la direction z.

Lorsque o, > ap, le tenseur de polarisabilité est « rodlike » et |'ellipsoide des parametres
d’ordre est prolate, pour a, < ay, le tenseur est « disklike » et I'ellipsoide est oblate (voir

figure 2-6). A noter la présence du rapport Az(ii qui est le rapport entre I'énergie
d’interaction et I’énergie due a la thermalisation.
1 AaE? [2—e?
r KiP =<+ —
3  90KT \1+e?
<KEP_1_|_A0LE2 2e2—1 19
Y73 " 90KT \ 1+ e? [ |
2
KEP _ l_ AaE
\ Z 73 90KT

61



Les parametres d’ordres doivent satisfaire a la condition K, + Ky + Kz = 1. Les résultats se

résument dans le triangle de la figure 2-7.
no light LP(x) CP(xy)

NS X =

Figure 2-6 : Ellipsoide des paramétres d’ordre pour différentes valeurs de Aa et suivant
différentes polarisations. Le sens de propagation est suivant I’axe z, dans le premier cas, la
polarisation est suivant I'axe x et dans le second est contenue dans le plan (xy). Les

. " [ 1 AaE? [ .
ellipsoides ont été calculés dans le cas SR 5. Les schémas en gris sont les structures

cristallines théoriques obtenues suite a I'interaction soit de type « bdtonnet » (LP-gauche, CP-
gauche), soit de type « feuillet » (LP-droite, CP-droite). Figure reprise de [Sun® 2006].

(0.0,1)

LP A4, 0)

ot~ EP CP

(1.0,09 (0,1,0)

Figure 2-7 : Triangle des paramétres d’ordre montrant les valeurs que prend le trinombre
(K, Ky, K,) suivant la polarisation imposée et la forme du tenseur de polarisabilité. Le point

. . 111 N iy .
central (centre de gravité du triangle, (§'§' 5) ) correspond a une non exposition. Suivant la
polarisation et la forme du tenseur, diverses combinaisons d’alignement vont se faire. Pour
un tenseur « disklike » et une polarisation circulaire, (K, Ky, K,) = 1dou Ky = 1 soit un

alignement complet suivant 'axe y. Figure reprise de [Sun® 2006].

11-4-4-3) Les limites de la théorie de I'effet Kerr

La premiere observation est I'impossibilité pour une molécule de glycine et son dipdle
permanent de s’aligner sur le champ électrique : la fréquence du champ oscillant dans le
visible est de I'ordre de 10™ Hz [Sear 2012]. Néanmoins, le champ électrique induit un
dipdle pinq donné par I'équation [2 — 20] au sein de la molécule qui va interagir avec les
molécules voisines. L'énergie d’interaction entre deux dipdles u;,q est donnée par la relation
[2—21]:

Mina = 0pE [2 — 20]

ZEZ

na = —= [2—21
Uind 41_[801_(13 [ ]

Sous champ électrique, l'interaction entre deux molécules de glycine distante de 1 nm est de
10 J ce qui correspond a 10 kT ce qui est trés faible. Il faut donc un « cluster » de 100
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molécules d'urée pour obtenir une énergie d'échange de I'ordre de KT [Sear 2012]. Basant
son raisonnement sur la constante de diffusion de la glycine (~ 10° m2s), R. P. Sear conclut
a l'impossibilité pour un ensemble de 100 molécules de glycine de passer outre la barriere
de nucléation et de croitre avant la fin de I'impulsion. Toutefois, les comportements de
nucléation pourraient étre compris par l'existence au sein de la nucléation de molécules
hautement polarisables [Sear 2012].

Un début de vérification de I'hypothése de Garetz a été effectué par Knott et al [Knott
2011b]. Le but principal de cette expérience numérique était de vérifier qu’un laser puisse
induire une orientation dans une solution. L'étude montre que l'effet Kerr comme
producteur de I'alignement n’est pas suffisant. En effet, I’énergie nécessaire pour un tel effet
est de plusieurs ordres de grandeur supérieur a celle fournie par le laser.

De plus, le travail sur la molécule de CO, a montré la possibilité d'induire la formation de
bulles dans des solutions sursaturées [Knott 2011a] exposé a un laser nanoseconde non
focalisé et a trois longueurs d'onde : 1064 nm, 532 nm et 355 nm. En plus du travail sur le
CO,, une expérience a été faite par la méme équipe en associant de I'argon dissous dans une
solution de glycine. Les bulles d’argon ont induit la cristallisation de la glycine ouvrant la voie
éventuellement a I'existence de bulles comme intermédiaire de nucléation. La formation de
bulles de tres petites tailles pourraient étre une hypothéese pour comprendre la nucléation
mais pas forcément la sélection polymorphique rapportée par Garetz et ses collaborateurs
suivant la polarisation [Sun® 2006]. Les auteurs soulignent lI'importance de se pencher sur la
photochimie et le phénoméne de cavitation a I'avenir.
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Bilan

Ce chapitre a présenté un état de I'art exhaustif de la nucléation induite par laser mettant en
avant les différents résultats obtenus et les méthodes. Ces résultats ont été obtenus sur
différentes molécules allant du plus simple acide aminé aux grosses protéines.

Une définition élargie du sigle NPLIN a été proposée la faisant évoluer de la nucléation
induite par laser nanoseconde a l'ensemble des nucléations non photochimiques et non
secondaires, quel que soit le type de laser employé.

On peut distinguer quatre méthodes répondant a la définition de NPLIN permettant
d'obtenir des cristaux par induction laser :

- par l'effet Kerr ou du moins, le mécanisme sous-jacent a I'emploi des lasers
nanoseconde non focalisé.

- par la génération d’'une onde de choc au sein de la solution par la focalisation
d’un laser nanoseconde.

- par la formation d'une bulle de cavitation au sein de la solution. Cette
méthode n'accélére pas la vitesse de nucléation et les cristaux se forment aléatoirement
autour de la bulle de cavitation.

- par la formation d'un cristal a I'interface air / solution grace a la focalisation
d'un laser continu dans l'infrarouge. Un seul cristal est formé au point focal et il a été
observé une redissolution dans certains cas, une fois le laser éteint.

Les parametres influencant la cristallisation et les cristaux sont le domaine impulsionel du
laser (nanoseconde, femtoseconde ou continu), I'énergie, la focalisation, le taux de
répétition, la polarisation, le solvant ou I'ajout d'un gel. La combinaison de ces facteurs
permet de modifier le résultat de la cristallisation en agissant sur les éléments suivants :
production d'un polymorphe particulier, le contréle du site de nucléation, du nombre de
cristaux, du taux de nucléation, du temps d'induction.
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Chapitre 3 : Etat de I'art des molécules étudiées

Introduction

Ce chapitre présente une synthese des différentes molécules étudiées dans ce travail, les
différentes structures cristallines, les conditions de cristallisation, les données de solubilité
et les différents faciés.

La solubilité est importante : le non respect ou la méconnaissance de la courbe compromet
la préparation de la solution et l'interprétation du résultat expérimental. Dans les données
de solubilité, deux sources sont a considérer : la littérature et les mesures expérimentales.
Ce point justifie une importante étude bibliographique comme base de travail.

L'identification et la caractérisation des polymorphes se sont faits a partir des moyens du
laboratoire : diffraction des rayons X, spectroscopie Raman, microscopie électronique. Le
développement d’'un moyen optique au sein de notre montage permet l'identification par
facies.
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I/ Glycine

I-1) Intérét de la molécule

La glycine (NH, - CH, - COOH) est I'amino acide non chiral le plus simple et le plus étudié
(figure 3-1). En optique non linéaire, les amino acides jouent un réle crucial, la plupart
d'entre eux présentent des propriétés optiques non linéaires issues des groupes NH;
(donneur) et COOH (accepteur) et des transferts de charge possible. C'est le cas des
molécules d'acide aspartique, glutamique, arginine, lysine, L-alanine et y-glycine qui
montrent des propriétés optiques non linéaires pour les raisons décrites ci-dessus.

Figure 3-1 : Molécule de glycine. La figure montre les liaisons hydrogéene (GLYCINSS,
polymorphe «).

Dans le cadre de ce projet, la glycine est la premiere molécule a réagir a la polarisation
incidente du faisceau du laser [SunA 2006]. Cette molécule présente un intérét a étre
étudiée afin de mieux comprendre le phénoméne de la cristallisation sélective des
polymorphes par la polarisation. Un autre point associé a ce projet est I'application du
contréle du polymorphe a des médicaments dont fait partie la glycine.

En effet, la glycine est une molécule tres utilisée dans I'industrie pharmaceutique puisqu’elle
est présente dans 174 médicaments [Rabesiaka 2006]. Elle contribue a la synthése d’une
enzyme, le glutathion, qui possede des effets antivieillissement et anti-dépendance, ainsi
que des propriétés limitant le stress, la surexcitation et I'agressivité [Rabesiaka 2006]. Elle
agit aussi comme un coagulant pour le glutamate sur le récepteur NMDA?® (N-méthyl-D-
aspartate).

% Les récepteurs NMDA sont des récepteurs ionotropes activés dans des conditions physiologiques par le
glutamate et la glycinel qui sont essentiels a la mémoire et a la plasticité synaptique. Ce sont les seuls
récepteurs au glutamate a étre spécifiquement activés par I'agoniste pharmacologique N-méthyl-D-aspartate
(NMDA). llIs sont perméables aux cations monovalents (sodium, potassium) et au calcium. En raison de la
perméabilité au sodium et au potassium, le potentiel de réversion des NMDAR est autour de 0 mV. L'entrée de
calcium dans le neurone via les récepteurs de NMDA serait un mécanisme d'induction de la plasticité
synaptique. Les récepteurs NMDA sont bloqués par l'ion magnésium qui occupe I'entrée du pore, et qui peut
étre libéré en cas d'inversion de potentiel électrochimique. La glycine et le glutamate sont nécessaires a
I'activation des récepteurs NMDA.
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Une étude ([Markel 2010], [Markel 2011]) montre |'efficacité du polymorphe y de la glycine
dans le traitement de psychopathologies comme la schizophrénie (contre le symptome
négatif), mais aussi contre I'anxiété, I'insomnie ou l’addiction a I'opium. Markel et al.
[Markel 2011] montrent I'influence du polymorphe de la glycine en tant que médicament a
une crise de catalepsie. La y-glycine est plus efficace que le polymorphe a et, d’une maniére
générale, les rats traités avec la glycine ont une anxiété moindre [Markel 2011].

I-2) Polymorphes et stabilité

La molécule de glycine posséde un diplle et n’est pas optiguement active car elle ne
possede pas de carbone asymétrique. Le point de fusion de la glycine est de 233°C mais la
décomposition de la glycine commence dés 60 °C en jaunissant [El Bazi 2011].

La glycine posséde six polymorphes : «, S, vy, 8, €, {. Parmi ces polymorphes, trois sont
connus depuis longtemps car ils se forment a température et pression ambiantes: a, S, v.
Le polymorphe a cristallise dans une structure centrosymétrique, non émettrice
d'harmonique de seconde génération. Au contraire, le polymorphe y cristallise dans une
structure noncentrosymétrique et devient un candidat intéressant pour les applications
d'optique non linéaire (le polymorphe f a une structure centrosymétrique).

Les structures cristallines des polymorphes a, 3, y ont été résolues par différents groupes.
([Ficher 1905], [Bernal 1931]*/, [Albrecht 1939], [Marsh 1958], [litaka 1958], [litaka 1960],
[litaka 1961], [Perlovich 2001]). Récemment, pas moins de trois nouveaux polymorphes ont
été découverts : les polymorphes &, € [Dawson 2011], T [Goryainov 2006]. Ces polymorphes
ont été mis en évidence a haute pression par une transition de phase a partir du polymorphe
y. Jusqu'a 23 GPa, il n'y a aucune transition structurale du polymorphe a ([Boldyreva
2003a], [Murli 2003]). Cette absence de transition est aussi observée en fonction de la
température ([Murli 2005], [Boldyreva 2005]). Toutefois, cela n'est pas le cas du
polymorphe y pour lequel les trois polymorphes sont obtenus a haute pression ([Boldyreva
2003b], [Goryainov 2006], [Dawson 2011]). En phase cristalline, la glycine est
zwitterionique. L'ensemble des paramétres des polymorphes sont résumés dans le tableau
3-1.

La structure cristalline du polymorphe y Ilui confére des propriétés attendues : Ia
piézoélectricité et la pyroélectricité. Seule une forte et uniaxiale piézoélectricité a été

La perturbation par des substances ou des troubles psychologiques de ces récepteurs peut induire des effets
dits dissociatifs, c'est-a-dire une déconnexion de certaines bases de la conscience, comme la conscience de soi
ou de I'environnement. Les troubles associés sont la déréalisation et la dépersonalisation. Cet expérience est
extrémement choquante pour les personnes qui la vivent, a tel point que certains hallucinogénes dit
dissociatifs entrainent un syndrome post-hallucinatoire persistant, qui se traduit par un trouble de la
dépersonnalisation, une impossibilité de retour a la réalité. Un traitement médicamenteux en urgence a base
de tranquillisants et d'antidépresseurs est envisageable.

Source : http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteur_NMDA repris in extenso et consulté le 21 mai 2014.

7|l est a préciser que le groupe d'espace rapporté par [Bernal 1931] dans le cadre de la [B-glycine est faux ce
qui n'a pas été sans poser de probleme d'interprétation sur les propriétés de cette forme polymorphique
[Matic 2005a].
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clairement établie [litaka 1954]. Récemment, un travail a montré |I'existence de
ferroélectrivité a I'échelle nanométrique ainsi que la possibilité de faire commuter le vecteur
polarisation de la y glycine au niveau nanométrique [Heredia 2012]. Enfin, une étude des
propriétés diélectrique et piézoélectrique de la y glycine est publiée et montre l'intérét a
I'utiliser pour des applications en optique non linéaire [Kumar 2011]. Plus inattendue, la
glycine a montré un effet magnétoélectrique basé sur la dynamique de la chiralité du spin
(N*H) qui induit une polarisation et produit la pyroélectricité du polymorphe a & 304 K sous
un champ magnétique de + 1 T [Shen 2008].

Polymorphe o B Y
CSD REFCODE GLYCIN 88 GLYCIN 26 GLYCIN 66
Systeme cristallin || monoclinique || monoclinique trigonale
Groupe d'espace P2,/n P2, P3,
a(A) 5,104(1) 5,079(0) 6,862(0)
b (A) 11,966(2) 6,192(0) 6,862(0)
c(A) 5,462(1) 5,387(0) 5,428(0)
B(°) 111,790(3) 113,35(0) 90
z 4 2 3

Tableau 3-1 : Tableau résumant les données cristallographiques a température et pression
ambiantes.

Polymorphe a : Le polymorphe o, est composé d'une double couche antiparallele liée par les
liaisons hydrogéne, de groupe d'espcae centrosymétrique donc optiquement inactive. Les
dip6les moléculaires dans chaque couche sont orientés dans la méme direction
correspondant a l'axe ¢, les dipbles dans les plans adjacents sont antiparalléles ressemblant
en cela aux anti-ferroélectriques [Langan 2002]. L'unité élémentaire de construction du
polymorphe a est une double couche d'un dimére cyclique lié par liaison hydrogéne (deux
molécules de glycine antiparalléle) [Yu 2002]. Les couches sont liées entre elles suivant |'axe
b par les forces de Van der Waals.

Polymorphe [ : Le polymorphe [3 est composé de couches de molécules liées par liaison
hydrogene ressemblant fort au polymorphe a qui comme ce dernier s'empile suivant I'axe b.
La ressemblance s'arréte car dans le polymorphe [, deux couches simples de molécule sont
lides alors qu'avec le polymorphe a, deux couches sont liées pour former des doubles
couches liées par les forces de Van der Waals.

Polymorphe y : Le polymorphe y se compose d'une structure hélicoidale orientée droite ou
gauche sous forme de chaine liée par des liaisons hydrogénes s'agrégeant le long de I'axe ¢
par des liaisons hydrogene. Le polymorphe vy est le plus polarisable avec ses molécules
alignées suivant I'axe c suivi par le polymorphe 3 avec ses molécules alignées suivant I'axe b.
La structure centrosymétrique du polymorphe a fait qu'il ne posséde pas de polarisation
rémanente [Allen 2002]. La figure 3-2 montre I'agencement cristallin des polymorphes a et

Y-
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Figure 3-2 : Projection des polymorphes de la glycine selon les axes a, b et c. A gauche:
polymorphe a (GLYCIN8S8). A droite : polymorphe y (GLYCING66).

I-3) Conditions de formation des polymorphes a, B, y

La glycine est un systeme monotrope. A température ambiante, le polymorphe le plus stable
est ¥ suivie du polymorphe a et du polymorphe : y > a > [ [Boldyreva 2003c]. Cela
implique que la transformation a — y est irréversible et la transformation y = a est
interdite. Toutefois, I'ordre de stabilité s’inverse a partir d’'une température située dans
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I'intervalle [160 °C, 200 °C], au-dela des températures d'ébullition des solvants de
cristallisation : a« > y > [ ([litaka 1960], [Chongprasert 2001], [Perlovich 2001], [Park
2003], [Boldyreva 2003c], [Srinivasan® 2008]). Une telle variation dans la température de
transition peut venir de plusieurs facteurs comme : le traitement mécanique et thermique,
les conditions de croissance ou encore la géométrie cristalline. De plus, [Destro 2000] a
montré que le polymorphe a ne subit pas de transformation de phase de -250 °C a 18 °C.

Plusieurs études ([Bernal 1931], [Albrecht 1939], [Marsh 1958], [Boldyreva 2003c]) ont mis
en avant la stabilité des polymorphes a et y a température ambiante. Néanmoins, [Sakai
1992] a mis en évidence que 5 % des cristaux de glycine du polymorphe a se transforment
sous 30 jours en polymorphe y alors que 100 % se transforment sous 10 jours s’ils sont
humides a un taux d'humidité de 70 %. Cette transition est plus rapide dans le D,O en se
produisant en moins de 24 h [Hughes 2009].

Bien que le polymorphe [ soit le plus instable, il peut étre conservé en conditions ambiantes
dans un air sec [Drebushchak 2002] mais se transforme en polymorphe a dans un air
humide [litaka 1960]. Une transformation en solution se produit du polymorphe [ au
polymorphe a ([Ferrari 2003], [Srinivasan® 2008]) ou y dans l'acide acétique ([litaka 1961],
[Drebushchak 2002]).

Le broyage peut étre un facteur de transition polymorphique. En effet, la transformation
B — a due au broyage a été observée [litaka 1961] ainsi que la transformation y = «
[Perlovich 2001] bien que cette étude ne corrobore pas la premiére. Une étude plus poussée
([Boldyreva 2003c], [Drebushchak 2002]) a montré que le polymorphe [ était stable au
broyage allant du simple mortier a des dispositifs mécaniquement intenses a condition
d'étre sec ce qui n'est pas le cas pour des cristaux humides qui se transforment dans le
polymorphe a. Le polymorphe a est stable au broyage comme le polymorphe y qui peut se
transformer en «a lors d'une exposition a I'humidité lors du broyage ou lors d'un broyage
autrement plus intense que celui manuel dans un mortier.

L'effet de I'humidité sur les transformations polymorphiques est connu depuis trés
longtemps ([Brautlecht 1923]). [Boldyreva 2003c] a démontré l'influence de la phase
gazeuse sur la transformation polymorphique en exposant un polymorphe de départ a
différents gaz.

Une transition structurale a lieu a haute pression a partir du polymorphe y. Jusqu'a 23 GPa,
aucune transition structurale n'a été induite sur le polymorphe a de la glycine ([Boldyreva
2003a], [Murli 2003]). Les trois autres formes cristallines sont produites a partir de
différentes pressions 6, &, C.

La cristallisation de la glycine et I'obtention d'un polymorphe particulier dépend tres
fortement du solvant. Comme expliqué au paragraphe précédent, le polymorphe y de la
glycine est le polymorphe le plus stable mais le polymorphe a est cellui qui est le plus
favorisé d'un point de vu cinétique.

Le polymorphe obtenu a température ambiante et aux concentrations utilisées et a pH
neutre (6,2) est le polymorphe a. Il peut étre obtenu par l'ajout d'additifs tels que des
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amino-acides a qui interférent positivement en permettant de cristalliser le polymorphe «a
[Weissbuch 1994].

Le polymorphe S cristallise depuis des solutions aqueuses contenant de I'éthanol ([litaka
1959], [litaka 1960]), de I'acide acétique avec un ratio 5 pour 1 avec un refroidissement de
323 K a 288 K [Drebushchak 2002]. Le polymorphe [ cristallise a partir d'une sublimation
d'un polymorphe a ou y [Liu® 2008].

Le polymorphe y cristallise depuis des solutions acides ou basiques a pH basique (>8) et
acides (< 4) [Yu 2002]. Cela est aussi possible par évaporation lente, un lent refroidissement
[Kunihisa 1974] ou encore en présence de D,0 [litaka 1961], [Kunihisa 1974]. Le
polymorphe y cristallise depuis des solutions contenant de I'acide acétique (a hauteur de 4
%), de I'acide sulfurique [Weissbuch 1994], NaCl [Srinivasan® 2007], NaNO; [El Bazi 2011],
KNO; [Srinivasan® 2011].

I-4) Solubilité

En solution, la glycine est sous forme zwitterionique soit un ion bipolaire composé d’un
anion COO’ et un cation NH3" [Ajimoto 1963].

La connaissance des courbes de solubilité des différents polymorphes ainsi que la limite de
zone métastable est capitale pour appréhender le phénomeéne de nucléation induit par laser.
La méthodologie que nous utilisons pour étudier la zone métastable sera abordée au
chapitre 5. Un état de l'art sur le sujet a été effectué : plusieurs groupes ont étudié la
solubilité de la glycine dans différentes conditions :

- H,0 en fonction de la température ([Dunn 1933], [Kunihisa 1974], [Jelinska-Kazimierczuk
1996), [Ramasami 2002], [Park 2003], [Srinivasan® 2008], [Yang 2008], [Bonin-Paris 2011],
[Yogambal 2014]),

- D,0 en fonction de la température [Jelinska-Kazimierczuk 1996],

- H,0 en fonction du pH a une température fixée ([Carta 1996], [Pradhan 1998], [Lu 2006],
[Han 2012]),

- solvant organique a différentes fractions a une température fixée ([Lu 2006], [Bouchard
2007]),

- H,0 en fonction de la pression jusqu'a 400 MPa [Matsuo 2002].

Les deux dernieres familles de courbes de solubilité n'ont pas été exploitées dans le cadre de
ce travail. Les valeurs extraites de la littérature sont présentées sous forme de tableau en
annexe B1. Toutes les équipes donnent la solubilité du polymorphe a (ou lorsque cela n'est
pas précisé, par défaut c'est le polymorphe a qui a été considéré comme étudié). Si on
écarte les mesures de Park [Park 2003], les données de solubilité sont contenues dans
I'intervalle défini par [Dunn 1933] et [Yang 2008] soit une variation de 7,5 %. Dans son étude
de 2008, Yang [Yang 2008] a aussi mesuré la solubilité du polymorphe y. Ce résultat montre
gue le polymorphe y est monotropique.
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Plusieurs groupes se sont penchés sur la solubilité de la glycine dans H,0 a différentes
températures en fonction de l'acidité. L'étude la plus complete est celle de [Han 2012]
aboutissement d'une thése du méme auteur [Han 2007]. Dans cette étude, il a été démontré
que l'usage d'une base ou d'un acide modifie la solubilité de la glycine par rapport a une
autre base ou un autre acide dans des proportions allant jusqu'a 30 %. Il a été choisi de ne
pas reporter tout ces résultats dans ce chapitre. Ces courbes de solubilité montrent deux
choses : a température plus élevée, la solubilité est accrue. De méme, la solubilité du
polymorphe a reste plus élevée que celle du polymorphe y.

Par ailleurs, la limite de zone métastable a été mesurée par [Bonin-Paris 2011] et [Yogambal
2014] en réduisant la température au cours du temps.

I-5) L'état d'équilibre en solution de la glycine

Les résultats expérimentaux obtenus par le groupe de Carlo Segre [Chattopadhyay 2005],
[Erdemir 2007] tendent a montrer que la glycine existe majoritairement a |'état de dimeéres.
L’étude a été faite en utilisant le dispositif SAXS (Small Angle X-ray Scattering) permettant
d’étudier les échelles de longueur typique ou se produit la nucléation. Ces résultats
expliquent pourquoi il est plus facile d’obtenir le polymorphe a de la glycine. Celui-ci a une
structure centrosymétrique en double couche maintenu par les liaisons hydrogenes entre les
dimeres cycliques. La prépondérance du polymorphe a di a I'existence de dimeres en
solution (a hauteur de 87 %) est corroborée par I'obtention d’une prépondérance du
polymorphe y pour des solutions acidifiées pour lesquelles il y a une majorité de
monomeres. Ces résultats suggerent un lien direct entre I'association des molécules au
niveau moléculaire et la structure cristalline.

L’étude ci-dessus a apporté aussi aux débats des éléments supplémentaires allant dans le
sens d'un mécanisme de nucléation en deux étapes (figure 3-3): il y a dans un premier
temps la formation d’une structure fractale volumique qui est la signature d’une agrégation,
puis dans un second temps une évolution vers une structure fractale en surface ce qui
traduit un ordonnancement au sein de la structure.
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Figure 3-3 : Représentation schématique de la nucléation dans une solution sursaturée de
glycine. (a) : solution composée de monomeéres (cercle noir) et de dimeres (ellipse blanche).
(b) : Formation de structure « liquid like » de dimeres. La viscosité et la concentration sont
plus élevées au sein de ces agrégats. (c) : Réorganisation structurale de ces « clusters ».
Figure reprise de [Chattopadhyay 2005].
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Le groupe de Ruiz-Lopez a étudié les états d’ionisation et les conformations des diméres de
glycine par des simulations basées sur des calculs de chimie quantique [Friant - Michel
2010]. Cette étude a considéré différentes situations d’interactions: neutre-neutre,
zwitterion-zwitterion et neutre-zwitterion. Les conclusions de I'étude de Ruiz-Lopez sont
déclinées suivant quatre axes :
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- en phase gazeuse, la structure la plus stable est un dimere plan non ionisé avec les
groupes COOH qui interagissent au travers des liaisons hydrogenes,

- en solution aqueuse, différents diméres ioniques sont stabilisés et posseédent une
double ionisation,

- aucune forme ionique de type cation-anion n'a été trouvée,

les calculs suggerent une grande concentration de dimeres dans les solutions aqueuses
sursaturées de glycine,

Les recherches menées par le groupe de Yu [Huang 2008] tendent a montrer que la glycine
existe principalement a I'état de monomeres différents suivant le pH de la solution comme
le montre la figure 3-4. Ces résultats sont confirmés par des modélisations numériques
([Yani 2012], [Chen 2010], [Cheong 2010]).

*H,NCH,CO",H H,NCH,CO",

*H,NCH,CO",

Species fraction [-]

pH [-]

Figure 3-4 : Courbe des fractions molaires des espéces de la glycine en fonction du pH. La
dépendance en pH de la glycine a été étudiée dans une solution aqueuse de 3,33 mol/kg
d’eau (solubilité de la a glycine) a 25 °C. pK; = 2,35 (acide carboxylique); pK> = 9,78 (amine).
Figure reprise de [Huang 2008] et adaptée de [Daldrup 2011].

Toutefois, les résultats obtenus lors des études de SAXS et plus largement, le débat
monomere / dimeére est limité par I'emploi des techniques expérimentales qui se focalisent
sur des points de mesure particuliers. En effet, les rayons X diffusés permettent de tester
différentes zones et structures. La figure 3-5 montre les différents régimes de I'analyse par

rayons X. Molecular structure
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Figure 3-5 : Les différents régimes renvoyant aux structures sondés par les rayons X. Figure
reprise de [Dong 2011].
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L'emploi d'un certain outil de mesure ne permet de sonder qu'une zone restreinte. En effet,
I'usage du SAXS sur des lignes de 30 kV n'a permis que d'étudier les petites structures sans
pour autant permettre de conclure sur I'existence d'éventuelles grosses agrégations. Deux
études, dont une effectuée par le groupe d'Alexander ayant produit plusieurs publications
sur NPLIN ont démontré I'existence de « clusters » préexistants a la cristallisation dans le cas
de 'urée [Ward 2013].

Une étude poussée faite sur la glycine [Jawor-Baczynska 2012] en combinant plusieurs
méthodes telles que le SAXS, le NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) ou la DLS (Dynamic
Light Scattering) ont montré I'existence d'une distribution d'agrégats de différentes tailles
(figure 3-6) et que ces agrégats, pouvant aller jusqu'a 250 nm coexistent en solution sans
pour autant initier la nucléation. Les auteurs montrent également que l'efficacité de la

nucléation devient efficace quand la croissance commence a partir d'agrégats de 500 nm.
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Figure 3-6 : Distribution des diamétres hydrodynamiques a 25 °C pour une solution de glycine

d'une concentration de 270 mg/mL filtrée avec des filtres PTFE de 100 nm (histogrames gris)

et une solution d'eau filtrée dans les mémes conditions (histogrames noirs). Figure reprise de
[Jawor-Baczynska 2012].

Cette étude bibliographique a montré l'importante probabilité pour la glycine et plus
généralement pour des molécules la possibilité d'éxister en solution sous forme de large
agrégat moléculaire. L'existence de larges agrégats moléculaire en solution aurait pour
incidence de modifier l'interprétation des résultats issus des expériences NPLIN. De plus, le
vieillissement deviendrait un parameétre crucial dans ces expériences.

1-6) Faciés

Un méme polymorphe peut présenter plusieurs facies. La littérature fait état de différents
facies associés a un polymorphe pour des conditions différentes (tableau 3-2). Ces faciés
sont obtenus par plusieurs groupes et sont donc reproductibles.
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Condition de

N° Photo du facies Référence Polymorphe .
formation
[SrinivasanA
a 2007] a Solution aqueuse
b [Poornachary » Solution aqueuse
2007] (pH =6,3).
Cristallisation
c [Rabesiaka « semi continue
2010] d'une solution
aqueuse
i i O e e W
e ™1
- - Solution aqueuse,
d L § [SrinivasanB @ cristallisation
i 2011] obtenue par une
L évaporation lente.
. HH
e o [Sankar 2010] a Solution aqueuse
Solution d'eau et
Ferrari 2 ,
f [Ferrari 2003] B d'éthanol.
. Cristallisation
[Rabesiaka discontinue d'une
g 2010] 14

solution aqueuse
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[Sankar 2010]

Solution aqueuse

[Masuhara
2011]

Non
spécifié

Cristallisation
apres une
exposition de 60 s
a un laser
continue (0,8 —
1,4 W) de 1064
nm.

Tableau 3-2 : Résumé des différents faciées associés a un polymorphe obtenus dans
différentes conditions. Les échelles n'étaient pas toutes fournies dans les publications.

I-7) Stratégie d'identification des polymorphes

Il est important de choisir une méthode d'identification rapide, éventuellement non
destructive n'induisant pas une éventuelle transition de phase lors du broyage préliminaire a

une identification par diffraction sur poudre.

I-7-1) Identification par spectroscopie Raman

Plusieurs travaux d'étude en spectroscopie Raman ont été publiés ([Baran 2005], [Murli
2005], [Surovtsev 2011], [Shi 2005], [Lee 2008b]). Les polymorphes a et y possedent des
vibrations assez proches a l'exception de quelques modes propres notamment dans les

basses énergies comme le montre le tableau 3-3.
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Tableau 3-3 : Mode de vibration Raman des polymorphes « et y de la glycine. Tableau repris

de [Shi 2005].
a - glycine (cm™1) | v - glycine (cm™) Attribution
41
52
74
91
110 Interactions non covalentes
154

163

180

198

356 358 CCN courbure

491 NH; torsion

510 507 CO, rotation

602 612 CO, balencement

694 686 CO, courbure

894 896 C-C élongation
1035 1036 C-N élongation
1108

1133 1141 NH; rotation

1329 1336 CO, élongation symmétrique
1409 1401 CH, courbure

1446 1450 CH, déformation angulaire
1574 NH; deformation angulaire
1673 CO, asymmeétrique
2976 2962 CH, combination symmétrique
3008 3002 CH, asymmétrique
3150 N-H élongation

I-7-2) Diffraction a Rayons X

La diffraction par rayons X a été utilisée a la fois sur poudre et sur monocristal. La figure 3-7
montre les diffractogrammes poudre des polymorphes a et y.
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Figure 3-7 : (a) Diffractogramme du polymorphe, a (b) Diffractogramme du polymorphe y de
la glycine avec indexation des plans diffractants. Figure reprise de [Sankar 2010].

Il/ Histidine

1I-1) Intérét de la molécule

La molécule d’histidine (CsN3O,Hg) est une molécule chirale [True 2011] (figure 3-8). Elle a
été étudiée sous champ laser : une réponse lors de I’exposition en fonction de la polarisation
circulaire ou linéaire a été montrée. Le polymorphe A est majoritairement formé a plus de
70 % avec la polarisation circulaire et la polarisation linéaire permet la formation de ce
méme polymorphe a 50 %; dans les autres situations, les deux polymorphes sont obtenus
simultanément [Sun® 2008].

1I-2) Polymorphes et stabilité

Le L - (+) - Histidine posséde deux polymorphes : le polymorphe A qui est orthorhombique
[Madden 1972b] et le polymorphe B qui est monoclinique [Madden 1972a] (tableau 3-4).
Les deux polymorphes sont monotropiques et le polymorphe A est le plus stable aux
conditions de température et de pression ambiantes [Roelands 2006].

Polymorphe A B
CSD REFCODE LHISTD10 LHISTDO4
Systeme cristallin | orthorhombique || monoclinique
Groupe d'espace P2,2,2, P2,
a(A) 5,177(5) 5,166(6)
b (A) 7,322(7) 7,385(5)
c(A) 18,87(20) 9,465(4)
B(°) (a=y=p)90° 98,16(5)
z 4 2

Tableau 3-4 : Tableau résumant les données cristallographiques des deux polymorphes du L-
(+)-Histidine.
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Figure 3-8 : Molécule de L - (+) - histidine. La figure montre les liaisons hydrogéne (LHISTD04,
polymorphe B).

En solution, il existe une transition de phase du polymorphe B vers le polymorphe A. En
solution aqueuse, les deux polymorphes se forment. Cela est attribué a la proximité des
deux polymorphes [Sun® 2008]. Cela implique des vitesses de nucléation trés proches
[Roelands 2006]. La figure 3-9 montre I'empilement des deux polymorphes suivant les axes

a, betc.
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Figure 3-9 : Projection des polymorphes de I’histidine selon les axes a, b et c. A gauche:
polymorphe A (LHISTD10). A droite : polymorphe B (LHISTDO04).

11-3) Solubilité

Un seul article traite de la solubilité des deux polymorphes du L - (+) - Histidine dans H,0 :
[Kitamura® 1993], un autre groupe a publié les données de la solubilité du polymorphe A
[Kustov 2006]. Les données de solubilité venant de [Kitamura® 1993] sont disponibles en
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annexe C2. Des points de solubilité avec différentes fractions d’éthanol ont été mesurés par
[Roelands 2006] et [Kitamura® 2003].

11-4) Stratégie d'identification des polymorphes

Les spectres Raman des polymorphes A et B sont similaires, ce qui complique une
identification par cette méthode [Jiang 2009]. Cette situation est la méme pour la diffraction
X [Kitamura® 1993]. Malheureusement, les faciés des deux polymorphes sont trés proches
ce qui empéche aussi une identification visuelle [Kitamura® 1993].

11/ Acide glutamique

111-1) Intérét de la molécule

L'acide glutamique (figure 3-10) est une molécule chirale [Svang-Ariyaskul 2009] dont
I'énantiomere L, le plus facile a synthétiser, posséde deux polymorphes [Wu 2010]. L'acide
glutamique est un élément nécessaire pour synthétiser le sucre et les graisses et pour aider
le transport du potassium a travers la barriere sang / cerveau [Smith 2000]. En plus des
fonctions coporelles, I'acide glutamique est utilisé comme additif alimentaire (codes E620 -
629) [Smith 2000], dans le traitement contre les ulceres [Tsai 2005], I'hypoglycémie [Gomez
1961], I'epilepsie et les maladies neurologiques comme la maladie de Parkinson ([Lloyd
1973], [Isacson 2008]).

.
| .
™

Figure 3-10 : Molécule de L - (+) - acide glutamique. La figure montre les liaisons hydrogene
(LGLUACO1, polymorphe B).
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La chiralité offre la possibilité de tester la cristallisation d'un énantiomere par rapport a
I'autre dans un mélange racémique comme cela a été fait par d'autres méthodes ([Yokota
2006], [Svang-Ariyaskul 2009]). L'acide L glutamique offre une zone d'existence stable de la
forme A (T < 9 °C) et une zone d'existence stable de la forme B (T > 25 °C) comme le montre
la figure 3-11 [Srinivasan® 2011]. Un tel comportement de zones d'existence des formes
polymorphiques a été relevé pour le paracétamol en fonction de la sursaturation [Sudha
2014]. 120 r 120
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Figure 3-11 : Evolution du taux de formation des formes A (a) et B () du L - acide
glutamique en fonction de la température. Figure reprise de [Srinivasan® 2011].

111-2) Polymorphes et stabilité

Le L acide glutamique est un systéeme dimorphique possédant deux polymorphes : le
polymorphe A (appelé aussi a) et le polymorphe B (appelé aussi ) (voir tableau 3-5). Le
polymorphe A est métastable alors que le polymorphe B est stable [Wu 2010]. Les deux
polymorphes sont orthorhombiques et appartiennent au méme groupe d'espace P2,2,2;. Le
polymorphe A a été étudié par [Lehmann 1980], et le polymorphe B par [Lehmann 1972] et
d'autres groupes [Hirayama 1980]. Dans les polymorphes A et B, les molécules sont des
conforméres ce qui implique un polymorphisme de conformation [Wu 2010], la figure 3-12
montre I'empilement des molécules.

Polymorphe A B
CSD REFCODE LGLUAC 03 LGLUAC 01
Systeme cristallin orthorhombique || orthorhombique
Groupe d'espace P2,2,2, P2,2,2,
a(A) 10,282(10) 5,154(1)
b (A) 8,779(8) 6,942(1)
c(A) 7,068(7) 17,274(3)
B(°) (a=y=p)90° (a=y=p)90°
Z 8 8

Tableau 3-5 : Tableau résumant les données cristallographiques des deux polymorphes du L-
(+)-acide glutamique.
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gauche: polymorphe A (LGLUACO3). A droite : polymorphe B (LGLUACO1).

111-3) Conditions de formation des polymorphes A et B

En solution, I'acide glutamique existe a I'état de zwitterion ([Molliet 2008], [Kirk-Othmer
1991]). Le comportement en solution de l'acide glutamique a été étudié en détail par
[Molliet 2008].

Les cristaux du polymorphe A sont formés a partir de solution aqueuse de pH = 3,2
([KitamuraA 1989], [Garti 1997], [Cashell 2004]), par un lent refroidissement de 70 °C a 20 °C
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([Kitamura® 1989], [Cashell 2004]) ou en utilisant une modification du pH qui consiste a
ajouter de I'acide hydrochlorique a une solution glutamate monosodium [Scholl 2006b].

Les cristaux du polymorphe B sont formés a partir de la transformation du polymorphe A
vers le polymorphe B par un refroidissement rapide de 80 °C a 45 °C aprés une attente a
45°C [Ferrari 2004]. Le polymorphe B étant le plus stable, ce phénomeéne est en accord avec
la loi d'Ostwald [Cashell 2004]. Une importante sursaturation a 45 °C permet la formation
exclusive de la forme B.

Enfin, les travaux de [Srinivasan® 2011] (figure 3-9) montre l'influence de la température :
entre 1 °C et 9 °C la formation du polymorphe A est favorisée alors que celle du polymorphe
B est favorisée dans la gamme 27 °C — 34 °C. Ainsi, les basses sursaturations favorisent le
polymorphe B et les hautes sursaturations favorisent le polymorphe A (la température de
départ du refroidissement est de 40 °C ou le systéeme est a saturation). Les sursaturations
sont générées par la réduction de température.

Il existe une transition de phase en solution du polymorphe A au polymorphe B ([Kitamura®
1989], [Ferrari 2004], [Dharmayat 2006], [Schoéll 2006]). Les cristaux du polymorphe A sont
métastable mais lorsqu'ils sont séparés de la solution et séchés, ils ne subissent pas de
transition de phase vers le polymorphe B et peuvent étre conservés indéfiniment
([Kitamura® 1989], [Davey 1997], [Ono 2004]). Enfin, les additifs ont un effet sur le
polymorphe obtenu ([Molliet 2008], [Cashell 2004]) ainsi que ceux de la température sur les
transitions de phase de A vers B ou de B vers A et sur la décomposition des formes
cristallines [Wu 2010].

I11-4) Solubilité

La solubilité des polymorphes A et B du L-(+)- acide glutamique a été étudiée par plusieurs
groupes en solution aqueuse ([Kitamura® 1989], [Manzurola 2002], [Scholl 2006al,
[Lindenberg 2009], [Srinivasan® 2011], [Mo 2011a], [Mo 2011b]), en fonction du pH a 25°C
et 35°C pour le polymorphe B [Mo 2011a], en solution aqueuse contenant différente
fraction d'éthanol, de 1-propanol ou d'acétone [Mo 2011b], dans le DMSO, le méthanol,
I'éthanol, le 1-propanol, I'acétone et I'acide formique pour la forme A [Long 2011]. L'effet de
certains additifs sur la solubilité des polymorphes A et B a été étudié [Mo 2011a]. Certaines
des solubilités en solution aqueuse pour les polymorphe A et B ont été relevées et sont
disponibles en Annexe B3.

Les solubilités aqueuses sont cohérentes entre les différents auteurs ([Sakata 1961], [Mo
2011a], [Mo 2011b], [Manzurola 2002], [Scholl 2006a]). L'intervalle d'erreur entre les
courbes de solubilité du polymorphe A est de 1,8 % a 20 °C et de 3,6 % a 50 °C et pour le
polymorphe B de 4,4 % a 20 °C et de 6,9 % a 50 °C. Les courbes de [Kitamura® 1989] sont au-
dessus des autres courbes avec une différence relative par rapport a [Schéll 2006a] de 23 %
a 45 °C pour le polymorphe A et de 25,7 % a 45 °C pour le polymorphe B.

Les solubilités du DL acide glutamique et D-(-)-acide glutamique ont été établies par [Dunn

1933] et [Dalton 1933]. Les solubilités du D et L sont identiques ce qui ne constitue pas une
surprise.
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111-5) Facies

L’acide glutamique a deux polymorphes possédant deux facies bien identifiés autorisant une
identification visuelle aisée (tableau 3-6). Le polymorphe A a un facies le rapprochant d’un
losange alors que le polymorphe B croit sous forme d’aiguille ([Srinivasan® 2011],
[Kitamura® 1989], [Garti 1997], [Davey 1997], [Schéll 2006a]). Il a été montré une influence
des additifs sur la forme du faciés ([Cashell 2004], [Dhanasekaran 2013]).

Photo du faciés Référence Polymorphe Condition de formation
[SrinivasanA 2011] A Solution aqueuse a T< 9°C
[Kitamura® 1989] A Solution aqueuse
[SrinivasanA 2011] B Solution aqueuse a T > 24°C
[KitamuraA 1989] B Solution aqueuse

Tableau 3-6: Résumé des différents facies associées a un polymorphe obtenus dans
différentes conditions.
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Bilan

Ce chapitre a dressé une synthese des informations utiles a la cristallisation des molécules
étudiées. Il permet lidentification des formes polymorphiques a partir des données
reccueillie notamment au travers des différents faciés.

Les données de solubilité sont cohérentes d’un auteur a l'autre. Cela constitue une base de
travail pour la préparation des solutions pour les expériences présentées dans le chapitre 5
pour la molécule d'acide glutamique.

Ce travail a aussi permis de recenser les risques de transformation polymorphique en
solution, lors du stockage ou lors de la préparation des échantillons pour la caractérisation
par diffraction des rayons X nécessitant un broyage. Il est important de sécher rapidemment
les cristaux obtenus pour éviter une transformation de phase due a leur maintien dans la
solution ou la présence d'un air humide. Le risque de transformation de la glycine lors du
broyage préparatoire a la diffraction sur poudre n'est pas exclu limitant I'emploi de cette
méthode.

Aucun faciés n’a été recensé dans le cas de la L — (+) — Histidine, deux faciés bien
identifiables existent pour le L — (+) — Acide Glutamique et une pluralité existe en ce qui
concerne les polymorphes de la glycine rendant I'emploi de l'identification par facies
aléatoire dans certaines situations. La méthode d'identification des polymorphes de la
molécule d'histidine retenue est la diffraction par rayons X sur poudre. L'identification pour
I'acide glutamique se fera par I'observation des faciés et pour la glycine, la spectroscopie
Raman et I'observation des facies seront utilisées en complémentarité.
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Chapitre 4 : Développement d’'un montage dédié a

I'étude de la nucléation induite par laser

Introduction

L'un des objectifs initiaux de I'ANR « NPLIN-4-Drug » était le développement d'un montage
expérimental capable de fournir en grand nombre des résultats expérimentaux afin
d'obtenir une statistique fiable avec des conditions expérimentales contrdlées. Cette étape
de la thése est importante puisqu’il s’agit de développer 'outil de travail conditionnant le
succes des expériences NPLIN.

Le premier montage utilisé, basé sur celui de Bruce Garetz, a permis d’obtenir des résultats
dans les années antérieures a la thése?. Ces résultats ont permis d’avancer sur la définition
scientifique du projet d’étude de la nucléation induite par laser en incluant dans un projet
ANR le développement d’'un nouveau montage.

Ce chapitre évoque la définition des besoins sur la base du retour d’expérience, la rédaction
du cahier des charges, la réalisation technique et la programmation.

%% Les années 2006 - 2011
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I/ Premier montage et son amélioration

I-1) Premier montage

Il est constitué d’un laser Nd-YAG impulsionnel d'une durée d'impulsion de quelques
nanosecondes (7 ns) (figure 4-1). La fréquence d'émission est de 10 Hz et la polarisation de
sortie est linéaire verticale a 99 %. La longueur d’onde de travail utilisée est 532 nm. Il est
utilisé afin d'apporter de I'énergie a la solution.

La stimulation de la nucléation nécessite une densité d'énergie 50 MW/cm? pour l'urée
[Matic 2005b]. Toutefois, pour atteindre des valeurs plus élevées telles que 300 MW/cm?,
I'ajout d’un dispositif optique permettant de réduire la surface afin d’augmenter la densité
d’énergie est nécessaire. Un condenseur est ajouté pour accroitre la densité d’énergie. Il
réduit la dimension du rayon du faisceau d'un facteur 2 ce qui implique I'augmentation de la
densité d’énergie d’un facteur 4 dans le cas d’un faisceau circulaire. Ce condenseur est un
télescope et doit étre continllment alimenté en azote gaz pour éviter le claguage dans I'air
au point focal et la formation d’un plasma. L'ajout d'une lame quart d’onde permet d'obtenir
une polarisation circulaire ou elliptique. Ce montage n'utilise que des tubes pyrex (diamétre
1,3 cm et, hauteur de 11 cm) placés manuellement dans un porte échantillon.

Lame
quart Condenseur

[AsER |- B

Figure 4-1 : Premier montage utilisé pour I'étude de NPLIN.

I-1-1) Limites physiques du premier montage

Dans cette configuration expérimentale, le faisceau pénétre la solution par la face
cylindrigue du tube pyrex (figure 4-2). Il a été observé a plusieurs reprises un claquage du
tube allant d'un simple dégat sur le tube a un trou de 1 mm de diamétre. La focalisation
produit un plasma a proximité de la face de sortie du tube cylindrique ayant pour
conséquence de percer le tube. Ce pergage engendre immédiatement une importante
nucléation a I'extérieur. L'occurrence avec laquelle ce phénomene se produit entraine un
échec complet de certaines manipulations.

Ce phénomeéne est interprété comme la conjonction de I'effet de lentille du tube avec une
modification d'indice de la solution et du tube. Le soluté a une importance majeure dans cet
effet de claguage. Des essais ont été menés sur des tubes contenant uniquement de I'eau et
aucun percage n'a eu lieu, le phénomeéne est donc directement lié au composé.

I-1-2) Effet de focalisation du tube

Afin de comprendre ce phénomeéne, un petit modele a été établi par Bellani et al. [Bellani
2007]. Le faisceau arrive sur la surface courbée du tube et est focalisé a travers I'épaisseur
en verre du tube (figure 4-2). Un calcul a I'aide de I'optique matricielle donne le facteur de
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diminution de la surface du faisceau. En général, la matrice de réfraction T a travers une
couche courbée s'écrit [4 — 1] :

1 0
T = <(ﬁ_1)1 n1> [4—1]

n, r n,
Y

Na Nv Ns

Figure 4-2 : Etude de I’effet lentille di au tube pyrex. L’ensemble des quantités utilisées pour
le calcul est reporté sur le schéma.

Dans I'équation précédente, n; et n, désignent les indices de réfraction des deux milieux
concernés et r est le rayon de la couche courbée. Il y a réfraction a travers un cylindre en
verre, alors le faisceau est réfracté a travers deux couches courbées. La matrice a considérer
est donc le produit des matrices des deux couches courbées et du trajet du faisceau au sein
de la paroi [4 — 2]:

1 0 1 0
(ds) ((_ _ )_ —> ((— — 1) - E) (22) [4 — 2]
Fint s Fext Ny

C'est une légére approximation puisque formellement, nous devrions tenir compte du
déplacement dans le verre. Avec a, =0, on obtient [4 — 4]:

ds =d,
n, n,

« =t d, [(——1) ! —(——1)— (4 — 3]

Tint Ng Fext
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ds
tan a

. . d .
La distance focale s'obtient par le calcul de la tangente : tana = TS d'ouf=
, Sy . X f— . . .
Géométriquement, on a la relation 1= Ty donnant la relation entre la distance depuis le

point focal et le diamétre du faisceau x(y) = %(f— y).

Pour les données suivantes : Tj,; = 5,5 mm; rey = 6,5 mm; N; = 1; n, = 1,53; ng = 1,33;

d, = 2 mm; l'intensité augmente du facteur (f = 29,3 mm) fiype = (%) 2=1,59.

I-1-3) Autres limitations expérimentales

D'autres facteurs limitant I'expérimentation sont apparus au cours des manipulations :

- 'obligation de changer les tubes a la main nécessite de fermer 'obturateur du laser entre
chaque exposition,

- la mesure de puissance du faisceau incident se fait manuellement,

- le choc possible du tube lors de son installation sur le porte échantillon,

- le positionnement du tube sur le porte échantillon dont I'orientation peut légérement
varier d’un tube a l'autre puisque le tube est bloqué a mi-hauteur alors que sa base
hémisphérique est simplement posée sur une surface plane (figure 4-1),

- la température non contrélée et difficlement mesurable : les sursaturations retenues pour
I'expérience sont indexées sur la température et pour cela, la température au sein du tube
doit étre connue et maitrisée.

Suite a cette expérience, plusieurs besoins ont été recensés :

- un contréle et une régulation précis en température pouvant étre modifiés a tout moment
et conservés sur plusieurs jours,

- le souhait de connaitre en temps réel la densité d'énergie du faisceau,
- la gestion du faisceau par un obturateur électronique,

- I'étude simultanée de plusieurs tubes,

- un carrousel permettant de supporter plusieurs tubes,

- le suivi des échantillons.
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I-3) Cahier des charges

Tableau 4-1 : Tableau résumant le travail de la définition des besoins et des solutions
techniques associées.

Secteur de
I'expérience

Besoins

Solutions

Préparation des
échantillons

Limiter la quantité de matiere
employée

Tupe HPLC

Zone échantillon

Amélioration de la statistique
expérimentale

Un porte échantillon de 90 tubes
prenant modéele sur les portes
diapositives circulaires

Supprimer I'effet de focalisation du
tube

Insertion du faisceau par le haut

Assurer le maintien en température des
échantillons

Adapter le carroussel a la circulation
d'un fluide caloporteur

Placer les échantillons les uns aprés les
autres sous le laser et le microscope

Carrousel motorisé par un moteur pas
a pas

Permettre I'insertion du faisceau dans
les tubes HPLC

Bouchon troué avec une plaque en
verre. L'étanchéité sera assurée par
un joint

Régulation en
température

Controler la température des
échantillons

Fluide caloporteur

Distribution et gestion du fluide
caloporteur

Cryothermostat (circuit fermé)

Controler la température du fluide

Thermocouples

Banc optique

Controler le temps d'exposition

Shutter électronique

Suivre I'évolution de la puissance du
faisceau

Wattmetre

Connaitre a tout moment la puissance
du faisceau

Prélever un peu du faisceau par une
lame semi réflechissante

Permettre l'insertion du faisceau dans
les tubes HPLC

Miroir et reflexion a 90°

Suivi in situ

Disposer d'un outil de suivi de la
nucléation in situ

Suivi optique

Suivre optiquement la manipulation

Microscope inversé

Suivre une nucléation en temps réel

Caméra

Controle de la
manipulation

Interfacer tous les périphériques et les
synchroniser

Développement d'un logiciel

Développement d'un logiciel pour le
contréle

Programmation sous LABVIEW

Ergonomie

Accés a tout moment aux informations
de I'expérience

Développement d'un interface
homme / machine

Mettre I'opérateur en sécurité

Capot mobile pour compléetement
isoler la zone optique de I'extérieur

Permettre le déplacement de la
manipulation

Chariot mobile
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11/ Le développement du nouveau montage

1I-1) Le nouveau montage

Au sein du nouveau montage, trois parties sont identifiables : le banc optique, le suivi
optique in situ et la régulation en température. L'implantation de ces zones doit tenir
compte de I'encombrement du laser et du microscope ajouté au souhait d’avoir un dispositif
expérimental mobile.

Le microscope est placé a 180° de la zone d’exposition avec une exposition par le dessus du
tube pour des raisons de sécurité laser. Le microscope est du type inversé ou métallurgique
afin de faire des observations par-dessous. La figure ci-dessous (figure 4-3) détaille
précisément I'emplacement des éléments du nouveau montage sur le banc expérimental. Le
porte-échantillon appelé carrousel dans la suite de ce document peut porter jusqu’a 90
tubes HPLC spécialement étudiés pour étre utilisés avec le laser (figure 4-4).

Suivi optique
in S(’;;l Banc optique (1) Obturateur

(3) (1) (2) Puissance métre
(3) Condenseur

2) = | (4) Miroir
(5) Caméra
Régulationen (6) Microscope inversé
température (7) Zoned’observation

(8) Zone d’exposition
(9) Cryothermostat
(10) Thermocouple

Cylindre en Bouchon
verre troué
Joint

Figure 4-4 : Tubes HPLC étudiés pour le passage du laser.

11-1-1) Le banc optique

Un obturateur électronique permet de contréler trés précisément la durée d'exposition. Une
lame semi réfléchissante renvoie quelques pourcents du faisceau vers un puissance metre.
La puissance totale est obtenue en incluant un facteur correctif dans le logiciel du dispositif
de mesure de la puissance. La taille du faisceau continu est réduite par un condenseur. Un
miroir fixé a 45° envoie directement le faisceau dans le tube HPLC. La figure 4-5 montre
I'emplacement des éléments d'optique sur la ligne.

92



La lame quart d'onde peut étre installée pour travailler avec la polarisation circulaire ou une
polarisation elliptique. La finalité de la ligne optique est essentiellement de modifier les
polarisations incidentes qui vont étre envoyées sur les solutions et d’augmenter la densité
d’énergie en diminuant la surface du faisceau grace au condensateur.

Lame de S
Wattmeétre Obturateur quart Condenseur Miroir

réflexion /

I d’onde

Vu de coté

LASER

Figure 4-5 : Schéma optique de I'expérience.

11-1-2) Le contréle de la température

Il est nécessaire de controler la température. Afin de répondre a ce besoin, un dispositif de
régulation en température performant a été mis en place. La principale difficulté technique
résidait dans la gestion du fluide caloporteur au niveau du transfert vers le carrousel en
phase de rotation (voir Annexe C1). Le fluide caloporteur évolue en circuit fermé a partir
d’un cryothermostat qui le maintient a la température programmée ou lui fait subir un cycle
préprogrammé.

Lame de réflexion Obturateur Condenseur Miroir

Poste de contréle
informatisé

pour le gestion de
I'expérience via
LABVIEW

Cryothermostat Carrousel  Microscopeinversé

Figure 4-6 : Photographie du nouveau montage complété des emplacements des éléments.

11-2) Automatisation

Un programme LABVIEW a été développé afin de coordonner I'ensemble des périphériques
et d'automatiser |'expérience.

11-2-1) Constitution d’un cahier des charges

Un premier travail a été effectué afin d'établir le cachier des charges de I'automatisation. Le
programme de pilotage doit pouvoir permettre :
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- de prendre la saisie de tous les parameétres donnés par |'utilisateur,

- de contréler les différents éléments indiqués dans le tableau 4-2,

- de permettre le pilotage de I'expérience suivant différentes séquences,

- de stocker les données mesurées d’une fagon facilement exploitable,

- de permettre a I'utilisateur d’observer les résultats pendant ou apres I'expérience.

Périphétique Fonction
Caméra Suivi optique de la nucléation
Thermocouples Capteur de la température de I’eau circulant dans le carrousel
Platine rotative Controler la rotation du carrousel
Circulateur Thermostaté Fournir I'eau circulant dans le carrousel
Shutter Controler le passage du faisceau
Puissance metre Mesurer la puissance du laser

Tableau 4-2 : Liste des éléments a contréler par LABVIEW

Une boucle de controle est construite afin que I'utilisateur puisse connaitre en temps réel les
parametres importants de |'expérience : puissance, température. Le tableau 4-3 résume
I'origine des données a traiter par LABVIEW et le tableau en annexe C1 détaille les données
de type programmation du tableau 4-3.

Nom de la famille Source de la donnée Type de donnée
Parametres de I'expérience Saisie utilisateur Programmation
Séquences de la manipulation Saisie utilisateur Programmation
Température des échantillons Thermocouples Mesure passive
Intensité du laser Wattmetre Mesure passive
Position du carrousel Moteur (Newport URS-BCC) Sortante / Contrélée
Images de la solution Microscope (Nikon) et caméra Entrante

Tableau 4-3 : Origine des données a traiter par LABVIEW

L'automatisation permet de passer d'une configuration expérimentale ou l'opérateur est
omniprésent car il doit gérer chaque étape a une configuration ou celui-ci gére I'expérience
en se concentrant sur les parametres expérimentaux et sa stratégie expérimentale. En
adaptant le protocole expérimental utilisé pour le premier montage, une séquence
expérimentale est définie en six points et sert aux développements ultérieurs de

I'automatisation. Cette séquence est présentée dans le tableau 4-4.
Numéro d'étape Action associée a I'étape
Etape 1 Saisie des données initiales par 'utilisateur
Choix par I'utilisateur du type de séquence (manuelle, automatique,
programmeée par |'utilisateur)
Vérification des paramétres (puissance laser, température, contrdle du bain

Etape 2

Etape 2.1 et 2.2

thermostaté)
Etape 3 Réalisation de la séquence
Etape 3.1 Sauvegarde et post-traitement des images
Etape 3.2 Observation des images pendant I'expérience.

Tableau 4-4 : Séquence retenue lors du développement du cahier des charges.

s . s e . , . . 2 s
Etape 1 : I'expérimentateur définit 'ensemble les données primaires®® et les données
secondaires®® propres aux échantillons. Ces données secondaires sont réémises lors du
rapport de I'expérience une fois celle-ci terminée.

29 . . . . . N . .
Les données primaires est I'ensemble des termes obligatoires pour le contréle de la manipulation : nombre
d’échantillons, durée d’exposition, intensité du laser et température.
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Etape 2 : I'expérimentateur choisit le type de séquence. L'étape 2.1 est une étape de
vérification avant le lancement de I'expérience. L'étape 2.2 s’effectue en continu tout au
long de I'expérience au travers d’une prise d’information passive qui le cas échéant signale
une inadéquation entre la mesure et le souhait de I'expérimentateur.

Etape 3 : la séquence programmeée est réalisée. Les images ont un role important dans
I’étude de la nucléation, il est donc nécessaire de sauvegarder les images et éventuellement
d’y accéder pendant I'expérience. Le groupe optique correspondra a un sous ensemble lors
de la programmation (étapes 3.1 et 3.2).

L’étape 2 est caractérisée par le choix du type de séquence. Trois modes de fonctionnement
sont étudiés : une séquence manuelle, une séquence automatique et une séquence semi
automatique. Ces trois séquences correspondent a trois régimes différents. La séquence
manuelle est développée pour un faible nombre d’échantillons ou pour des situations ou
I'opérateur va jouer un réle trés important comme lors de I'étude d’'un parameétre point par
point. La séquence automatique est utilisée pour I'étude d’un grand nombre de solutions et
la séquence semi-automatique doit permettre a I'opérateur de modifier en cours de marche
certains parametres. Par définition elle est hybride et ouvre sur la possibilité d’utiliser le
carrousel pour des utilisations hors NPLIN comme la mesure des courbes de solubilité. A
chaque mode va correspondre plusieurs besoins.

Le mode manuel doit permettre de piloter séparément I'ensemble des éléments suivants :
carrousel, bain thermostaté, obturateur, et d'acquérir les informations venant des
éléments : caméra, thermocouples, puissance-metre. Cela se traduit par la possibilité de :

1 - Positionner le carrousel ou le microscope sur le tube que I'on souhaite,

2- Régler la température du bain thermostaté et connaitre a tout moment la température du
bain en plus de celle venant des thermocouples,

3 - Ouvrir ou fermer I'obturateur sur demande,

4 - Suivre ce qui est observé sur le microscope, via la caméra. Cette observation doit inclure
la prise de vidéo en sus de la prise d’image,

5 - Acquérir la température relevée par les 3 thermocouples,
6 - Acquérir les informations du puissance metre,
7 - Sauvegarder sur un fichier indépendant la température et la puissance du faisceau,

8 - Synchroniser le temps pour ultérieurement réassembler les données enregistrées.

30 . . . . . ,
Les informations secondaires permettent de consigner plusieurs données telles que date, nom

d’expérimentateur, I'objectif de la manipulation, molécule, solvant, composition, concentration, polarisation,
longueur d’onde et pH.
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Le mode automatique permet d’effectuer une exposition successive des tubes au faisceau
laser, puis de suivre via le microscope le fond du tube. Cette séquence a deux parties :
exposition et observation (phase 1) et uniqguement I'observation (phase 0 et 2). Les temps
d’exposition (texp), les temps d’observation (toss) et le nombre de photos prises (Npnoto) SONt
choisis par l'utilisateur et communs a tous les tubes de la séquence. L’ensemble des phases
doit s’articuler comme suit :

Phase 0 : tour d'observation (expérimentalement justifié par le fait de connaitre I'état de la
solution avant I'exposition).

Phase 1 : Exposition au laser puis observation.

Phase 2 : Observation (expérimentalement justifiée par le fait de connaitre I’évolution de
I’état de la solution apres I’exposition).

Ce mode va piloter 'ensemble des éléments mentionnés dans le mode précédent suivant la
séquence suivante lors de I'exposition (phase 1) avec a tout moment la mesure passive des
températures et de la puissance du faisceau.

Dans le cas de I'exposition, I'enchainement retenu pour un tube (n) du fait de I'implantation
du microscope :

Mise en place du tube dans la zone d’exposition
Ouverture de 'obturateur suivant le temps programmé
1 - Exposition (n)

Fermeture de I'obturateur

Mouvement jusqu’a la zone d’observation

Ouverture de I'obturateur suivant le temps programmé
2 - Exposition (n+45) et observation (n)

Fermeture de I'obturateur

Mouvement jusqu’a la zone d’observation

3 - Observation (n+45)

Puis passage au tube suivant (n+1)

Le mode semi-automatique permet a l'utilisateur de choisir sa séquence (ordre, texp, tobs,
Nphoto) POUr chacun des tubes. Son fonctionnement reste proche du mode automatique.

11-2-2) Développement des fonctions et la programmation LABVIEW

11-2-2-1) L'emploi du GRAFCET

Le GRAFCET est un mode de représentation et d'analyse d'un automatisme, particulierement
bien adapté aux systemes a évolution séquentielle, c'est-a-dire décomposable en étapes. Il
est dérivé du modele mathématique des réseaux de Pétri. Le GRAFCET est un langage
graphique représentant le fonctionnement d'un automatisme par un ensemble d'étapes
auxqguelles sont associées des actions, des transitions entre étapes associées a des
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conditions de transition dites réceptivités. Il sert directement la programmation et indique
ce que doit faire la machine pour réagir a chaque étape.

Il constitue une étape intermédiaire entre le cahier des charges et |’élaboration du
programme LABVIEW en offrant la possibilité d’avoir un banc d’essai du programme avant
toute étape de programmation. La figure 4-7 montre un exemple de GRAFCET développé
pour la mesure de l'intensité.

Le programme se décompose en trois blocs :

1 - La saisie des données pour la réussite de I'expérience, a savoir la programmation des
données primaires et des données secondaires. Cela inclut aussi la vérification d’entrée des
données, a savoir la saisie correcte des paramétres dans la page de préparation. L'ensemble
des données primaires et secondaires est dans le tableau en annexe C2.

2 - Vérification du montage : vérification de la température, de l'intensité du laser et du
positionnement du carrousel.

3 - Contrdle / réalisation de la manipulation : contréle en temps réel de la température et de
la puissance, enregistrements a une fréquence donnée et pilotage de la rotation du
carrousel.

Mesurer l'intensité ‘

E Comparer la valeur a celle att |
j~ I(Imes - lattendue)/Imesl < 1% I{Imes - lattendue)/Imesl > 1%
110 —Afficher message d'erreur‘

-+ Choix opérateur : ignorer Choix opérateur : arrét

m Arréter la manipulation ‘
1

Figure 4-7 : Processus GRAFCET montrant le fonctionnement de la fonction « mesure de
I'intensité ». Un intervalle de tolérance est fixé, si l'intensité du laser dépasse cet intervalle
une alarme informe I'opérateur. En cas de probleme, I'opérateur peut choisir d’ignorer ou

d’arréter, cela met un terme a la manipulation. Ce GRAFCET est le méme pour la
température. Seules les réceptivités changent.

1I-2-2-2) Développement de l'interface utilisateur sous LABVIEW

Le programme d’interfacage des périphériques choisi est LABVIEW (Laboratory Virtual
Instrument Engineering Workbench). Ce logiciel permet I'acquisition de nombreuses
données ainsi que leurs traitements. La programmation est orientée objet c'est-a-dire que
celle-ci consiste en une superposition de programmes et de sous-programmes représentés
par des icones appelé VI (Virtual Instruments).

Concrétement, il y a dans un VI trois composantes : un diagramme qui intégre le code
graphique, une face-avant personnalisable par I'utilisateur et un panneau de connexions
pour les icones servant d’entrées/sorties pour les variables sous forme de fils. La face avant
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permet de saisir des valeurs a I’écran et de visualiser les sorties ou des résultats de calculs.
Une fois programmé, le VI est représenté par une icone pour étre intégré dans un nouveau
diagramme ce qui en fait un sous-V/ ou sous programme.

La programmation a été faite par la société spécialisée ARCALE. Le recours a un prestataire
de service a été fait pour avoir un logiciel opérationnel rapidement. Le cahier des charges a
été traduit sous forme de spécification (voir Annexe C3). La programmation LABVIEW n’est
pas produite dans ce tapuscrit mais les faces avant permettant un contréle via une interface
sont présentées en annexe C4.

Bilan

Ce travail a permis le développement d’un nouvel équipement unique pour I'étude de la
nucléation induite par laser. Ce nouveau montage permet aujourd'hui d’exposer jusqu’a 90
solutions préparées dans différentes conditions mais a une température définie. Le contrdle
précis de la température peut servir a mesurer des points de solubilité ou a controler des
valeurs de solubilité issues de la littérature.

L'expérimentateur observe grace au microscope inversé la croissance cristalline au plus preés.
L'observation in situ et pratiqguement simultanée avec l'exposition donne la possibilité
d’obtenir des informations sur le site de nucléation et les différents facies obtenus apres
I’exposition au laser. L’enregistrement des images par la caméra augmente la visibilité des
résultats dans les conférences et publications. L'automatisation du dispositif a accru
I'autonomie de l'utilisateur et améliore la gestion de I'expérience en centralisant sur un
ordinateur les fonctions de commande et de suivi.
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Chapitre 5 : Méthodes expérimentales

Introduction

Dans le cadre de I'’étude de la nucléation, une fois la molécule sélectionnée et son solvant,
reste a déterminer le domaine expérimental (T, sursaturation ...). Pour cela il est nécessaire
de connaitre la solubilité dans le solvant avant de préparer des échantillons.

Ce chapitre présente les méthodes employées a chacune des étapes suivantes : étude de la
solubilité, préparation et dissolution des échantillons, exposition et enfin caractérisation.
L'ensemble des méthodes décrites dans ce chapitre n'ont pas toutes été utilisées pour
chaque molécule et cela sera précisé dans les chapitres dédiés aux molécules.

99



I/ Mesures de solubilité

La solubilité est un élément clé de la réussite des expériences de cristallisation photoinduite.
Il est donc important de déterminer la courbe de solubilité et la limite de la zone métastable.

I-1) La détermination de la courbe de solubilité

La sursaturation est un parameétre clé dans le processus de nucléation. Le parametre de
sursaturation est controlable a condition de connaitre la courbe de solubilité du composé
dans ce solvant mais certaines solubilités n'ont jamais été mesurées. Il a été nécessaire de
mesurer les solubilités de I'histidine et de la glycine dans H,0 et D,0. Ces mesures ont été
effectuées au Centre Interdisciplinaire des Nanosciences de Marseille (CINaM) par la
méthode des ajouts successifs. Ce procédé est essentiellement basé sur un contrdle visuel.

Pour réaliser la mesure d'une solubilité a une température donnée, on utilise des béchers
double enveloppe reliés a un bain thermostaté (figure 5-1). Il y a dans chaque cellule un
barreau aimanté pour agiter la solution afin d'accroitre la vitesse de dissolution. Le montage
est constitué de deux béchers dédiés a la mesure et d’un bécher de référence permettant de
controbler la température.

Un volume de 10 mL de solvant est introduit dans chaque bécher. Ensuite, on ajoute de
petites quantités du soluté étudié. Ces ajouts successifs doivent avoir la méme masse Am, le
suivant étant rajouté apres la dissolution compléte de l'ajout précédent. Une lampe
polychromatique puissante permet a l'expérimentateur de constater la disparition des
éléments du soluté visible a I'ceil nu. La solubilité a la température de mesure est
déterminée dés que le soluté ne se dissout plus au bout en général de plusieurs heures : plus
on se rapproche de la saturation, plus la dissolution est lente.

Les deux béchers permettent d'effectuer un encadrement précis du point de solubilité
. o . A A . . .
déterminé entre l'ajout n et n+1 : nTm <s<(n+1) Tm Une fois le point relevé, deux

vérifications ont lieu :

- Lors du relevé du point, on vérifie le type de solubilité de la solution en augmentant la
température de quelques degrés Celsius®®. Si on constate la dissolution de I'excés de
matiéere, alors la solubilité est directe.

- Une fois I'ensemble des points obtenus, il faut vérifier que la courbe de solubilité suit la loi

de Van't Hoff [5 — 1]. Sinon, cela signifie que le modéle n’est pas pertinent pour le systéeme
considéré ou qu’il y a la présence d’une nouvelle phase (voir chapitre I).

ln(S)=a*%+b[5—1]

Une fois les mesures terminées, un bécher sur deux est ensemencé avec le produit de départ
de l'ordre de plus au moins de Am. Une rampe descendante de température depuis la

L Si une augmentation de 1 ou 2°C est nécessaire pour dissoudre alors on peut considerer que c'est la méme
phase. Par contre si il faut significativement la température (5 °C voire 10 °C) alors il y a eu la nucleation d'une
phase plus stable.
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derniere température de mesure jusqu'a 5 °C est imposée. Les cristaux obtenus sont
analysés par diffraction des rayons X. Cette derniére expérience vise a comparer le
polymorphe obtenu avec ensemencement dans le cas ou une forme autre que celle de
départ est obtenue. Cela permet de vérifier que I'on mesure la bonne phase.

- ~

Sonde de température PT100
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Figure 5-1 : Représentation schématique du montage de mesure des solubilités. Ce type de
montage permet essentiellement de balayer la gamme de température de 5°C a 50°C,
gamme essentiellement utilisée pour les études des molécules organiques.

I-2) La détermination de la limite de zone métastable de travail

Dans la zone métastable, aucune nucléation spontanée ne se produit. C'est dans cette zone
gu’il faut se placer pour induire la nucléation. Sa mesure n'est pas aisée : elle se fait de
maniére indirecte en observant le moment ou se produit la premiére nucléation, cette
derniére marquant I'entrée dans la zone de nucléation spontanée.

Il existe deux facons de déterminer la limite de zone métastable : une méthode dynamique,
ou la température diminue suivant une vitesse de refroidissement imposée (figure 5-2) et
une méthode statique ou I'on se place a une température et |'on attend l'apparition du
premier cristal (figure 5-3).

La limite de zone métastable dépend donc de la vitesse de refroidissement : plus la vitesse
de refroidissement est lente, plus la limite de zone métastable est proche de la courbe de
solubilité. Réciproquement, plus la vitesse de refroidissement est élevée, plus la limite de
zone métastable est éloignée de la courbe de saturation [Bonin-Paris 2011].

Expérimentalement, la limite de zone métastable pour la glycine et l'histidine a été
déterminée par la méthode dynamique au CINaM. Les solutions sont préparées pour étre en
état de sous-saturation a une température initiale puis placés dans la régulation en
température. Un dispositif LABVIEW permet de coordonner le suivi optique avec la
régulation en température (figure 5-4).

La température de départ des expériences était de 60 °C. Cette température a été conservée
pendant 24 h puis une rampe de 1 °C/h a été programmée pour atteindre une température
de 5 °C. Une photo de chaque puits a été prise toutes les 30 minutes. Lorsqu’il y a
cristallisation, I'heure et la température sont connues. Cela permet de remonter a la
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sursaturation lors de la cristallisation : ainsi est définie la largeur de la zone métastable de

travail. Concentration
A

Apparition  des

| Limite de zone métastable
I , Courbede solubilité

Point de départ

Cb 3
1b] ensous saturation
Refroidissement oo
; Créationd’une
en température . "
gy B2 sursaturation critique
avitesse fixée
Ca € P
1a

> Température

T2 T1  Tinit
Figure 5-2 : Schéma de principe expliquant la détermination de la limite de zone métastable
en régime dynamique ou la température est diminuée a vitesse constante. L'expérience
débute en état de sous-saturation (1a, 1b : trait vert) puis la température diminue a une
vitesse constante pour amener la solution en état de sursaturation (2a, 2b : fléches noires).
Le début de la nucléation signifie la limite de la zone métastable.
BCmotécute, polymorphe, sowant(T1) = Cb. Avec une concentration inférieure a Cb pour la

température T1, la solution est dans la limite de la zone métastable.

Concentration Point de départ

Apparition des €N sursaturation

premiers cristaux Limites de zones métastables
R g y correspondanta différentes

A =R sursaturations pour

différentes durées.

1 I Courbede solubilité

Cc1
. Limite de zone
Accroissementdes / :

SUrEsTarations il métastable au bout
RN c2 Nt 2 d’untemps t1.
initiales a &

température fixée V. . Limite de zone
e / (3 métastable au bout
» . d’un temps t2.
Augmentation du / Limite de zone
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j tempst3.
> Température
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Figure 5-3 : Schéma de principe expliquant la détermination de la limite de zone métastable
en régime statique. L'expérience débute en état de sursaturation a une température fixée

(Tinit) puis on laisse le temps faire son ceuvre. La nucléation signifie la limite de la zone
meétastable, ce qui implique que la limite de zone métastable est valable uniquement pour un

temps donné. ﬁcmolécule, polymorphe, solvant(tl) = (1.
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Figure 5-4 : Dispositif expérimental utilisé au CINaM pour étudier la limite de zone
métastable. Les modules permettent d'étudier de 24 a 96 tubes suivant I'ampleur de la
statistique souhaitée ou de la disponibilité du soluté et du solvant (gauche). Les deux
modules sont montés sur une plague mobile horizontalement dans deux directions.
L'ensemble est contrélé en température et un programme LABVIEW geére le déplacement de
la table porte échantillon, la vitesse de refroidissement et la caméra.

Il) Préparations et gestions des échantillons

11-1) Préparation des solutions

Les produits de départ sont utilisés sans purification supplémentaire. La méthode de
préparation est assez similaire entre les tubes pyrex (utilisés les premiers mois) et les tubes
HPLC : préparation tube par tube ou solution mere.

Premiere méthode : préparation tube par tube :

La quantité de matiére souhaitée est placée dans les tubes puis le solvant est ajouté (figure

5-5). 1 (2. 3 ]
- | V
[ {l l’_ {l l,}_ ?l l*_ {l
) m i it 2} . fis W
I J IBalam:eI = | s 1mL #J

Figuré 5.5 Représentat;on‘schématique de la pesée tube ba; tube.

Seconde méthode : préparation par solution mere :

Avec cette méthode, une solution a une certaine concentration est préparée. Elle est
dissoute puis pipetée tube par tube (figure 5-6).

m Dissolution Pipetage

l}, 11

; : ; , i

Préparationd’'un I
i

gros volume
Figure 5-6 : Représentation schématique de la préparation par solution mére.
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Cette seconde méthode est a mettre en ceuvre s’il est nécessaire de filtrer la solution ou si
certains parametres ne peuvent pas étre contrélés au niveau du tube comme le pH. Cette
méthode permet de limiter les erreurs de pesée ou de volume par rapport a I'approche tube
par tube puisque I'erreur est uniformément répartie sur I'ensemble des tubes mais elle pose
un probléme lors du pipetage de la solution mére vers les tubes. En effet, il y a une rupture
pouvant, dans le cas de sursaturation élevée, augmenter I'incertitude en sursaturation si la
solution mere n’est pas constamment homogénéisée (pipetage possible dans des zones a
basse sursaturation et haute sursaturation).

L'incertitude relative est définie par I'équation [5 — 2]. L’équation montre aussi que dans le
, . . . . . AC . .
cas d’une solution mere fabriquée avec une incertitude — Cette erreur sera répartie sur

I’ensemble des n tubes de facon égale dans le cadre d’une homogénéité de la solution lors
du pipetage. Avec la méthode de préparation tube par tube, il n’est pas possible de diminuer
I'incertitude commise par tube puisqu’elle sera inhérente a chacun.

AC_am AV
C m V[ ]

Dans notre situation, l'incertitude sur la masse Am est |I' incertitude venant de la balance
soit 1 mg, I'erreur sur le volume AV est l'incertitude venant des pipettes automatiques soit
0,01 mL. Cela impliqgue une incertitude sur la concentration AC pour une concentration
souhaité de 270 mg/mL de 3,7 mg/mL. L'incertitude relative est donc 1,37 %.

Sauf mention contraire, la méthode de préparation des échantillons systématiquement
utilisée est une pesée tube par tube puis un ajout du solvant comme représenté sur la figure
5-5 puis le soluté est dissous dans la solution.

11-2) Dissolution du soluté

Deux méthodes ont été utilisées : ultrasons et température. Cette seconde méthode a été
utilisée apres la mise en service du carrousel thermostaté a I'Ecole Centrale Paris. Une fois la
dissolution terminée, la solution reste plusieurs jours a température de travail. L'avantage du
carrousel est la possibilité de choisir la vitesse de refroidissement.

Dans le cadre de la solution meére, la dissolution a lieu pour I'ensemble du volume puis les
tubes sont remplis a la pipette puis placés sur le carrousel. La dissolution se fait soit
thermiquement soit en combinant ultrason et haute température. Une fois la matiéere
dissoute, la solution est transvasée par pipette dans les tubes (pyrex ou HPLC). Néanmoins,
cette méthode peut imposer une rupture comme un choc thermique. Dans ces situations la,
le pipetage doit étre réalisé a température élevée. Il est important de transférer tres
rapidement les tubes dans un environnement avec une température élevée avant
d'effectuer la descente vers la température de travail.

Les choses different pour la pesée tube par tube puisque la dissolution est réalisée dans le
tube. Lors de I'emploi des tubes pyrex, les solutions étaient dissoutes aux ultrasons a haute
température (60 °C) pendant plusieurs heures puis laissées au repos jusqu’a atteindre la
température ambiante de maniére naturelle.
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Avec la modification du montage, I'étape de dissolution est uniquement thermique. Cela
ajoute un parametre supplémentaire et requiert plus de temps. En effet, pour une solution
de glycine sursaturée a 150 % (280 mg/mL), 1 h de dissolution est nécessaire a 60 °C avec les
ultrasons ; ce temps monte a 24 h avec la dissolution thermique de glycine. La figure 5-7
montre les différentes méthodes de dissolutions utilisées. Une fois la dissolution effectuée,
les échantillons sont stockés jusqu’a I'exposition.

Température

60°C

90’ 4 \ f 2h stockage a 60°C
\vl Dissolution a 60°C d’une solution
meredans un bain d’ultrason

Pipetage depuis la solution meére
dans les tubes HPLC et stockage sur| e > = >
le carrousel des tubes 12h puis Exposition

008 Pitesiomn & mmsgaiimms o mmioyiems o sesiajies & smjafes o ssjaes d ssjejis & s & seigeiies & s
60°C
90’
Dissolution a 60°C des tubes
pyrexdans un bain d’ultrason
12h puis Exposition
OClhe v o os oo s oo 5o s o s a8 e 8 el N W 8 mcecmm ¥ mmcecmm u m
60°C
36h Dissolution a 60°C des tubes
12h puis Exposition HPLC sur le carrousel.
0°C - > Temps

—— Refroidissement naturel
Plateau de température dissolution
&——>  Stockage a la température d’exposition

Figure 5-7 : Différentes méthodes utilisées dans le cadre de la dissolution thermique. Les
cycles de température ont été décalés en hauteur pour plus de visibilité. Les fléches
pointillées bleues représentent la rupture en température lors du pipetage puisque la
régulation en température n’est plus assurée a ce moment la. Les durées affichées dépendent
de la molécule utilisée. Il s’agit dans ce cas de la molécule de glycine. Ce schéma n'est pas a
I'échelle sur I'axe des températures ni sur I'axe du temps, il a une valeur illustrative.

Sauf mention contraire, la méthode de dissolution des échantillons utilisée est une méthode
thermique effectuée a partir du carrousel. A l'issue de la dissolution, les tubes sont amenés
et conservés a la température de travail pour y étre exposés ou pour étudier le
comportement de la nucléation spontanée sans manipulation et sans changement autre que
la température.

Ill) Expositions au laser

Les solutions dissoutes et stabilisées en température sont exposées au laser. Cette étape est
effectuée a Il'aide d'un logiciel spécialement développé permettant d'exposer
successivement les différents tubes en contrélant précisément les différents parameétres : la
température des solutions, la durée du temps d'exposition, le suivi dans le temps de la
solution (voir chapitre précédent). Une fois I'exposition terminée, les solutions sont
conservées a la température d'exposition afin de suivre optiquement la cristallisation. En fin
de processus, les solutions sont filtrées et les cristaux préparés pour l'identification.
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Le calcul de la densité d’énergie a été fait en utilisant I'équation [2 — 1] (chapitre 2, 1I-2-2).
La puissance est mesurée par un wattmetre et la surface du faisceau est obtenue en utilisant
un papier marquant spécifique (figure 5-8). La forme du faisceau a évolué au cours du
temps, oscillant entre une ellipse et un cercle. La figure 5-8 montre I'ellipse utilisée afin de
déterminer la surface du faisceau.

Figure 5-8 : Photographie du papier marquant aprés irradiation du laser. L’ellipse permet de
mesurer précisément la surface du faisceau.

IV) Caractérisation des cristaux

Dans le cadre de I'étude NPLIN, la connaissance de la forme cristalline obtenue apres
exposition est capitale. En effet, l'intérét majeur de cette méthode de cristallisation réside
dans la sélection du polymorphe obtenu suivant la polarisation du faisceau incident. Cette
caractérisation a été faite de plusieurs fagons : par observation du facies, par spectroscopie
Raman ou par diffraction des rayons X sur poudre ou sur monocristal. La conjonction de
I'observation du faciés et I'analyse Raman ou X permet de connaitre la répartition des phases
cristallines obtenues en fonction de plusieurs parametres tels que la température, la
sursaturation, I'énergie injectée dans la solution.

IV-1) Morphologie et dénombrement des cristaux obtenus

L'effet du laser sur le facies a été étudié mais aussi son effet sur le nombre de cristaux
obtenus dans le tube. Le relevé de cette information au sein des tubes a été fait en classant
les tubes de la maniére suivante : MC(1) correspond a un tube avec un seul monocristal,
MC(n) correspond a I'obtention de monocristaux disjoins (en général n est compris entre 2 et
4), MC(N) correspond a des cristaux joints ou trés nombreux (N cristaux) et de petite taille, P
correspond a la formation d'une poudre ressemblant a celle de départ. La notion de taille est
variable pour chacune des catégories. Les monocristaux (MC(1) et MC(n)) varient de 5 mm a
11 mm de longueur et de 5 mm a 2 mm de largeur, les cristaux joints (MC(N)) varient de 2
mm a 5 mm, que ce soit pour la longueur ou la largeur. La figure 5-9 montre la réalité
physique de ces notations.
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Figure 5-9 : Représentation de la classification expliquée ci dessus. (a) et (b) : classement
MC(1), (c) : classement MC(N), (d) : classement P.

IV-2) Analyse des faciés

L'identification de la phase par I'observation du faciés permet de connaitre la phase dés les
premiéres observations, par les photographies prises juste apres |'exposition au laser et
durant les heures qui suivent. La relative facilité de mise en place et d'accessibilité de
I'information peut étre compliquée par une nucléation trop rapide ou hors champ. Enfin,
cette méthode nécessite d'avoir a disposition une bibliographie des facies des polymorphes.
Il est possible aussi qu'un faciés ne soit pas référencé ou, soit inconnu, auquel cas, d’autres
méthodes de caractérisations seront utiles.

La reconnaissance des faciés est limitée par trois situations présentées dans la figure 5-10 :

- une cristallisation rapide de multiples cristaux couvrant le fond du tube ou
s'agrégeant pour former un amas de cristaux,

- une cristallisation rapide d'un monocristal couvrant totalement ou
partiellement le fond du tube,

- une cristallisation survenant en dehors du champ de la caméra.
Le tableau 5-1 présente les surfaces visibles grace au microscope et le logiciel LABVIEW pour
I'ensemble des objectifs disponibles. Ces surfaces ont été traduites en pourcentage de la

surface initiale du tube 78,5 mm?2. La figure 5-11 montre schématiquement la vision réelle du
tube en fonction des objectifs et du mode d'observation : microscope ou logiciel.
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Situation
favorable

Situation
défavorable

Situation
intermédiaire |2

Figure 5-10 : Figure résumant les trois situations auxquelles fait face I'expérimentateur lors
d'une identification par morphologie : situation favorable soit une nucléation dans le champ
de la caméra combinée a une nucléation débutante ol les cristaux restent visibles, situation
intermédiaire soit une nucléation dans le champ de la caméra mais rapide (ou une
observation tardive) qui empéche une observation distinctive des cristaux, situation
défavorable soit une nucléation hors champ (diffusion du germe ou nucléation au ménisque)
ou la formation d'un monocristal rendant invisible les limites du facies.

Objectif | Surface visible par Surface visible par Surface visible par Surface visible par
observation directe observation via la observation directe observation via la
au microscope combinaison de la au microscope combinaison de la
normée a la surface caméra et du logiciel normée a la surface caméra et du logiciel
du tube (%) normée a la surface du du laser (%) normée a la surface du
tube (%) laser (%)
X 2,5 54,76 6,4 718 84
x5 16 1,44 210 18,9
x 10 4 Impossible a déterminer 52,5 Impossible a déterminer
Estimée : ~ 0,46 - 0,36 Estimée:~6-4,7
x 20 1 Impossible a déterminer 13,12 Impossible a déterminer
Estimée:~ 0,12 - 0,09 Estimée:~1,57-1,18

Tableau 5-1 : surfaces visibles grdce au microscope et par le logiciel LABVIEW pour
I'ensemble des objectifs disponibles. Ces surfaces ont été traduites en pourcentage de la
surface initiale du tube qui fait environ 78,5 mm?
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Surface visible par le logiciel pour l'objectif x2,5
Surface visible par le microscope pour l'objectif x2,5

Surface de référence du tube

Surface du faisceau laser

Surface visible par le microscope pour l'objectif x5
Surface visible par le logiciel pour I'objectif x5

Figure 5-11 : représentation schématique de ce que I'on voit réellement du tube en fonction
des objectifs et du mode d'observation : microscope ou logiciel.

Enfin, la derniére situation plus problématique et indiscernable par les techniques de
caractérisation Raman et X est la transformation polymorphique vers une forme stable qui
conserve le méme faciés.

IV-3) Spectroscopie Raman

Cette méthode est utilisée en adéquation avec l'analyse des faciés. Elle possede deux
avantages : sa rapidité de mise en ceuvre (10 secondes d'acquisition par spectre) et la non
destruction des cristaux. Une telle méthode est tres adaptée pour caractériser les
monocristaux de toutes les tailles. La spectroscopie Raman a été effectuée en utilisant un
laser continu a 638 nm. La figure 5-12 montre les spectres Raman des polymorphes a et y
des produits de base utilisés pour les expériences. Lors de la caractérisation, la zone
comprise entre 60 cm™ et 180 cm™ est utilisée pour déterminer le polymorphe.
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Figure 5-12 : Spectre Raman des poudres utilisées. En rouge, le spectre Raman du polymorphe y, en bleu, le spectre Raman du polymorphe a.

L'insert est un détail dans la zone 60 cm™ - 260 cm™ du spectre Raman des poudres utilisées.
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IV-4) Diffraction des rayons X

Les échantillons ont été caractérisés par deux appareils : le premier, le D2 Phaser (Briker),
permet des mesures courtes de quelques minutes a condition d'avoir un signal fort, mais
cela implique la destruction des cristaux; le second, le D8 Venture (Briiker), permet des
mesures non destructives et d’associer un faciés a un polymorphe, mais au prix d'un temps
de mesure de plusieurs heures ne permettant pas une caractérisation systématique.

IV-4-1) Diffraction sur monocristal

Cette méthode a été rarement utilisée pour caractériser le polymorphe associé a un faciés
non référencé.

IV-4-2) Diffraction sur poudre

Les cristaux sont séchés puis broyés dans un mortier. La poudre obtenue est placée dans un
porte échantillon et analysée. La figure 5-13 montre les diffractogrammes des deux poudres
initiales de la glycine. Cette méthode a été progressivement abandonnée. Deux raisons a
cela : son indisponibilité et la suspicion de I'effet du broyage sur une transition de phase du
polymorphe a de la glycine vers le polymorphe y de la glycine.

1
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Figure 5-13 : Diffractogramme des poudres utilisées de glycine. En rouge, le diffractogramme
du polymorphe «a, en bleu, le diffractogramme du polymorphe y.

Bilan

Dans ce chapitre, nous avons explicité la méthode de mesure de la solubilité et de la
détermination de la limite de zone métastable, les méthodes de préparation des solutions,
les profils de dissolution thermique, et les outils employés pour la caractérisation des
cristaux obtenus ont été détaillés.

Afin de caractériser la cristallisation, nous avons introduit une variable : le dénombrement
des cristaux. Nous faisons la distinction entre une poudre similaire au produit de départ, des
cristaux disjoints et des cristaux dont le phénomene de croissance les a amenés a se joindre.
Cette variable est utilisée dans le chapitre suivant.
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Chapitre 6 : Effet de |la nucléation induite par laser sur

la glycine
Introduction

La nucléation induite de la glycine par laser a été étudiée depuis 2001 avec un laser
nanoseconde [Zaccaro 2001] et par d'autres équipes avec d'autres conditions depuis 2007
[Yuyama 2012b]. La possibilité de cristalliser de maniére sélective I'un de ses polymorphes a
été établie par Sun et al. [Sun® 2006]. Cette propriété remarquable nous a conduit a
réétudier systématiquement la nucléation de cette molécule grace au nouveau montage et a
la méthodologie que nous avons développés.

Cette étude systématique a porté sur un grand nombre de variables : vitesse de nucléation,
influence de la polarisation, de la puissance, de la sursaturation et du solvant.
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I/ Mesure de la solubilité

I-1) Résultats

I-1-1) Solubilité dans H,0

Les résultats obtenus dans H,O pour la glycine a issue d'un lot de glycine venant de la
marque VWR (les valeurs sont données en annexe D1) sont présentés ci-dessous (figure 6-
1a). Cette mesure a eu lieu au CINaM suivant la méthodologie exposée dans le chapitre 5
partie I-1. La courbe moyenne représentée est issue de la moyenne arithmétique entre la
valeur basse et la valeur haute mesurée a chaque température.

Le second graphique présente la vérification de la loi de Van't Hoff [6 — 1] (figure 6-1b). Le
logarithme de la solubilité doit étre une fonction linéaire de l'inverse de la température en
Kelvin. La régression linéaire effectuée par le logiciel Excel® confirme avec un R? de 0,9994
que le systéme étudié suit la loi de Van't Hoff avec I'équation [6 — 2].

0,00355

a
InCy = —— [6—1]
S
RT
1942,8
InCg = — + 11,949 [6 — 2]
T
310 o8
n b
a | ESH20 moy (g/L) ~@-Loi de Van't Hoff pour la solubilité dans le H20
290 5,7
Linéaire (Loi de Van't Hoff pour la solubilité dans le H20)
270
56 y=-1942,8x + 11,949
- R? =0,9994
=250 » g
o 3
! | Q55
L]
2230 e
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wy [ ] sn
o
-l
53
190
170 5,2
[ ]
150 51
10 15 20 25 30 35 40 ‘00032 000325 00033 000335 00034 000345 0,003
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Figure 6-1 : (a) : Courbe de solubilité du polymorphe a dans H,0.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

I-1-2) Solubilité dans D,0

La solubilité du méme lot de glycine venant de VWR a été déterminée dans D,0 (les valeurs
sont données en annexe D2, figure 6-2a). Le second graphique présente la vérification de la
loi de Van't Hoff (figure 6-2b). La régression linéaire effectuée par le logiciel Excel® confirme
avec un R? de 0,9967 que le systéme étudié suit la loi de Van't Hoff avec I'équation [6 — 3].
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Figure 6-2 : (a) : Courbe de solubilité du polymorphe a dans D,O0.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

I-1-3) Ensemencement

A l'issue de la mesure de la solubilité, une partie des solutions ont été ensemencées par de
la poudre venant du produit initial avant d'étre refroidies a une température de 5 °C. Cette
expérience a pour objectif d'étudier le polymorphe cristallisé par I'ensemencement et de le
comparer a celui obtenu sans ensemencement apres la rampe de température.

Dans H,0 et sans ensemencement, le polymorphe a est toujours cristallisé. Alors que
I'ensemencement induit une augmentation du taux de formation du polymorphe y : sur les
trois solutions ensemencées, une ne présente aucune trace du polymorphe y, une présente
quelques traces du polymorphe y et une derniere a permis la cristallisation de 20% a 30% du
polymorphe y. Dans D,0 et sans ensemencement, le polymorphe a est toujours cristallisé.
Alors que I'ensemencement par le polymorphe a induit la cristallisation du polymorphe y a
100 % (tableau 6-1).

Polymorphe Solvant Nucléation Nucléation apres
d’origine spontanée ensemencement
a H,0 a aavecdel % a30%dey
a D,O a 14

Tableau 6-1 : Résumé des polymorphes obtenus avant et apres ensemencement.

Ces résultats montrent l'influence de Il'ensemencement sur la caractérisation de la
cristallisation ainsi que I'effet du solvant. L'effet du solvant est démontré par la cristallisation
a 100 % du polymorphe y la ou dans les mémes conditions avec H,0, on obtient seulement
guelques traces du méme polymorphe.
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I-2) Discussion

I-2-1) Solubilité du polymorphe a dans H,0

Nos mesures dans H,0 sont trés proches de celles de [Yang 2008a] (figure 6-3a) avec un
écart relatif a 20 °C de - 3,2 % si on applique I'équation [6 — 4]. Ces différences tres faibles
sont intrinseques au produit utilisé et intégre la marge d'incertitude du processus de mesure
expérimental. La proximité de nos mesures avec celles de Yang [Yang 2008a] sur le
polymorphe a nous a permis d'utiliser la solubilité du polymorphe y dans H,0O publié par
Yang et al. (figure 6-3b).

Cs [Yang 2008] — Cs H,0
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Figure 6-3 : (a) : Comparaison de nos résultats de solubilité avec ceux de [Yang 2008a].
(b) : Courbe de solubilité des polymorphes a et y d'aprés [Yang 2008al].
I-2-2) Solubilité du polymorphe a dans D,0

Le résultat montre que la solubilité du polymorphe a dans D,0 est proche de celle dans H,O
(figure 6-4) comme cela est le cas pour [Kunihisa 1974] (figure 6-4a). En appliquant a D,O la
relation [6 — 5], on montre la proximité de la solubilité dans D,0 et H,O0.

CS Hzo - CS Dzo

Eo, = 100 [6 — 5]

CS H20

L'écart relatif a 30 °C est de -1,7 % pour les points de [Kunihisa 1974] et de +3,4 % pour nos
points, montrant la proximité des courbes entre elles. La comparaison de nos résultats avec
ceux de [Jelinska-Kazimierczuk 1996] (figure 6-4b) montre un comportement différent de la
glycine dans D,0. A 25 °C, la différence de solubilité est de 48 g/L soit un écart de 20 % : le
D,0 a un effet sur la solubilité : cela s'explique par un effet de masse et un accroissement
des interactions entre molécules did a D,O comme cela a été montré pour le BPTI
[Budayova-Spano 2000].
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En conclusion, la solubilité que nous avons mesurée dans H,0 est tres proche de celle dans
D,0. Ce résultat est cohérent avec [Kunihisa 1974] mais differe de celui de [Jelinska-
Kazimierczuk 1996].
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310 310
a ® S D20 moy (g/L) ® b ® S D20 moy (g/L)
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Figure 6-4 : (a) : Comparaison de nos résultats avec ceux publiés par [Kunihisa 1974].
(b) : Comparaison de nos résultats avec ceux publiés par [Jelinska-Kazimierczuk 1996].

I/ Nucléation spontanée et détermination de la limite de zone métastable

Peu de travaux discutent de la limite de zone métastable (LZM*?) de Ia glycine. Dans sa
these, Eve Revalor, fait état de la grande difficulté a la mesurer [Revalor 2009]. Les travaux
de Johanne Bonin-Paris ont permis de déterminer la limite de zone métastable de la glycine
en fonction des vitesses de refroidissement [Bonin-Paris 2011] (voir chapitre |, 1-1-1-4).
Nous avons déterminé la limite de zone métastable a 17 °C pour le polymorphe a et le
polymorphe y par la méthode statique détaillée au chapitre V (voir chapitre V, I-2).

La limite de zone métastable définit la zone ou aucune nucléation ne se produit du moins
pour un certain temps. Toutefois, cela n’exclut pas le phénomene d’agrégation / dissolution
des lors que I"énergie critique n'est pas franchie pour aboutir a la croissance cristalline.
L’étude de la limite de zone métastable a été faite en régime statique. Il n’a pas été possible
de la faire en régime dynamique car le plateau de 24 h a 60 °C fait avant I'abaissement de la
température n'a pas été suffisant pour obtenir la dissolution compléte des solutions.

La figure 6-5 montre la caractérisation de la limite de zone métastable des polymorphes «
et y a 17 °C dans H,0 et D,0. La LZM du polymorphe a est donnée pour un temps de 168 h
et de 36 h. Celle-ci est large et va jusqu’a 317 mg/mL a 36 h ce qui signifie que des
expériences avec un temps d'attente de 24 h peuvent étre menées jusqu’a une
concentration de 317 mg/mL sans risque. On introduit la notation suivante, le B critique, B,
qui est la sursaturation maximale au bout d’un temps donné a partir duquel des cristaux
peuvent se former. On a donc a partir des données expérimentales représentées dans la
figure 6-5 :

%2 Le terme Limite de Zone métastable pourra apparaitre sous son abréviation LZM.
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Be, y,1,0(168 h) =280 mg/mL
Bc, a,H20(168h) = Bc, a,D20(168 h) =317 mg/mL
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Figure 6-5 : Limite de zone métastable pour les polymorphes utilisés « et y de la glycine a
36h et 168h dans H,0 et D,0.

Les tubes présentant une cristallisation ont été caractérisés afin de déterminer le
polymorphe obtenu en nucléation spontanée. Dans D,0, le polymorphe obtenu dans 100 %
des cas est le polymorphe y. Dans H,0, le polymorphe obtenu dans 100 % des cas est le
polymorphe «.

lll/ Etude préliminaire

11I-1) Démonstration de I'effet du laser

Jusgu'a maintenant, tous les travaux effectués ([Garetz 1996], [Zacarro 2001], [Matic 2005a,
2005b], [Sun® 2006], [Baviére 2006], [Bellani 2007], [Sun® 2008], [Miret 2009], [Degand
2010]) l'ont été a l'aide de tubes pyrex qui induisaient un effet de focalisation naturel (voir
chapitre 4, 1-1-2). La conception du nouveau montage a introduit une nouvelle géométrie
(figure 6-6) avec un faisceau traversant l'interface air / solution avant de traverser la solution
ce qui n'était pas le cas dans la configuration précédente.

Le nouveau montage dont la conception a été détaillée au chapitre 4 permet de filmer la

nucléation quasiment apres I'exposition. Cela a permis de filmer la cristallisation apres une
exposition de la glycine. La figure 6-7 montre la chronologie de la cristallisation de la glycine
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aexposée a 532 nm pendant 60 s a 1,4 GW/cm?. La solution de glycine dans H,0 présente
une sursaturation a 17 °C de 1,45 ce qui correspond a une concentration de 270 mg/mL.

i

4

Figure 6-6 : Comparaison entre la configuration utilisée précédemment dans les tubes pyrex
(gauche) et celle que nous avons utilisée avec les tubes HPLC impliquant la traversé de
l'interface air / solution (droite).

L'enregistrement présenté ci dessous est reproductible. La figure 6-7 montre que dans cette
configuration d'expérience, la cristallisation est d'une durée inférieure a 60 s (fleche noire).
Nous observons aussi la chute (cercle rouge et bleul) de cristaux déja formés qui continuent
leur croissance (rectangle violet, fleches jaunes et vertes).

+1s +6s +12s +100s +230s +264s

+272s +275s +288s +300s +360s +377s

+460s +569s +750s +762s +1017s +1291s

Figure 6-7 : Chronologie de la cristallisation de la glycine a exposée a 532 nm pendant 60 s a
1,4 GW/cm?. La solution de glycine avait une sursaturation a 17 °C de 1,45 ce qui correspond
a une concentration de 270 mg/mL.

111-2) Efficacité de la nucléation : travail préliminaire

Apres avoir observé visuellement sur quelques tubes la cristallisation induite par laser, le
premier travail a consisté a étudier sur un grand nombre de tubes la cristallisation soit le
taux de tubes présentant des cristaux au bout d’un temps donné (quelques minutes a
guelques heures) pour un ensemble de parameétres donnés (sursaturation, température,
densité d’énergie, polarisation du laser). Nous avons donc choisi d’effectuer toutes les
expériences a 17 °C (293 K). Les premiers essais sur 25 tubes ont montré un taux de
cristallisation®? compris entre 0,8 et 1,0, que ce soit en polarisation linéaire ou en

% Le taux de nucléation aussi appelé fraction est défini comme le rapport du nombre de tube présentant une
cristallisation sur le nombre de tube initial de la condition.
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polarisation circulaire (figure 6-8a). Lorsque nous avons voulu renouveler ces expériences
pour augmenter la statistique, nous n’avons pas obtenu de cristallisation dans les mémes
conditions. Afin de comprendre cette variation surprenante, nous avons analysé le produit
de départ.

Il s’est avéré que le polymorphe du produit de départ était de la a-glycine pour les
premieres mesures et y-glycine pour les secondes mesures>’. Nous avons essayé de
comprendre I'origine de ces différences en émettant une premiére hypothese de dissolution
incompléte du soluté au sein de la solution.

Or les mesures de la LZM, et I'absence de cristallisation des tubes témoins des premiéres
expériences ne permettent pas d’étayer cette hypothése. Nous sommes revenus aux
courbes de solubilité des deux polymorphes. Nous avions choisi de travailler a une
sursaturation de 1,45, soit 270 mg/mL pour la a-glycine et 245 mg/mL pour la y-glycine. En
conséquence, dans un tube préparé a partir de a-glycine pour une sursaturation 1,45 il y a
3,59*N, molécules de glycine alors qu’il y a 3,22*N, molécules de glycine pour un tube
préparé a partir de y-glycine. Il est donc clair que la probabilité de rencontres de deux
molécules de glycine dans le tube préparé avec de la y-glycine est plus faible. Par
conséquent, nous avons choisi de refaire des expériences a concentration égale et non a
sursaturation égale. Les résultats sont présentés sur la figure 6-8b. On voit clairement que
dans ce cas, on ne distingue plus de différences significatives selon le type de polymorphe
utilisé pour la préparation des tubes.

1 * L 4 \ 4 \ 4 1 L 4 A 4 | B
a b # a: polarisation linéaire - expérience 1
Py
c 08 & c 08 & L L My : polarisation linéaire - expérience 2
R o
= =
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@ 06 Qo6
S =
3 5
= =
[}
B 04 % 04 M
x
3 5
©
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0 ® ® 0 @ @
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. 2 0
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Figure 6-8 : Fraction des échantillons ayant cristallisés en fonction de la puissance. (a) :
sursaturation de 1,45 a 17 °C pour une durée d'exposition de 60 secondes. (b) : concentration
de 270 mg/mL pour une durée d'exposition de 60 secondes. Les expériences ont été faites
avec 5 solutions dans chaque condition.

IV/ Méthodologie d'étude

L'étude a été la plus large possible en tenant compte de paramétres susceptibles de modifier
la forme du cristal, le nombre de cristaux ainsi que le taux de formation des polymorphes. La

** En effet, a notre surprise, nous avons découvert qu’un lot de poudre G7126 provenant de Sigma Aldrich était
composé du polymorphe y alors qu’antérieurement, ce lot était composé du polymorphe a. Nous avons deés
lors choisi d’étudier I'influence du polymorphe.
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température d’étude est 17 °C et le temps d’exposition est de 60 secondes. Un seul
parametre a été modifié a la fois et les parameétres étudiés sont les suivants :

- origine du polymorphe,

- effet de la polarisation (linéaire ou circulaire),
- effet de la puissance,

- effet de la sursaturation,

- durée d'exposition.

Le choix de la température de 17 °C est motivé par I'unique observation du basculement des
polymorphes en fonction de la polarisation a 532 nm & cette température [Sun”® 2006].

Le protocole d'étude utilisé est représenté schématiquement sur la figure 6-9 pour la
polarisation linéaire dans H,0 et D,0 et sur la figure 6-10 pour la polarisation circulaire dans
H,O et D,0. A une concentration fixée, un criblage en fonction de la puissance a été
effectué. Enfin, au taux de nucléation maximal, nous avons fait varier la durée d’exposition.
Dans le cas de D,0, l'influence de la puissance a été mesurée uniquement avec la
polarisation circulaire et pour le polymorphe «.

Puissance

A
1110 MW/cm? == o
910 MW/cm* == @ [ ] @ ) [ J @
680 MW/cm?  =f= o
450 MW/cm?  sefem [ ]
230 MW/m? e [ ]
1 1 1 1 1

[ .
1 1 1 1 1 T> Concentration
251 mg/mL 261mg/mL 270mg/mL 280mg/mL 289 mg/mL 298 mg/mL

Figure 6-9 : Représentation du protocole d'étude utilisé pour la polarisation linéaire avec la
concentration employée dans H,0.

Puissance
N

910 MW/cm? == @ [ ) ® [ ) [} [ J
680 MW/cm? == [ }
450 MW/cm?  —dem [ ]
230 MW/m? e o

l l l l l ] :
1 1 1 1 T > Concentration

251mg/mL 260mg/mL 269mg/mL 278 mg/mL 288 mg/mL 297 mg/mL
Figure 6-10 : Représentation du protocole d’étude utilisé pour la polarisation circulaire avec
la concentration employée dans H,0.
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Dans H,0, I'effet de la durée d’exposition a été étudié avec la polarisation linéaire ainsi que
I'effet du temps de vieillissement avec les deux polarisations a une concentration de 270
mg/mL et a une puissance de 910 MW/cm? (point vert de la figure 6-9) selon le protocole
représenté sur la figure 6-9.

Temps de vieillissement

A
72h —— [ ]
24h = ® [ J [ J [ ]
2h -t PY
1 1 1 1 S g -
T T T T 2 Temps d’exposition

1pulse 10pulses 100 pulses 600 pulses
1s 10s 60s

Figure 6-11 : Représentation du protocole utilisé pour étudier I'influence des durées
d’exposition et du vieillissement.

Les informations qui peuvent étre obtenues a partir des tubes sont résumées sur la figure 6-
12. Ainsi, il est possible de savoir s’il y a eu nucléation ou non. Si il y a eu nucléation, il est
possible de relever le site de nucléation ou plus exactement de croissance, d'identifier les
polymorphes obtenus par utilisation de la spectroscopie Raman ou par identification visuelle
comme expliqué dans le chapitre 5 (chapitre 5, IV-2) ainsi que le dénombrement des
cristaux.

Fond du tube

F—.} Relevé du site de nucléation <
Ménisque
&) Monocristal
— Dénombrementdes cristaux Multicristaux
Poudre

—D  Faciés

a
S— Spectroscopie Raman -< v

Figure 6-12 : Informations issues des tubes

V/ Efficacité de la nucléation en fonction de différents paramétres

V-1) Efficacité de la nucléation en fonction de la puissance

Avant la mise en place du protocole (18 mois avant) détaillé au paragraphe IV, I'efficacité de
la nucléation en fonction de la puissance a été étudiée avec le polymorphe a a une
concentration de 270 mg/mL (correspondant a une sursaturation de 1,45) uniquement en
polarisation linéaire et a une température de 290 K. Cette étude a été faite en utilisant les
tubes HPLC.

La figure 6-13 montre le taux de nucléation NPLIN pour quatre énergies par impulsion : 50
mJ, 100 mJ, 250 mJ et 300 mJ (120 MW/cm?, 240 MW/cm?, 600 MW/cm?, 720 MW/cm?).
Deux séries expériences ont été conduites. Ce taux de nucléation augmente jusqu’a 600
MW/cm? quelles que soient les séries d'expériences. Au point de plus haute énergie (720
MW/cm?), les deux expériences donnent des taux différents : 0,58 et 1. Cela montre qu’aux
hautes énergies, la reproductibilité devient moins bonne.
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En utilisant le protocole décrit dans le paragraphe IV, |'effet de la puissance sur le taux de
nucléation et sur le taux des formations des polymorphes a été étudié pour les polarisations
linéaire et circulaire pour cing énergies différentes : 50 mJ, 100 mJ, 150 mJ, 200 mJ et 250 m)J
(230 MW/cm?, 450 MW/cm?, 680 MW/cm?, 910 MW/cm?, 1100 MW/cm?). Ces expériences
ont été menées en partant du polymorphe a ou du polymorphe y. La concentration dans
H,O employée est de 260 mg/mL. La méme étude a été faite dans D,O a la méme
concentration en polarisation circulaire pour un polymorphe a et pour trois énergies : 50 mJ,
100 mJ et 200 mJ.

M Série 1: taux de nucléation NPLIN
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pour une sursaturation de 1,45 a
0,8 10 290K
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Figure 6-13 : Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le polymorphe a dans H,0O
a 17 °C pour une polarisation linéaire. Le nombre de tubes est indiqué a cété de chaque point.

Les figures 6-14a et 6-14b montrent la fraction des échantillons ayant cristallisés en fonction
de la puissance du laser pour les deux polarisations et les différentes origines des
polymorphes. La puissance a un effet direct dans le cas du polymorphe y puisque le taux de
nucléation augmente. Le polymorphe de départ a une influence et cela bien que la
concentration soit identique. En effet, le taux de nucléation du polymorphe y est plus faible
gue celui du polymorphe «a. Le solvant D,0 a un effet important sur le taux de nucléation car
il est faible aux basses énergies (figure 6-15). Toutefois, au dela de 910 MW/cm?, le taux de
nucléation est de 100 % et cela dans quasiment toutes les configurations.
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Figure 6-14 : (a) : Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le polymorphe y dans
H>0, (b) : Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le polymorphe « dans H,O.
5 échantillons par point.
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Figure 6-15 : Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le polymorphe a dans D,0.
5 échantillons par point.

V-2) Efficacité en fonction de la concentration

Avant la mise en place du protocole (8 mois avant) détaillé au paragraphe 1V, I'efficacité de
la nucléation en fonction de la concentration a été étudiée avec le polymorphe a a
différentes concentrations uniquement en polarisation linéaire et a une température de
290K.

La figure 6-16 montre I'évolution du nombre de tubes présentant une nucléation a 17 °C a
différents moments apreés I'exposition au laser. L'exposition ayant été effectuée au sein de la
limite de zone métastable, nous pouvons affirmer que le laser a un effet sur les solutions en
induisant la nucléation et en réduisant le temps d'induction en cristallisation spontanée de
168 h a quelques minutes seulement.
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Figure 6-16 : Evolution du nombre de tubes ayant nucléé a 17°C a différents moments apres
I'exposition au laser suite a exposition @ 1200 MW,/cm?. La barre noire montre le point &
partir duquel le protocole a été fait.
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La figure 6-17 présente le taux de nucléation pour la polarisation linéaire (6-17a) et circulaire
(6-17b) pour les polymorphes a et y dans H,0 et D,0.

Polymorphe a, H,0 : les taux de nucléation diminuent a la concentration de 263 mg/mL
avant de remonter pour atteindre 1 au dela d'une concentration de 269 mg/mL pour la
polarisation linéaire. On remarque une seconde diminution du taux de nucléation a 280
mg/mL et a 285 mg/mL pour la polarisation circulaire.

Polymorphe y, H,0 : les taux de nucléation ont tendance a augmenter et atteignent le taux
maximum pour les concentrations supérieures a 270 mg/mL (respectivement 280 mg/mL)
pour la polarisation linéaire (respectivement circulaire). Le taux de formation de la
polarisation circulaire suit celui de la polarisation linéaire [6 — 6]. L'efficacité de I'accrétion
avec la polarisation est relativement moins efficace, ce qui semble montrer que la
perturbation du systeme induite par le laser P, oggr €5t moins importante de telle sorte que :

l:)LASER,CP (C) = l:)LASER,LP(C - ACLP/CP) [6 - 6]

Polymorphe a, D,0 : les résultats montrent et confirment que la polarisation circulaire a une
efficacité moindre. De plus, |'efficacité dans D,0 est plus faible que dans H,O.
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Figure 6-17 : Taux de nucléation au bout de 24 h a 17 °C et exposés a une énergie de 910
MW/cm?. 5 échantillons par point.
(a) polarisation linéaire
(b) polarisation circulaire

V-3) Efficacité en fonction du temps de vieillissement

Le vieillissement ou « aging time » a été étudié afin de voir si le vieillissement modifiait le
taux de nucléation. Cette expérience est motivée par la possible existence de pré-« clusters »
au sein de la solution : le temps de vieillissement est supposé augmenter la taille de ces pré-
« clusters » et donc réduire le temps de nucléation.

Cette hypothese fait suite aux travaux détaillés dans le chapitre 1 (chapitre 1, 1lI-2) et le
chapitre 3 (chapitre 3, I-5) qui montrent I'existence d’agrégats parfois de grande taille en
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solution et a ceux de Garetz et al. qui montraient que le temps de vieillissement avait une
incidence ([Garetz 1996], [Garetz 2002]). Toutefois, ce dernier n’a pas été confirmé sur
I'urée par Jelena Matic [Matic 2005a, 2005b] montrant ainsi I'absence d’influence du
vieillissement.

Les tubes maintenus a 17 °C ont été exposés aux deux polarisations a une énergie de 910
MW/cm?. Trois lots ont été étudiés : un lot de tubes conservés a température pendant 2 h,
un second lot stocké pendant 24 h et un troisieme pendant 72 h. La concentration employée
est 280 mg/mL correspondant a une sursaturation de 1,5 pour le polymorphe «a et 1,67 pour
le polymorphe y. La figure 6-18 synthétise ces résultats. Le vieillissement n’a pas, en |'état

des résultats, d’influence notable sur I'efficacité de la nucléation.
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Figure 6-18 : Evolution du taux de nucléation en fonction du temps de vieillissement 3 h apres
I’exposition. 5 échantillons par point.

V-4) Efficacité en fonction de la durée d'exposition

L'influence de la durée d’exposition a été étudiée : les solutions d’une concentration de 270
mg/mL a 17°C ont été exposées uniquement a la polarisation linéaire avec une énergie 200
mJ (910 MW/cm?). La variable étudiée est la durée d’exposition allant de 1 pulse a 600
pulses ce qui correspond a une durée d’exposition de 60 s soit les conditions habituelles. Le
tableau 6-2 résume ces résultats.

Nombre d'impulsion 1 10 100 || 600

o : polarisation linéaire : fraction des

. . . . 0 1 0,75 1
échantillons ayant cristallisés

y : polarisation linéaire : fraction des

. . . . 0 0,5 1 1
échantillons ayant cristallisés

Tableau 6-2 : Evolution de la fraction des échantillons ayant cristallisés en fonction de la
durée d’exposition traduite en nombre d’impulsions. 4 échantillons pour chaque condition.

L’évolution du taux de nucléation dépend tres fortement du temps d’exposition et atteint
son maximum au bout d’'une seconde pour le polymorphe a et 10 secondes pour le
polymorphe y. Au bout de 60 secondes, le taux maximum est atteint, ce qui confirme les
résultats présentés ci-dessous (voir IV-1). Il est a noter que cette expérience a été menée sur
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seulement quatre tubes pour chaque condition, ce qui ne permet pas d'avoir une statistique
satisfaisante.

Néanmoins, cette étude a montré qu’une durée d’exposition d’'une seconde a 910 MW/cm?
est suffisante pour stimuler la nucléation, qu’a 10 secondes, le taux de nucléation est
supérieur a 75 % et maximale au-dela et qu’une seule impulsion n’est pas suffisante pour
induire la nucléation.

VI/ Site de nucléation

Nous avons observé la chute de cristaux vers le fond du tube (figure 6-7). Ce comportement
est reproductible. Fort de ce constat, I'étude du site de nucléation a été effectuée afin
d'observer d'éventuelles structures se formant en fonction des sursaturations.

VI-1) Observation du site de nucléation

Le relevé du site de nucléation concerne deux sites possibles : le ménisque et le fond du
tube. La nucléation sur les parois a été trop peu observée pour la considérer comme
reproductible et donc significative. La figure 6-19 montre une photographie de deux tubes
ayant des cristaux a la fois au ménisque et au fond du tube. Dans cet exemple, les cristaux au
ménisque possédent une répartition : un monocristal (figure 6-19a), plusieurs cristaux
(figure 6-19b). Les rectangles rouges montrent les cristaux au ménisque. Les tailles des
cristaux présentent une grande dispersion : le plus gros monocristal mesuré (figure 6-20)
avait une longueur de 6 mm, le plus petit monocristal présent dans un ensemble de

Figure 6-19 : Photographie de deux tubes ayant des cristaux a la fois au ménisque et au fond
du tube. Les deux tubes sont constitués d'une solution de « glycine a une sursaturation de 1,5
a 17 °C soit une concentration de 280 mg/mL.

L'observation du site de nucléation se fait visuellement en sortant le tube HPLC de son
logement. Il est possible d'observer les cristaux tombés mais la configuration optique
empéche d'observer la nucléation au ménisque a I'exception de gros monocristaux comme
le montre la figure 6-20 en observant I'ombre portée.
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Figure 6-20 : Photographie de I'ombre portée sur le fond du tube par un gros monocristal de
glycine a ayant nucléé au ménisque dans la configuration donnée par I'image de gauche.

La figure 6-21 montre la croissance d’aiguille du polymorphe y (figure 6-21a et 6-21d) de la
glycine a partir du ménisque (figure 6-21c). La position du ménisque est représentée par la
courbe bleue. La figure 6-21b montre I'agrégat situé a la base du ménisque dont la surface
fait 4,90 mm? ce qui correspond globalement a la surface du laser 3,14 mm?2. Cela montre
I’effet spatial du laser sur la nucléation : une agrégation se forme dans la zone irradiée suivie
de la croissance. Les effets du laser ont des implications légerement au-dela de la zone
irradiée.

Figure 6-21 : Démonstration de I'effet d’agrégation di au laser au niveau du ménisque.
(a) : photographie de croissance de cristaux a partir du ménisque (y, 145 %, D0, linéaire).
(b) : surface de I'agrégation au niveau du ménisque environ égale a celle du laser.
(c) : représentation des directions de croissance des aiguilles a partir du ménisque.
(d) : photographie de cristaux ayant crd a partir du ménisque (a, 145 %, H0, linéaire).

Le tableau 6-3 montre les parameétres utilisés dans I'expérience du relevé du site de
nucléation pour les deux formes de la glycine et pour trois différentes concentrations. Les
tubes ont été exposés a une polarisation linéaire, a 17 °C, et a une énergie de 200 mJ (910
MW/cm?).

Masse correspondante pour 1 mL pour le polymorphe a (mg) 242 280 317

Masse correspondante pour 1 mL pour le polymorphe y (mg) 242 280 317

Nombre de solutions pour chaque condition 6 6 6

Tableau 6-3 : Concentrations utilisées pour le relevé du site de nucléation.

La figure 6-22 montre I'évolution du site de nucléation spontanée observé en fonction de la
sursaturation de la solution en glycine @ ou y dans les mémes conditions a 17 °C. On
remarque que dans le cas du polymorphe y, uniquement le fond du tube HPLC a été observé
comme site de nucléation. Cela peut s'expliquer par le fait qu'uniquement des gros
monocristaux ont été observés et pas de petits cristaux comme le montre la figure 6-19. A
contrario, dans le cadre du polymorphe a, des cristaux se forment au ménisque dans une
proportion inférieure a celle observée pour le polymorphe ¥ en nucléation spontanée.
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Toutefois, dans tous les cas, le ménisque comme seul site de nucléation n'est pas observé.

100%
Fond

90% M Ménisque + Fond
80% W Ménisque
70%
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50%
40%
30%
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10%

0%

@-242 @-280 a-317 y-242 y-280 y-317

Fréquence de nucléation

Figure 6-22 : Evolution de I'implication des sites de nucléation spontanée en fonction de la
sursaturation pour les deux polymorphes « et y de la glycine a 17 °C.

La figure 6-23 montre les différents sites de nucléation obtenus pour différentes
concentrations (a 17 °C) aprés une exposition de 60 s a 532 nm a une densité d’énergie de
840 GW/cm? sur des solutions de glycine a et y a concentration égale. On remarque qu’a
basse concentration (242 mg / mL), le ménisque est le seul site de nucléation dans 80 % des
cas. Au dela (280 mg / mL et 317 mg / mL), le ménisque n'apparait quasiment plus comme
unique site de nucléation mais est conjugué avec le fond du tube. Toutefois, plus la
concentration augmente, plus l'implication du fond du tube comme site de nucléation

augmente alors que celle du ménisque reste constante a quelques variations preés.
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Figure 6-23 : Evolution de I'implication des sites de nucléation en fonction de la sursaturation
pour les deux polymorphes a ety de la glycine exposé a une énergie de 840 GW/cm?a 17 °C.

Ces résultats tendraient a montrer que le site de nucléation principal est le ménisque et que
le fond du tube n'est qu'un site de croissance apres que des germes sont tombés sur le fond
du tube comme le montre la figure 6-7. En effet, lorsque la concentration est faible, un
cristal ou plusieurs petits cristaux peuvent grossir au ménisque et y rester. Lorsque la
concentration est plus élevée, il y a plus de molécules a disposition pour la croissance
cristalline, plusieurs cristaux peuvent croitre simultanément et s'agréger. Dans certains cas,
ces cristaux peuvent tomber notamment lorsqu'il y a un choc mécanique, un contact
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ménisque - cristal faible. Néanmoins, cette interprétation devrait étre confirmée par des
mesures in situ.

VI-2) Interactions entre le faisceau laser et l'interface air / solution

Les résultats tendent a montrer que le ménisque est un site de nucléation majeur alors que
le fond du tube HPLC est un site principalement de croissance. Le changement de la
géométrie n'explique pas tout et il est possible que cela ne fasse que stimuler certaines
prédispositions du systémes a nucléer au ménisque. Lors de la préparation des tubes, le
soluté est placé au fond du tube puis le solvant est ajouté comme le montre des étapes 1a 4
de la figure 6-24. Lors de la préparation des tubes, du soluté s'accroche sur le ménisque.
Apreés la dissolution, il n'est plus possible de voir a I'oeil nu des agrégats situés au ménisque
mais cela n'exclut en rien la possibilité que des agrégats de taille microscopique ou
nanoscopique se situent au ménisque ou aux environs du ménisque.

Ajout de 1 mL de solvant

i
€ n (| ) En
oo e ) W o) B
| | ! Ménisquevl \-’ Menisque

Montée progressive

du ménisque au fur et
amesure de I'ajout du
solvant

Des agrégats se situe au
niveau du ménisque et monte
en méme temps que le
ménisque

Figure 6-24 : Etape de fabrication des tubes montrant la possibilité que des éléments du
soluté s'accrochent au ménisque lors de la montée du solvant dans le tube HPLC.

Un mécanisme expliquant l'importance du ménisque comme lieu de nucléation est
schématiquement représenté sur la figure 6-25. D'un point de vue chronologique, il se situe
entre les étapes 4 et 5 de la figure 6-24. Des agrégats sont accrochés au ménisque avant la
dissolution (étape 1), la montée en température implique la dissolution et une réduction des
agrégats au ménisque (étape 2), aprés le refroidissement et la mise a température
d'expérience des agrégats restent au niveau du ménisque (étape 3), enfin lorsque le laser est
appliqué il passe par l'interface et les forces (transmission de moment par l'interaction laser
- matiere, puits de potentiel et force électromagnétique di a l'intercation, dip6le-champ
électrique) rapprochent les agrégats le long de la courbure du ménisque aboutissant a la
nucléation (étape 4).

Les cristaux tombent verticalement comme l'illustre la figure 6-26. La chute se fait a
proximité du point du laser le plus intense. En effet, dans certains cas le laser endommageait
légérement le fond du tube. Ce que montre la figure 6-25 c'est qu'un cristal s'est formé au
ménisque sous la zone d'intensité la plus forte (dans ce cas 1,2 GW/cm? pour une solution de
1,5 d'une solution de a glycine a une sursaturation a 17 °C soit une concentration de 280 mg
/ mL.) car il tombe a proximité de I'endommagement de surface. La formation de
multicristaux est en réalité une superposition de plusieurs monocristaux qui se chevauchent
comme le montre la figure 6-27.
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Figure 6-25 : Schéma expliquant la nucléation au ménisque dans le cas de la glycine.
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Figure 6-26 : Démonstration de la chute d'un cristal a proximité du point ayant été touché
par la plus grande intensité du laser. La solution de a glycine est a une sursaturation de 1,5 a
17 °C soit une concentration de 280 mg/mL et I'énergie est de 1,2 GW/cm?.

Figure 6-27 : Photographie montrant I’effet de chevauchement de cristaux aboutissant a des
multicristaux.

Afin de vérifier cette hypothése, une expérience supplémentaire a été conduite. Elle consiste
a vérifier si lorsqu'on évite le dépot d’agrégat au niveau du ménisque, I'occurrence de
I'observation d’un cristal au ménisque diminue. Dans cette expérience, la poudre a été
dissoute dans un erlenmeyer selon la méthode 2 expliquée dans le chapitre 5 (chapitre 5, II-
1) puis les tubes ont été remplis avec une pipette un a un. Une masse de 269 mg/mL de H,0
a été prise pour le polymorphe a. La dissolution ayant déja eu lieu avant le pipetage, le
mécanisme proposé figure 6-25 n’est plus valide. Toutefois, il a été observé que le ménisque
était un lieu ou un cristal était observé en moyenne dans 70 % des tubes. Cela montre que
méme lorsque de la poudre macroscopique n'est pas adsorbée au niveau du ménisque lors
de la préparation des tubes, le ménisque reste un site de nucléation et de croissance (le fond
du tube étant au moins un site de croissance).

VI-3) Site de nucléation en fonction de la puissance

L'influence de la puissance sur le site de nucléation a été relevée. Les figures 6-28 et 6-29
montrent I'’évolution de I'implication des sites de nucléation dans H,O pour les polymorphes
a et y et les deux polarisations.
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On remarque une différence entre polarisation circulaire et linéaire sur le lieu de nucléation.
En effet, avec la polarisation circulaire on obtient la méme fraction des tubes avec une
nucléation au fond du tube et au ménisque sans effet de I’énergie. La polarisation linéaire
modifie ces constats avec une fraction de nucléation au ménisque plus faible.
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90% - 90% [ Fond seul
.5 80% - .5 20% - W Ménisque + Fond
E 70% - E 70% - W Meénisque seul
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Figure 6-28 : Evolution de I'implication des sites de nucléation induite par laser en fonction de
I'énergie pour le polymorphe a dans H,0 a 17 °C. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.
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Figure 6-29 : Evolution de I'implication des sites de nucléation induite par laser en fonction de
I'énergie pour le polymorphe y dans H,0 a 17 °C. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.

VI-4) Discussion

Le lieu de nucléation est trés important afin de controler spatialement la nucléation. Il a été
démontré la possibilité de contréler temporellement et spatialement la nucléation avec un
laser continu par l'emploi de la focalisation ([Yuyama 2012b], [Miura 2013]): la
cristallisation d'un monocristal au niveau du point focal a été obtenu par Miura et al. [Miura
2013]. Le controble spatial de la nucléation en utilisant un laser nanoseconde n'a pas été
démontré puisqu’aucun cristal n’a été produit a un endroit souhaité.

Liu et al. [Liu® 2013] ont démontré que le ménisque était un site de nucléation principal. La
géométrie est la méme que la n6tre (configuration n°5, figure 2-2, chapitre 2 et figure 6-6).
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En-dessous de 10 Hz du taux de répétition, la nucléation a lieu uniguement au ménisque et
aucune nucléation en-dessous de 5 Hz. Toutefois, au-dessus de 10 Hz la fraction du tube
avec une nucléation au fond du tube augmente de 50 % (10 Hz) & 80 % (100 Hz) [Liu® 2013].
Dans cette étude, les auteurs ont montré que le taux de nucléation dépend tres fortement
du site de focalisation : le taux est maximal au ménisque, de 60 % au fond du tube et de 20 %
3 40 % au sein de la solution [Liu® 2013], montrant | aussi une disposition a une nucléation
au ménisque. lls concluent que le ménisque est le site le plus efficace pour la nucléation par
laser femtoseconde.

Rejoignant I'hypothese émise plus haut, les auteurs de I'étude pensent que les molécules de
glycine pourraient étre adsorbées a l'interface et le laser aurait pour effet de diminuer la
barriére d'énergie de la transition solution - cristal ([Weissbuch 1990], [Sugimura 1994]). Les
observations que nous avons faites nous permettent de conclure a la méme hypothése mais
cette fois-ci pour un laser nanoseconde.

VIl/ Faciés et dénombrement des cristaux

VII-1) Dénombrement des cristaux

Le rdénombrement des cristaux au sein des tubes a été fait en classant les tubes de la
maniere suivante : MC(1) correspond a un tube avec un seul monocristal, MC(n) correspond
a l'obtention de monocristaux disjoints (en général, n est compris entre 2 et 4), MC(N)
correspond a des cristaux joints ou trés nombreux et de petite taille®, P correspond a la
formation d'une poudre ressemblant a celle de départ. L'influence de la puissance, de la
concentration et de la durée d’exposition a été étudiée afin d’observer une corrélation entre
le dénombrement des cristaux et ces parametres.

VII-1-1) En fonction de la puissance

Les figures 6-30 et 6-31 montrent I'évolution des types de cristaux obtenus en fonction de
I’énergie dans H,0O pour les polymorphes a et y a 17 °C, les deux polarisations et une
concentration de 270 mg/mL. La polarisation circulaire produit majoritairement des MC(N)
agglomérés avec la production de poudre aux hautes énergies (680 MW/cm? et 910
MW/cm?). A ces mémes énergies mais pour une origine y, on remarque la formation de
monocristaux.

Ces monocristaux sont formés avec une polarisation linéaire dans les mémes conditions que
précédemment a toutes les énergies. Comparé a celui obtenu a partir du polymorphe «, ce
dernier montre que les monocristaux ne sont pas formés a 910 MW/cm? et 1100 MW/cm?.
Globalement, la tendance est a une trés forte obtention de polycristaux au sens large
(incluant MC(n) et MC(1)) et une forte obtention de polycristaux (au sens de MC(N)).

** Les monocristaux (MC(1) et MC(n)) varient de 5 mm a 11 mm de longueur et de 5 mm a 2 mm de largeur, les
cristaux joints (MC(N)) varient de 2 mm a 5 mm que ce soit pour la longueur ou la largeur.
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Figure 6-30 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
de I'énergie pour une poudre d'origine a dans H,0. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) : pour une polarisation circulaire.

(gauche) : pour une polarisation linéaire.
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Figure 6-31 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
de I'énergie pour une poudre d'origine y dans H,0. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) : pour une polarisation circulaire.

(gauche) : pour une polarisation linéaire.

VII-1-2) En fonction de la concentration

L'influence de la concentration sur le dénombrement des cristaux a été relevée aprés une
exposition a 910 MW/cm? pendant 60 secondes (figure 6-32 et figure 6-33). Globalement, ce
sont principalement des MC(N) qui sont formés avec plus rarement la formation de deux ou
trois cristaux. Il n'y a pas de structure qui se dégage mis a part la formation a toutes les

concentrations de monocristaux (MC(1)) pour la polarisation linéaire (figures 6-32 et 6-33).
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Figure 6-32 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
de I'énergie pour une poudre d'origine y dans H,0. 5 tubes par concentration.
(droite) : pour une polarisation circulaire.
(gauche) : pour une polarisation linéaire.
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Figure 6-33 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
de I'énergie pour une poudre d'origine a dans D,0. 5 tubes par concentration.
(droite) : pour une polarisation circulaire.

(gauche) : pour une polarisation linéaire.

VII-1-3) En fonction de la durée d'exposition

Le dénombrement des cristaux montre une forte tendance a la formation de MC(N) (figure
6-34) et minoritairement, on obtient des monocristaux (MC(1)). Dans le cas du polymorphe
a, on remarque |'apparition d'une forme poudre. Cette apparition comme on I'a vu plus haut
est ponctuelle et ne semble pas évoluer en fonction de la durée d'impulsion a contrario de
I'effet de la puissance. On retiendra que la durée d'impulsion n'a pas d'effet sur la typologie
des cristaux obtenus, sur le type de polymorphe obtenu hormis sur le taux de nucléation lui-

méme.
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Figure 6-34 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
du nombre d'impulsions. 5 tubes par nombre d’impulsion.
(droite) : pour une origine y.
(gauche) : pour une origine «.

VII-2) Faciés

La figure 6-7 a montré I'existence d’au moins trois différents facies. Ces trois facies sont du
polymorphe a bien que le polymorphe d’origine soit y et que lui-méme ait un facies
différent comme le montre la figure 6-35.
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Figure 6-35 : Image MEB d’un constituant de la poudre du polymorphe commerciale «
(gauche) et de la poudre commerciale du polymorphe y (droite). Le trait noir représente 200
um.

VII-2-1) Faciés de nucléation spontanée

Le contréle du facies présente un des nombreux avantages possibles de la technique NPLIN
comme nous allons le montrer. Afin de différencier les faciés obtenus par NPLIN de ceux de
nucléation spontanée, une bibliographie a été rédigée (I-6, chapitre 3) puis des expériences
de nucléation spontanée ont été réalisées. Ces expériences croisées avec la bibliographie ont
permis d’établir qu’il existe un faciés obtenu trés majoritairement avec la nucléation
spontanée en solution aqueuse ([Srinivasan® 2007], [Poornachary 2007], [Rabesiaka 2010]).
Il est montré dans la figure 6-36.

Figure 6-36 : Polymorphe a de la glycine obtenu a 17 °C en nucléation spontanée a partir de
la poudre du polymorphe y.

VII-2-2) Faciés obtenus par nucléation induite par laser

Les facies obtenus par la nucléation induite par laser lors des expériences ou la
concentration était le paramétre étudié ont été relevés. Toutefois, ces relevés ont été limités
par certaines situations (figure 5-10, chapitre 5). Le tableau 6-4 montre les faciés obtenus et
les conditions dans lesquelles ils ont été observés : concentration, énergie, polarisation,
solvant et polymorphe d'origine. Ces faciés ont tous été formés a 910 MW/cm? et certains
d'entre eux a 1200 MW/cm? (n°1, 2 et 3).

Facies indépendants des conditions de nucléation : n°5, 6, 7. Le faciés n°9 a été obtenu dans
toutes les conditions de nucléation, mais il est le seul a étre obtenu pour les concentrations
supérieures a 270 mg/mL.

Facies spécifiques a D,0O : n°10 et 11. Cela montre ainsi I'effet du solvant sur le faciés. Il est a
noter que le faciés n°11 a aussi été obtenu précédemment dans une solution aqueuse

contenant du KCl [Yogambal 2014].

Facies spécifique a H,0 : n°1, 2. Ces facies n'ont été obtenus que dans H,0, montrant la aussi
un effet du solvant sur le facies.
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Facies du polymorphe « : n°1, 2, 3,4,5,6, 7, 8.
Facies du polymorphe y : n°9, 10, 11.

Facies indépendant a l'origine du polymorphe : n°5 et 6 pour le polymorphe «, n°9, 10, 11
pour le polymorphe y.

Facies obtenus dans des conditions uniques : n°4 et 8. Ces deux facies ont été obtenus dans
H,O pour une seule concentration et une seule polarisation. La littérature ne les a pas
recensés ce qui tend a montrer que c'est la premiére fois qu'ils sont obtenus. Toutefois, il
n'est pas exclu, au vu de leurs ressemblances, que le faciés n°4 soit une croissance en cours
du facies n°6.

Le facies n°2 a déja été obtenu en nucléation induite par laser [Masuhara 2011] sans pour
autant l'associer a un polymorphe. Les faciés n°6 et 11 ont été obtenus en nucléation
spontanée ([Srinivasan® 2007], [Poornachary 2007], [Rabesiaka 2010], [Yogambal 2014]).
La plupart des faciés du tableau 6-4 sont rapportés pour la premiére fois, en particulier apres
une nucléation induite par laser.
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N° Pol he | Pol h Densité M Facie
Photo du facies ° .ym_o.rp € c?ymo.r!a’ € Solvant | Polarisation I:ansnt? asse (mg) ’aclles de
d'origine identifié d'énergie pour 1 mL |référence
u 270, 274
1200 MW/cm? 1ot
1 a a H,0 LP, CP ] 1000MW //c cn':"z 280, 285, g
297
263, 268,
1200 MW/cm? || 270, 274, .
2 @ @ H20 LP, CP 910 MW/cm? | 280, 285, !
A 291, 297
3 o o H,0 LP 1200 MW/cm? 270 ;
A\ D,0 cp 910 MW/cm? 278
4 Q a a H,0 LP 910 MW/cm? 251
o 274, 280,
5 a H,0, D,0 LP, CP 910 MW/cm? 285, 291, d
v 297
R o 251, 274,
6 a H,0, D,0 LP, CP 910 MW/cm? 280, 285, a,b,c
~ v 297
. 269, 274,
7 , 3 a a H,0, D,0 LP, CP 910 MW/cm? 280, 285,
i i 291, 297
8 . a a H,0 LP 910 MW/cm? 280
* a 2 285, 291,
9 v v H,0, D,0 LP, CP 910 MW/cm 297
o 251, 260,
10 y D,0 LP, CP 910 MW/cm? 269, 278,
- Y 288, 297
o 251, 260,
11 y D,0 LP, CP 910 MW/cm? 269, 278,
g v 288, 297

Tableau 6-4 : Recensement des différents faciés et de leurs conditions d’obtention obtenus
par nucléation induite par laser. Les faciés sont rapportés a ceux recensés dans le tableau 3-
2, chapitre 3.
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Viil/ Etude du polymorphisme

VIlI-1) Suivant la puissance

L’effet de la puissance sur la distribution des polymorphes est un parametre qui n’a pas été
étudié en détail jusqu’a maintenant dans la littérature. Les figures 6-37 et 6-38 représentent
sous forme d'histogrammes la distribution des polymorphes en fonction de I’énergie pour les
deux origines : le polymorphe a et le polymorphe y. Il y a des situations dans lesquelles les
deux polymorphes sont formés simultanément.

Le relevé de la distribution polymorphique en fonction de la puissance a été fait uniquement
dans le cas de H;O. On remarque deux comportements suivant la polarisation. Avec la
polarisation linéaire, il y a une production majoritaire du polymorphe a et cela pour toutes
les énergies. Il y a une tendance a la réduction de la formation de la polymorphe y pour une
poudre d’origine a: a 230 MW/cm? et 450 MW/cm?. Un tel comportement n’est pas
observé avec le polymorphe ¥y comme origine. Avec la polarisation circulaire, il y a une
augmentation de la formation du polymorphe y qui croit a 45 %. Pour les deux polarisations,
la tendance est a l'augmentation du taux de formation du polymorphe a pour une

augmentation de I'énergie.
100% -

100% x mn EEEY A

n olymorphes a et
] 90% - g 90% T mors '
T 4 . 'g u o . W Polymorphey
5 S 'g 80% - o g = 80% H Polymorphe a
P o | = =35 70% —
F3g @ 3 3
T o= 60% - g Q-5 60% -
3w c Qg c o
E -g '9 50% % % g 50%

Lo 0, —
T a0% - 82_34‘3;’

o P 30 -
2 E & 30% g > 7
o > 30 9 20% -
> 6 o 20% - Zgacna
\g o = 10%

0, -

& 10% 0% -

0% - 230 450 6580 910

230 450 630 910 1100 Energie (MW /cm?)
Energie (MW/cm?)

Figure 6-37 : Représentation sous forme d'histogramme de la fréquence de nucléation des
polymorphes pour un produit initial d'origine a a 17 °C en fonction de I'énergie. 5 tubes par
densité d’énergie.

(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.
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Figure 6-38 : Représentation sous forme d'histogramme de la fréquence de nucléation des
polymorphes pour un produit initial d'origine y a 17 °C en fonction de I'énergie. 5 tubes par
densité d’énergie.

(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.

VIII-2) Suivant la durée d'exposition

La distribution des polymorphes par polymorphe d'origine et en fonction du nombre
d'impulsions est donnée dans le tableau 6-5. Cette expérience a été menée sur des solutions
dans H,0, d’une concentration de 270 mg/mL et exposée a 910 MW/cm?. Le polymorphe a
est toujours formé ce qui confirme la tendance a cette concentration évoquée dans la partie
VI.

Nombre d'impulsions 1 10 100 600
o Taux de formation de la forme a 0 1 1 1
Origine a
Taux de formation de la forme y 0 0 0 0
o Taux de formation de la forme a 0 1 1 1
Originey
Taux de formation de la forme y 0 0 0 0

Tableau 6-5 : Evolution du taux de formation des polymorphes a et y en fonction de I'origine
du polymorphe et en fonction de la durée d’exposition traduite en nombre d’impulsions. 600
impulsions correspondent a une durée d’exposition de 60 secondes. 5 tubes par nombre
d’impulsion.

IX/ Le contréle du polymorphisme en fonction de la polarisation
Démontré par Garetz et al. [Sun® 2006] le contrdle du polymorphisme par la polarisation a

été réétudié suite a la modification de la géométrie du montage.

IX-1) Dans H,0

IX-1-1) Polymorphe d'origine a

La figure 6-39 représente sous forme d'histogramme la distribution des polymorphes en
fonction de la concentration. Il y a quelques occurrences relevées dans lesquelles les deux
polymorphes sont formés simultanément. Afin d'améliorer la lecture de ces résultats, ces
histogrammes ont été traduits sous forme de courbe (et cela est le cas pour les autres
résultats) et donne |'évolution du taux de formation en fonction de la concentration. Les
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situations dans lesquelles les deux polymorphes sont produits ont été traitées comme suit :
le taux de formation a été divisé par deux et ajouté a celui du polymorphe a et a celui du
polymorphe y.

La polarisation linéaire permet une production élevée du polymorphe a, ce qui est aussi le
cas pour la polarisation circulaire sauf aux concentrations élevées. Toutefois, pour une
concentration de 291 mg/mL une inversion du taux de formation des polymorphes est
observée avec pour les concentrations supérieures une légere diminution.

En polarisation linéaire, le taux moyen de formation du polymorphe a est d’environ 90 %.
Cela évolue en polarisation circulaire puisque au-dessous de 291 mg/mL, le taux de
formation du polymorphe a est de plus de 94 % pour chuter au-dela de 291 mg/mL a 30 %.

7 7

m polymorphes a et y

6 M polymorphe y

4 ! ! 1 - - a - - - !
2 | | | | I 2 | { | | I
1 T 1 t 1 i 1 1 1 1 1 i
0 0! | I l J
251 263 268 274 280 285 201 297 251 263 268 274 280 285 291 297

Masse (mg) pour 1 ml de H20 Masse (mg) pour 1 ml de H20

6

m polymorphe o

Nombre de tube
Nombre de tube

Figure 6-39 : Représentation sous forme d'histogramme du nombre de tubes contenant un ou
plusieurs polymorphes pour un produit initial d'origine a a 17 °C et exposé a une énergie de
910 MW/cm?.

(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.

IX-1-2) Polymorphe d'origine y

La figure 6-40 représente sous forme d'histogramme la distribution des polymorphes en
fonction de la concentration. Il y a quelques occurrences relevées dans lesquelles les deux
formes sont formées simultanément.

En polarisation linéaire, le taux moyen de formation du polymorphe a est d’environ 84 %.
Cela évolue en polarisation circulaire puisque au-dessous de 280 mg/mL, le taux de
formation du polymorphe a est de plus de 95 % pour s’équilibrer au environ de 50 % au-dela
de 280 mg/mL.
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Figure 6-40 : Représentation sous forme d'histogramme du nombre de tube contenant un ou
plusieurs polymorphes pour un produit initial d'origine y a 17 °C et exposé a une énergie de
910 MW/cm?

(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.

IX-2) Dans D,0

La figure 6-41 représente sous forme d'histogramme la distribution des polymorphes en
fonction de la concentration. Il y a quelques occurrences relevées dans lesquelles les deux
polymorphes sont formés simultanément.

Globalement, les taux de formation s’inversent en polarisation linéaire ainsi qu’en
polarisation circulaire montrant que D,0O favorise clairement le polymorphe y. A la plus
basse sursaturation (251 mg/mL), les taux de formation sont inversés. Toutefois, on
remarque pour les deux polarisations une augmentation du taux de formation du
polymorphe y puis une diminution progressive jusqu’a 60 % puis une brutale remontée a
297 mg/mL dans le cas de la polarisation linéaire.

On remarque que les courbes, hormis le point de plus basse sursaturation, possedent le
méme comportement avec un léger retard de la polarisation circulaire évoquant celui décrit
plus haut et traduit par I'équation [6 — 7]. Cela montre que les deux polarisations ont le
méme effet dans D,0 malgré un taux moyen de formation inférieure dG a la formation du
polymorphe «a a la plus basse sursaturation pour une polarisation circulaire.

PLASER,CP(C) = l:)LASER,LP(C - ACLP/CP) [6 - 7]
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Figure 6-41 : Représentation sous forme d'histogramme du nombre de tube contenant un ou
plusieurs polymorphes pour une poudre d'origine a a 17°C et exposé a une énergie de 910
MW/cm?

(droite) polarisation circulaire.

(gauche) polarisation linéaire.
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IX-3) Synthése des résultats

Lorsqu’on compare les taux de formation, on remarque les points suivants :

- Le polymorphe a a un fort taux de formation en polarisation linéaire dans H,0 et cela
quelle que soit la forme initiale. Ce taux est supérieur a 90 % pour une origine a et a 84
% pour une origine y.

- Dans H,0, on observe un seuil pour la polarisation circulaire a partir duquel le taux de
formation du polymorphe y est significativement accru : 280 mg/mL pour une origine «
et 270 mg/mL pour une origine y.

- On observe que D,0 a une influence capitale sur le taux de formation du polymorphe y
le mettant en moyenne a plus de 80 %.

- Dans D0, le profil de formation du polymorphe y est tres similaire sur I'intervalle [260
mg/mL, 297 mg/mL] pour les deux polarisations avec un décalage en sursaturation.

X/ Discussion

X-1) Vitesse de nucléation

La vitesse de nucléation et son corollaire le temps d’induction ont été étudiés. Les tubes ont
été exposés a la polarisation linéaire et a une énergie de 910 MW / cm? et I'évolution du
taux de nucléation en fonction du temps post exposition est représenté dans la figure 6-42.
Cette expérience a été menée a une concentration égale. On distingue deux groupes de
vitesse de nucléation pour les concentrations supérieures a 280 mg/mL et pour les
concentrations inférieures a 242 mg/mL. Il est a noter qu'avec une concentration de 223,4
mg/mL, il n'y a pas d'induction de la nucléation par laser.

La différence entre ces deux groupes de nucléation montre |'effet de la concentration sur le
taux de nucléation au cours du temps. Toutefois, pour les concentrations de 223,4 mg/mL la
premiere nucléation a été enregistrée a 2 h ce qui fait qu'elle a eu lieu entre 30 minutes et 2
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h montrant la lenteur de la nucléation a cause d'une concentration plus faible. Cela est a
comparer aux quelques minutes seulement nécessaires pour induire la nucléation pour des
concentrations supérieures a 242 mg/mL.

1

0,9 L B u n

o
%
*

o
~

o
o
n

[ ®a-242 mg/mL
® o -280 mg/mL

-317 mg/mL
@y -242 mg/mL

My - 280 mg/mL

0 * y - 317 mg/mL

Taux de nucléation
o o o o
N w i w
Q

o
-

0] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Moment de I'observation depuis I'exposition (h)

Figure 6-42 : Evolution du taux de nucléation en fonction du temps post exposition.

X-2) Polarisation et contrdole du polymorphisme

X-2-1) Résultats antérieurs

La nucléation de la glycine par NPLIN a montré I'existence d’un « polarization switching »
traduit par basculement polymorphique. Il s’agit de la formation préférentielle d'un
polymorphe par rapport a un autre dans certaines conditions d'application de la polarisation
[Sun® 2006]. Le parameétre qui conditionne cette évolution polymorphique est la
sursaturation mais cela peut étre I'ellipticité, la polarisation ou la température [Sun® 2006].

La nucléation induite par laser (NPLIN) est implantée a I'Ecole Centrale depuis 2006 grace
aux projets d'éléeves sur différentes molécules comme la glycine ([Baviere 2006], [Bellani
2007]) ou la carbamazépine ([Degand 2010], [Miret 2009]). Les travaux préliminaires sur la
glycine permettent dans une certaine mesure de tester la reproductibilité des résultats sur le
basculement polymorphique.

Dans les travaux de [Bellani 2007], 24 solutions de glycine avec une sursaturation comprise
entre 139 % et 159,4 % ont été exposées a un faisceau polarisé linéairement. Le taux de
nucléation NPLIN est de 1 et sur les 20 tubes caractérisés par diffraction des rayons X sur
poudre, 80 % était du polymorphe y. 40 solutions avec une sursaturation comprise entre 139
% et 159,4 % ont été exposées a un faisceau polarisé linéairement réduit par le condenseur
d'un facteur 2%, Le taux de nucléation NPLIN est de 0,95 et sur les 26 tubes caractérisés aux
rayons X, 84,6% était du polymorphe y. Ces résultats montrent que la polarisation linéaire
induit une formation préférentielle du polymorphe y.

Dans les mémes travaux, la formation du polymorphe a a été étudiée en soumettant des
solutions a une polarisation circulaire. 16 solutions avec une sursaturation comprise entre

% La focalisation est le terme un peu maladroit qui fait état de I'usage du condenseur afin de réduire la taille du
faisceau par 2.
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141,6 % et 155 % ont été exposées a un faisceau polarisé circulairement. Le taux de
nucléation NPLIN était de 93,75 % et sur les 15 tubes caractérisés aux rayons X, 40 % était du
polymorphe a et 60 % était du polymorphe y. 16 solutions avec une sursaturation comprise
entre 141,1 % et 156,7 % ont été exposées a un faisceau polarisé circulairement réduit par le
condenseur d'un facteur 2. Le taux de nucléation NPLIN était de 0,6875 et sur les 11 tubes
caractérisés par diffraction des rayons X sur poudre, 36,4 % était du polymorphe a 63,6 %
était du polymorphe y. Ces résultats montrent que la polarisation circulaire induit une
potentialité accrue de la formation du polymorphe y.

Les auteurs expliquent les résultats obtenus en utilisant la polarisation circulaire qui sont
inattendus par « des erreurs p[oJuv[a]nt étre liées a un réglage pas assez exact de I'axe de la
lame par rapport a la polarisation rectiligne. Le réglage de la lame était difficile car on ne
possédait qu'un seul polariseur. Nous avons vérifié la polarisation circulaire seulement avec
un puissancemeétre. Cette méthode ne permet pas une trés grande exactitude. On estime
I'erreur du désalignement de I'axe de la lame autour de 10 %. ». Ceci serait cohérent avec les
résultats obtenus par Garetz a propos de I'effet de I'ellipticité.

Les éleves [Bellani 2007] constatent que I'emploi du condenseur n'influe pas sur le taux de
nucléation a contrario du groupe de Garetz un taux de formation accru du polymorphe y : 80
% de taux de formation pour une densité d'énergie de 0,188 GW/cm?, 84,6 % de taux de
formation pour une densité d'énergie de 0,766 GW/cm?.

Or, les résultats publiés par Garetz [Sun® 2006] ne sont valides qu'a une température : 290 K
(17°C) pour la longueur d’onde de 532 nm. Ceci pourrait expliquer pourquoi les éléves
n'arrivent pas a reproduire les résultats de Garetz. L'explication de cet écart par I'ellipticité
du faisceau non contrélée impliquant une marge d'erreur élevée est cohérente avec les
résultats de Garetz; néanmoins dans son article, Garetz n'explique pas comment il peut étre
si précis ni la marge d'erreur de son dispositif expérimental.

La reproductibilité des résultats doit étre posée et les conditions expérimentales doivent
étre étudiées. En effet, dans les études relatées ici, les auteurs ne précisent ni la solubilité ni
la Limite de Zone Métastable. Ce point est critique car la connaissance de la limite de zone
métastable a un temps donné permet d'éviter de faire des expériences dans la zone du
diagramme de phase (C,T) ou la nucléation spontanée est majoritaire. Cela relativise la
portée des résultats dans le sens ou le laser ne serait qu'un stimulateur de nucléation plus
gu'un réel initiateur ce qui réduis la portée des résultats de la fenétre de basculement
polymorphique. Les critiques formulées sur les travaux de Garetz et sur les premiers travaux
faits a I'Ecole Centrale Paris ont été intégrées dans le protocole de travail présenté dans le
chapitre 5.

X-2-2) L'influence du solvant

Le solvant a un effet trés important sur I'effet de la nucléation de la glycine. Dans H,0, la
polarisation linéaire engendre la création massive du polymorphe a et cela quel que soit le
polymorphe d'origine. Cela peut s'expliquer par le fait qu'a un pH de 6,1, le polymorphe a
est majoritairement formé (tableau 6-6). Le point isoélectrique de la glycine est a 6,2 et le pH
d'une solution de glycine dans de I'eau distillée une fois a été mesuré a 7,1. Le tableau 6-7
montre les taux de formation des polymorphes «, [ et y pour deux différents pH. Il est clair
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gue la formation majoritaire du polymorphe a peut s'expliquer par un pH qui la favorise. En
revanche, D,0 influe sur la création du polymorphe y. Toutefois, il n'existe aucunes
publications dans la littérature étudiant de maniére exhautive la formation de la glycine dans

D,0. En conduisant I'étude dans H,O et D,0, nous avons montré |'effet du solvant sur le taux
de formation.

Fréquence de nucléation || Fréquence de nucléation || Fréquence de nucléation

Concentration (mg/mL) || du polymorphe aa pH= || du polymorphe B a pH= | du polymorphey apH =
6,1 (%) 6,1 (%) 6,1 (%)
120 90,3 7,3 2,4
180 88,3 5,8 5,9
240 92,2 2,9 4,9

Fréquence de nucléation || Fréquence de nucléation

Fréquence de nucléation
Concentration (mg/mL) || du polymorphe aa pH= | du polymorphe papH =

du polymorphe y a pH =

10,1 (%) 10,1 (%) 10,1 (%)
120 58,2 6,4 35,4
180 68,2 10,3 21,5
240 83,8 4,9 11,3

Tableau 6-6 : Taux de nucléation des trois formes de la glycine pour trois différentes
concentrations a 23 °C en fonction du pH dans H,0. Tableau adapté de [Lee 2008b].

X-2-3) L'influence de la polarisation

La polarisation a un effet important dans H,O comme l'ont montré les résultats. Il est
intéressant de noter que selon nos résultats, la polarisation circulaire provoque a partir d'un
seuil en concentration, une augmentation du taux de formation du polymorphe y. Nos
résultats semblent s'opposer a ceux du groupe de Garetz comme le montre le tableau 6-7.

Variable éférence [Sun® 2006] Cette thése
Interface verre-solution air-solution
Densité d'énergie 240 MW/cm? 910 MW/cm?
Longueur d'onde (nm) 532 532
Polymorphe d'origine inconnu a (y)
Solvant H,0 H,0 (D,0)
Température 17 °C 17 °C
Concentration [240,2 mg/mL ; 292,76 mg/mL] [251 mg/mL ; 298 mg/mL ]

T 100 % de a en-dessous de 255,2 mg/mL | Production trés majoritaire du polymorphe
Polarisation linéaire

100 % de y a partir de 255,2 mg/mL o (90 %) a toute concentration

. . End de 285 L : production tré
100 % de a a partir et en-dessous de n es.SOL.Is .e mg/mL : production trés
.. . . majoritaire du polymorphe a (93 %),
Polarisation circulaire 255,2 mg/mL ) .
100 % de y au dessus de 255,2 mg/mL Au dessus de 285 mg/mL : production trés
! majoritaire du polymorphey (70 %)

Tableau 6-7 : Comparaison des résultats concernant la fenétre de basculement entre ceux
obtenus par Garetz et al. [Sun” 2006] et ceux présents dans ce travail de thése.
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Dans le cas de D,O, la polarisation ne semble pas avoir d'effets majeurs, montrant que la
variable principale semble étre la concentration. Le seul effet qui semble se dégager est un
décalage vers les hautes concentrations de début de la décroissance du taux de formation
du polymorphe y : 260 mg/mL pour la polarisation linéaire et 270 mg/mL pour la
polarisation circulaire.

X-3) Taille des cristaux obtenus et polymorphisme

La taille des cristaux obtenus comme le polymorphisme a été étudiée. Cette partie discute
de l'influence du second sur le premier. L'obtention de la forme poudre est associée au
polymorphe a quel que soient les conditions expérimentales. Au dela de ce constat, il est
possible de faire état des tendances suivantes :

- Polarisation Circulaire et solvant D,0 : augmentation de I'occurrence P.

- Polarisation Circulaire et solvant H,0 : augmentation de I'occurrence MC(N).

- Polarisation Linéaire et solvant H,O : taux de formation de MC(1) et MC(n) élevé.

- Polarisation Linéaire et solvant H,0 : un plus grand nombre de monocristaux est obtenu.

- Polarisation Circulaire et solvant D,0 : taux de formation de MC(1) et MC(n) élevé.

- Polarisation Circulaire et solvant H,0 : augmentation de la formation de MC(N) par rapport
a la Polarisation Linéaire.

- Pas d’effet de la concentration.

- Pas d’effet de I'énergie

- Pas d’effet de la nature du polymorphe initial.

La tendance selon laquelle la nature du polymorphe intial a une influence permet de faire un
pas dans la discussion sur I'influence du nombre d’impulsion. Les résultats obtenus figure 6-
34 ont été agrégé puisque le polymorphe initial n’a pas d’influence (figure 6-43) ce qui
permet de doubler la statistique par condition. On remarque une tendance inattendu a
savoir un accroissement du nombre de monocristaux mais une diminution du nombre de
multicristaux pour une durée d’exposition de 60 secondes.

100% -~
80% -

60% -
mp

40% m MC(N)

B MC(n)
20%
mMC(1)

0% -

Fréquence d'apparition des
catégories de type de cristaux

10 100 600

Nombre d'impulsion
Durée d'impulsion (s) = nombre d'impulsion / 10

Figure 6-43 : Fréquence de formation des différents types de formes de cristaux en fonction
du nombre d'impulsion. 5 tubes par nombre d’impulsion. Agrégation des résultats présentés
figure 6-34.
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Bilan

Nous avons appliqué a la glycine la méthode que nous avons détaillé dans le chapitre 5. La
mesure de la solubilité de la glycine dans D,O et dans H,O a montré un comportement
similaire confirmant des travaux passés mais entrant en contradiction avec d'autres. La
limite de zone métastable de la glycine dans H,0 et dans D,0 est tres large, ce qui a permis
la réalisation des expériences a une concentration jusqu’a 300 mg/mL 24 h apres la mise des
échantillons a 17 °C, tout en écartant tout risque de nucléation spontanée.

Connaissant la limite de zone métastable, une étude portant sur plusieurs parametres a été
basée sur le constat de la littérature du chapitre 2 et de I'annexe Al. Contréler la nucléation,
c'est contréler le polymorphe mais aussi le lieu et le moment de nucléation et d'autres
éléments tels que le type de cristal (monocristal, plusieurs de petite taille ou encore de la
poudre), le faciés. Ces paramétres peuvent étre controlés comme |'a montré la littérature
par la puissance, le taux de répétition, la polarisation.

En se plagant dans la limite de zone métastable, il a été possible de démontrer que le laser a
un effet direct permettant de réduire le temps d'induction de 6,0¥10°s (nucléation
spontanée) a 2,3*10” s soit 3 ordre de grandeur.

Les résultats ont montré que le solvant a une influence prépondérante sur la nucléation du
solvant car D,0 provoque un taux de nucléation du polymorphe y plus élevé que H,0. Dans
H,O, il y a un tres fort taux de formation du polymorphe a et I'on note l'influence de la
polarisation a partir d'un seuil ou I'on observe |'augmentation du taux de formation du
polymorphe y.

La variation de la puissance en polarisation linéaire ne montre pas d'influence particuliere
sur le taux de formation des polymorphes sauf a basse puissance ou le polymorphe y est
formé en minorité. La polarisation circulaire a une incidence plus prononcée permettant la
formation du polymorphe y a un taux en moyenne de 50 %. Ainsi, la polarisation circulaire
influe sur la formation du polymorphe y en lui permettant de passer de quelques pourcents
a 50 % en moyenne. Ce résultat ne confirme pas les résultats antérieurs obtenus par Garetz
et al. [Sun® 2006] qui associaient la formation du polymorphe a a la polarisation circulaire et
la formation du polymorphe y a la polarisation linéaire. Ce comportement différent pourrait
venir de la modification de la géométrie du montage puisque dans ce travail, le faisceau
traverse une interface air/solution.
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Chapitre 7 : Etude préliminaire de |'effet de la
nucléation induite par laser sur I'histidine et I'acide

glutamique

Introduction

Dans ce chapitre, nous traitons de |'effet du laser sur la cristallisation de I'histidine et I'acide
glutamique.

Le controle du polymorphisme est un enjeu important pour la cristallisation photoinduite.
Selon Garetz et al. [Sun® 2006], il est possible de contrdler le polymorphisme de la glycine
dans certaines conditions de concentration et d’énergie. Par ailleurs, I'équipe de Garetz
[Sun® 2008] a également étudié I'histidine et a montré l'influence de la polarisation sur le
taux de formation du polymorphe A. Dans le cadre de I'étude de la compréhension du
mécanisme, nous avons choisi d'étudier a nouveau la molécule d'histidine avec notre
nouveau montage et notre nouvelle méthode. A cet effet, nous avons mesuré la solubilité de
I'histidine dans H,0 et pour la premiére fois dans D,0, puis nous |'avons exposé au laser dans
différentes conditions.

Nous avons choisi d’étudier aussi I'acide glutamique. Cette molécule présente une
nucléation spontanée sous différents polymorphes en fonction de la température
[Srinivasan® 2011], ce qui semble un candidat intéressant pour la nucléation induite par la
photoinduction. L'objet de la seconde partie de ce chapitre est d'effectuer I'étude
préliminaire de I'acide glutamique.
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I/ Histidine

I-1) Motivation de I'étude

La molécule d’histidine a déja été étudiée et il a été démontré qu’elle pouvait étre
cristallisée par des lasers nanoseconde dans H,0 [SunA 2008]. Nous avons alors choisi
d’appliquer le méme protocole que celui que nous avons développé pour la glycine, a
I’histidine dans H,O et D,0. La modification de l'interface solution-laser est susceptible
d’entrainer une modification de la réaction aux polarisations par rapport aux travaux de Sun
et al. [Sun® 2008]. De plus, I'instrumentation optique donne une nouvelle dimension a cette
étude en y incluant potentiellement I’analyse des facies.

1-2) Solubilité et limite de zone métastable

Nous avons mesuré la solubilité d'un lot de L — (+) — Histidine venant de Merck contenant le
polymorphe B dans H,0 et D,0. Cette mesure a eu lieu au CINaM suivant la méthodologie
exposée dans le chapitre 5.

I1-2-1) Courbe de solubilité

1-2-1-1) Solubilité dans H,0

Les résultats obtenus dans H,0 pour le polymorphe B du L — (+) — Histidine sont présentés ci-
dessous (figure 7-1a) (les valeurs sont données en annexe E1). Le second graphique présente
la vérification de la loi de Van't Hoff (figure 7-1b). La régression linéaire effectuée par le
logiciel Excel® confirme avec un R? de 0,9994 que le systeme étudié suit la loi de Van't Hoff
avec I'équation [7 — 1]. La régression le montre et la mesure de solubilité est utilisable pour
des travaux ultérieurs.
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InCg = — +9,8148 [7 — 1]
65 \ \ \ \ B 42
) | H Eaulégere - Forme B
60 a M Eau légere - Forme B = 41 - b . o
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© 4
55 =
= S
— .
&0 25> » y = -1804,2x + 9,8148
oo = 2_
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Figure 7-1 : (a) : Courbe de solubilité du polymorphe B de la L — (+) — Histidine dans H,0 en
fonction de la température.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

150



I-2-1-2) Solubilité dans D,O

Les résultats obtenus dans D,0 pour le polymorphe B du L — (+) — Histidine sont présentés ci-
dessous (figure 7-2a) (les valeurs sont données en annexe E2). Le second graphique présente
la vérification de la loi de Van't Hoff (figure 7-2b). La régression linéaire effectuée par le
logiciel Excel® confirme avec un R? de 0,9993 gue le systeme étudié suit la loi de Van't Hoff
avec |'équation [7 — 2].

1955,2
InC; = ————+10,173 [7 - 2]
® | \ \ \ 42
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5 50 c 9
2 o=
O O c 38 L 3
£ 45 * & 3 y =-1955,2x + 10,173
—_ [T 2=
_g S5 3.7 R*=0,9993
3% 02
A £ 3,6 *
* =
35 s
= 35
&
30 * = 34 o
25 33
10 15 20 - 10 15 20 5 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036
P 3 (-
Température (°C) Inverse de la température en K/(-1)

Figure 7-2 : (a) : Courbe de solubilité du polymorphe B de la L — (+) — Histidine dans D,0 en
fonction de la température.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

1-2-1-3) Discussion et comparaisons des résultats

Les résultats obtenus dans H,0 ont été comparés a ceux disponibles dans la littérature. Seul
Kitamura [Kitamura® 1993] a mesuré la solubilité de I'histidine. Nos points de solubilité
s'accordent parfaitement avec ceux de Kitamura comme le montre la figure 7-3.

La solubilité de I'histidine dans D,0 n’a pas été reportée dans la littérature. Nous avons
remarqué un décalage dans les valeurs de la solubilité par rapport a celles dans H,0 (figure
7-3). Ce comportement différe de celui observé pour la glycine. Peu d'études ont porté sur
I'effet isotopique entre les solvants H,O et D,O sur la solubilité, excepté les travaux de
Jelinska-Kazimierczuk et al. [Jelinska Kazimierczuk 1996]. Le comportement que I'on observe
pour I'histidine est cependant similaire a celui observé sur la protéine BPTI [Budayova-Spano
2000].
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Figure 7-3 : (a) Comparaison entre la courbe de solubilité de la L - (+) - Histidine mesurée au
CINaM dans H,0 et celle mesurée par Kitamura [Kitamura” 1993] pour le polymorphe B.
(b) Comparaison entre les courbes de solubilité de la L - (+) - Histidine dans D,0 et dans H,O.

I-2-3) Limite de zone métastable dans différentes conditions

I-2-3-1) Dans H,0

La limite de zone métastable dans H,0 a été mesurée en régime dynamique et en régime
statique. En régime dynamique, la limite de zone métastable a été mesurée en partant de
60°C pour trois concentrations : 56,21 mg/mL; 60,09 mg/mL; 65,9 mg/mL. Les échantillons
dissous ont été soumis a une rampe de 2 °C/h et suivis par vidéo, ce qui a permis de relever
la température de nucléation spontanée (figure 7-4). L'autre méthode plus adaptée pour la
détermination de la limite de zone métastable dans le cas de la méthode NPLIN est la
méthode statique. Cela est dii au fait que le temps de stockage sur le carrousel est un
parametre tres important puisqu’un temps trop long peut conduire a un début de nucléation
spontanée.

Le temps auquel se produit la nucléation spontanée a été relevé (figure 7-4). A 2 h, la limite
de zone métastable correspond a une sursaturation de 1,78 (76,6 mg/mL), a 12 h elle
correspond a 1,5 (64 mg/mL) et a 24 h elle correspond a 1,4 (59,6 mg/mL). En nucléation
spontanée, le polymorphe A est obtenu a 100 %.

B¢ B H,0(2h) =76,6 mg/mL

Bc B,H,0(12h) =64 mg/mL

Bc, B H,0(24h) =59 ,6 mg/mL
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Figure 7-4 : Limite de zone métastable de la L - (+) - Histidine mesurée a 25 °C dans H,0 de
deux maniéres différentes : par la méthode statique et la méthode dynamique.

1-2-3-2) Dans D,0

Dans D0, la limite de zone métastable a été déterminée par la méthode statique. Pour
plusieurs sursaturations le temps auquel se produit la nucléation a été relevé (figure 7-5). A
24 h, la limite de zone métastable correspond a une sursaturation de 1,5 (55,4 mg/mL), a 48
h elle correspond a 1,3 (48,28 mg/mL) et a 72 h elle correspond a 1,1 (40,7 mg/mL). En
nucléation spontanée, le polymorphe A est obtenu a 100 %.

B¢, B,D,0(24h) =55,4mg/mL
BC, B, D20(48 h) = 48,28 mg/mL

B¢, B,D,0(72h) = 40,7 mg/mL
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Figure 7-5 : Limite de zone métastable de la L - (+) - Histidine mesurée a 24,8 °C dans D,0 par
la méthode statique.

I1-3) Méthodologie d’étude

L'étude a été basée sur celle de Garetz et al. [Sun® 2008] : la température d’étude est 25 °C
et le temps d’exposition est de 60 secondes. Quatre paramétres ont été étudiés :
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- effet de la polarisation (linéaire ou circulaire),
- effet de la puissance,

- effet de la sursaturation,

- effet du solvant.

Le choix de la température de 25 °C est motivé par I'unique observation du basculement des
polymorphes en fonction de la polarisation a 532 nm a cette température.

La méthodologie d'étude utilisée est représentée schématiquement sur la figure 7-6 pour les
polarisations linéaire et circulaire dans H,O, dans la figure 7-7 pour D,0. L'effet de la
puissance a été uniqguement étudié dans H,0O en exposant les solutions a 150 mJ (680
MW/cm?) et a 200 mJ (910 MW/cm?). Le nombre de tubes utilisés pour chaque condition est
de 5. Les cristaux obtenus ont été caractérisés par la diffraction des rayons X sur poudre.

Puissance
A
910 MW/cm? == ® [ ] [ ] [ ]
680 MW/cm? =g ® [ ) [ ] ®
| | 1 | 2
1 1 T 1 > Concentration
Concentration (mg/mL) 47,24 51,54 55,83 60,13
Sursaturation 1,1 1,2 1,3 1,4

Figure 7-6 : Représentation du protocole d'étude utilisé pour les polarisations linéaire et
circulaire dans H,0.

Puissance
AN
910 MW/cm?  mefem [ ] ® (] o
| | | | .
1 1 1 1 > Concentration
Concentration (mg/mL) 40,42 44,1 47,77 51,45
Sursaturation 1,1 1:2 1:3 1,4

Figure 7-7 : Représentation du protocole d'étude utilisé pour les polarisations linéaire et
circulaire dans D,O0.
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I-4) Nucléation induite par laser

I-4-1) Efficacité de la nucléation en fonction de la sursaturation

I-4-1-1) Dans H,0

Les expériences ont été menées au sein de la zone métastable correspondant a 24 h. Le
tableau 7-1 détaille les concentrations étudiées pour une durée d’exposition de 60 s a 200
mJ (910 MW/cm?).

Sursaturation a 25 °C 1,1 1,2 1,3 1,4

Masse pour 1 mL de H,0 (mg) 47,25 51,54 55,84 60,13

Tableau 7-1 : Détail des sursaturations et des concentrations associées.

La figure 7-8 montre le taux de nucléation 24 h aprés I'exposition. Les expériences ont été
conduites sur cing tubes pour chaque conditions ce qui ne permettra de dégager que des
tendances. Comme pour d’autres molécules (glycine (§6-V-2) et carbamazépine [lkni 2014],
il existe une limite en terme de concentration en dessous de laquelle le laser pour cette
densité d’énergie n’induit pas de nucléation. La polarisation semble influer sur le taux de

nucléation avec une efficacité accrue de la polarisation linéaire a faible concentration.
1

M Polarisation linéaire (910 MW/cm?) (< 24h)
0,9
® Polarisation circulaire (910 MW/cm?) (< 24h)

0,8 ]
c 07
2
i
@ 0,6 @
.
5
g 05
=
x 0.4
=
(1]
F o3

0,2 @

0,1

0 'm n a
a7 49 51 53 55 57 59 61

Masse pour 1 ml de H20 (mg)
Figure 7-8 : Taux de nucléation 24 h apres l'exposition pour une densité d’énergie de 910

MW/cm? avec polarisation linéaire et circulaire. 5 tubes pour chaque condition.

I-4-1-2) Dans D,0

Les expériences ont été menées au sein de la zone métastable correspondant a 24 h. Le
tableau 7-2 détaille les concentrations qui ont été étudiées.
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Taux de nucléation

Sursaturation a 24,8 °C 1,1 1,2 1,3 1,4

Masse pour 1 mL de D,0 (mg) 40,43 44,1 47,77 51,45

Tableau 7-2 : Détail des sursaturations et des concentrations associées.

La figure 7-9a montre I’évolution du taux de nucléation pour une énergie de 910 MW/cm? a
différents moments apres I'exposition. La figure 7-9b montre le taux de nucléation a 24 h
pour la polarisation linéaire et la polarisation circulaire pour une énergie de 910 MW/cm?. Le
taux de nucléation est identique pour les deux polarisations, ce qui tend a montrer I'absence
d’effet de la polarisation sur le taux de nucléation.

Toutefois, on note une divergence entre les figures 7-9a et 7-9b pour la polarisation
linéaire a 24 h : le taux de nucléation est plus faible pour la sursaturation de 1,4 (51,45
mg/mL) pour la figure 7-9b et le seuil en sursaturation est plus élevé. La figure 7-9b
représente les résultats d’'une expérience qui a eu lieu 12 mois apreés celle de la figure 7-9a.
Cela montre la faiblesse d’obtention d’une reproductibilité. Cela est di au faible nombre de

tubes par condition.
1 L 1

M Polarisation linéaire (910 MW/cm?) (< 24h) b
A Polarisation circulaire (910 MW/cm?) (< 24h)

® Nucléation induite par NPLIN (< 1h) a

0.9 0,9

@ Nucléation induite par NPLIN (< 3h) ®

s
0,8 o 08
Nucléation induite par NPLIN (< 18h) ©
0,7 o 2 o7
® Nucléation induite par NPLIN (< 24h) s
c
0,6 o 06 L
©
x
0,5 3 05
-
0,4
0,4 ®
[ ]
0,3 0,3
0,2 0,2
®
0,1 0,1
0 ® ® a L] ] L
40 42 44 46 48 50 52 40 42 44 46 48 50
Masse pour 1 ml de D20 (mg) Masse pour 1 ml de D20 (mg)

Figure 7-9 : (a) : Taux de nucléation a différents moments pour une énergie de 910 MW/cm?
et une polarisation linéaire.
(b) : Taux de nucléation pour les deux polarisations a 910 MW/cm? a 24 h.

I-4-2) Efficacité de la nucléation en fonction de la densité d’énergie

Les solutions ont été exposées a deux énergies différentes afin d’observer I'effet de la
puissance. La figure 7-10 montre les résultats obtenus a 150 mJ (680 MW/cm?) et les
compare avec ceux obtenus a 200 mJ. On remarque 'apparition de la cristallisation a partir
de 60,13 mg/mL sauf pour la polarisation circulaire. Le taux de nucléation de I'histidine est
sensiblement le méme pour les deux énergies dans chacune des polarisations. Ce résultat
tend a montrer que la limite de la densité d’énergie pour laquelle le laser n’induit pas la
nucléation est plus faible que les 680 MW/cm? utilisés dans ces expériences. La polarisation
semble avoir un petit effet sur la fraction des tubes ayant présenté une nucléation, mais ces
résultats ne sont qu’une tendance vu le petit nombre de tubes utilisés.
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Figure 7-10 : Evolution de I’efficacité de la nucléation en fonction de la densité d’énergie (910
MW/cm? et 680 MW/cm?) dans H.O.

I-5) Effet de la polarisation du laser

I1-5-1) Dans H,0

La figure 7-11 montre le taux de formation des polymorphes pour la sursaturation 1,4. La
polarisation circulaire induit la nucléation des polymorphes A et B a 100 % aux deux
énergies. La polarisation linéaire induit surtout la nucléation du polymorphe A et
I'augmentation d'énergie semble accentuer cette tendance.

100%
90%
80%
70%
60%
50% W Polymorphes A et B
40%  Polymorphe A
30%
20%
10%
0%

L1,4-150m) L1,4-200m) C1,4-150m) C1,4-200m)
Figure 7-11 : Fréquence de nucléation des polymorphes A et B pour la sursaturation 1,4
(60,13 mg/mL) & 150 mJ (680 MW/cm?) et 200 mJ (910 MW,/cm?).

Fréquence de nucléation des
polymorphes

1-5-2) Dans D,0

Les polymorphes obtenus pour une sursaturation de 1,4 sont le polymorphe A pour la
polarisation linéaire et le polymorphe A a 33 % et le polymorphe B a 66 % pour la
polarisation circulaire (figure 7-12).
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Figure 7-12 : Fréquence de nucléation des polymorphes A et B pour la sursaturation 1,4

100%
90%
80%
70%
60%
50% M Polymorphe B

0% M Polymorphe A

polymorphes

30%

Fréquence de nucléation des

20%

10%

0%
L1,4-200m) C1,4-200m)

(51,45 mg/mL) a 200 mJ (910 MW/cm?) pour la polarisation linéaire et circulaire dans D,0.

1-6) Site de nucléation

Comme pour la glycine, le site de nucléation a été relevé. Les cristaux se forment a trois
endroits : au fond du tube, sur la paroi au niveau de la zone de contact entre le ménisque et
la paroi du tube et au ménisque. La figure 7-13 montre ces trois sites ou les cristaux peuvent
croitre. Les fréquences des sites de cristallisation sont similaires en nucléation spontanée et
en nucléation induite par laser dans D,0 et H,0 (figure 7-14).

Figure 7-13 : Photographie d’un tube montrant I’existence d’un cristal au ménisque, sur la

100%

90%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

Fréquence de I'occurence de localisation

0%

paroi et un second au fond du tube.

m Occurrence de la localisation 'fond’ + 'menisque’ du cristal
 Occurrence de la localisation 'menisque' du cristal
| W Occurrence de la localisation 'fond" du cristal
14 1,5 1,6 1,7

Sursaturation dans le D20

Figure 7-14 : Relevé du site de nucléation en nucléation spontanée pour la L - (+) - Histidine

I-7) Discussion

dans D,0.

Seuls les travaux de Garetz [Sun® 2008] sont disponibles dans la littérature pour comparer
nos résultats dans H,0 (tableau 7-3).
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Pourcentage des échantillons uniquement composés du
Interface o
Source Sursaturation polymorphe A (%)
Spontanée | Polarisation linéaire | Polarisation circulaire
[Sun® 2008] | verre-solution 50 ¥ 15 (8) 60 ¥ 15 (10) 60 ¥ 13 (10)
1,4
Cette these air-solution 100 (8) 50 (6) 0(5)
[Sun® 2008] | verre-solution 40 F+ 15 (8) 33F14(9) 75 F 14 (8)
1,5
Cette these air-solution 100 (10) hors LZM a 24 h hors LZM a 24 h
A _ _ LCP : 45 F 9 (13)
[Sun™ 2008] | verre-solution 29 + 15 (7) 18 + 11 (8) —
1,6 RCP :50 F 9 (14)
Cette these air-solution 100 (10) hors LZM a 24 h hors LZM a 24 h

Tableau 7-3 : Tableau comparatif des résultats obtenus dans cette thése avec ceux de Garetz
dans les solutions de H,O [Sun” 2008]. Les valeurs entre parenthéses correspondent aux
nombres de tubes.

L'histidine n'a pas montré un comportement de basculement du polymorphe mais une
tendance par l'augmentation du taux de formation du polymorphe A aprés une application
de la polarisation circulaire. Nos résultats semblent s'opposer a ceux de Garetz pour lesquels
le maximum de formation du polymorphe A est obtenu pour la polarisation linéaire. Avec la
polarisation circulaire, nous avons obtenu les polymorphes A et B au sein du méme amas de
cristaux.

La modification de la géométrie du montage est un élément factuel différenciant les deux
montages (interface air/solution et interface verre solution). De plus, en solution il existe
une transition de phase du polymorphe B (polymorphe le plus stable) vers le polymorphe A
[Sun® 2008]. Il est a noter gu’en solution aqueuse, les deux polymorphes se forment. Cela
est attribué au fait que les deux polymorphes sont structurellement proches [Sun® 2008] ce
qui implique une vitesse de nucléation trés proche [Roelands 2006]. Une explication
cinétique semble devoir étre privilégiée. Par conséquent, une tres légere modification des
conditions initiales peut alors avoir un impact important sur le polymorphe obtenu rendant
le contréle du polymorphisme, méme induit par laser, tres difficile.

11/ Acide glutamique

11-1) Motivations pour une étude préliminaire

Une étude préliminaire a été menée sur l'acide glutamique. Cette molécule est chirale et
peut cristalliser en deux polymorphes différents A et B en fonction de la température
[Srinivasan® 2011] (voir chapitre 3, partie Ill). Bien que I'effet du laser ait été déja étudié par
Jelena Matic sur l'acide glutamique mais sans succes®’ [Matic 2005a], nous avons décidé
d’utiliser le terrain favorable de la sélection polymorphique en fonction de la température.
La possibilité d’induire une cristallisation sélective via la polarisation du laser a motivé
I’étude de I'acide glutamique.

* Dans sa thése, Jelena Matic ne détaille pas la méthodologie d’étude ni les résultats. Elle se contente de faire
état d’un résultat négatif. Aucun article n’évoque la nucléation induite par laser de I’acide glutamique.
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11-2) Solubilité et limite de zone métastable

11-2-1) Courbe de solubilité

La solubilité n'a pas été mesurée mais a été reprise de la littérature et nous avons utilisé la
solubilité publiée par [Manzurola 2002]. Nous avons utilisé la forme B de I'acide glutamique.
Le L - (+) - acide glutamique vient de chez Merck et le D - (-) - acide glutamique vient de chez
Alpha Aesar.

11-2-2) Limite de zone métastable

La limite de zone métastable a 24 h dans H,0 correspond a une sursaturation de 280 % a
30°Ceta 310 % a 40 °C (figure 7-15). A 17 °C, aucun tube n'avait cristallisé aprés 36 h. Il est a
noter que le D - (-) - acide glutamique n'a pas cristallisé dans une durée inférieure a 36 h.

Bc L(+), B D,0, 30°c(24h) = 28,73 mg/mL
Be, L(+), B, D,0, 30°c(36h) =21,56 mg/mL
Be, L(+), B, D,0, 40°c(24h) = 49,4 mg/mL

Bc, L(+), B, D,0,17°c(36 h) = aucune observation observée au bout de 36 h

55
——Manzurola 2002 : Solubilité du polymorphe B
50 (&/) ®
W Limite de zone métastablea 24 h
a5

Limite de zone métastable a 36 h
40

35 @ Limite de zone métastablea 24 h
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Figure 7-15 : Limite de Zone Métastable du L-(+)- acide glutamique a 30 °C et 40 °C.

11-3) Méthodologie d’étude

Deux méthodes d'études ont été employées (figure 7-16a et 7-16b).

La premiere méthode a été limitée au L - (+) - acide glutamique et s'inspire de celle de
[Srinivasan® 2011] : une solution d’une concentration correspondant a une sursaturation a
40 °C soit 14,51 mg/mL est préparée et mise a 40 °C sur le carrousel. La température est
abaissée afin d'atteindre des températures caractéristiques de la courbe de la figure 3-11 :
30 °C (100 % polymorphe B), 22 °C (80 % polymorphe B), 19 °C (50 % polymorphe B), 13 °C
(20 % polymorphe B), 5 °C (100 % polymorphe A) selon [Srinivasan® 2011]. Cet abaissement
de la température induit I'augmentation de sursaturation : 100 % a 40 °C, 140 % a 30 °C,
207% a 19 °C, 260 % a 13 °C, 340 % a 5 °C (figure 7-16a).
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La seconde méthode a été employée pour les deux stéréo-isomeres Det La 17 °Cet 30 °C. A
ces deux températures, I'étude s'est portée sur les sursaturations suivantes : 150 %, 180 %,
210 % et 280 %. Le tableau 7-4 donne les équivalences entre la sursaturation et la
concentration.

Sursaturation (%) / Température (°C) 17 30
150 9 mg/mL 15,4 mg/mL
180 10,8 mg/mL 18,5 mg/mL
210 12,6 mg/mL 21,5 mg/mL
280 16,8 mg/mL 28,7 mg/mL

Tableau 7-4 : Tableau d’équivalence entre la sursaturation et la concentration.

L'inexistence de courbe de solubilité du stéréo-isomére D récemment publiée® n'est pas un
probléeme puisque, étant stéréo-isoméres, D et L ont les mémes courbes de solubilité. Ces
deux températures correspondent a une zone ou le polymorphe B est unilatéralement formé
(30°C) et a une autre ou le polymorphe B est formé entre 40 % et 60 % (17 °C). |l s'agit ici
d’observer si l'une des deux polarisations pouvait induire la cristallisation d'une forme par
rapport a l'autre (figure 7-16b).

25 = 30°C
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Figure 7-16 : (a) Premier protocole d'étude de I'acide glutamique,
(b) Second protocole d'étude.
11-4) Nucléation induite par laser

Les solutions ont été exposées a une énergie de 910 MW/cm? pour une durée d'exposition
de 60 s aux deux polarisations

11-4-1) Efficacité de la nucléation en fonction de la sursaturation

On remarque dans la figure 7-17 une augmentation progressive du taux de nucléation a
mesure qu'augmente la sursaturation. Dés lors que la nucléation a lieu a l'intérieure de la
LZM, on en conclut que le laser a un effet sur la solution et induit la nucléation.

%% La courbe de solubilité de I'acide D — (-) — glutamique la plus récente trouvée a été publiée en 1933 par Dunn
et al. et Dalton et al.
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La seconde méthode s'est restreinte aux températures de 17 °C et 30 °C pour les stéréo-
isomeres. A 30 °C, la nucléation a été observée et est représentée figure 7-18. Les taux sont
les mémes pour les deux polarisations ce qui semble montrer que la polarisation n'a pas
d'effet sur le taux de nucléation. Contrairement a ce que nous avons montré figure 7-17, un

fort taux de nucléation est relevé pour des sursaturations inférieures a 260 %.

Une hypothéese pouvant expliquer ce constat est l'effet de la température qui accroit
I'agitation thermique favorisant de maniére cinétique la nucléation par rapport au potentiel
chimique apporté par une sursaturation supérieure. Ce constat de I'effet de la cinétique d a
la température semble étre confirmé par I'observation d'aucune nucléation induite par le
laser a 24 h pour une température de 17 °C.

1

08

o
o

Taux de nucléation
o
S

0,2

Figure 7-17 : Taux de nucléation a 24 h en fonction de la sursaturation obtenu avec la
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premiére méthode pour une exposition pendant 60 secondes a une densité d’énergie de 910
MW/cm? La sursaturation est calculée sur la base de la concentration initiale a 40 °C (14,51

mg/mL). 10 tubes pour chaque condition expérimentale.
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Figure 7-18 : Taux de nucléation a 24 h a 30 °C pour une exposition a une densité d’énergie

de 910 MW,/cm? en fonction de la concentration obtenu avec la seconde méthode.

11-4-2) Effet de la polarisation du laser

La fréquence de formation des polymorphes a été déterminée :
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Avec la seconde méthode, a 30 °C seul, le polymorphe B est obtenu quelle que soit la
polarisation (figure 7-19). Ce résultat tend a montrer que malgré une nucléation induite par
le laser, la polarisation n'a aucun effet sur les polymorphes obtenus.

Figure 7-19 : Photographie de cristaux du polymorphe B du L — (+) — acide glutamique
obtenus a 30 °C.

La premiere méthode a permis de montrer que la aussi le laser ne fait que stimuler la
nucléation sans pour autant agir sur le polymorphisme. En effet, les taux de formation des
polymorphes A et B par le laser restent analogue 3 ceux obtenus par [Srinivasan® 2011] en
nucléation spontanée comme le montre la figure 7-20.
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Figure 7-20 : Comparaison des taux de formation des polymorphes A et B pour une
polarisation linéaire appliquée au L — (+) — acide glutamique : rouge : polymorphe A, bleu :
polymorphe B, nucléation spontanée [Srinivasan® 2011], jaune : polymorphe A, vert :
polymorphe B (NPLIN).

Bilan

Nous avons étudié les molécules de L — (+) — histidine et de L — (+) — et D — (-) - acide
glutamique avec notre nouveau montage. Sur ['histidine, nous avons démontré que le laser a
un effet sur la nucléation dans H,0 et D,0.

La polarisation linéaire, a l'inverse des résultats de Garetz, stimule la production dans H,O du
polymorphe A qui est le polymorphe métastable et I'augmentation de la densité d'énergie
semble accentuer cela. Dans D,0, la polarisation linéaire permet d'obtenir uniquement le
polymorphe A. Le polymorphe B est produit par la polarisation circulaire. Nous avons
effectué une étude préliminaire sur l'acide glutamique. Elle a montré que le laser a un effet
sur la nucléation sans pour autant réussir a montrer l'influence de la polarisation.
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Discussion, conclusions et perspectives

Ce dernier chapitre synthétise les résultats obtenus sur la glycine et les croisent avec les
éléments de bibliographie mis en valeur dans le chapitre 2 afin d’émettre de nouvelles
hypothéses sur le mécanisme de la nucléation non photochimique induite par laser. Cette
discussion amene a conclure sur ce travail de these puis a évoquer les perspectives.

Discussion

De nombreux résultats ont été obtenus du fait de I'’étude multiparamétrique mais ils doivent
étre mis en perspective et synthétisés. Le tableau 1 résume parametre par parameétre les
résultats obtenus. Les résultats sur |'efficacité de la nucléation en fonction de la
sursaturation et de la puissance, les faciés et le dénombrement des cristaux sont publiés
pour la premiére fois puisque Garetz> s’est focalisé sur le contréle du polymorphisme. Le
tableau 2 compare les différences dans les protocoles expérimentaux, les tableaux 3 et 4
comparent nos résultats obtenu sur les caractérisations des polymorphes en fonction de
différents parametres avec ceux obtenus par d’autres équipes.

Comme nous le remarquions dans la partie X du chapitre 6, nos résultats sur la
caractérisation des polymorphes ne corroborent pas ceux du groupe de Garetz*® car nous
n’obtenons pas, contrairement a eux, le basculement polymorphique. Nous montrons que le
polymorphe a est formé tres majoritairement dans H,0 et que le polymorphe y a son taux
de formation accru par la polarisation circulaire au-dela d’un seuil. En fonction de la densité
d’énergie, la polarisation circulaire permet en moyenne la formation équiprobable des deux
polymorphes alors que la polarisation linéaire stimule trés majoritairement la formation du
polymorphe a. Dans D,0, le taux de formation s’inverse en faveur du polymorphe y et, pour
les concentrations étudiées, les deux polarisations donnent le méme résultat.

Quel mécanisme ?

L'étude bibliographique sur les mécanismes présentée au chapitre 2 permet de dégager
qguelgues éléments importants pour chacun des trois mécanismes décrits dans Ia
littérature afin d’expliquer I'effet de I'exposition au laser : piégeage optique, cavitation et
effet Kerr. Ces éléments sont résumés dans le tableau 5.

** [Sun® 2006].
“© 1bid.
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Parameétres (solvant, polymorphe d'origine) / Effet Controéle du polymorphisme Dénombrement des cristaux

o Production trés majoritaire du polymorphe a (90 %) Non étudié
i H20
POE}?‘;Z?:EELZZWG v Production trés majoritaire du polymorphe o (85 %) Production similaire de MC(n) (50 %) et de MC(N) (50 %)
D20 |« Production majoritaire du polymorphe y (65 %) Production trés majoritaire de MC(N) (70 %)

En dessous de 285 mg/mL production trés majoritaire du
o | polymorphe a (93 %), au dessus de 285 mg/mL production Non étudié
trés majoritaire du polymorphe vy (70 %)
17 T e e 1Attt ettt ettt
En dessous de 289 mg/mL production trés majoritaire du
v | polymorphe a (95 %), au dessus de 289 mg/mL production Production trés majoritaire de MC(N) (80 %)
similaire des polymorphes a ety (50 %)

Concentration
Polarisation circulaire

Production similaire de MC(n) (43 %) et de MC(N) (44 %), A noter

D20 | a Production majoritaire du polymorphe y (60 %) 'augmentation du nombre de poudre (P) (13 %)

dAeal3 2 o
o Au-dela de 600 MW/cm?, 100 % du polymorphe o, en Production similaire de MC(N) (55 %) et de MC(n) (45 %)

Densité d'énergie dessous 80 % du polymorphe a.

Polarisation linéaire 2 I
v | Sur I'ensemble de I'intervalle étudié, 98 % du polymorphe a. Production similaire de MC(N) (40 %) et de MC(n) (60 %)
Densité d'énergie a | Sur I'ensemble de l'intervalle étudié, 50 % du polymorphe a. Production tres majoritaire de MC(N) (90 %)
o e L R LR ELEEEEE
Polarisation circulaire v | Sur I'ensemble de I'intervalle étudié, 50 % du polymorphe a. Production trés majoritaire de MC(N) (85 %)
a 100 % du polymorphe a produit Production majoritaire de MC(N) (60 %)
Durée d'exposition H2 O |77 mmmm T oo Sooooooosososossoosoossooosoooooooo-ood
Y 100 % du polymorphe a produit Production majoritaire de MC(N) (66 %)

Tableau 1 : Résumé des résultats par parameétre.
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Variable Référence [Sun” 2006] [Yuyama 2012b] Cette these
Interface verre-solution air-solution air-solution
Densité d'énergie 240 MW/cm? [280 MW/cm? ; 490 MW/cm?] 910 MW/cm?
Focalisation Non Oui Non
Longueur d'onde (nm) 532 1064 532
Domaine impulsionnel nanoseconde continu nanoseconde
Polymorphe d'origine inconnu inconnu a(y)
Solvant H,O D,0 H,0 (D,0)
Température 17°C 23°C 17°C

Concentration

[240,2 mg/mL ; 292,76 mg/mL]

300 mg/mL, 220 mg/mL, 150 mg/mL

[251 mg/mL ; 298 mg/mL]

Polarisation linéaire

Voir tableau 3

Voir tableau 4

Voir tableau 3

Polarisation circulaire

Voir tableau 3

Voir tableau 4

Voir tableau 3

Tableau 2 : Comparaison des résultats obtenus avec ceux de [Sun” 2006] et [ Yuyama 2012b].
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Référence | Concentration (mg/mL) | 240 | 251 | 255 263 268 274 277,5 280 285 291 292,5 297
A 240 MW/cm? - LP a | - Y - - - v - - - y -
[Sun™ 2006]
240 MW/cm? - CP a - a - - - y - - ; y -
910 MW/cm? - LP - o - 10,75a/0,25y o 0,920 /0,08y - 0,83a/0,17y | « o - 0,8a/0,2y
Cette theése
910 MW/cm? - CP - o - o 0,8a/0,2y o - 0,83a/0,17y | o | 0,2a/0,8y - 0,4a/06y

Tableau 3 : Résumé des résultats de caractérisation des polymorphes suivant différents parameétres obtenus avec un laser nanoseconde. Les « -
» symbolisent le fait que ce paramétre n’a pas été étudié par la référence.

Référence Densité d'énergie (MW/cm?) 280 350 385 420 455 490
300 mg/mL- LP o o 0,8a/02y | 0,7a/03y | 0,60/0,4y | 08a/0,2y
300 mg/mL - CP o 09a/0,1y | 0,5a/0,5y | 0,7a/0,3y o o
220 mg/mL - LP 0,7a/03y | 0,7a/03y | 060/0,4y | 060/0,4y | 050/0,5y | 0,8a/0,2y

[Yuyama 2012b]

220 mg/mL - CP 0,7a/03y | 0,6a/04y | 0,20/08y | 0,30/0,7y | 0,4a/0,6y | 0,6a/0,4y
150 mg/mL - LP o o o 09a/01y | 0,L1a/09y | 0,70/0,3y
150 mg/mL - CP o o o o o 0,6a/04y

Tableau 4 : Résumé des résultats de la caractérisation des polymorphes suivant différents parametres obtenus avec un laser continu.
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Mécanisme Observations et type de laser
laser continu focalisé
obtention d’un monocristal au point focal
laser nanoseconde
fenétre de basculement polymorphique
laser nanoseconde focalisé
Onde de choc observation de la création puis de la disparition
d’une bulle au sein de la cavitation
laser femtoseconde focalisé
Cavitation observation de la création puis de la disparition
d’une bulle au sein de la cavitation
Tableau 5 : Eléments importants pour chacun des mécanismes liés a la cristallisation
photoinduite.

Piégeage optique

Effet Kerr

Nos résultats ne sont pas similaires a ceux de Garetz en terme de taux de production des
polymorphes a et y en fonction de la concentration et de la polarisation. Il est donc
nécessaire de s’interroger sur les mécanismes possibles.

Le premier mécanisme est la création d’une variation locale de la concentration au sein de la
solution par une onde de choc comme I'avancent Jacob et a/*! et Belloni et al*’. Cela est
soutenu par les résultats obtenus dans (NH4),S0, et KMnO,*. La différence de ces travaux
avec celui de cette these est I'utilisation de la focalisation du faisceau au sein de la solution.
Cette focalisation peut impliquer aussi la création de bulles comme le montrent Soare et
al®. Ueffet de la polarisation n’a pas été étudié dans le cadre des lasers nanoseconde
focalisés. Lorsque cela a été fait avec un laser femtoseconde focalisé sur une solution de
glycine, aucun effet de la polarisation n’a été montré puisque seul le polymorphe a a été
cristallisé®.

Le faisceau non focalisé utilisé dans le cadre ce travail de thése a une densité d’énergie de
0,91 GW/cm?, le faisceau focalisé utilisé par Jacob et al.*® a une densité d’énergie de 15
GW/cm?. La focalisation permet dans ce cas de multiplier par un facteur 263 la densité
d’énergie initiale du laser et de focaliser I’énergie47 (rapport entre la densité d’énergie au
point focal et celle en sortie du laser). Outre I'énergie, la focalisation a pour effet de
déclencher la cristallisation au bout d’'une impulsion unique de quelques nanosecondes.
Nous avons montré qu’une impulsion n’etait pas suffisante pour déclencher la cristallisation
et qu’il en fallait au moins dix. Néanmoins, I'intervalle entre une et dix impulsions n’a pas été
étudié. Cela laisse la porte ouverte a des bulles induites au sein de la solution par le faisceau
du laser comme l'ont démontré Knott et al.*® en induisant la création de bulles de CO,, gaz
préalablement dissous.

* [Jacob 2012].

*? [Belloni 2014). Se référer au résumé.
2 [Soare 2011].

“ Ibid

* [Liu® 2013].

*® [Jacob 2012].

* Ibid

*® [Knott 2011a].
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L’effet de la polarisation tendrait a montrer que la cristallisation induite due a des bulles est
peu probable. En effet, une bulle possede une symétrie sphérique indépendante de la
polarisation incidente et qui par conséquent ne répercutera pas |'effet de la polarisation.

On peut deés lors émettre I’hypothése que le mécanisme ne génére pas une onde de choc ou
une bulle au sein de la solution et qu’il faut se tourner vers des effets électrodynamiques
pouvant notamment rendre compte de la fenétre de basculement polymorphique
(« polarization switching ») et donc de I'effet de la polarisation. D'autres auteurs ont évoqué
le fait d'avoir fait cristalliser de maniére sélective des polymorphes*>*°.

Il faut a ce stade préciser ce qu'on appelle « polarization switching » ou basculement des
polymorphes. Les travaux du groupe de Garetz et al. sur la glycine®* montre un basculement
des polymorphes puisque en fonction de la sursaturation et de la polarisation, il est obtenu
100 % du polymorphe a ou 100 % du polymorphe y (voir tableau 3). C'est actuellement le
seul exemple connu d'un tel basculement car ni sur I'histidine, ni sur la carbamazepine, ni sur
la glycine exposée a un laser continu n'ont été obtenus de tels résultats. Dans les trois cas
cités précédemment, un accroissement du taux de formation d'un des polymorphes a été
obtenu respectivement par la polarisationsz, la conjonction de la polarisation et du solvant™,
la conjonction de I'énergie et de la polarisation54.

Le mécanisme proposé pour expliquer la cristallisation sélective de la glycine est I'effet Kerr.
L'effet Kerr optique se manifeste par I'alignement de pré-« clusters » avec des polarisabilités
« rod-like » pour la polarisation linéaire (les précuseurs du polymorphe y sont des chaines
hélicoidales) et des polarisabilités « disk-like » pour la polarisation circulaire (les précurseurs
du polymorphe a sont des dimeres cycliques). Cette hypothese implique la présence en
solution de dimeres cycliques comme élément précurseur du polymorphe a et de chaines
hélicoidales comme élément précuseur du polymorphe y55. Les auteurs se basent sur une
étude pour appuyer I'hypothése des dimeres cycliques® mais, 3 notre connaissance, aucune
observation ne permet d'étayer le fait qu'il existe des éléments précuseurs pour le

polymorphe y57.

Dans le cas de la glycine, les groupes japonais et américains se basent sur l'existence de
précuseurs dans la solution. Cette hypotheése validerait de facto la théorie classique de la
nucléation sans pour autant réussir a expliquer l'importante réduction du temps de
nucléation®®*°. Afin d’appuyer et de démontrer I’"hypothése Kerr, Garetz et al. ont démontré
qgue la glycine peut étre cristallisée par un champ électrique externe statique d’une valeur

* [1kni 2014].

*% [Yuyama 2012b].
> [Sun® 2006].

> [Sun® 2008].

>3 [1kni 2014].

>* [Yuyama 2012b].
>> [Sun® 2006].

*® [Carter 1994].

>’ [Sun® 2006].

>% [Sun® 2006].

>° [Sugiyama 2012].
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Eqc = 6x10°V.M™! de deux ordres de grandeur inférieur a celui du laser®®®. Le

polymorphe y de la glycine est cristallisé, ce qui d’aprés Garetz et al. montre la validité de
I’hypothése Kerr en actant I'existence de dimeres cycliques et de précurseurs y.

Une hypothese pour expliquer le basculement des polymorphes est I'existence de précuseur
« rodlike » ou « disklike ». D'importants débats ont été engagés autour de I'existence de ces
précurseurs. Notons pour le moment que la brutale apparition et disparition du phénoméne
de sélection polymorphique en fonction de la sursaturation n'a pas été expliquée.
Actuellement, aucunes preuves expérimentales n'existent pour étayer leur existence dans
les solutions de carbamazepine ou d'histidine, a la raison essentielle d’'une lacune d'études
expérimentales.

Une étude a été menée par une autre équipe afin d’étudier I'effet d’'un champ électrique
externe continu et alternatif sur des solutions de glycine dans un dispositif spécialement
adapté62. Les résultats montrent que le champ électrique induit la cristallisation unique du
polymorphe a (y compris dans les conditions ou Garetz et al. ont affirmé avoir obtenu le
polymorphe y) et que I'hypothése de bloc élémentaire de dimére cyclique pour le
polymorphe a n’est plus valable. Se basant sur leurs résultats, Di Profio et al.®® avancent
comme explication I'accroissement du potentiel chimique de la solution Ap, di a I'existence
du champ électrique (équation® [1]).

A 12 o+ Zig g (SL)Z 0s [1]
Ug = = 1 —E — —) —
F2L R CY A1

La variable j représente I'espéce chimique jiéme, les indices S et L signifient respectivement
solide et liquide; Q est le volume molaire, E est I'intensité du champ électrique, X est la
fraction molaire, € est la valeur diélectrique du systéme.

Dans le cas de la glycine, le polymorphe a a une constante diélectrique inférieure a celle du
polymorphe y. Si on considere que les permitivités en phase liquide sont les mémes pour les
deux polymorphes, alors le potentiel chimique modifié du polymorphe a sera supérieur a
celui du polymorphe y, accroissant aussi la probabilité de formation du polymorphe a. Di
Profio et al. montrent que les facteurs controlant le polymorphisme de la glycine sont les
suivants par ordre d’importance d’effet: effet électrodynamique > pH > sursaturation >
concentration. La conclusion de ce travail est I’existence au sein de la solution de dimeres
ouverts qui sont les éléments élémentaires permettant la cristallisation du polymorphe a ou
polymorphe y.

L'inexistence de précuseurs comme des dimeéres cycliques au sein de la solution est montré
par plusieurs études expérimentales et numériques. Des études montrent que la glycine

% [Aber 2005].
®1 Les auteurs montrent que le polymorphe y est cristallisé. Il est a noter que la LZM n’a pas été déterminée, les
sursaturations sont élevées a 20°C (1,8 a 2,0) et le temps d’attente de nucléation est de plusieurs jours.
62 . .
[Di Profio 2013].
® Ibid.
* [Koizumi 2010].
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existe majoritairement sous forme de monoméres en solution®. La présence de dimeére en
solution est attestée par une expérience de simulation numérique : la fraction des
monomeres a 25°C (280 mg/mL) est de 55 %, des diméres est 25 %, des clusters plus gros est
de 20 %%. Ces dimeres sont des diméres ouverts (« open dimers ») et sont considérés
comme pouvant étre les éléments précurseurs des polymorphes a et y%7. A cela, s'ajoute
I'existence démontrée expérimentalement de « nanodroplets » de 250 nm au sein des
solutions (10° entités par mL) qui sont trop petites pour aboutir & une nucléation
spontanée® mais suffisamment grosses pour intéragir avec le laser®.

En I'état des connaissances, la génération de bulles au sein de la solution semble exclue pour
les trois raisons suivantes : absence de focalisation, absence de nucléation induite apres une
impulsion et I'effet de la polarisation sur la nucléation des polymorphes.

Un mécanisme d'origine électrodynamique

Le mécanisme proposé prend racine dans les constatations de I'existence de larges
structures dans les solutions de glycine70 et d'urée’?, I'effet du solvant et celui de la
polarisation. Le terme électrodynamique renvoie a I'emploi du champ électrique du laser
dépendant du temps.

Nos résultats s"accommoderaient avec I'explication des effets électrodynamiques comme
I’électromigration pour expliquer la formation trés majoritaire du polymorphe a dans H,0
avec la polarisation linéaire : les éléments polarisés sont amenés a osciller dans une direction
perpendiculaire a celle de propagation du faisceau. Une telle configuration favoriserait la
cristallisation du polymorphe a pour des questions de cinétique car il est établi que ce
polymorphe est cinétiquement favorisé’® et croit & une vitesse jusqu’a 500 fois plus
rapide’>’* que celle du polymorphe y.

Néanmoins |'effet de la polarisation circulaire reste a étre interprété puisque celle-ci accroit
la formation du polymorphe y. Sugiyama et al.” dans un article de revue citant Yuyama et
al.”® propose comme mécanisme celui du piégeage optique par trois forces optiques’’ dont
celle de gradient due a I'intensité du laser I (a est la polarisabilité de la particule) [2] qui
assure un piégeage dans un plan perpendiculaire a celui de la direction de propagation du
faisceau’®.

% Se réferrer au chapitre 3, I-5.
® [Yani 2012).

%’ Di Profio 2013].

% [Jawor-Baczynska 2012].

% [Chiang 2013].

7% [Jawor-Baczynska 2012].

"t [Ward 2013].

72 [Lee 2008b].

7> [Chew 2007].

7% [Han 2010].

7> [Sugiyama 2012].

’® [Yuyama 2012b].

7 [Usman 2012b], [Usman 2013], [Chiang 2013].
’® [Usman 2013].
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1 1
Fgrad = EO(VI = EO(VE [2]

Le piégeage optique est bien établi pour les lasers continus et il a été démontré pour les
lasers femtoseconde’ et picoseconde®® avec des objets possédant une taille allant de 5 nm a
50 nm. Cela nous amene a supposer que le piégeage pourrait exister avec les lasers
nanoseconde méme sans focalisation. Des objets peu ordonnés d'une taille moyenne de 50
nm au sein de la solution de glycine pourraient étre piégés et commencer a adopter un ordre
sous |'effet de I'électromigration. La caractérisation du polymorphe serait conditionné par
les propriétés de la solution. Ce qui nous améne a nous orienter vers un tel phénomene est
I'énergie que nous utilisons, 910 MW/cm?, qui est du méme ordre de grandeur que |'énergie
issue de la focalisation du faisceau continu dans Yuyama et al’! qui est de 385 + 100
MW/cm?2.

L’accroissement de la formation du polymorphe y avec la polarisation circulaire proviendrait
de I'amélioration du piégeage dans le plan perpendiculaire a la direction de propagation. En
effet, I'amélioration du piégeage se fait avec le concours de l'augmentation de la
concentration qui aboutit a la formation du polymorphe y selon le mécanisme proposé par
Sugiyama et al®. L'aspect cinétique priviliégiant le polymorphe a est dans cette situation mis
en concurrence avec l'augmentation locale de la densité de glycine. Cette mise en
concurrence semble étre attestée par un taux de formation qui reste autour de 50 %.

Le polymorphe initial ne semble pas avoir une influence majeure sur la caractérisation du
polymorphe. On voit comparativement a ce que nous observons avec le polymorphe a que
le seuil de la polarisation circulaire est plus bas et que le taux de formation avec la
polarisation linéaire est légerement plus élevé. L'augmentation du taux de formation du
polymorphe y lorsqu’on utilise un polymorphe d’origine y tendrait a montrer que des
éléments ordonnés du polymorphe y subsistent dans la solution, ce qui abaisserait le seuil
en concentration pour la polarisation circulaire. Cela rejoint les explications avancées par

Boldyreva et al.®® pour justifier la nucléation du polymorphe y84 en solution.

En I'état des connaissances, il est difficile de conclure sur la validité ou non de I'"hypothese
Kerr avancée par Garetz et son groupe. La modification de I'interface semble donc avoir une
incidence importante sur la possibilité de contréler le polymorphe.

7® [Chiang 2013].

% [Wang 2011].

® [Yuyama 2012b].

8 [Sugiyama 2012].

% [Boldyreva 2003c].

8 [Boldyreva 2003c]. Actually, the success of crystallizing the y-polymorph seemed to depend much more on
the presence of the seeds of this polymorph in the powder used for preparing a saturated solution, than on the
solvent used. [...] One can suppose the clusters of glycine zwitter-ions keeping memory of the parent crystal
structure to remain in solutions also after the dissolution of the y-form. Since the chemicals used for the
crystallization of glycine polymorphs never contain the B-form, but, generally, a mixture of the a- and the y-
forms in different ratios, these two forms are also most easily crystallized from freshly prepared solutions the g-
form if the formation of dimers is prevented, the a-form if not.
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La conséquence immédiate dans H,O serait finalement une limitation de la possibilité de
pleinement contrdler le polymorphisme avec seulement la polarisation comme le montrent
nos résultats. Ainsi, 3 un critére géométrique®> de I'empilement basique cristallin, il faudrait
substituer un critére de permittivité conditionné par I'environnement du soluté donc le
solvant.

En conclusion de cette discussion, la nucléation se ferait dans un premier temps par,
I'accroissement de la densité locale d( a I'electromigration puis une fois la densité critique
atteinte, la nucléation commence. Ceci oriente vers un processus en deux étapes décrit dans
le chapitre | a 'opposé de la théorie classique de la nucléation qui nécessite seulement
I'existence d’entités possédant déja la symétrie du cristal final. Nous pouvons classer les
facteurs contrélant le polymorphisme de la glycine dans le cadre de la nucléation
photoinduite par ordre d’importance d’effet de la facon suivante : solvant > concentration >
polarisation > polymorphe d'origine.

Conclusions

Ce travail de thése a permis au travers de ses différents chapitres de permettre d’accroitre
les connaissances dans le domaine de la nucléation induite par laser. Nous allons ici
brievement résumer les apports importants des différents chapitres.

Dans le chapitre 1 « Généralités sur la nucléation », nous avons explicité quelques concepts
fondamentaux de la cristallisation en solution et détaillé les différences entre la théorie
classique de la nucléation et celle de la nucléation en deux étapes.

Dans le chapitre 2 « Etat de I'art sur la nucléation induite par laser », nous avons proposé
une définition précise de la notion de nucléation induite par laser excluant la photochimie et
la nucléation secondaire. Sur la base de cette définition, un état de l'art détaillé sur la
nucléation induite par laser a été établi. Il montre que cette méthode est plurielle a la fois
sur les types de laser utilisés, sur les configurations expérimentales et sur les molécules
étudiées. L'étude de la nucléation induite par laser de différentes molécules dans des
conditions différentes a montré que plusieurs parameétres influencaient le résultat de la
cristallisation. Ces différentes méthodes sont, d'aprés la littérature, associées a différentes
hypothéses sur les mécanismes impliqués (effet Kerr, onde de choc, cavitation et création de
bulles, piégeage optique).

Dans le chapitre 3 « Etat de I'art des molécules étudiées », nous avons établi un état des lieux
des connaissances (nucléation, cristallisation, polymorphisme — nature et caractérisation) sur
les trois molécules étudiées : la glycine, I'histidine et I'acide glutamique. Le polymorphe a de
la glycine est favorisé dans les conditions normales par sa cinétique de croissance. L'histidine
a également deux polymorphes dont les vitesses de formation sont similaires, ce qui
s'explique par des structures cristallines trés proches. L'acide glutamique possede aussi deux
polymorphes dont les domaines d'existence dépendent de la température.

# Se référer a la demande ANR pour le projet NPLIN-4-Drug. Document consulté le 1% juillet 2014.
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Dans le chapitre 4 « Développement d’un montage dédié a I'étude de la nucléation induite
par laser », nous avons présenté le travail de développement de notre montage. Ce montage
associe automatisation, capacité de 90 tubes, observation en temps réel et controle des
conditions de I'expérience. Il est le fruit d'une étude minutieuse des montages existants et
de I'établissement de nos besoins.

Dans le chapitre 5 « Méthodes expérimentales », nous avons détaillé les méthodes utilisées
en amont et en aval de l'irradiation de la solution par le laser. La solubilité a été déterminée
soit expérimentalement au CINaM de Marseille par la méthode des ajouts successifs soit
d’apres les données existantes dans les publications de la littérature notamment pour l'acide
glutamique. La méthode d'identification optique grace a notre caméra a été centrale dans ce
travail.

Dans le chapitre 6 « Effet de la nucléation induite par laser sur la glycine », nous avons
effectué une étude détaillée de la nucléation induite par laser de la molécule de glycine. Ce
travail s'est basé sur la mesure de la solubilité de la glycine dans H,0 et dans D,O. Il est
intéressant de constater la divergence des résultats provenant de la littérature sur I'effet de
D,0. Notre étude a montré I'absence d’effet d( a D,0. L'étude de la glycine a montré grace a
la vidéo que le laser a un effet direct permettant de réduire le temps d'induction de 6,0¥10°
s (nucléation spontanée) a 2,3*10% s soit 3 ordre de grandeur. Les résultats ont montré que
le solvant a une influence prépondérante sur la nucléation du solvant car D,0 provoque un
taux de nucléation du polymorphe y plus élevé que dans H,0. Dans H,0, il y a un trés fort
taux de formation du polymorphe a et I'on note l'influence de la polarisation circulaire a
partir d'un seuil ou I'on observe |'augmentation du taux de formation du polymorphe y. Ce
travail a également montré que le ménisque est un site de nucléation et de croissance alors
gue le fond du tube pourrait n’étre qu'un site de croissance. Contrairement aux résultats de
Garetz, nous n'avons pas reproduit la spectaculaire fenétre de basculement des
polymorphes par I'effet de la polarisation. Toutefois, nous avons montré que la polarisation
a un effet dans H,0 sur le taux de formation des polymorphes. Cet effet est tres limité dans
D,0. Nous attribuons cela a la modification de la géométrie entre les deux montages puisque
dans le notre, le faisceau passe par l'interface air/solution. Enfin, nous avons montré |'effet
du laser sur la morphologie par la nucléation de faciés non référencé a notre connaissance
dans la littérature.

Dans le chapitre 7 « Etude préliminaire de I'effet de la nucléation induite par laser sur
I’histidine et I'acide glutamique », nous avons étudié |'effet du laser sur I'histidine et I'acide
glutamique. Préalablement, la solubilité de I'histidine dans D,0 et dans H,0 a été mesurée.
Cela a permis de montrer |'effet de D,0 sur la solubilité, a l'inverse de ce que nous avons
établi pour la glycine. Nous avons montré |'effet du laser dans les solutions de D,0 et de
H,0. Cela a permis de mettre en avant |'effet du solvant sur les polymorphes obtenus.
Concernant l'acide glutamique, nous avons montré |'effet du laser sur la nucléation sans
pour autant réussir a initier un contréle du polymorphisme.

Dans la discussion, nous avons mis en exergue |'absence de certitudes autour de |'effet Kerr

comme mécanisme des lors que les conditions nécessaires a son existence ne sont pas
remplies (existence de précurseur) et que nos résultats montrent une préférence différente
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dans la nucléation des polymorphes par rapport a ce que Garetz et al.’® ont obtenu. Le

mécanisme a privilégier pourrait étre d'origine électrodynamique incluant la probabilité du
piégeage de « cluster » ordonné ou non par les forces optiques.

La nucléation induite par laser a débuté en France par ce travail de thése combiné a celui
d'Aziza lkni. Ce travail a permis d'établir une méthode systématique d'étude des molécules
permettant de démontrer |'effet du laser sur la nucléation.

Cette these a apporté de nouvelles données concernant les solubilités de la glycine et de
I'histidine. Elle a montré que le site de nucléation est le ménisque et cela pour les trois
molécules : glycine, histidine et acide glutamique. Notre étude exhaustive de la glycine a mis
en avant l'importance du solvant concernant les facies obtenus et les polymorphes nucléés.

Dans l'introduction, I'objectif a terme était défini comme la démonstration de la faisabilité
industrielle de la nucléation induite par laser. A I'issu de ce travail, il est clair que cet objectif
est encore loin d’étre réalisé car le mécanisme est encore mal compris rendant le contréle
du polymorphisme par la nucléation induite par laser difficille pour le moment. Toutefois, ce
travail a ouvert sur des perspectives qui contriburont a rendre cette méthode
industrialisable.

Perspectives

Cette these est un jalon de plus pour comprendre les effets de photoinduction de la
cristallisation. Elle a en outre montrée le besoin de continuer les travaux de recherche dans
ce domaine. Les équipes japonaises et américaines continuent a publier montrant la vitalité
de ce domaine. Deés lors, quelles sont les perspectives associées a ce travail et les possibilités
d’évolution pour I'étude de la cristallisation photoinduite a I'Ecole Centrale ?

Travaux expérimentaux sur la cristallisation photoinduite

L'incertitude issue des travaux sur l'effet de la polarisation et le probleme de Ia
reproductibilité concomitant au faible nombre de tubes par condition expérimentale
montrent qu’une troisieme série de mesures sur la glycine doit étre entreprise en
augmentant sensiblement la statistique. Une nouvelle série d’études combinant les deux
types d’interfaces (voir figure 6-6) devrait permettre de conclure sur I'effet de la polarisation
et celui de I'interface.

De plus, des travaux complémentaires sur l'acide glutamique et I'histidine doivent étre
menés. L'étude préliminaire a montré que le laser a un effet sur sa cristallisation et peu de
parameétres ont été étudiés. L’'acide glutamique présente des zones d'existence de
polymorphe en fonction de la température, et pourrait réagir a I’évolution de la puissance
ou a d’autres parametres que I'étude bibliographique du chapitre 3 n’a pas mis en évidence.
L’évolution des résultats sur la glycine a montré que de petits changements pouvaient avoir
un effet important sur la caractérisation des résultats®’.

86 A
[Sun™ 2006].
87 . e . sps . .
Nous faisons ici référence notamment au changement de l'interface solution-laser.
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L’histidine est une molécule chirale. Nous avons montré que D,0 a un effet sur le
polymorphe obtenu. Une continuité de ce travail préliminaire consisterait a étudier le
stéréo-isomeére D de cette molécule et a continuer a étudier I'effet de D,0.

D’autres parametres peuvent avoir un effet comme le pH ou la focalisation du faisceau.
Plusieurs expériences ont été tentées avec le pH mais sans succés, ce qui n’exclut pas de
s'intéresser a ce parametre dont |'effet sur la caractérisation polymorphique a été démontré
en nucléation spontanée®. La focalisation du faisceau en régime nanoseconde n’a pas été
effectuée jusqu’a maintenant. La mise en place de ce nouveau parametre sur des solutions
de glycine, actuellement la molécule ou le plus de données ont été récoltées, permettrait
d’améliorer les connaissances sur la photoinduction de la nucléation.

A cela, s’ajoute I'étude de nouvelles molécules ou d’association de molécules. Actuellement,
la molécule de sulfathiazole est étudiée mais d’autres associations pourraient étre
intéressantes comme les co-cristaux & base de menthol et de lidocaine®, d’autant plus que
le menthol est une molécule chirale® et sa structure récemment résolue”. L'étude de
solutions aqueuses combinant un composé organique comme la glycine et des sels comme
le KCl serait intéressante puisque ces deux composés ont démontré leurs capacités a
cristalliser sous I'effet d’un champ laser.

Connaitre les premiéres étapes de la nucléation

Les premieres étapes de la nucléation sont peu connues et sont pourtant capitales pour
connaitre I'effet réel du laser et ainsi optimiser la cristallisation. Ainsi, des travaux doivent
étre menés dans cette voie tels ceux d’Alexander et al. sur 'urée® ou de Chattopadhyay et
al. sur la glycine93.

A ce titre, des expériences préliminaires de RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) ont été
menées en partenariat avec Jonathan Farjon de I'lCMO (Paris XI) sur la glycine ainsi que
I'emploi de la DLS (voir Annexe F). Ces expériences pourraient apporter des informations
supplémentaires sur le processus de nucléation spontanée en solution. Un tel travail
pourrait trouver son aboutissement dans une expérience de grande ampleur au synchrotron
SOLEIL a l'image de ce qui a été fait pour I'étude SAXS™ de la glycine: le suivi de la
nucléation spontanée puis celui de la nucléation photoinduite apporterait une contribution
majeure a la compréhension du phénoméne de nucléation induite par laser.

En parallele de ces expériences, un pole de simulation numérique pourrait étre développé.
De nombreuses équipes ont étudié numériquement les phénomenes de nucléation mais des
outils doivent encore étre développés, notamment pour inclure I'effet du laser. Des travaux
existent et peuvent servir de base de travail.

% [Lee 2008b].

# [corvis 2010].

% [Corvis 2012].

ot [Corvis 2013]. Se réferrer a la page 158.
°2 [Ward 2014].

** [Chattopadhyay 2005].

** Ibid
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Modéliser la nucléation induite par laser

La modélisation de la nucléation a été effectuée par plusieurs auteurs sur plusieurs
molécules différentes. Dirk Zahn qui a étudié la nucléation du NaCl remarque que malgré des
outils expérimentaux de plus en plus performants, les premieres étapes de la nucléation
sont encore peu connues’. Les études s’intéressant uniquement a la structure et aux
comportements des dimeéres de la glycine%’97 par exemple ne sont pas suffisantes car elles
se limitent aux configurations dans la solution et ne tiennent pas compte d’autres études
ayant montré I'existence de gros agrégats™. Dés lors, des simulations complexes sont a

préconiser comme cela a été fait sur 'acide glutamique® et en multipliant les paramétres'®.

La modélisation du phénomene de nucléation induite par laser pose plusieurs problemes a
commencer par le choix de la méthode et du modele. Les équations qui régissent les effets
du laser™ sont complexes et dépassent une premiéere approche par la force de Lorentz [3] :

F =qE+7vXB[3]

Le choix du modéle va conditionner le résultat final. Un modéle basé sur les forces
électrodynamiques pourrait montrer la possibilité que ces forces induisent la nucléation
comme ceux développés par Chiang et al.'®, Usman et al*®.

Améliorer le montage

L'avenir du montage est le développement et I'amélioration du suivi in situ de la nucléation.
Cela se fera grace a la DLS (Dynamic Light Scattering) et a la spectroscopie de fluorescence
de molécules spécialement choisies pour leurs propriétés de fluorescence. En effet, les
spectres de fluorescence, la durée de vie et la polarisation de I'échantillon dépendent de la
forme agrégée, de la stoechiométrie et de I'orientation.

L'analyse des données générées va donc donner des informations sur la conformation
cristalline des agrégats de cette forme cristalline. Dimeéres et oligomeres présentent des
spectres de fluorescence rouge décalés en raison de la stabilisation des états excités par
couplage dipolaire entre les molécules. En utilisant le temps résolu de comptage de photon
unique, nous pourrions suivre la dynamique des agrégats dans l'ordre de la nanoseconde et
nous devrions étre en mesure de sonder le déplacement de I'équilibre au sein de la
population des agrégats induite par le laser NPLIN. La nucléation et des éventuelles

transformations polymorphiques pourraient &tre suivis par I'analyse de la turbidité'®*,

% [zahn 2004].

% [Yani 2012].

%" [Hamad 2008].

% [Jawor-Baczynska 2012].

% [Molliet 2008].

199 IKuhs 2014].

[Usman 2012, 2013b] et [Chiang 2013].
1% 1bid.

1% 1bid.

1%% Isypek 2012] et [Jacob 2012].
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La compréhension du mécanisme passera par I'emploi d’outils de diagnostics spécifique afin
de tester les deux hypothéses majeures : onde de choc ou effet électrique. Cela ne pourra se
faire qu’avec 'usage d’instruments de précision comme les lasers a méme de mesurer des
surpressions locales et la possibilité de filmer le processus de nucléation en méme temps
que lirradiation du laser. Il reste aujourd’hui a démontrer la stabilité du processus de
photoinduction de la cristallisation par une reproductibilité controlée.

Enfin, la constitution d’un péle de recherche dédié a la photoinduction constitué des équipes
de I'Ecole Centrale de Paris, de I'Ecole Normale Supérieure de Cachan et de I’Université Paris
Sud offrira une mutualisation des moyens et des personnes accroissant la visibilité
internationale et la qualité des résultats obtenus.
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Table des figures

Figure

Descriptif

Source

Chapitre 1

Figure 1-1

(a) Diagramme de solubilité directe, (b) : solubilité
indirecte.

Figure 1-2

Courbe de solubilité directe. Les trois zones sont
représentées : zone sursaturée, zone métastable et zone
sous saturée.

Figure 1-3

Energie libre d’activation de nucléation homogene et
représentation graphique des contributions de surface et
de volume.

[Revalor 2009]

Figure 1-4

Aires et énergies misent en jeu lors de la nucléation
hétérogéne

Figure 1-5

(@) vision microscopique en terme d'évolution de la
structure en fonction de la concentration, la concentration
locale augmente jusqu'a atteindre un point critique ou
I'agencement structural commence,

(b) vision macroscopique du processus en pointillé en (a).

La fleche noire représente la théorie classique de la
nucléation.

[Vekilov 2010]

Figure 1-6

Représentation schématique de la modification du tracé de
I'enthalpie libre en fonction des coordonnées de réaction
dans le cas de la nucléation en deux étapes (ligne pointillé).

[Colfen 2008]

Figure 1-7

Représentation schématique des deux théories. La fleche
verte représente la théorie classique qui ne privilégie ni
'ordre ni la taille. La fleche bleue est la variante de
I'approche en deux étapes qui considere qu’il y a
premierement une augmentation en taille sans structure
ordonnée puis, passé une taille critique, le cluster
s’ordonne et continue de croitre. La fleche rouge est la
variante dans laquelle il existe au niveau moléculaire des
« clusters » préformés et ordonnés. Ces « clusters »
s’agrégent pour aboutir au cristal.

[Velikov 2010]

Figure 1-8

Représentation schématique des principaux types de facies.

[Bauer 3640]
[Haleblian
1969]

Figure 1-9

Différence entre morphologie et facies. A et B : méme
facies mais morphologie différente, B et C : méme
morphologie (méme face) mais différent facies.

Figure 1-10

Evolution du nombre moyen de molécules de glycine par «
cluster » en fonction de la sursaturation a 25°C.

[Ginde 1992]

Figure 1-11

Représentations schématiques des différences entre
polymorphes : les polymorphes A et B different par
I'empilement.

[Braga 2009]

Figure 1-12

(@) : Courbe de solubilité dans le cas d’un systéme
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monotropique,
(b) : Courbe de solubilité dans le cas d’un systéme
énantiotropique.

Chapitre 2

Figure 2-1

Représentation schématique de la méthode NPLIN

Figure 2-2

Représentation schématique des différentes interactions
faisceau laser - solution.

Figure 2-3

Schéma explicitant le principe de I'absorption multiphotons.

[Leyder 2013]

Figure 2-4

Schéma explicitant le principe de la cavitation.

[lefuji 2011]

Figure 2-5

Schéma explicitant le principe du piégeage optique.

[Sugiyama
2012]

Figure 2-6

Ellipsoide des parameétres d’ordre pour différentes valeurs
de Aa et suivant différentes polarisations. Le sens de
propagation est suivant I'axe z, dans le premier cas, la
polarisation est suivant I'axe x et dans le second est

contenue dans le plan (xy). Les ellipsoides ont été calculés
1 AaE?

dans le cas -
2 KT

structures cristallines théoriques obtenues suite a
I'interaction soit de type « batonnet» (LP-gauche, CP-
gauche), soit de type « feuillet » (LP-droite, CP-droite).

= 5. Les schémas en gris sont les

[Sun® 2006]

Figure 2-7

Triangle des parametres d’ordre montrant les valeurs que
prend le trinombre (K, Ky, K,) suivant la polarisation

imposée et la forme du tenseur de polarisabilité. Le point
111
3’3’3
une non exposition. Suivant la polarisation et la forme du
tenseur, diverses combinaisons d’alignement vont se faire.
Pour un tenseur « disklike » et une polarisation circulaire,
(Ky, Ky, K,) = 1dou Ky = 1 soit un alignement complet
suivant I'axey.

central (centre de gravité du triangle, (. )) correspond a

[Sun® 2006]

Chapitre 3

Figure 3-1

Molécule de glycine. La figure montre les liaisons
hydrogene (GLYCIN8S8, polymorphe o).

Figure 3-2

Projection des polymorphes de la glycine selon les axes a, b
et c. A gauche: polymorphe a (GLYCIN 88). A droite:
polymorphe y (GLYCIN 66).

Figure 3-3

Représentation schématique de la nucléation dans une
solution sursaturée de glycine. (a): solution composée
de monomeres (cercle noir) et de dimeres (ellipse blanche).
(b) : Formation de structure « liquid like » de diméres. La
viscosité et la concentration sont plus élevées au sein de
ces agrégats. (c): Réorganisation structurale de ces
« clusters ».

[Chattopadhyay
2005]

Figure 3-4

Courbe des fractions molaires des espéces de la glycine en
fonction du pH. La dépendance en pH de la glycine a été
étudiée dans une solution aqueuse de 3,33 mol/kg d’eau

[Huang 2008]
[Daldrup 2011]
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(solubilité de la a glycine) a 25 °C. pK; = 2,35 (acide
carboxyliqgue); pK, = 9,78 (amine).

Figure 3-5

Les différents régimes renvoyant aux structures sondés par
les rayons X.

[Dong 2011]

Figure 3-6

Distribution des diametres hydrodynamiques a 25 °C pour
une solution de glycine d'une concentration de 270 mg/mL
filtrée avec des filtres PTFE de 100 nm (histogrames gris) et
une solution d'eau filtrée dans les mémes conditions
(histogrames noirs).

[Jawor-
Baczynska
2012]

Figure 3-7

(a) Diffractogramme du polymorphe «, (b) Diffractogramme
du polymorphe y de la glycine avec indexation des plans
diffractants.

[Sankar 2010]

Figure 3-8

Molécule de L - (+) - histidine. La figure montre les liaisons
hydrogéne (LHISTDO04, polymorphe B).

Figure 3-9

Projection des polymorphes de I'histidine selon les axes a, b
et c. A gauche: polymorphe A (LHISTD 10). A droite:
polymorphe B (LHISTD 04).

Figure 3-10

Molécule de L - (+) - acide glutamique. La figure montre les
liaisons hydrogene (LGLUACO1, polymorphe B).

Figure 3-11

Evolution du taux de formation des formes A (a) et B () du
L - acide glutamique en fonction de la température.

[Srinivasan
2011]

Figure 3-12

Projection des polymorphes de I'acide glutamique selon les
axes a, b et c¢. A gauche: polymorphe A (LGLUAC 03). A
droite : polymorphe B (LGLUAC 01).

Chapitre 4

Figure 4-1

Premier montage utilisé pour I'étude de NPLIN.

Figure 4-2

Etude de I'effet lentille dG au tube pyrex. L'ensemble des
guantités utilisées pour le calcul est reporté sur le schéma.

Figure 4-3

Schéma du nouveau montage.

Figure 4-4

Tubes HPLC étudiés pour le passage du laser.

Figure 4-5

Schéma optique de I'expérience.

Figure 4-6

Photographie du nouveau montage complété des
emplacements des éléments.

Figure 4-7

Processus GRAFCET montrant le fonctionnement de la
fonction « mesure de lintensité ». Un intervalle de
tolérance est fixé, si l'intensité du laser dépasse cet
intervalle une alarme informe I'opérateur. En cas de
probléeme, I'opérateur peut choisir d’ignorer ou d’arréter,
cela met un terme a la manipulation. Ce GRAFCET est le
méme pour la température. Seules les réceptivités
changent.

Chapitre 5

Figure 5-1

Représentation schématique du montage de mesure des
solubilités. Ce type de montage permet essentiellement de
balayer la gamme de température de 5°C a 50°C, gamme
essentiellement utilisée pour les études des molécules
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organiques.

Figure 5-2

Schéma de principe expliquant la détermination de la limite
de zone métastable en régime dynamique ou la
température est diminuée a vitesse constante. L'expérience
débute en état de sous-saturation (1a, 1b : trait vert) puis la
température diminue a une vitesse constante pour amener
la solution en état de sursaturation (2a, 2b : fleches noires).
Le début de la nucléation signifie la limite de la zone
métastable. cholécule, polymorphe, solvant(Tl) = Cb. Avec
une concentration inférieure a Cb pour la température T1,
la solution est dans la limite de la zone métastable.

Figure 5-3

Schéma de principe expliquant la détermination de la limite
de zone métastable en régime statique. L'expérience
débute en état de sursaturation a une température fixée
(Tinit) puis on laisse le temps faire son ceuvre. La nucléation
signifie la limite de la zone métastable, ce qui implique que
la limite de zone métastable est valable uniquement pour

un temps donné. cholécule, polymorphe, solvant(tl) = CL

Figure 5-4

Dispositif expérimental utilisé au CINaM pour étudier la
limite de zone métastable. Les modules permettent
d'étudier de 24 a 96 tubes suivant l'ampleur de Ia
statistique souhaitée ou de la disponibilité du soluté et du
solvant (gauche). Les deux modules sont montés sur une
plague mobile horizontalement dans deux directions.
L'ensemble est contrélé en température et un programme
LABVIEW gere le déplacement de la table porte échantillon,
la vitesse de refroidissement et la caméra.

Figure 5-5

Représentation schématique de la pesée tube par tube.

Figure 5-6

Représentation schématique de la préparation par solution
mere.

Figure 5-7

Différentes méthodes utilisées dans le cadre de |Ia
dissolution thermique. Les cycles de température ont été
décalés en hauteur pour plus de visibilité. Les fleches
pointillées bleues représentent la rupture en température
lors du pipetage puisque la régulation en température n’est
plus assurée a ce moment la. Les durées affichées
dépendent de la molécule utilisée. Il s’agit dans ce cas de la
molécule de glycine. Ce schéma n'est pas a I'échelle sur
I'axe des températures ni sur I'axe du temps, il a une valeur
illustrative.

Figure 5-8

Photographie du papier marquant aprés irradiation du
laser. L'ellipse permet de mesurer précisément la surface
du faisceau.

Figure 5-9

Représentation de la classification expliquée ci dessus. (a)
et (b) : classement MC(1), (c) : classement MC(N), (d) :
classement P.

Figure 5-10

Figure résumant les trois situations auxquelles fait face
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I'expérimentateur lors d'une identification par morphologie
: situation favorable soit une nucléation dans le champ de la
caméra combinée a une nucléation débutante ou les
cristaux restent visibles, situation intermédiaire soit une
nucléation dans le champ de la caméra mais rapide (ou une
observation tardive) qui empéche une observation
distinctive des cristaux, situation défavorable soit une
nucléation hors champ (diffusion du germe ou nucléation
au meénisque) ou la formation d'un monocristal rendant
invisible les limites du faciés.

Figure 5-11

Représentation schématique de ce que I'on voit réellement
du tube en fonction des objectifs et du mode d'observation
: microscope ou logiciel.

Figure 5-12

Spectre Raman des poudres utilisées. En rouge, le spectre
Raman du polymorphe y, en bleu, le spectre Raman du
polymorphe a. L'insert est un détail dans la zone 60 emt -
260 cm™ du spectre Raman des poudres utilisées.

Figure 5-13

Diffractogramme des poudres utilisées de glycine. En rouge,
le diffractogramme du polymorphe «a, en bleu, le
diffractogramme du polymorphe y.

Chapitre 6

Figure 6-1

(a) : Courbe de solubilité du polymorphe a dans H20.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

Figure 6-2

(a) : Courbe de solubilité du polymorphe a dans D20.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.

Figure 6-3

(a) : Comparaison de nos résultats de solubilité avec ceux
de [Yang 2008a].

(b) : Courbe de solubilité des polymorphes a et y d'apres
[Yang 2008a].

[Yang 2008a]

Figure 6-4

(a) : Comparaison de nos résultats avec ceux publiés par
[Kunihisa 1974].

(b) : Comparaison de nos résultats avec ceux publiés par
[Jelinska-Kazimierczuk 1996].

[Kunihisa 1974]
[Jelinska-
Kazimierczuk
1996]

Figure 6-5

Limite de zone métastable pour les polymorphes utilisés a
et y de la glycine a 36h et 168h dans H,0 et D,0.

Figure 6-6

Comparaison entre la configuration utilisée précédemment
dans les tubes pyrex (gauche) et celle que nous avons
utilisée avec les tubes HPLC impliquant la traversé de
I'interface air / solution (droite).

Figure 6-7

Chronologie de la cristallisation de la glycine o exposée a
532 nm pendant 60 s a 1,4 GW/cm?. La solution de glycine
avait une sursaturation a 17 °C de 1,45 ce qui correspond a
une concentration de 270 mg/mL.

Figure 6-8

Fraction des échantillons ayant cristallisés en fonction de la
puissance. (a) : sursaturation de 1,45 a 17 °C pour une
durée d'exposition de 60 secondes. (b) : concentration de
270 mg/mL pour une durée d'exposition de 60 secondes.
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Les expériences ont été faites avec 5 solutions dans chaque
condition.

Représentation du protocole d'étude utilisé pour Ia

Figure 6-9 | polarisation linéaire avec la concentration employée dans
H,0.
Représentation du protocole d’étude utilisé pour Ia
Figure 6-10 | polarisation circulaire avec la concentration employée dans
H,0.
. Représentation du protocole utilisé pour étudier I'influence
Figure 6-11 , i -
du temps d’exposition et du vieillissement.
Figure 6-12 | Informations issues des tubes.
Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le
. polymorphe o dans H,O a 17 °C pour une polarisation
Figure6-13 | . . s A
linéaire. Le nombre de tubes est indiqué a c6té de chaque
point.
(a) : Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le
. polymorphe vy dans H,0, (b): Taux de nucléation en
Figure 6-14 . .
fonction de la puissance pour le polymorphe a dans H,0.
5 échantillons par point.
. Taux de nucléation en fonction de la puissance pour le
Figure 6-15 . . .
polymorphe a dans D,0. 5 échantillons par point.
Evolution du nombre de tubes ayant nucléé a 17°C a
Figure 6-16 différents moments aprés l'exposition au laser suite a
exposition a 1200 MW/cm?. La barre noire montre le point
a partir duquel le protocole a été fait.
Taux de nucléation au bout de 24 h a 17 °C et exposés a une
Figure 6-17 énergie (.1e 910 MVY/FmZ. 5 échantillons par point.
(a) polarisation linéaire
(b) polarisation circulaire
Evolution du taux de nucléation en fonction du temps de
Figure 6-18 | vieillissement 3 h aprés I'exposition. 5 échantillons par
point.
Photographie de deux tubes ayant des cristaux a la fois au
Figure 6-19 ménisque et au fond du tube. Les deux tubes sont
constitués d'une solution de o glycine a une sursaturation
de 1,5 a 17 °C soit une concentration de 280 mg/mL.
Photographie de I'ombre portée sur le fond du tube par un
Figure 6-20 | gros monocristal de glycine o ayant nucléé au ménisque
dans la configuration donnée par I'image de gauche.
Démonstration de I'effet d’agrégation d{ au laser au niveau
du ménisque.
(a) : photographie de croissance de cristaux a partir du
Figure 6-21 ménisque (y, 145 %, D,0, linéaire).

(b) : surface de I'agrégation au niveau du ménisque environ
égale a celle du laser.

(c) : représentation des directions de croissance des
aiguilles a partir du ménisque.
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(d) : photographie de cristaux ayant cri a partir du
ménisque (a, 145 %, H,0, linéaire).

Evolution de l'implication des sites de nucléation spontanée

Figure 6-22 | en fonction de la sursaturation pour les deux polymorphes
a ety delaglycinea 17 °C.
Evolution de lI'implication des sites de nucléation en
Figure 6-23 | fonction de la sursaturation pour les deux polymorphes a et
y de la glycine exposé a une énergie de 840 GW/cm? a 17°C.
Etape de fabrication des tubes montrant la possibilité que
Figure 6-24 | des éléments du soluté s'accrochent au ménisque lors de la
montée du solvant dans le tube HPLC.
Figure 6-25 Schéma (?xpliquant la nucléation au ménisque dans le cas
de la glycine.
Démonstration de la chute d'un cristal a proximité du point
ayant été touché par la plus grande intensité du laser. La
Figure 6-26 | solution de a glycine est a une sursaturation de 1,5 a 17 °C
soit une concentration de 280 mg/mL et I'énergie est de 1,2
GW/cm?2.
. Photographie montrant |'effet de chevauchement de
Figure 6-27 . . R .
cristaux aboutissant a des multicristaux.
Evolution de l'implication des sites de nucléation induite
par laser en fonction de I'énergie pour le polymorphe o
Figure 6-28 | dans H,0 a 17 °C. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Evolution de l'implication des sites de nucléation induite
par laser en fonction de |'énergie pour le polymorphe y
Figure 6-29 | dans H,0 a 17 °C. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Fréquence de formation des différents types de formes de
cristaux en fonction de I'énergie pour une poudre d'origine
Figure 6-30 | a dans H,0. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) : pour une polarisation circulaire.
(gauche) : pour une polarisation linéaire.
Fréquence de formation des différents types de formes de
cristaux en fonction de I'énergie pour une poudre d'origine
Figure 6-31 | y dans H,0. 5 tubes par densité d’énergie.
(droite) : pour une polarisation circulaire.
(gauche) : pour une polarisation linéaire.
Fréquence de formation des différents types de formes de
cristaux en fonction de I'énergie pour une poudre d'origine
Figure 6-32 | y dans H,0. 5 tubes par concentration.
(droite) : pour une polarisation circulaire.
(gauche) : pour une polarisation linéaire
Figure 6-33 Fréquence de formation des différents types de formes de

cristaux en fonction de |'énergie pour une poudre d'origine
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o dans D,0. 5 tubes par concentration.
(droite) : pour une polarisation circulaire.
(gauche) : pour une polarisation linéaire.

Fréquence de formation des différents types de formes de
cristaux en fonction du nombre d'impulsions. 5 tubes par

Figure 6-34 | nombre d’impulsion.
(droite) : pour une origine y.
(gauche) : pour une origine a.
Image MEB d’un constituant de la poudre du polymorphe
Figure 6-35 | commerciale a (gauche) et de la poudre commerciale du
polymorphe y (droite). Le trait jaune représente 200 um.
Figure 6-36 Polymorphe a de la glycine obtenu a 17 °C en nucléation
spontanée a partir de la poudre du polymorphe .
Représentation sous forme d'histogramme de la fréquence
de nucléation des polymorphes pour un produit initial
Figure 6-37 d'ori.gilzle’(f( a 17 °C en fonction de I'énergie. 5 tubes par
densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Représentation sous forme d'histogramme de la fréquence
de nucléation des polymorphes pour un produit initial
Figure 6-38 d'ori'gilzle'\,( a 17 °C en fonction de I'énergie. 5 tubes par
densité d’énergie.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Représentation sous forme d'histogramme du nombre de
tubes contenant un ou plusieurs polymorphes pour un
. produit initial d'origine ac a 17 °C et exposé a une énergie de
Figure 6-39 910 MW/cm?>.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Représentation sous forme d'histogramme du nombre de
tube contenant un ou plusieurs polymorphes pour un
Figure 6-40 produit initial d'origine y a 17 °C et exposé a une énergie de
910 MW/cm?.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire.
Représentation sous forme d'histogramme du nombre de
tube contenant un ou plusieurs polymorphes pour une
. poudre d'origine a a 17°C et exposé a une énergie de 910
Figure 6-41 MW/cm?>.
(droite) polarisation circulaire.
(gauche) polarisation linéaire
Figure 6-42 Evqut.ic'm du taux de nucléation en fonction du temps post
exposition.
Figure 6-43 Fréquence de formation des différents types de formes de

cristaux en fonction du nombre d'impulsion. 5 tubes par
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nombre d’impulsion. Agrégation des résultats présentés
figure 6-34.

Chapitre 7

(a) : Courbe de solubilité du polymorphe B de la L — (+) —

Figure 7-1 | Histidine dans H,0 en fonction de la température.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.
(a) : Courbe de solubilité du polymorphe B de la L — (+) —
Figure 7-2 | Histidine dans D,0 en fonction de la température.
(b) : Vérification de la loi de Van't Hoff.
(a) Comparaison entre la courbe de solubilité de la L - (+) -
Histidine mesurée au CINaM dans H,0 et celle mesurée par . A
. . . A [Kitamura
Figure 7-3 | Kitamura [Kitamura™ 1993] pour le polymorphe B. 1993]
(b) Comparaison entre les courbes de solubilité de la L - (+) -
Histidine dans D,0 et dans H,O0.
Limite de zone métastable de la L - (+) - Histidine mesurée a
Figure 7-4 | 25 °C dans H,O de deux maniéres différentes : par la
méthode statique et la méthode dynamique.
Figure 7-5 Limite de zone métastable de la L - (+) - Histidine mesurée a
24,8 °C dans D,0 par la méthode statique.
. Représentation du protocole d'étude utilisé pour les
Figure 7-6 . o . .
polarisations linéaire et circulaire dans H,0.
. Représentation du protocole d'étude utilisé pour les
Figure 7-7 .. ., . .
polarisations linéaire et circulaire dans D,0.
Taux de nucléation 24 h apres I'exposition pour une densité
Figure 7-8 | d’énergie de 910 MW/cm? avec polarisation linéaire et
circulaire. 5 tubes pour chaque condition.
(a) : Taux de nucléation a différents moments pour une
Figure 7-9 énergie de 910 MW/cm? et une polarisation linéaire.
(b) : Taux de nucléation pour les deux polarisations a 910
MW/cm? a 24 h.
Figure 7-10 Evolution de l'efficacité de la nucléation en fonction de la
densité d’énergie (910 MW/cm? et 680 MW/cm?) dans H,0.
Fréguence de nucléation des polymorphes A et B pour la
Figure 7-11 | sursaturation 1,4 (60,13 mg/mL) a 150 mJ (680 MW/cm?) et
200 mJ (910 MW/cm?).
Fréquence de nucléation des polymorphes A et B pour la
Figure 7-12 | sursaturation 1,4 (51,45 mg/mL) a 200 mJ (910 MW/cm?)
pour la polarisation linéaire et circulaire dans D,0.
Photographie d’un tube montrant I'existence d’un cristal
ayant nucléé au ménisque, sur la paroi et un second au
Figure 7-13 | fond du tube. Le surlignage noir est le cristal sur la paroi, le
surlignage rouge est le cristal ayant nucléé au ménisque, le
surlignage bleu est le cristal au fond du tube.
. Relevé du site de nucléation en nucléation spontanée pour
Figure 7-14 laL- (+) - Histidine dans D,0.
Figure 7-15 Limite de Zone Métastable du L-(+)- acide glutamique a

30°Cet 40 °C.
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Figure 7-16

(a) Premier protocole d'étude de I'acide glutamique,
(b) Second protocole d'étude.

Figure 7-17

Taux de nucléation a 24 h en fonction de la sursaturation
obtenu avec la premiére méthode pour une exposition
pendant 60 secondes a une densité d’énergie de 910
MW/cm?2. La sursaturation est calculée sur la base de la
concentration initiale a 40 °C (14,51 mg/mL). 10 tubes pour
chaque condition expérimentale.

Figure 7-18

Taux de nucléation a 24 h a 30 °C pour une exposition a une
densité d’énergie de 910 MW/cm? en fonction de la
concentration obtenu avec la seconde méthode.

Figure 7-19

Photographie de cristaux du polymorphe B du L — (+) —
acide glutamique obtenus a 30 °C.

Figure 7-20

Comparaison des taux de formation des polymorphes Aet B
pour une polarisation linéaire appliquée au L — (+) — acide
glutamique : rouge : polymorphe A, bleu : polymorphe B,
nucléation spontanée [Srinivasan® 2011], jaune
polymorphe A, vert : polymorphe B (NPLIN).

[Srinivasan®
2011]
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Table des tableaux

Tableau

Descriptif

Source

Chapitre 1

Tableau 1-1

Evolution de la limite de zone métastable en fonction de la
vitesse de refroidissement. La température de référence est
35°C et la saturation est de 30 g/L.

[Bonin-Paris
2011]

Tableau 1-2

Estimation de la taille des clusters a partir des données de
concentration

[Ginde 1992]
[Larson 1986]
[Lo 1989]

Tableau 1-3

Résumé de quatre situations possibles et des stratégies a
adopter pour le contrdle des variétés polymorphiques.

[Veesler 2003]

Chapitre 2

Tableau 2-1

a : Résumé des diverses configurations expérimentales pour
les molécules étudiées par un laser continu focalisé.

b : Résumé des diverses configurations expérimentales pour
les molécules étudiées par un laser picoseconde.

¢ : Résumé des diverses configurations expérimentales pour
les molécules étudiées par un laser nanoseconde.

d : Résumé des diverses configurations expérimentales pour
les molécules étudiées par un laser femtoseconde.

Tableau 2-2

Parameétres ayant une influence sur le résultat de la
nucléation obtenus suite a une exposition au laser.

Tableau 2-3

Résumé du volume de publication par type de laser et la part
des études impliquant une focalisation.

Tableau 2-4

Résumé des cibles de la méthode NPLIN utilisant un laser
nanoseconde pulsé.

Tableau 2-5

Tableau recensant I'ensemble des montages types employés
dans les différentes publications des travaux NPLIN.

[1] : type de laser, P = puls¢, CW = continu, ns
nanoseconde, ps = picoseconde, fs = femtoseconde; foc
focalisation, nfoc = non focalisé. [2] : voir figure 2-2, m =
multipuits, ¢ = contréle de température; [3] : SHG = Second
Harmonic Generation; [4] : PXRD = Powder X-ray Diffraction,
SCXRD = Single Crystal X-ray Diffraction, FTIR = Fast
Transform Infrared Spectroscopy.

Multiples :
voir tableau

Chapitre 3

Tableau 3-1

Tableau résumant les données
température et pression ambiantes.

cristallographiques a

Se référer ala
CSD

Tableau 3-2

Résumé des différents facies associés a un polymorphe
obtenus dans différentes conditions. Les échelles n'étaient
pas toutes fournies dans les publications.

Multiples :
voir tableau

Tableau 3-3

Mode de vibration Raman des formes a et ¥ de la glycine.

[Shi 2005]

Tableau 3-4

Tableau résumant les données cristallographiques des deux
polymorphes du L-(+)-Histidine

Se référer ala
CSD

Tableau 3-5

Tableau résumant les données cristallographiques des deux

Se référer ala
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polymorphes du L-(+)-acide glutamique. CSD
[Srinivasan
Résumé des différentes morphologies associées a un 2011]
Tableau 3-6 ier s fe . A
polymorphe obtenus dans différentes conditions. [Kitamura
1989]
Chapitre 4
Tableau résumant le travail de la définition des besoins et
Tableau 4-1 . . .,
des solutions techniques associées.
Tableau 4-2 | Liste des éléments a contréler par LABVIEW
Tableau 4-3 | Origine des données a traiter par LABVIEW
Tableau 4-4 Séquence retenue lors du développement du cahier des
charges.
Chapitre 5
Surfaces visibles grace au microscope et par le logiciel
LABVIEW pour l'ensemble des objectifs disponibles. Ces
Tableau 5-1 s .
surfaces ont été traduites en pourcentage de la surface
initiale du tube qui fait environ 78,5 mm?.
Chapitre 6
Tableau 6-1 Résumé des polymorphes obtenus avant et apres
ensemencement.
Evolution de la fraction des échantillons ayant cristallisés en
Tableau 6-2 | fonction de la durée d’exposition traduite en nombre
d’impulsions. 4 échantillons pour chaque condition.
Tableau 6-3 | Concentrations utilisées pour le relevé du site de nucléation.
Recensement des différents facies et de leurs conditions
d’obtention obtenus par nucléation induite par laser. Les
Tableau 6-4 . s .
facies sont rapportés a ceux recensés dans le tableau 3-2,
chapitre 3.
Evolution du taux de formation des polymorphes a et y en
fonction de l'origine du polymorphe et en fonction de la
Tableau 6-5 | durée d’exposition traduite en nombre d’impulsions. 600
impulsions correspondent a une durée d’exposition de 60
secondes. 5 tubes par nombre d’'impulsion.
Taux de nucléation des trois formes de la glycine pour trois
Tableau 6-6 | différentes concentrations a 23 °C en fonction du pH dans [Lee 2008b]
H>0.
Comparaison des résultats concernant la fenétre de
Tableau 6-7 | basculement entre ceux obtenus par Garetz et al. [Sun® [Sun® 2006]
2006] et ceux présents dans ce travail de these.
Chapitre 7
Tableau 7-1 | Détail des sursaturations et des concentrations associées.
Tableau 7-2 | Détail des sursaturations et des concentrations associées.
Tableau comparatif des résultats obtenus dans cette these A
Tableau 7-3 avec ceux de Garetz dans les solutions de H,0 [Sun® 2008]. [Sun” 2008]
Tableau 7-4 Tableau d’équivalence entre la sursaturation et Ila

concentration.
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Annexes

Annexe A : Etat de I'art des résultats obtenus en

nucléation induite par laser

Annexe Al : Résumé des résultats expérimentaux obtenus pour chaque molécule d’apres la
littérature.

La nucléation induite par laser (NPLIN) est un domaine jeune et en pleine croissance. De
nombreuses publications sont apparues au cours de la thése représentant 44 % du volume
total d’articles publiés (I'annexe A3 condense les statistiques des publications publiées avant
le 1" juillet 2014). Il était donc important de bien maitriser la connaissance de ce qui a été
publié sur la méthode. Par conséquent, cette annexe condense un résumé des résultats
obtenus pour chaque molécule. Les données expérimentales sont reproduites in extenso a
partir de la littérature.

A1-1) Glycine
A1-1-1) Nucléation photophysique

A1-1-1-1) Sous laser continu

L'équipe de Masuhara a montré qu'il est possible de cristalliser la glycine par un laser
continu a 1064 nm (0,4 GW/cm? au point focal) en focalisant le faisceau sur l'interface
air/solution en utilisant comme solvant de D,O ([Sugiyama 2007], [Sugiyama 2009]). Les
solutions étaient faites a partir de 0,30 g de glycine dissous dans 1 g de D,0 a 23°C.

Les travaux précédents ont été poursuivis avec les mémes conditions expérimentales
([Ruugsimanon 2010a], [Ruugsimanon 2010b], [Yuyama 2012b]). Les solutions ont été
préparées pour 23°C a trois sursaturations différentes 138 % (0,30 g pour 1 g de D,0), 100 %
(0,22 g pour 1 g de D,0), 68 % (0,15 g pour 1 g de D,0).

Le faisceau est focalisé a I'interface air/solution ce qui permet d’accroitre I'efficience car les
« clusters » sont limités par l'interface et peuvent avoir une taille plus importante et les
molécules sont orientées a l'interface par le laser. Il est important de noter que lorsque le
laser est a l'arrét, le cristal se dissout. Le mécanisme de nucléation proposé est celui du
piége optique.

Les travaux de Yuyama [Yuyama 2012b] ont montré la possibilité de cristalliser les
polymorphe a et y sans pour autant induire un basculement des polymorphes via I'usage de
la polarisation linéaire ou circulaire. Le mécanisme proposé differe de celui de Garetz. En
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effet, la formation du polymorphe a est cinétiquement favorisée et est produit grace a la
préexistence de «cluster » du polymorphe a. A saturation et en sursaturation, la
polarisation linéaire va opérer un piégeage inefficace des clusters amenant a la formation
d'un cristal du polymorphe «; la polarisation circulaire va opérer un piégeage efficace et
donc une augmentation locale de la sursaturation ouvrant la voie a la cristallisation du
polymorphe y. Toutefois, l'augmentation de la température réduit la sursaturation
permettant la formation du polymorphe a. Ce dernier point est mis en avant par le décalage
vers les basses puissances du taux de nucléation du polymorphe y (figure A1-1).
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Figure A1-1 : Probabilité a 23°C de formation du polymorphe y a différente sursaturation
suivant la polarisation incidente : linéaire ou circulaire.
(a) : Taux de nucléation du polymorphe y en fonction de I’énergie pour la polarisation
circulaire.
(b) : Taux de nucléation du polymorphe y en fonction de I’énergie pour la polarisation
linéaire. Figures adaptées de [Yuyama 2012b].

Dans le cas de la faible sursaturation selon le mécanisme proposé, la polarisation linéaire
facilite la nucléation de structure «rod like » amenant a la formation de cristaux du
polymorphe y, la polarisation circulaire améne a la formation du polymorphe a. Toutefois,
l'augmentation de la température réduit la sursaturation permettant la formation du
polymorphe a et l'augmentation locale de la sursaturation aboutis a la formation du
polymorphe y [Sugiyama 2012]. Ces mécanismes sont résumés dans la figure A1-2.

D'autres travaux [Yuyama 2012a] et [Yuyama 2010a] réalisés par la méme équipe ont

montré un comportement similaire et ont servi de base de travail aux résultats décrits dans
les paragraphes précédents [Yuyama 2012b]. Le laser employé est un laser continu a 1064
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nm focalisé sur une solution sursaturée de glycine dans du D,0 a 3,7 M (sursaturation de 136
%). lls montrent la possibilité de former une gouttelette (d'une sursaturation de 7,0 M) par
I'application du laser focalisé.

La cristallisation de la glycine dans H,O a amené un résultat intéressant qui est la preuve de
la nucléation du polymorphe f (tableau A1-1). Ce polymorphe est normalement instable et
sa formation n’a jamais été rapportée dans D,0. Aprés 30 minutes, il s’est naturellement
transformé dans le polymorphe a [Masuhara 2011].

Puissance du laser (W) Fréquence d'obtention | Fréquence d'obtention || Fréquence d'obtention
du polymorphe a (%) du polymorphe B (%) | du polymorphey (%)

0,8 85 0 15

1 85 0 15

1,1 89 11 0

1,2 90 10 0

1,4 100 0 0

Tableau A1-1 : Taux d’obtention des formes polymorphiques de la glycine en fonction de la
puissance du laser dans H,0. Tableau reproduit de [Masuhara 2011].
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Figure A1-2 : Mécanisme de formation des polymorphes a ety de la glycine suivant le
régime de la solution (saturée et sursaturée ou sous saturée). La probabilité de formation du
polymorphe y est présentée a gauche de la figure. Figure reprise de [Sugiyama 2012].
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A1-1-1-2) Sous laser nanoseconde

La glycine est la seule molécule a avoir montré une dépendance a la polarisation de sa
cristallisation sous une irradiation par un laser nanoseconde [Garetz 2002]. La premiére
étude sur la glycine [Zaccaro 2001] a montré la possibilité de cristalliser le polymorphe y de
la glycine par une irradiation laser ce qui est un résultat surprenant car le polymorphe a est
cinétiquement le plus favorisé et le polymorphe y est thermodynamiquement le plus stable.

La solution de glycine sursaturée a 21°C dans H,0 (les concentrations sont dans l'intervalle
3,7 M a 3,9 M pour une valeur de saturation de 2,69 M) a été exposée a un laser « Q —
switched » (I'absence d’amplificateur induit I'absence de nucléation) a 1064nm pour une
durée d'impulsion de 9 ns et une densité d'énergie de 0,7 (+ 10 %) GW/cm?. Les mémes
conditions aménent a la démonstration d'une fenétre de basculement polymorphique. En
effet, pour une polarisation circulaire, 100 % des cristaux sont du polymorphe a et pour une
polarisation linéaire, 47 % des cristaux sont du polymorphe y [Garetz 2002].

L’étude la plus compléte sur la glycine a été faite par B. Garetz et X. Sun [Sun® 2006]. Les
solutions ont été exposées dans les mémes conditions que précédemment a différentes
températures de 287 K a 300 K, les sursaturations allant de 119 % a 200 % et irradiées a 1064
nm et 532 nm. La densité d'énergie est de 0,46 GW/cm? et 0,24 GW/cm? a 1064 nm et 0,24
GW/cm? a 532 nm. Les résultats concernant la glycine sont montrés dans la figure A1-3. La
zone de basculement est plus large a 1064 nm qu'a 532 nm et se résume a un point. La
dépendance a l'ellipticité du faisceau a été aussi étudiée en fonction de la sursaturation. Ce
résultat montre que I'ellipticité a une influence sur I'obtention du polymorphe. Il est a noter
gue le basculement polymorphique a été observé a 532 nm pour une seule température.
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Figure A1-3 : Dépendance du polymorphe obtenu en fonction de la température et de la
sursaturation. Les symboles ouverts définissent la zone ol les deux polarisations forment le
polymorphe a, les symboles fermés définissent la zone ou les deux polarisations forment le

polymorphe y. Les symboles de couleur montrent l'existence d'un basculement
polymorphique : la polarisation linéaire entraine la formation du polymorphe vy, la
polarisation circulaire entraine la formation du polymorphe «. Les astérisques correspondent
d la zone ol aucun effet de NPLIN n'a été observé. Figures reprises de [Sun® 2006].
(a) : Solutions irradiées a 1064 nm a une énergie de 0,46 GW/cm?2
(b) : Solutions irradiées a 532 nm & une énergie de 0,24 GW/cm?
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A1-1-1-3) Sous laser femtoseconde

Les récents travaux de Liu et al [Liu® 2013] ont apporté un éclairage intéressant sur la
cristallisation de la glycine. Les études ont été menées a 22°C avec des concentrations allant
de 3 M a 4 M correspondant a un degré de sursaturation de 100 % a 133 % dans H,O. La
solution de glycine d'un volume de 0,5 mL a été exposée a un faisceau focalisé provenant
d'un laser femtoseconde d'une longueur d'onde de 800 nm et d'une largeur d'impulsion de
160 fs. Pour une sursaturation de 130 % (4 M) la probabilité de cristallisation augmente a
mesure de l'accroissement de I'énergie injectée dans la solution (figure Al-4). Il a été
démontré |'existence d'un seuil en énergie.

L'originalité de cette étude par rapport aux autres est une analyse poussée du type de
cristaux obtenus rapportée aux conditions du laser ainsi que de la localisation du site de
nucléation. La figure A1-5 montre la probabilité de cristallisation en fonction de la position
du point focal (en mm) par rapport au ménisque. Ce résultat montre que le ménisque est un
site de nucléation hétérogene facilitant I'accroche des germes de glycine. La nucléation
homogene est moins efficace. De plus, I'étude du site de nucléation en fonction du taux de
répétition (figure A1-6) montre qu'il est maximum pour l'interface air / solution et croit en
fonction de ce taux de répétition pour l'interface verre / solution avec un seuil a 10 Hz. Le
site de nucléation dépend aussi de la sursaturation (figure A1-7).
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Figure A1-4 : Taux de nucléation de la glycine sursaturée a 130 % a 22°C. Figure adaptée de
[Liu® 2013].
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Figure A1-5 : Taux de nucléation de la glycine sursaturée a 130 % a 22°C en fonction de la
distance au ménisque (mm). Le point -3 mm correspond au fond du tube HPLC. Figure
adaptée de [Liu® 2013].
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Le taux de répétition de l'irradiation a une influence intéressante déja mise en avant par
[Adachi 2003]. En effet, pour un faible taux de répétition on a principalement la
cristallisation de monocristaux jusqu'a la fréquence de 250 Hz (figure A1-8). Sur I'ensemble
de la gamme explorée, on observe lI'augmentation de la fréquence de création de plusieurs
cristaux de petites tailles, ce taux commence a diminuer au dela de 500 Hz. De 50 Hz a 1000
Hz est observée 'augmentation de la morphologie poudre (figure A1-9). C'est un résultat
attendu car la répétition entraine une ablation des cristaux en formation qui vont devenir
des germes offrant des sites de nucléation secondaire. Dans cette étude, uniquement le
polymorphe a de la glycine a été obtenu. Le mécanisme est celui lié a I'usage des lasers
femtoseconde : la formation de bulles par cavitation.

100
M Interface air / solution
4 Interface verre / solution
0
0 5 10 25 50 100

Taux de répétition du laser(Hz)

Figure A1-6 : Taux de nucléation de la glycine sursaturée a 1,3 a 22°C en fonction de la
distance au ménisque (0 mm). Le point -3 mm correspond au fond du tube HPLC. Figure
adaptée de [Liu® 2013].
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Figure A1-7 : Taux de nucléation de la glycine sursaturée a 22°C dans la solution ou a
l'interface air / solution en fonction de la sursaturation. L'énergie par impulsion employée est
de 50 w, le temps d'irradiation est de 10 minutes. Figure adaptée de [Liu® 2013].
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Figure A1-8 : Taux de nucléation de la glycine sursaturée a 22°C a 1,3 par cristallinité de
cristaux obtenus : poudre, multi cristaux ou monocristaux (voir figure 2-11) en fonction du
taux de répétition. L'énergie par impulsion employée est de 100 uJ, le temps d'irradiation est

de 10 minutes. Figure adaptée de [Liu® 2013].
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Figure A1-9 : Morphologie des cristaux obtenus : monocristaux, multicristaux ou type poudre.

Figure reprise de [Liu® 2013].

Une étude a été menée par [Miura 2013] comparant la nucléation induite par un laser
femtoseconde et un laser continu dans une solution de D,O de glycine d'une sursaturation
entre 0,9 et 1,0. La figure A1-10 montre la comparaison de l'efficacité et du temps
d'induction de la nucléation pour les deux types de laser. Avec le laser femtoseconde, le
premier cristal apparait au bout de 600 s contre 1200 s pour le laser continu. Toutefois, seul
un cristal est formé avec le second laser alors qu'avec le laser femtoseconde, un polycristal
se forme. Cela est attribué a une dégradation de la surface suite a la répétition des
impulsions femtoseconde pouvant engendrer une nucléation secondaire. La probabilité
d'obtention de cristal en sous-saturation est bien plus élevée avec un laser femtoseconde.
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Figure A1-10: (a) : probabilité de cristallisation en fonction de la puissance.
(b) : temps d'induction de la cristallisation. La sursaturation est de 0,9. Figure reprise de
[Miura 2013].

A1-2) Urée

A1-2-1) Nucléation photophysique

De facon comparable a la méthode adoptée par Yuyama et al. [Yuyama 2010a], I'urée a été
cristallisée via la formation d'une goute [Yuyama 2010b].

A1-2-1-1) Sous laser nanoseconde

C’est la molécule qui a permis a Garetz [Garetz 1996] de découvrir I'effet photophysique de
NPLIN par cristallisation de l'urée a 1024 nm par un laser nanoseconde polarisé
linéairement. L'expérience a été conduite a 25°C (solubilité de 10,47 M) avec des
sursaturations allant de 1,10 a 1,29 dans H,0. La nucléation est observée apres un seuil en
énergie et au dessus de la valeur de 0,5 GW/cm?, le nombre de solutions nucléées atteint un
plateau [Garetz 2002]. Suite aux observations de la cristallisation, il a été vérifié I'absence
d'absorption : I'urée n'a pas de bande d'absorption électronique au-dessus de 200 nm, pas
de bande vibrationnelle en-dessous de 1400 nm et les processus multiphoton a 1064 nm
sont insignifiants (sic).

Une seconde étude de 'urée a été faite a deux longueurs d’ondes (532 et 1024 nm) et pour
deux polarisations (LP et CP). La sursaturation retenue pour les expériences est de 11,9 M a
21°C soit la dissolution de 3,150 g d'urée dans 2 g de H,O (la saturation est a 9,7 M soit 1,05
g / mL) [Matic 2005b]. L’existence d’un seuil en intensité du laser est clairement montrée
ainsi qu’une dépendance non linéaire en intensité. Ce seuil n’est pas le méme pour toutes
les configurations. En effet, le seuil de nucléation a 532 nm est plus élévée qu'a 1064 nm et
la nucléation est plus efficace a 532 nm alors qu'on s'attend a aucune différence notable si
ce n'est des taux de nucléation plus faibles avec une densité d'énergie plus faible.
L'absorption thermique de H,O a 1024 nm est supérieure a celle a 532 nm, cela implique
d’éviter I'usage de la longueur d’onde de 1024 nm pour les expériences futures de NPLIN.

La plus grande efficacité de la polarisation linéaire s’explique par |'effet Kerr qui aligne les
molécules de type « rodlike » : I'urée forme des « n-mers » avec les liaisons C=0 paralléle
augmentant la polarisabilité dans la direction de I'empilement. Lorsqu'un champ linéaire est
appliqué, celui-ci va faciliter la nucléation en faisant coincider le champ du laser avec la
polarisabilité des « n-mers ». Cela est moins le cas avec une polarisation circulaire qui ne
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contraint pas |'axe C=0 et laisse les groupes de molécule avec un angle azimutal aléatoire
[Sun® 2008].

A1-2-1-2) Sous laser femtoseconde

La cristallisation de l'urée a été étudiée par des lasers femtoseconde par I'équipe de
Masuhara [Yoshikawa 2006a] Cette méthode utilise un laser femtoseconde a 800 nm
focalisé qui permet d’obtenir dans un court laps de temps des cristaux d’urée (figure A1-11).
La longueur d’impulsion est 120 fs avec un train de répétition de 1 kHz. Les solutions
sursaturatées (de 10,5 M a 12 M) ont été exposées a 20°C a des énergies allant de 10 wJ/
impulsion a 340 w/impulsion. La courbe d'efficacité est visible figure A1-11. Il est signalé une
importante nucléation spontanée pour la sursaturation de 12,5 M.

Toutefois, le mécanisme est différent de celui postulé pour NPLIN puisque un agrégat
préformé subit une ablation explosive en passant dans la zone de focalisation du laser
[Yoshikawa 2014]. Cette méthode est importante pour offrir des possibilités exploratoires
dans le mécanisme de nucléation et dans les états de prénucléation. Des travaux identiques
ont été conduits sur le F lysozyme et la thaumatine [Yoshikawa 2009].
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Figure A1-11 : (a) : Photos séquentielles de la nucléation induite par un laser femtoseconde a
800 nm avec une fréquence de 1 kHz. La concentration est de 12 M et le point focal est
indiqué par la fleche blanche. L’énergie déposée est de 50 uJ/impulsion (b) et de 340
wl/impulsion (c). (b) : Taux de nucléation des solutions d'urée en fonction de I'énergie injectée
pour différentes sursaturations. L'abscisse est en uJ/impulsion. Figures reprise ou adaptée de
[Yoshikawa 2006a].

A1-3) Acide acétique

En plus des sels KCl et NaClOs (voir plus bas), I'équipe dirigée par Alexander a étudié |'acide
acétique CH3COOH (température de fusion a 16,6°C) [Ward 2012a]. La cristallisation de cette
molécule différe des autres cas puisqu'elle a été obtenue a basse température : - 9°C et sans
solvant. Ceci s'explique par le fait qu'a 3°C, il n'est pas possible d'induire la cristallisation par
laser ou par choc mécanique. De plus, une petite fluctuation de - 1°C a une température de -
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9 °C induit une cristallisation spontanée. Comme pour la glycine et |'urée, un seuil en
puissance est observé a 9,0 + 4,2 MW/cm? ainsi qu'une saturation du nombre d'échantillons
ayant nucléés au-dela de 200 MW/cm? a 75 %. La dépendance en puissance est linéaire
jusqu'a atteindre le seuil au environ de 100 MW / cm? avec une pente de 7,5 ¥ 1,5 * 103
cm?/MW.

La longueur d'onde de 1064 nm (coefficient d'absorption de 0,0370 cm™) est utilisée avec
des impulsions de 7 ns pour un temps d'exposition de 10 s et un diamétre de 2,5 mm. En
dessous de 40 MW/cm?, les tubes nécessitaient bien plus d'impulsion que les autres afin
d'induire la nucléation. Le temps moyen d'exposition pour obtenir la nucléation est de 3 s
(figure A1-12). Une limite expérimentale a été imposée : les tubes ayant nucléés au dela de
10 s n'ont pas été considérés. L'échauffement du laser est négligeable sauf aux hautes
puissances pour des longs temps d'exposition ol I'échauffement peut avoir une
conséquence. Ceci peut étre I'explication d'un seuil a 75 % (+ 24 %). En effet, I'augmentation
de température locale réduit la sursaturation et rend la solution plus rétive a la nucléation.

L

Figure A1-12 : Séquence d'image illustrant une nucléation NPLIN de I'acide acétique a -9°C
(diameétre de tube : 13 mm). La polarisation du laser est horizontale. La nucléation se produit
en 0.5s, "time code" en bas a gauche sur les photos soit : 0s; 0,07 s; 0,13 s; 0,2 s; 0,27 s; 0,33

s; 0,4 s; 0,47 s. Figure reprise de [Ward 2012al].

La structure cristalline est orthorhombique Pna2l et se construit comme des chaines
linéaires de molécule (figure A1-13). Les deux axes de plus grande polarisabilité (la direction
des chaines de molécules) sont quasiment perpendiculaires ce qui est incompatible avec
I'hypothese NPLIN formulé par Garetz d'un alignement par effet Kerr optique suivant |'axe de
plus grande polarisabilité. De plus, les calculs effectués dans le cadre de l'acide acétique
montrent que I'énergie en jeu (estimé a AW ~ 1073kgT) est en réalité plus faible que celle
nécessaire pour engendrer un effet Kerr optique et sont incapables a expliquer I'existence
d'un seuil de puissance dans la nucléation.

Figure A1-13: Structure cristalline de I'acide acétique, la vue est suivant I'axe a. La cellule de
base est le carré. Les chaines de molécule se forment suivant les axes (b+c) et (c-b). L'axe de
plus grande polarisabilité paralléle a la liaison carbone - carbone est dans la direction des
chaines linéaires. Figure reprise de [Ward 2012a].
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A1-4) L - (+) — Histidine

Cette molécule a présenté lors des études faites par Garetz [Sun® 2008] une fenétre de
basculement mais de maniere beaucoup moins nette que pour la glycine. Les solutions
sursaturées de 140 % a 180 % sur une base d'une saturation de 0,270 mol/kg a 25°C dans
H,O ont été exposées a un faisceau laser d'un diametre de 1,85 mm avec une densité
d'énergie de 0,24 GW/cm? a 532 nm avec une impulsion de 7 ns pendant une minute. La L-
(+)-Histidine a deux polymorphes, le polymorphe A est orthorhombique (P2:2:2;) et le
polymorphe B est monoclinique (P2;).

La fenétre de basculement s’est manifestée dans l'intervalle de sursaturation [1,4 ; 1,6] avec
la formation du polymorphe A lorsque la solution était exposée a une polarisation circulaire
et par la formation d’une mixture du polymorphe A et du polymorphe B avec la polarisation
linéaire. L'interprétation de I'empilement moléculaire fait que les briques élémentaires de A
sont « disklike » et de B sont « rodlike » donc pour une polarisation circulaire le polymorphe
A est majoritairement cristallisé. La formation des polymorphes A et B avec la polarisation
linéaire est expliqué par la proximité structurelle suivant I'axe c qui est faible entre les deux
polymorphes.

A1-5) L - alanine

Jelena Matic a étudié lors de sa thése la L alanine. Cette molécule C3H;NO, appartient au
groupe d’espace orthorhombique P2:2:2;. La solution a été exposée a une longueur d’onde
de 1064 nm et a donné un polymorphe classé inconnu qui d’aprés le logiciel employé
appartiendrait au groupe d’espace P2, [Matic 2005a]. Les travaux du groupe Garetz n’ont
pas abouti a une publication.

La molécule de L-alanine a été cristallisée par I'emploi d'un laser continu a 1064 nm focalisé
dans une solution de D,0 a 23°C (0,165 g pour 1,0 g de D,0) [Yuyama 2012c]. Le L-alanine
est une molécule zwitterionique en solution (point isoélectrique a 6,1047) La solution a été
exposée a la polarisation circulaire droite et gauche et a une puissance entre 1 W et 1,4 W
pendant 30 minutes. Les résultats montrent que le temps moyen d'induction évolue en
fonction de la puissance sans différence significative sauf pour une puissance de 1,3 W ou le
temps moyen d'induction differe de prés de 100 s (figure A1-14).
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Figure A1-14 : Temps moyen d'induction du L-alanine apres exposition au laser. Figure
adaptée de [Yuyama 2012c].
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La nucléation procede du piégeage optique qui est une conjugaison de deux facteurs
s'opposant : le piégeage d’'une molécule polaire et I'augmentation de la température. La
diminution du temps moyen d'induction s'explique par I'échauffement local de la solution
qui provoque une diminution de la sursaturation. De plus, ces résultats montrent que le
piégeage optique est plus efficace sous la polarisation circulaire. Un autre résultat majeur a
été apporté par ce travail a savoir la mise en rotation du cristal de L-alanine lorsque
I'instrument créant la polarisation est tourné (figure A1-15).

N Y Y N

'y £ N O

Figure A1-15 : Représentation schématique de la rotation des cristaux de L-alanine suivant la
polarisation. En rouge, la polarisation circulaire gauche et en bleu, la polarisation circulaire
droite. Figure adaptée de [Yuyama 2012c].

A1-6) L — Phenylalanine

La molécule de L - Phenylalanine a été cristallisée a l'interface air / solution ([Yuyama
2013a], [Yuyama 2013b]). La molécule a été étudiée a la fois dans D,O et H,0 a 25°C (0,3 g
dans 1 g de solvant) en I'exposant a un laser continu de longueur d'onde 1064 nm dont le
faisceau est focalisé. Lorsque la solution a base de H,0 est exposée, un seul faciés est formé
: une plaque anhydride au point focal. Cette phase formée est la plus stable jusqu'a 37°C
[Kee 2011] ce qui a conduit a former I'hypothése que I'élévation de température au point
focal a conduit a la déshydratation du « liquid like cluster ».

Lorsque la solution a base de D,0 est exposée, de trés nombreux cristaux d'une forme qui
s'apparente a celle d'une aiguille se forment. Ces cristaux sont associés a la forme
monohydrate et ne se forment pas au point focal mais a quelques millimétres de ce point.
Cela montre l'existence d'une grande zone de concentration élevée avant la nucléation
[Yuyama 2013b].

A1-7) 4 - (Dimethylamino) - N - methyl - 4 - stilbazolium Tosylate (DAST)

Cette molécule organique a été cristallisée pour la premiére fois en 2002 [Tsunesada 2002].
La cristallisation a été obtenue suite a I'exposition a un laser nanoseconde a 1064 nm avec
une longueur d'impulsion de 23 ns. Le résultat obtenu est une diminution importante du
temps d'induction de 1,5 h — 3 h pour une sursaturation de 110 % a moins de 30 minutes
pour une sursaturation de 130 %.

Dans une étude faite par I'équipe de Masuhara [Hosokawa 2005], le DAST a été cristallisé
dans du méthanol. Son étude apporte des résultats intéressants concernant I'effet du taux
de répétition. Un laser de 800 nm envoie des impulsions de 120 fs de 300 w/impulsion. Le
taux d'irradiation a été de 20 Hz ou de 1 kHz et le faisceau focalisé pour une lentille de focale
de 170 mm. Les résultats montrent la dépendance de la probabilité a la sursaturation mais
aussi a la fréquence de répétition.
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L'effet de la fréquence de répétition s'explique par la diffusion de la chaleur : I'accumulation
de cette derniére est 100 fois plus importante a 1 kHz qu'a 20 Hz. Une forte accumulation de
chaleur aboutira a la destruction du cluster si ce dernier n'a pas le temps de diffuser depuis
le point focal. Ainsi, a 1 kHz il y a plus de chance de détruire un germe d'ou finalement un
taux de cristallisation plus élevé a 20 Hz.

A1-8) Hen Egg White Lysozyme

Le HEWL a été étudié sous plusieurs moyens de laser (nanoseconde, picoseconde et
femtoseconde) et par plusieurs équipes. L'équipe de Tsuboi dans un article de 2007 a
cristallisé le lysozyme par une pression de photon [Tsuboi 2007]. L'expérience s’est faite
dans une solution de D,0 avec un laser NIR a 1064 nm continu et focalisé dans la solution.

A1-8-1) Sous laser continu

En plus des lasers impulsionnels, le HEWL a été exposé a des lasers continus. La solution de
HEWL de concentration 30 mg/mL dans du D,O a été exposée a un faisceau focalisé de
longueur d'onde de 1064 nm a 23°C. Dans cette expérience, les molécules s’agrégent par le
gradient induit par le champ électrique. Il y a un seuil a 250 mW et les expériences ont été
menées a 300 mW ce qui impose un rayon de la particule de 20 nm (10 molécules) afin de
provoquer le piégeage puis la nucléation. Ceci explique les temps longs pour obtenir les
cristaux, plus d’'une heure, car ce type d’agrégation de molécule de plus de 10 molécules de
lysozymes est plutot rare [Tsuboi 2007].

Une étude exhaustive de la croissance cristalline d'un cristal tétragonal de HEWL a partir
d'un laser continu a 1064 nm dans D,0 a été rapporté [Tu 2014]. Le mécanisme proposé est
celui du piégeage optique.

A1-8-2) Sous laser nanoseconde

L'étude du HEWL dans le cadre de NPLIN [Lee 2008b] a été menée en utilisant un laser
nanoseconde (1064 nm et 532 nm) et un laser picoseconde a 532 nm. Le HEWL a été irradié
par un faisceau polarisé linéairement. La solution de HEWL était placée dans un microbatch
de 96 micropuits pour un volume de puit de 2uL. L'étude avec le laser picoseconde (100 ps,
30 Hz) a montré un taux élevé de nucléation avec un trés haut taux de confiance pour les
énergies les plus élevées : 83,3 % (0,223-0,257 GW/cm?). Pour le laser nanoseconde (532
nm, 4 ns, 20 Hz) les données sont représentées dans le tableau A1-2.

Densité surfacique (GW/mm?) | Fréquence de nucléation (%) | Contrdle (%)
0,0032 34
0,0063 26
0,0095 51,1 23,5
0,026 53,3
0,063 33,3

Tableau A1-2 : Taux de nucléation du HEWL en fonction de la densité surfacique d'énergie.
Tableau repris de [Lee 2008b].

Le tableau Al1-3 montre les différents temps d'induction moyen de la nucléation a
différentes concentrations. Celui-ci montre que plus la concentration est élevée plus le
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temps induit est réduit. Cela montre I'effet de la nucléation induite par laser sur la réduction
du temps de nucléation par rapport a la nucléation spontanée.

L'emploi du laser dans l'infrarouge a montré un taux de nucléation faible (30 %) pour une
énergie surfacique pourtant beaucoup plus élevé 0,125 GW/cm? (de l'ordre de 3 fois au
minimum) que celle employée par le laser a 532 nm. Cette forte diminution inattendue est
due a une augmentation d'une température a l'intérieur de la solution de 7°C a 8°C (le
coefficient d'absorption & 1064 nm est de 0,61 cm™) qui diminue la sursaturation globale et
donc I'effet du laser.

Concentration Temps d'agitation Temps de cristallisation moyen :eon;:’:ndéer;::st::isra:ilol
(mg/mL) (min) NPLIN (exposition =10s) en h P contrélzeni P
20 30 168 679,2
30 60 3,2 72
40 10 1 2,35

Tableau A1-3 : Temps de cristallisation moyen aprés exposition au laser (NPLIN) et
spontanée. On note que plus la concentration est élevée, plus le temps d'induction de la
nucléation se réduit. La différence entre temps d'induction par NPLIN et par la nucléation
spontanée varie de 75 %, 95 % et 57 % respectivement. Tableau repris de [Lee 2008b].

A1-8-3) Sous laser femtoseconde

Une autre méthode a été mise au point en 2003 par I'équipe de Masuhara [Adachi 2003] et
est nommé LIGHT pour LASER Irradiated GrowtH Technique. Elle permet I'obtention de la
cristallisation par la focalisation d’un laser femtoseconde a 780 nm, une durée d’impulsion
de 200 fs (1,95 nJ/impulsion) pour une répétition de 1 kHz et un temps d’exposition d’une
minute. Le faisceau a été focalisé sur une gouttelette de 10 uL de concentration 25 mg/mL
(2,5 % de chlorure de sodium, 0,1 M d'acétate de sodium, pH = 4,5) a 287 K. L'exposition des
solutions de HEWL a différente fréquence du laser amene a d'intéressants résultats résumés
dans le tableau Al1-4 : il y a un intervalle en fréquence dans lequel cette derniére a une
influence; en dehors, il y a soit aucune cristallisation soit une dénaturation de la solution. Par
ailleurs, le nombre de cristaux augmente pour un nombre d’impulsions qui augmente.

Fréquence du laser (Hz) Constatation
20 Aucune cristallisation
50 Cristallisation
100 Cristallisation
500 Dénaturation de la solution
1000 Dénaturation de la solution

Tableau A1-4 : Effet de la fréquence du laser sur le résultat de la nucléation. Tableau repris
de [Adachi 2003].

Un travail fait état de 'augmentation de I'efficience de la nucléation avec ou sans gel [Murai
2010]. Les conditions expérimentales restent proches de celles d'[Adachi 2003] a 23°C :
longueur d'impulsion de 200 fs, longueur d'onde de 780 nm, taux de répétition de 1 kHz. Les
résultats montrent que la cavitation a un effet capital dans la nucléation du HEWL. L'ajout de
I'agarose permet de réduire les mouvements de convection et d'accroitre I'efficacité de la
nucléation. En effet, la bulle formée par le laser augmente localement la sursaturation et
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une partie des molécules diffusent; I'ajout du gel réduit drastiquement la diffusabilité des
molécules et conserve les zones de forte sursaturation.

L'étude de [Murai 2010] a été complétée par celle de [Nakayama 2013]. Dans cette étude
effectuée par un laser femtoseconde de longueur d'onde 780 nm ou 800 nm, de largeur
d'impulsion 200 fs avec un taux d'impulsion de 1000 Hz, le faisceau est focalisé. Les auteurs
rapportent que cette focalisation implique le mécanisme de cavitation (figure A1-16).
L'observation des bulles a aussi été faite dans le cas des molécules de paracétamol et de
I'AcrB étudiées dans ce travail.

Deux paramétres influent sur la probabilité de cristallisation (figure A1-17): la concentration
en gel et la distance du point focal a l'interface gel / solution. Une basse concentration en gel
aboutit a aucune nucléation spontanée et aucune nucléation a 200 um du point focal. A
contrario, a une distance de 50 um, la probabilité de nucléation augmente avec un
accroissement pour une intensité impulsionelle plus élevée. Néanmoins, pour une plus forte
concentration de gel, on observe une nucléation spontanée ainsi que des probabilités plus
ou moins égales entre les configurations 10 w/impulsion, 200 um et 20 p/impulsion, 50 um
avec une nucléation amorcée un jour plus tot dans le premier cas par rapport au second. La
configuration 10 pl/impulsion, 50 um a une probabilité de nuclééer inférieure aux deux
précédentes, le temps a un effet sur le taux de nucléation.
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Figure A1-16 : Images de bulles de cavitation. Une seule impulsion de 30 wJ a été envoyée.
Figure reprise de [Nakayamai 2013].
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- control (without laser irradiation)
I 10 wJ/pulse, h =200 um
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Figure A1-17 : Taux de nucléation du HEWL en fonction du temps apreés l'exposition, la
concentration en gel d'agarose et la distance du point focal a l'interface gel / solution. Il est
clairement montré l'influence de la distance du point focal a l'interface. Figure reprise de
[Nakayamai 2013].

Les travaux de [Nakumura 2007] et de [Murai 2011] réalisés a partir de laser femtoseconde
(taux de répétition de 1 kHz, longueur d'impulsion de 200 ns) focalisé (par une focale de 50
mm) et a une température de 20°C montrent un taux de nucléation similaire entre le taux de
nucléation spontané et aux longueurs d'onde de 780 nm et 260 nm a différentes énergies. Il
est a noter que l'absorption a 262 nm est bien plus élevée qu'a 780 nm (tableau A1-5). Le
mécanisme qui est supposé dans ce travail est une nucléation induite par la formation de
bulle au sein de la solution due au laser.

Taux de nucléation
Energie (W / impulsion) | Nucléation spontanée A =260 nm A =780 nm
0
0,5 0,65 0,6
0,7 0,65
1,5 0,85
3 0,85
10 0,75 0,75

Tableau A1-5 : Taux de nucléation spontanée et en fonction de la longueur d'onde pour
différente énergie. Tableau repris de [Murai 2011].

A1-9) Bovine Pancréatine Tynine

Une partie de I'étude du HEWL par I'équipe Garetz a consisté a étudier la molécule de BPT.
Le protocole expérimental est différent puisque les solutions ont été exposées a seulement
une impulsion par seconde venant d’un laser nanoseconde dans le proche infrarouge (1064
nm) et dans le vert (532 nm). Pour une méme longueur d’onde (1064 nm), la densité de
puissance influe directement sur le pourcentage des cellules qui ont nucléés. Le pourcentage
de solution ayant nucléé augmente avec I'augmentation de la densité surfacique d’énergie.

A 1064 nm, pour une densité surfacique de 0,036 ¥ 0,005 GW/cm?, la fraction d'échantillon
ayant nucléé est 5%, pour une densité de 0,125 + 0,031 GW/cm? cette fraction s'éléve a 12
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% au minimum. Lorsque le diameétre du faisceau pour une méme énergie (0,125 + 0,031
GW/cm?) double, soit un passage de 1,5 mm a 3,5 mm, la fraction ayant nucléée passe de 12
%al7,5%.

La comparaison entre les résultats du laser NIR et du laser vert pour des valeurs similaires
montre une plus grande efficacité dans la nucléation a 532 nm (10 % contre 5 %) pour une
densité d’énergie plus faible a 532 nm (0,0125 ¥ 0,0075 GW/cm? contre 0,036 + 0,005
GW?/cm?) avec une durée d’impulsion une seconde inférieure a celui du NIR (5 ns) [Lee
2008b].

A1-10) Chlorure de potassium (KCl) et Bromure de potassium (KBr)

A1-10-1) Les travaux de I'équipe d'Andrew Alexander

A1-10-1-1) Chlorure de potassium

Le chlorure de potassium posséde une structure cubique a face centrée a température
ambiante et pas de polymorphe.

Dans une premiere série d'expérience [Dufus 2009], le KCl est dissous dans une solution
aqueuse dans laquelle a été ajouté du sel d'agarose et exposé a une impulsion puis au laser
(1064 nm, 6 ns de largeur d'impulsion, 5,5 mm de largeur) a 23°C. La présence du gel
augmente les mouvements de diffusion au profit de la convection. Il a été démontré que la
concentration du gel influe directement sur le nombre de cristaux obtenu : plus elle est
élevée, plus le nombre de cristaux est lui aussi élevé.

Il existe un seuil a 7 MW / cm?. La non linéarité aux concentrations d'agarose plus élevées
est associée a une modification du mécanisme en jeu. Par ailleurs, I'efficacité des cristaux est
meilleure pour une concentration d'agarose de 0,50 % w/w que celle de 0,75 % w/w. Cela
est relié a un réarrangement de la structure du gel.

Une étude plus poussée [Alexander 2009] sur le chlorure de potassium a été faite en
soumettant une gamme de sursaturation a 23°C de 1,053 a 1, 102 (donnée de saturation a
23°C : 34,95 g pour 100 g de H,0 a un laser a 1064 nm avec une impulsion de I'ordre de 7
nanoseconde. Une seule impulsion laser suffit a déclencher la nucléation. Il n’y pas eu de
réaction aux changements de polarisation ce qui dans le cas de KCl en fait un phénomene
indépendant de la polarisation mais, il existe une puissance seuil en-dessous de laquelle il
n’y a aucun phénomene de nucléation. La valeur moyenne du seuil de nucléation (6,4 + 0,5
MW/cm?) semble indépendante de la sursaturation néanmoins, la dispersion des données
est élevée laissant penser que la sursaturation a un effet méme mineur. Dans le cas du KCl, il
a été démontré que les impuretés de taille supérieure a 200 nm n'ont pas forcément un
effet tres important sur les résultats de la nucléation. Dans le cadre du chlorure de
potassium et a partir des équations et des hypotheses de la théorie classique de la
nucléation, la taille critique du cluster a été calculée a 1 nm [Alexander 2009].

Une troisieme étude a été [Ward 2009] menée a 24,4 °C sur deux sursaturations 1,066 et
1,076 (donnée de saturation a 24,4°C : 35,37 g pour 100 g de H,0). Elle a mis en évidence,
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par l'utilisation I'emploi de deux longueurs d'impulsion différentes, que le parametre
pertinent pour quantifier I'efficacité de NPLIN est la densité de puissance. De plus, la
longueur de I'impulsion n’a pas d’incidence sur la fraction d’échantillons qui ont nucléé

(tableau A1-6).

Sursaturation

Configuration

largeur d'impulsion

Densité d'énergie

Fréquence d'échantillon

du laser (ns) (MW / cm?) ayant nucléée (%)
1,066 Free running 202 2,14 21 +/-8
Q switched 6 2,19 24 +- 8
1,076 Free running 202 2,3 31+/-8
Q switched 6 2,26 26 +/- 8

Tableau A1-6 : Caractéristique des configurations des lasers employés suivant la
sursaturation ainsi que le résultat obtenu en terme de solution ayant nucléées. Tableau repris
de [Ward 2009].

Suite aux résultats de cette étude, un mécanisme est proposé :

(1) Le champ électrique du laser permet de concentrer du soluté dans un « cluster » qui
devient critique méme quand le champ du laser est arrété.

(2) La présence du champ électrique stimule le réarrangement structural d'un « cluster »
sous critique en le faisant passer d'une forme « liquid like » a une forme cristalline.

A1-10-1-1) Bromure de Potassium

Une derniere étude [Ward 2012b] a analysé l'effet de la longueur d'onde et de la
température sur le KCl et le KBr. Les expériences ont été faites a 23°C (données de saturation
a 23°C: 4,688 mol/kg, a 33°C: 5,092 mol / kg pour KCl et 5,610 mol/kg pour KBr) pour une
sursaturation de 1,060 aux deux températures. Deux longueurs d'onde ont été utilisées 1064
nm (6,3 ns) et 532 nm (5,3 ns) et les solutions exposées a une impulsion de polarisation
linéaire. Le KBr possede la méme structure cristalline que KCl.

L'efficacité de la nucléation est plus élevée a 532 nm qu'a 1064 nm et I'évolution de Ia
nucléation est clairement non linéaire. Aux deux longueurs d'onde, |'efficacité de la
nucléation est plus élevée pour le KCl que pour KBr et a température différente pour le KCl,
I'efficacité est plus élevée a 33°C qu'a 23°C.

A1-10-2) Les travaux de I'équipe de Bruce Garetz

L’équipe de Bruce Garetz [Fang 2014] s’est intéressée a la cristallisation sans contenant en
utilisant un dispositif de confinement électrodynamique décrit dans [Ehre 2011] et montrée
dans la figure A1-18. Un tel dispositif permet d’effectuer une caractérisation in situ en
utilisant soit un laser IR ou la spectroscopie Raman [Ehre 2011], soit une observation visuelle
par une caméra CCD ou d’étudier le centre de la gouttelette par un laser non focalisé a 473
nm (50 mW) [Fang 2014]. Un tel dispositif permet d’induire la nucléation via un processus
NPLIN dans des gouttes de KCl en lévitation [Fang 2014]. Le choix du KCl est motivé par son
faible seuil de nucléation NPLIN (voir A1-9-1-1).
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Une gouttelette est injectée dans le dispositif et est placée au centre du dispositif par un
réglage manuel du voltage du courant continu. La température est maintenue a 21°C - 23°C
avec une incertitude de 1°C. Une fois la molécule piégée, 'humidité relative est modifiée en
ajoutant un gaz aprés évacuation de lair. La modification de I'humidité modifie
suffisamment les conditions pour obtenir des polymorphes différents. En effet et pour une
autre molécule, il a été observé qu’une faible humidité relative induit la formation du
polymorphe B de I'acide glutarique et une humidité relative élevée induit la formation du
polymorphe a de I'acide glutarique [Ehre 2011].

Le laser employé par Fang et al. [Fang 2014] est un laser nanoseconde a 532 nm avec une
durée d’impulsion de 1 ns, un taux de répétition de 1 kHz et focalisé. La densité d’énergie au
point focal est de 55 MW/cm? (I'énergie de sortie du laser est de 3 mW). Les résultats
montrent que pour des intensités comprises entre 2 MW/cm? et 20 MW/cm?, la goulette
n’est plus a I'’équilibre dans le pieége et se met en mouvement vers la base du dispositif. Cela
a été observé a la fois pour des goulettes en sous-saturation et en sursaturation mais pas
pour des densités d’énergies inférieures a 2 MW/cm?. Il a été par ailleurs démontré que ce
phénoméne est indépendant de la taille de la gouttelette, de la concentration et du nombre
de charge au sein de la solution. Ce phénoméne est compris par les auteurs comme une
perte de charge au sein de la gouttelette expliquant la rupture du confinement ce qui
implique une diminution du nombre de molécule. Cette modification de I'équilibre a pour
conséquence de limiter le temps d’exposition au laser a 0,1 s. Par ailleurs, la focalisation
induite par la forme sphérique amenait le faisceau au centre de la gouttelette a 10 GW/cm?
en dessous des 100 GW/cm? nécessaire pour former un plasma dans Iair.

Les résultats montrent que la nucléation par laser peut étre induite dans ce genre de
configuration avec un seuil en sursaturation de 1,20 a 22°C ce qui est bien plus élevé que la
concentration minimale de 1,06 rapportée par les travaux d’Alexander et al. (voir A1-9-1-1).
En utilisant un modéle basé sur la théorie classique de la nucléation, il a été démontré que la
fréquence de nucléation dans le cadre de cette expérience est environ 200 000 fois
supérieure a celle dans les solutions étudiées par d’Alexander et al. Toutefois, I'énergie
interfaciale qui en est déduite est du méme ordre de grandeur que celle connue. Les auteurs
de I'étude concluent que le phénomene en présence est le méme que celui observé par
Alexander et al. dans des conditions de volume trés différentes [Fang 2014].

picopipette

charging ring

pulsed
Nd:YAG V 4

laser beam 4 ¢
() A
—~ N cw diode
. laser beam

Figure A1-18 : Vue en coupe du systeme électrodynamique de confinement. Figure reprise de
[Fang 2014].
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A1-11) NaClO;

Suite a I'étude du KClI, I'équipe d'Alexander a continué I'étude des sels en analysant I'effet de
la méthode NPLIN sur le NaClO; [Ward 2011]. Un seuil en puissance est a nouveau observé.
La nucléation commence a partir de 0,161 + 0,013 GW/cm? et augmente de fagon linéaire
jusqu'a 0,22 GW/cm? (coefficient directeur de 15 + 0,8 cm?/GW) pour atteindre un plateau
dans la nombre d'échantillon nucléés de 78 % a 0,22 GW/cm?. Chaque échantillon a été
irradié par 50 impulsions lasers a une température de 259 °C.

L'apport principal suite a I'étude de cette molécule est la découverte d'un effet mémoire qui
se produit uniquement sous NPLIN. Le NaClOs; a un groupe d'espace chiral : P2,3. Il existe
donc deux polymorphes, un dextrogyre (noté d-SCl) et un lévogyre (noté I-SCl) (figure 1-43).
Lorsqu'un composé d-SCl ou I-SCl est dissout dans une solution puis recristallisé sans laser, le
type de cristal obtenu est aléatoire. Néanmoins, lorsque le laser est utilisé, un effet mémoire
est obtenu : si I-SCI est dissout (resp. d-SCl), apres I'exposition a NPLIN le cristal I-SCl est a
nouveau obtenu (resp. I-SCl) a plus de 87% (tableau A1-7). Cet effet mémoire proviendrait de
« cluster » non dissout a l'issue du processus de dissolution. Toutefois, il est remarquable
que seul NPLIN réussisse a réactiver la cristallisation de ces « clusters ».

Une expérience a été menée pour vérifier que les impuretés jouent un role négligeable en
laissant des échantillons exposés volontairement a l'air libre pour obtenir un dépot
d'impureté et un autre lot a été protégé. A nouveau, les résultats confirment la tendance
révélée précédemment (tableau A1-8) et le r6le mineur joué par les impuretés.

Enantiomorphe
Avant fusion | Apres exposition NPLIN Nombre d'échantillons
d d 9
I I 11
| dl 1
d I 1
d dl 1

Tableau A1-7 : Résultats concernant I'effet mémoire induit par le laser sur 23 échantillons. La
configuration cristalline est connue avant la dissolution (colonne de gauche), la configuration
obtenue apres NPLIN est précisée (colonne centre). Tableau repris de [Ward 2011].

Une explication a été proposée par I'équipe d'Alexander. Le NaClO3; se décompose comme
suit :

NaClO; — 2NaCl (s) + 30, (g)

La formation de NaCl pendant le processus de dissolution permet a des « clusters » de
NaClO; de résister a la dissolution jusqu'a 280°C. Néanmoins cette hypothése souffre de ne
pas avoir été vérifiée.

Bien que les conditions opératoires soient les mémes que dans les autres molécules, les
résultats different dans le cas du NaClOs. En effet, une lumiére polarisée ne permet pas
d'aligner les « clusters » pour obtenir une structure cristalline et de surcroit, il est impossible
de favoriser un polymorphe sur un autre par I'emploi d'une lumiére polarisée. L'effet Kerr
optique (hypothese majeure pour NPLIN) n'opére pas dans ce cas car il aurait été issu de
I'interaction entre le champ laser et la polarisation anisotropique des ions ClOs.
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En résumé : la rétention de chiralité est expliquée par un effet indirect du laser qui active des
« clusters » non dissous de NaClOs; grace a l'action de la molécule de NaCl créée par
décomposition. Il s'agit de nucléation hétérogene [Ward 2011].

Enantiomorphe

Traitement Avant fusion | Apres exposition NPLIN Nombre d'échantillon

Exposé aux impuretés d d 2
I
dl

I
d
Protégé des impuretés d d
I
d

[
dl
I dl

=W W (=W

Tableau A1-8 : Résultats concernant I'effet mémoire induit par le laser éliminant la possibilité
des impuretés sur 14 échantillons : 6 exposés a la prise d'impuretés et 8 protégés de tout
contact avant |'exposition. La configuration cristalline est connue avant la dissolution
(colonne de gauche), la configuration obtenue aprés NPLIN est précisée (colonne centre).
Tableau repris de [Ward 2011].

A1-12) KNO;

L'étude du KNO3 [Jacob 2012] a été faite en employant un laser Nd:YAG a 532 nm avec une
impulsion de 7 ns et une puissance de 200 mJ (la densité d'énergie vaut 57 MW/cm?). Le
faisceau est focalisé par une lentille de focale 20 mm ce qui améne la densité d'énergie a
1500 MW/cm?. Une seule impulsion a été employé a chaque fois dans les expériences. La
nucléation est suivie par l'analyse de la turbidité Tu; : une lampe au Xénon envoie un
faisceau de lumiere au sein de la solution dont le faisceau transmis est analysé par un
photomultiplicateur. L'expérience a été conduite a 20°C sur différente sursaturation : 1,00;
1,05; 1,3; 1,5; 1,6; 1,7; 1,8; 2,0. Seule I'énergie contenue dans le faisceau incident a été
modifiée suivant la sursaturation. En effet, pour une sursaturation entre 1,00 et 1,3 |'énergie
est de 1500 MW/cm? et pour une sursaturation entre 1,3 et 2,0 I'énergie est de 700
MW/cm?. L'intérét de la mesure de la turbidité c'est de pouvoir remonter aux constantes
cinétiques d'accrétion et de dissociation et de connaitre la concentration des nucleus.

La solution n'a pas d'absorption entre 300 nm et 800 nm. Par ailleurs, les auteurs font
I'hypothése que les espéces prédominantes dans la solution sont les ions K™ et NO5” liées par
un tres fort moment dipolaire. Le mécanisme proposé est une nucléation induite par une
onde de choc di a l'unique impulsion envoyée sur la solution. Aprés la dissolution et le
refroidissement, la solution est soumise a l'onde de choc qui augmente localement la
sursaturation et modifie la cinétique. En effet, la constante cinétique de dimérisation kgm (M
+ M -> M,;) devient supérieure a celle de monomérisation kgim (M; -> M + M). Enfin, des
« clusters » critiques se forment amenant a la cristallisation homogene.
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A1-13) KMnO, et (NH4)2$04

L'équipe de Soare [Soare 2011] a mené des travaux sur KMnO,; et (NH4),SO,4. Le laser
employé émet a 532 nm une impulsion de 6 ns, le faisceau est focalisé par un objectif de
microscope (x 20). KMnQ,4 a été étudié a 29°C a différente sursaturation : 1,07 %; 1,14 %;
1,21 %; (NH4),SO4 a été étudié a 22,5°C a deux sursaturations : 1,02 % et 1,04 %. De |'encre
magenta a été ajoutée a la solution d'acide sulfurique pour faciliter I'absorption de I'énergie
du laser. L'effet du laser se manifeste par la création d'une bulle au point focal du faisceau
qui s'effondre en créant une sursaturation locale qui initie la cristallisation.

A1-14) Glucose Isomérase et cytochrome C

Dans |'étude [Murai 2011], le glucose Isomérase a été étudié en plus du HEWL dans les
mémes configurations : laser femtoseconde de longueurs d'onde de 260 nm et 780 nm pour
une énergie de 2 wW/impulsion. Les résultats montrent une absence de nucléation spontanée
et un taux de nucléation induite par les lasers similaires (tableau A1-9). Il est a noter que
I'absorption a 262 nm est bien plus élevée qu'a 780 nm. Ces résultats ont été confirmés par
[lefuji 2011] en incluant une nouvelle cible : le cytochrome C.

Taux de nucléation
Energie Nucléation spontanée A =260 nm A=780 nm
0 0 0 0
2 W / impulsion 0 0,14 0,16

Tableau A1-9 : Taux de nucléation spontanée et en fonction de la longueur d'onde pour une
énergie de 2 uJ/impulsion. Tableau repris de [Murai 2011].

A1-15) Anthracene

L'anthracéne a été cristallisé a 25°C a la suite du DAST et du HEWL [Nakamura 2007b] a
I'aide d'un laser femtoseconde a 1064 nm focalisé. La longueur d'impulsion est de 120 fs. Les
énergies employées sont dans l'intervalle [0; 20,6] W par impulsion. Il existe un seuil en
énergie dans la nucléation. Le mécanisme proposé pour la nucléation de I'anthracene est le
phénoméne de cavitation.

A1-16) Criblages de protéines

En plus des molécules détaillées ci-dessus (tableau A1-10), un criblage a été fait sur cinq
molécules en utilisant un laser picoseconde [Yennawar 2010] : Ribonucléase B, Lysozyme,
Myoglobin, Sorbitol dehydrogenase, Glucose dehydrogenase, Fructose dehydrogenase. Ces
molécules ont cristallisé sous une polarisation linéaire (il n'a pas été observé de différence
avec la polarisation circulaire) avec un laser picoseconde a 532 nm. Trois temps d'exposition
:305s,60s et 90s et trois énergies : 6 mW, 9 mW et 12 mW.
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Protéine laser - temps d'induction (h) Spontanée - temps d'induction (h)
Lysozyme 3a4 48
Ribonucléase B 24 504
Sorbitol dehydrogenase 48 168
Glucose dehydrogenase 168 168
Myoglobin 24 168
Fructose dehydrogenase 504 /

Tableau A1-10 : Temps d'induction de la nucléation apreés exposition au laser comparée au
temps d'induction de la nucléation spontanée. Tableau repris de [Yennemar 2010].

A1-17) Molécule d'intérét pour la compréhension du phénomeéne : I'étude du CO,

Le travail sur la molécule de CO, a montré la possibilité d'induire la formation de bulles dans
des solutions sursaturées [Knott 2011a]. Le dioxyde de carbone étant sous forme gazeuse, il
a fallu le dissoudre dans la solution aqueuse par un dispositif s'appuyant sur la loi de Henry.
Ces solutions ont été exposées a un laser nanoseconde non focalisé et a trois longueurs
d'onde : 1064 nm, 532 nm et 355 nm. Le taux de répétition est de 1 Hz sur une durée de 10
s. L'effet du laser est immédiat puisque en présence de CO,, on observe I'apparition de bulle
dans la solution. De plus, un effet de seuil est noté en énergie par impulsion suivant une
décroissance exponentielle en fonction de la sursaturation.

A1-18) Carbamazepine

La molécule de carbamazepine a été étudiée au sein de notre équipe par Aziza lkni. Il s’agit
d’une étude approfondie faisant suite aux travaux préliminaires de [Miret 2009]. L’article
relatant les résultats est mis a la fin de la thése.

Annexe A2 : La figure ci-dessous montre la répartition de I'usage des différentes catégories
de laser et de laser focalisé par molécules. La somme des contributions par catégorie de
molécule fait 1 (100 %). Les molécules ont été placées afin d’obtenir la meilleure visibilité
possible des histogrammes. La figure couvre I'ensemble des publications jusqu'au 1ler juillet
2014 et ne comptabilise pas les articles publiés a partir du 1er juillet 2014.
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Annexe A3 : Statistiques concernant les publications liées au domaine NPLIN

Annexe A3 — 1 : Evolution du nombre d’articles publiés liés au domaine NPLIN.
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Annexe A3 — 2 : Evolution du nombre d’articles publiés par type de molécule.
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Annexe A3 — 3 : Part des pays dans le volume des publications annuelles jusqu’au 1% juillet 2014.
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Annexe A4 : Liste des sigles utilisés pour définir la nucléation NPLIN.

A I'exception des sigles LIGHT et NPLIN qui sont des termes revendiqués par les auteurs, les

autres sigles sont des compressions des titres des publications que nous avons effectués.

Acronyme Définition Références
NPLIN Non Photochemical LASER Induced Nucleation 1,2,3,4,56,7,14, 16,
17, 18, 19, 20, 27, 28.
LIM LASER Induced Method 13
LIGHT LASER Irradiated Growth Technique 9
FLI Femtosecond LASER Irradiation 10
FCWNILB Focus Continous Waves Near Infared LASER Beam 29
LIN LASER Induced Nucleation 8,22
LIC LASER Induced Cavitation 30
FLIN Femtosecond LASER Induced Nucleation 11, 12,15, 21, 23
PCWLB Polarized Continous Waves LASER Beam 24
SLP Single LASER Pulsed 25
SFL Single Femtosecond LASER 26

Equivalence entre les numéros de la table et la bibliographie :

1: [Garetz 1996], 2 : [Zaccaro 2001], 3 : [Garetz 2002], 4 : [Matic 2005a, 2005b], 5 : [Sun®
2006], 6 : [Sun” 2008], 7 : [Duffus 2009], 8 : [Knott 2011], 9 : [Adachi 2003], 10 : [Nakamura
2007a], 11 : [Murai 2010], 12 : [Nakayama 2013], 13 : [Tsunesada 2002], 14 : [Lee 2008],
15: [Yoshikawa 2009], 16 : [Alexander 2009], 17 : [Ward 2009], 18 : [Ward 2011], 19:
[Ward, 2012a], 20 : [Ward 2012b], 21 : [Nakayama 2013], 22 : [Soare 2011], 23 : [Yuyama
2012a], 24 : [Uwada 2012], 25 : [Jacob 2012], 26 : [Liu® 2013], 27 : [Clair 2014], 28 : [Ikni
2014], 29 : [Rungsimanon 2010a], 30 : [Murai 2011].
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Annexe B : Solubilités extraites de la littérature

Annexe B1 : Valeurs de solubilité des polymorphes a et y de la glycine dans D,0, H,0 et en

fonction du pH a différentes températures.

Méthodologie de relevé des points de solubilité

étaient adaptées. L'erreur de retranscription est de I'ordre 0,3 mm soit moins de 1 %.

Annexe B1 - 1 : Solubilité dans H,0 en fonction de la température.

lorsque les valeurs associées aux
températures étaient communiquées dans la publication, les données étaient retranscrites
dans un fichier Excel avec si nécessaire adaptation des unités pour obtenir une température
en °C et une solubilité en g/L. Lorsque seuls les graphiques étaient accessibles (soit par choix
des auteurs soit par citation d'un article ou d'un livre inaccessible dans une publication
accessible), un relevé précis du graphique a été fait via une regle de trois puis les unités

M T (°C) [ Solubilité du polymorphe y (g/L)
Yang 2008 5 1411 5 127,1
Molécule 12,5 166,7 14 154,8

glycine 20 198,9 20 177
25 226,8 25 202,1
H20 28,5 241,7 30 225,6
Polymorphe 33 259,6 37 260,7
_ 36 283,1 42 286,1
Y 46 334,5 50 336,2
50 354,2 57 375,6
55 384,8 61 399,5

Bonin-Paris 2011 | 35,170925 301,4072
Molécule 45,641 349,99815
glycine 54,188 400,70175
61,666625 451,40535
H20
Polymorphe
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Référence

Park 2003 | 8623165 157,065175
Molécule 18,768065 183,69559
glycine 27,39123 206,52166

| Solvant | 45,144805 259,78249
H20 50,7245 282,60856
Polymorphe | 60,8694 316,847665

Ramasami 2002 | 15,21735 202,717315
Molécule 24,855005 252,1738
glycine 34,999905 301,630285

H20

Polymorphe

Référence

Référence
Dunn 1933 0 143,1
Molécule 25 253,1
glycine 50 401,5
75 574,9
H20
Polymorphe

Seidell 1952 | 34,95725 303,51985
Molécule 40,08545 330,9843
glycine 44,999975 362,67405
_ 49,9145 391,12465
H20 55,0427 423,9409
Polymorphe | 59,957225 453,518

222



Srinivasan® 2008 30 261,1
Molécule 35 283,3
glycine 40 311,1

50 372,2

Polymorphe 55 411,1

Annexe B1 - 2 : Solubilité dans H,0 et D,O en fonction de la température.

wettrence | 7y | S4B pomorshe o [igo) SO s pomerphe o
cani nj]zirr;ﬁ'lg% 17,05 208,506672 17,45 164,354185
Molécule 19,55 217,7153 18,25 168,889386
glycine 21,55 223,507152 20,15 175,111232
23,05 231,715748 21,65 181,445521
H20 24,55 241,591064 22,85 187,405
| 27,55 250,799692 24,75 193,664327
30,05 263,216756 26,55 200,485869
| 32,55 273,800428 27,95 207,307411
33,85 278,383908 29,35 213,26689
34,55 283,592408 32,25 220,463242
36,15 290,884308 33,55 227,772037
37,55 301,176304 34,65 230,545631
39,55 312,468332 36,05 235,080832
40,55 317,385172 37,25 247,74941
42,45 335,552404 38,55 251,609953
44,05 342,969308 40,05 257,531951
45,55 345,469388 41,25 270,687782
46,55 354,261336 42,25 273,761224
48,55 365,136684 44,55 285,680182
51,55 380,470508 45,85 291,564699
53,25 387,845744 47,55 300,59762
55,05 403,262904 50,05 310,005351
56,05 409,721444 52,55 323,535992
58,35 417,846704 55,05 339,390455
56,55 345,537339
60,05 364,090434
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Annexe B1 - 3 : Solubilité dans H,O en fonction du pH a une température fixée.

polymorpheyy (g/L)

Yang 2008 et 2006 | 0,35 302,7 0,35 319 2,48 365,76
Molécule | 1,04 221,6 1,04 246,9 2,88 288,18
glycine 2,11 203,8 2,11 229,1 3,17 251,23

[ Sovane | 278 187 3,11 213,4 3,61 233,99

H20 4,5 181,7 4,42 208,7 4,42 221,67
5,5 178,1 6,04 201,4 5,38 210,45
20°C 7,4 177 7,4 202,1 6,04 206,41
B 184,3 8,89 203,5 6,89 215,92
Polymorphe | 9,9 190,5 10,73 211,8 7,63 231,74
Y 10,73 198,2 11,37 217,8 8,89 277,87
o BEE 201,4 12,53 232,8 9,78 351,61
12,59 215,5 12,89 246,8 10,21 444,49

13,6 251,8 13,37 263,5

13,7 284,1

Nota bene : Yang 2006 correspond a [Lu 2006] dans la bibliographie. Ce choix a été fait car
les mesures dans le pH ont été effectuées par le méme groupe.

Référence pH | Solubilité du polymorphe y (g/L)
Carta 1996 0 263,0333664
Molécule 0,27 231,8807274
glycine 0,53 207,1087494
0,73 206,808483
H20 1,11 206,2079502
2 204,2562186
25°C 3,02 203,6556858
Polymorphe 3,5 204,7816848
\ 4,5 200,2026222
7 205,7575506
8,98 203,5806192
9,99 206,9586162
11,51 199,3768896
12,11 200,2026222
12,49 210,561813
13 229,1032632
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Référence pH | Solubilité du polymorphe y (g/L)

Han 2012 3,2 347,3

Molécule 3,4 287,9
glycine 4,2 239
6,3 226

H20 8,4 233,8

9,1 264,7

23°C 9,6 302,2

Polymorphe
Y
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Annexe B2 : Valeurs de solubilité des polymorphes A et B du L (+) histidine dans H,0 a

différentes températures.

| a |
[ o |

Référence _ T (°C) || Solubilité du polymorphe B (g/L)
Kitamura”" 1993 15 32,5 15 35
Molécule 25 41 25 43,2
glycine 35 50,5 35 54
H20
Polymorphe

226



Annexe B3 : Valeurs de solubilité des polymorphes A et B du L (+) acide glutamique ainsi que

du D (-) et DL acide glutamique dans H,0 a différentes températures.

Annexe B3 - 1 : Solubilité du L (+) acide glutamique dans H,0 en fonction de la température.

T LN T
Kitamura® 1989 14,5985 10,09173 14,5985 7,33944
Molécule 25,10942 13,76145 25,10942 10,09173
L (+) acide glutamique | 35,0364 20,642175 35,0364 15,59631
44,96338 28,44033 44,96338 22,93575
H20 54,89036 32,11005
Polymorphe 66,56916 47,70636

‘ B |

a3 Solubilité du
Scholl 2006 20 9,346590375 20 6,76136325
Molécule 25 11,136363 25 8,35227225
L (+) acide glutamique 30 13,12499925 30 9,94318125
_ 40 18,2954535 40 14,318181
H20 45 21,87499875 45 17,10227175
Polymorphe 50 26,64772575 50 20,28408975
60 28,23863475
B
e [100 [ ppmenté¥n| 119 sopmsmesin
Sakata 1961 23,0625 10,3409085 23,0625 7,55681775
Molécule 30 13,92045375 30 10,3409085
L (+) acide glutamique 35 16,30681725 35 12,32954475
40 19,090908 40 15,1136355
H20 50 27,8409075 50 21,87499875
Polymorphe
B
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Cetérence -— Solubilité du
T (°C) || polymorphe B (g/L)
Mo 2011a 20 9,36 20 7,02
Molécule 25 10,14 25 8,58
L (+) acide glutamique | 30 14,04 30 10,14
35 16 35 12,48
H20 40 19,11 40 14,82
Polymorphe 45 21,84 45 16,77
50 27,7 50 19,9
B 55 32 55 23,4
60 27,69
P 1 R
Mo 2011b 19,85 9,78395818 19,85 6,99087496
Molécule 24,85 11,33567108 24,85 8,4935864
L (+) acide glutamique | 29,85 15,03528131 29,85 9,98813093
34,85 17,06067499 34,85 12,38103556
H20 39,85 19,36374361 39,85 14,96994603
Polymorphe 44,85 23,97804776 44,85 16,96267207
49,85 26,83646626 49,85 19,95176113
B 54,85 23,74937428
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Référence T (°C) | Solubilité du polymorphe B (g/L)

Manzurola 2002 5,5 3,5311032
Molécule 8 3,84007473
L (+) acide glutamique 10 4,45801779
13 5,06124792

H20 15 5,78218149
Polymorphe 18 6,13529181
B 20 7,07691933

22,9 7,60658481

25 8,57763819

27,8 9,23972004

30 10,26962514

32,7 10,96113285

35 12,57955515

37,8 13,60946025

40,8 14,80120758

42,5 16,36077816

45 18,17046855

47,5 20,39212098

50 21,73099761

52,2 23,36413284

55 24,8648517

57 27,29248515

59 30,0143772

62 34,07514588

64,5 36,23794659

66,9 38,29775679

69 42,38795133
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Srinivasan” 2011 9,59994 5,6565635
Molécule 12,26659 6,464644
L (+) acide glutamique 14,39991 6,464644
[ sowant [ 16,799895 7,2727245
H20 19,19988 8,080805
Polymorphe 21,86653 8,8888855
24,53318 8,8888855

27,19983 8,8888855

29,86648 8,8888855

31,9998 10,5050465

34,66645 12,1212075

36,79977 11,313127

39,46642 12,929288

42,13307 18,5858515

44,79972 17,777771

47,46637 20,2020125

49,59969 24,242415

52,26634 24,242415

54,39966 26,6666565

57,06631 26,6666565

59,19963 31,5151395

61,86628 33,939381

64,53293 33,939381

66,66625 44,4444275

69,86623 46,868669

71,99955 50,100991

74,13287 58,9898765

76,79952 64,64644

79,46617 79,191889
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Annexe B3 - 2 : Solubilité du D L acide glutamique dans H,0 en fonction de la température.

Dalton 1933 0 8,55
Molécule 5 10,18
D L acide glutamique | 10 12,13
H20 20 17,22
Polymorphe 25 20,54
N/A 30 24,47

35 29,16

40 34,75

45 41,41

50 49,34

55 58,8

60 70,06

65 83,5

70 99,5

75 118,6

100 284,9

Réference [T [ solubilt (g |
Dunn 1933 0 8,309
Molécule 25 26,43
D L acide glutamique 50 81,65
| sovant |
H20
Polymorphe
N/A
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Annexe B3 - 3 : Solubilité du D (-) acide glutamique dans H,0 en fonction de |la température

Dalton 1933 0 3,41
Molécule 5 4,11
D (-) acide glutamique 10 4,95
H20 20 7,17
Polymorphe 25 8,64
N/A 30 10,4

35 12,52

40 15,08

45 18,16

50 21,86

55 26,82

60 31,69

65 38,16

70 45,94

75 55,32

100 140

Référence [ () [ solubilts g/ |
Dunn 1933 0 3,451
Molécule 25 8,878
D (-) acide glutamique 50 22,28
| sowamt |
H20
Polymorphe
N/A
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Annexe C : Développement du nouveau montage

Annexe C1 : gestion du fluide caloporteur

Annexe C1-1 : Photographie de l'interieur de carrousel. La photographie montre le dessin du

carrousel et les logements pour les tubes HPLC.

Annexe C1-2 : Schéma de principe de la gestion du fluide caloporteur dans le carrousel.

CoupeB-B

CoupeB-B

e Y

A
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Annexe C2

Intégrable
Dpcrretl \ P o Nom de la
Secteur de I’expérience Parameétres Etat de contréle artie avec
P LABVIEW
Synchronisation
Date y . - -
ordinateur
Synchronisation
L'heure yd. - -
Informations générales ordinateur
L'opérateur Données utilisateur - -
L' objectif Données utilisateur - -
Nombre d’échantillons Données utilisateur - -
Molécule Données utilisateur Echantillon Non
spécifique | < tion Solvant Données utilisateur Echantillon Non
aux Sursaturation Données utilisateur Echantillon Non
échantillons PH Données utilisateur Echantillon Non
Tube Type de tube Données utilisateur Echantillon Non
Longueur d’onde Données utilisateur laser Non
Faisceau | Intensité du laser Acquisition Wattmetre Oui
Spécifique a laser Polarisation Données utilisateur Polarisateur Non
I'exposition Rayon du faisceau Données utilisateur Condenseur Non
Temps d’ouverture Données utilisateur Shutter Oui
Shutter - — -
Temps de fermeture Données utilisateur Shutter Oui
Positionnement duf _. , .
Fixé constructeur Moteur Oui
carrousel
La vitesse de la rotation Fixé constructeur Moteur Oui
Spécifique au contrdle Circulateur
P 9 , Température Acquisition thermostat, Oui
température
thermocouples
Positionnement du| ., Microscope
. Fixe . Non
microscope Caméra
Positionnement de la| _. , .
. . Fixé Microscope Non
platine du microscope
Temps maximum de , s Microscope .
P Données utilisateur ) P Oui
. . mesure Caméra
Spécifique au controle de
A . . . - Microscope .
la caméra Temps pour un échantillon | Données utilisateur cop Oui
Caméra
Nombre de photos pour .
. , . - Microscope .
une  observation d’un | Données utilisateur , Oui
. . Caméra
échantillon
Agrandissement du . - . .
g. Données utilisateur Microscope Oui
microscope
Fichier pour
I'enregistrement des | Données utilisateur Ordinateur Oui
o N données
Spécifique a I'ordinateur ——
Fichier pour
I'enregistrement des | Données utilisateur Ordinateur Oui
variables de la
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manipulation

Fichier our , - . .

, . . P Données utilisateur Ordinateur Oui

I'enregistrement les images

Laps de temps pour

I'enregistrement des | Fixé Ordinateur Oui

variables

Séquences de la , - . .
Données utilisateur Ordinateur oui

manipulation
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Annexe C3 : Liste des spécifications établies sur la base du cahier des charges transmis a la
société Arcale pour la programmation LABVIEW.

Aspects matériels
Installation matérielle

» Pilotage du moteur SPE_2180 _MAT_1
L'application devra pouvoir commander et acquérir les commandes et les données de

lecture des codeurs provenant de la ressource matérielle / logicielle suivante :

- Le controleur de moteur de précision Newport SMC100CC (par liaison USB).

» Pilotage du circulateur thermostaté SPE_2180 MAT_2
L’application devra pouvoir déterminer la température du bain thermostaté. L’application

devra également pouvoir accéder a I'ensemble des parametres du bain thermostaté.

Le cryothermostat sera piloté par USB.

» Pilotage du « shutter » SPE_2180_MAT_3
L'application devra permettre le contréle du « shutter » (ouverture, fermeture, ainsi que
tous les paramétres). Le shutter sera piloté par USB via un convertisseur RS232.

» Acquisition de la caméra SPE_2180 MAT_4
Le logiciel devra permettre d’acquérir les observations microscopiques via la caméra. La
camera sera pilotée par Firewire.

» Acquisition des températures SPE_2180_MAT_5
Le logiciel devra permettre d’acquérir la température de 3 thermocouples. L’acquisition des
thermocouples se fera par un chassis USB Compact DAQ 9171 équipée d’une carte NI9211.

» Acquisition de la puissance du Laser SPE 2180 MAT_6
Une acquisition de la puissance du rayon du Laser devra étre mesurée grace a un puissance-

metre (liaison USB).
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» Stockage périphérique SPE_2180_MAT_7
L'utilisation d’un périphérique de stockage externe au PC sera privilégiée. La solution d’un

NAS (serveur de stockage en réseau) 2 baies sera implémenté, c'est-a-dire un serveur
disposant de deux disques durs.

» Architecture réseau SPE_2180_MAT_8
Au vu du nombre important d’appareils connectés en USB ou Ethernet, il sera nécessaire de
prévoir un appareil de type HUB USB alimenté. Dans la mesure du possible, une préférence
est émise pour le HUB USB alimenté ou carte PCl (express) - USB pour une simplification au
niveau de I'adressage. Le choix peut dépendre de la configuration des ports USB du PC.

» Affichage disponible SPE_2180_MAT_9
Le PC disposera de deux écrans permettant un affichage plus lisible de L'IHM.

= 1 écran permettant I'observation.
= 1 écran permettant le contréle de I'expérience.

Aspects logiciels
Généralités

» Systémes d’exploitation supportés SPE_2180 _LOGI_10
Le logiciel sera supporté par les systémes d’exploitation Windows 7.

» Environnement de développement SPE_2180_LOGI_11
Le logiciel sera développé en utilisant NI LABVIEW 2011 comme environnement de

développement. En complément, pour I'acquisition des images provenant de la caméra, le

Toolkit NI-IMAQ sera utilisé.

» Ergonomie SPE 2180 LOGI_12
La prise en main de l'application devra étre simple et fondée sur le design proposé

ultérieurement via la réalisation d’'une maquette.

> Unités SPE_2180 LOGI_13
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Les valeurs affichées seront systématiquement accompagnées de leur unité.

» Résolution d’affichage SPE_2180_LOGI_14
Par défaut, I'application sera développée avec une résolution 1440*990. L’écran

d’observation sera développé avec une résolution plus importante de 1600*900.

» Langage SPE_2180_LOGI_15
Par défaut, I'application sera développée en anglais, le manuel utilisateur sera également

rédigé en anglais.

Fonctionnement général

» Saisie des données utilisateurs SPE_2180_LOGI_16
Le programme devra proposer a l'utilisateur la saisie de tous les parametres donnés par
I"utilisateur. Les parametres sont définis dans les tableaux suivant :

Les informations concernant le laser ou le microscope seront proposées, et pourront étre
complétées dans le futur. Le logiciel proposera donc également un moyen de compléter le
matériel.

» Contrdle des appareils SPE_2180 _LOGI_17
Le logiciel devra permettre le contréle de tous les matériels indiqués en vert.

» Configuration de ressource matérielle SPE_2180 _LOGI_18
Le logiciel devra permettre de communiquer avec le puissance-métre (liaison USB), avec le
contrbéleur de « shutter » (liaison RS232), avec le contréleur de précision pour moteur
(liaison RS232), avec la caméra (liaison FireWire directe avec le PC). Les ressources
matérielles sont pilotées en utilisant les drivers des différents matériels.

» Pilotage de I’expérience SPE_2180 _LOGI_19
L'utilisateur devra pouvoir paramétrer différentes séquences préprogrammées par le

logiciel.

» Stockage des données SPE_2180 _LOGI_20
Le stockage des données mesurées devra étre facilement exploitable.

> Affichages des résultats SPE_2180 _LOGI_21

238



L'interface permettra a l'utilisateur d’observer les résultats de I'expérience pendant ou aprés

une expérience. L'utilisateur pourra analyser jusqu'a 4 images en méme temps.

> Etape Expérience SPE_2180_LOGI_22
Le déroulement de I'expérience est divisé en étapes comme indiqué dans le tableau suivant :

Aspect graphique

» Architecture design SPE_2180 _LOGI_23
L'IHM devra permettre I'observation des résultats. L'accés aux observations pourra étre

effectué, via une recherche type Windows.

Une maquette proposant le design sera livrée en complément du document de conception.

» Gestion de fenétre SPE_2180_LOGI_24
Une mise en forme de type Windows sera proposée afin de pouvoir réduire ou fermer
I'application.

» Observation SPE_2180_LOGI_25

Un écran d’observation sera disponible afin de pouvoir venir analyser une capture. L’accés se
fera par chronogramme. L'observation pourra étre réalisée en méme temps qu’une
expérience se déroule. Durant cette phase, chaque échantillon sera associé a un état
(occupé, libre, témoin).

» Chronogramme de visualisation SPE_2180_LOGI_26
Dans le but de rendre plus lisibles les informations, un chronogramme sera mis en place. Il

permettra de visualiser le moment d’exposition au laser de I'échantillon, le moment de
I'image et la derniere image connue. Cela permet a l'utilisateur de repérer I’échantillon dans
le temps de I'expérience.

» Optimisation de I'affichage SPE_2180 _LOGI_27
La configuration matérielle (2 écrans) permettra une optimisation de I'lHM. L'affichage des

images (observation) sera traité sur le deuxieme écran. Les parametres de contréle et autres
indicateurs liés a I'’expérience seront mis sur I’écran principal.

» Affichage multiples observations SPE_2180_LOGI_28
Lors de I’étape de post traitement, il sera possible de voir les 4 images différentes réalisées,

ainsi il est possible de les comparer facilement. La résolution d’affichage sera inférieure a la
résolution de I'image sauvegardée.

Aspect logiciel

» Initialisation du systeme SPE_2180 LOGI_29
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Les parametres liés aux appareils utilisés seront stockés dans un fichier XML et seront
initialisés au démarrage de I'application.

» Paramétrage des configurations systémes SPE_2180 _LOGI_30
Un menu permettra a l'utilisateur d’accéder aux fonctions des appareils afin de pouvoir

modifier les parameétres qu’il souhaite changer. Ces parameétres pourront dans cette fenétre
de paramétrage étre enregistrés dans le fichier XML afin de garder la derniére configuration
au prochain démarrage de I'application.

» Informations images SPE_2180 LOGI_31
Le systeme devra permettre d’associer a un temps donné toutes les informations des

différents éléments. Si une image n’est pas associée a des informations, elle est considérée
comme inexploitable.

Les informations associées sont les suivantes :

- Nom de I'image enregistré,

- Nom de la molécule,

- Solvant 1,

- Solvant 2,

- Solvant 3,

- pH,

- sursaturation réelle 1 (%),

- sursaturation réelle 2 (%),

- sursaturation réelle 3 (%),

- Exposition au Laser,

- Temps d’exposition laser demandsé,
- Puissance laser (m)J),

- Longueur d’onde (nm),

- Polarisation Laser,

- Diametre du laser (mm),

- Objectif du microscope utilisé,

- Température au moment de la capture de I'image,
- Commentaires si EP.

» Option de pilotage de I'expérience SPE_2180_LOGI_32
L’expérience devra étre pilotable de 3 facons différentes. On appelle séquence cette suite

d’opération :

- Séquence Manuelle

o Chaque élément doit étre pilotable ou permettre l'acquisition de fagon
séparée. L'acquisition des images sera possible en effectuant des photos au
coup par coup.

- Séquence Automatique
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o Permet d’effectuer une collecte compléte en suivant un ordre pré - défini
- Séquence Semi-automatique

o Permet a l'utilisateur de choisir sa séquence (ordre, texp, tobs, Nphoto) POUr
chacun des tubes.

» Optimisation mode automatique SPE_2180 _LOGI_33
Lorsque le mode séquence automatique est sélectionné, la séquence automatique exposera

puis observera un échantillon. La géométrie du carrousel permettant I’exposition et
I'observation en paralléle la séquence prendra en compte ce point. Si un échantillon n’a pas
d’observation nécessaire ni d’exposition, on passera aux échantillons suivants.

» Maintenir I'optimisation SPE_2180 _LOGI_34
Afin de maintenir le code malgré une modification de I'emplacement d’exposition et
d’observation, le logiciel devra pouvoir prendre en compte que I'observation et I’exposition
ne sont pas disposées face a face par rapport a I'axe du carrousel.

» Vérification des paramétres contrélés SPE_2180 LOGI_35
Le logiciel devra permettre la vérification entre les valeurs mesurées et les consignes
données. La vérification se portera sur la puissance laser, la température ainsi que le
controle du bain thermostaté.

» Réalisation de la séquence SPE_2180_LOGI_36
Périodiquement des vérifications de positionnement, température, intensité du laser seront
réalisées. Celles-ci permettront de vérifier le bon déroulement de la séquence. En cas de
divergence de la mesure (intervalle a définir), chaque cas de divergence doit étre traité au
cas par cas. Les vérifications seront effectuées toutes les secondes.

» Arrét séquence SPE 2180 _LOGI_37
A tout moment, il doit étre possible d’arréter la séquence en cours. Un raccourci clavier
devra étre prévu a cet effet. Un arrét séquence aura le méme effet que I'arrét lié a une

coupure de courant. Le dernier état connu réalisé sera mis en mémoire.
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» Sauvegarde des données lors d’une séquence SPE_2180_LOGI_38
Les données doivent étre sauvegardées a chaque instant de fagon a pouvoir étre récupérées

rapidement. Le stockage est effectué sur le NAS.

» Reprise d’une séquence SPE_2180_LOGI_39
Apres arrét de la séquence, le logiciel doit étre capable de reprendre la ou il a été arrété.
Le moment ou il est considéré comme arrété correspond au dernier état enregistré avant
arrét de la séquence. Si toutefois, un arrét est effectué et que I'état n’est pas terminé donc
non enregistré le processus en cours sera donc reproduit car considéré comme non réalisé.

» Disque en Miroir SPE_2180 _LOGI_40
Les disques du NAS seront des disques en miroir, cela correspond au RAID 1. Le RAID
consiste a I'utilisation de 2 disques (dans notre cas) redondants, chaque disque contenant a
tout moment exactement les mémes données.

» Arborescence des sauvegardes SPE_2180_LOGI_41
Une arborescence des fichiers de sauvegarde sera mise en place afin de sauvegarder de
facon méthodique les images prises par la caméra. L’arborescence respectera I'arborescence

proposée par ECP :

La racine ou l'arborescence sera mise en place par défaut sera dans le NAS, I'utilisateur
pourra toutefois changer le « directory ». L'utilisateur devra donc veiller a I'espace

disponible au préalable.

Dossier de travail :

- Code manip
o Data_experiences
= Data_carrousel_in
= Data_carrousel_out
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= Suivi température de I'expérience.
o Data_echantillon
= Code_complet
e [mages

o Code_complet-img_1.001.jpeg
o Code_complet-img_1.001.txt
o Code_complet-img_1.002.jpeg
o Code_complet-img_1.002.txt
o

e Suivi wattmetre (pas de suivi température redondant avec le
suivi manipulation)

» Recherche discriminante SPE_2180_LOGI_42
Lors de la recherche des images a afficher, le logiciel devra proposer une recherche

discriminante suivant les écrans.

Pour les images de la partie dynamique, une recherche orientera les images d’un méme tube
par rapport au temps. Dans |'autre partie, I'utilisateur pourra afficher 'image qu’il souhaite ;

aucune recherche discriminante ne sera implémentée.

» Sauvegarde et post-traitement des images SPE_2180_LOGI_43
La sauvegarde des images devra étre faite sur un support physique, il faut également

envisager la facon de pouvoir consulter les images alors que des mesures sont en cours,
qguelle que soit I'étape concernée. L'image sera sauvegardée dans la résolution la plus

importante.

» Observation des images pendant I’expérience SPE_2180 _LOGI_44
L'observation des images post traitement se fera sous la forme suivante. Chaque image

disposera de toutes les informations liées.

Ci—dessus un exemple d’IHM montrant le principe de chronogramme avec les informations

propres a I'échantillon.
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» Acquisition des images SPE_2180_LOGI_45
L’acquisition des images se fera selon des caractéristiques précisées lors de réglages et tests

de faisabilité (type d’images, résolution, fréquence d’échantillonnage...)

» Acquisition de la puissance du Laser SPE_2180 _LOGI_46
L’acquisition de la puissance sera réalisée avec une période de 500ms.

» Informations des images SPE_2180 LOGI_47
Les informations liées a I'image (fichier TXT) seront les suivantes :

- Nom de I'image enregistrée,

- Nom de la molécule,

- Solvant 1,

- Solvant 2,

- Solvant 3,

- pPH,

- sursaturation réelle 1 (%),

- sursaturation réelle 2 (%),

- sursaturation réelle 3 (%),

- Exposition au Laser,

- Temps d’exposition laser demandsé,
- Puissance laser (m)J),

- Longueur d’onde (nm),

- Polarisation Laser,

- Diametre du laser (mm),

- Objectif du microscope utilisé,

- Température au moment de la capture de I'image,
- Commentaires si EP.

» Lecture du fichier de configuration carrousel SPE_2180_LOGI_48
Un fichier de type CSV correspondant au document mis en annexe, permettra a I'utilisateur

d’importer les informations. Le formalisme de fichier est figé ; I'utilisateur se devra donc de
le respecter.

» Génération d’un rapport SPE_2180 _LOGI_49
Un rapport reprenant les informations précédemment listées sera implémenté dans un

fichier de type CSV. Le format correspondra au fichier entrée/sortie présenté en annexe.

» Séquence manuel : mode film SPE_2180 LOGI_50
La programmation d’un mode film sera possible. Cela correspondra a une capture d’une

image a une fréquence d’acquisition a définir. En Mode film un warning sera activé afin
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d’alerter I'opérateur que le logiciel réalise ce mode. Une réserve est émise sur ce point, des
tests doivent étre effectués sur le matériel afin de confirmer la fréquence d’acquisition en
mode film (I’objectif est une fréquence de 1Hz).

» Rampe de température SPE_2180 LOGI_51
En mode semi-automatique et manuel le logiciel peut étre amené a effectuer une rampe de

température programmée. Un Grafcet correspondant au fonctionnement lors d’une
séquence est mis en annexe.
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Annexe C4 : Faces avant du logiciel LABVIEW

Seules les faces avant sont montrées dans cette annexe. La programmation en elle-méme
est trop lourde pour étre mise en annexe.

Annexe C4 -1

Zone de saisie des parameétres de |'expérience concernant les différents périphériques. Il
s'agit de régler la température du bain thermostaté, de la puissance de sa pompe, la durée
de I'ouverture du shutter ...

Annexe C4 -2
Interface utilisateur de la programmation de la manipulation. Cet onglet permet de définir le

dossier de travail, le code de la manipulation et de vérifier une derniére fois la construction
du fichier Excel (voir annexe A6 SPE_2180_LOGI_52).

Annexe C4 -3

Interface utilisateur du fonctionnement manuel. Ce mode permet d'observer et d'exposer a
la demande un tube. L'opérateur choisit son ordre d'exposition et peut filmer autant de
temps qu'il le souhaite. La partie droite du cadran donne les données en temps réel de la
température du carrousel ainsi que I'énergie moyenne du faisceau. Le cadran a gauche
permet la gestion de I'expérience en choisissant le tube a exposer, la possibilité de prendre
des photos ou de faire un film. |l est possible de faire un programme de gestion de
température.

Annexe C4 -4

Interface utilisateur du fonctionnement semi automatique. Ce mode permet de modifier la
séquence programmée dans le fichier Excel en changeant le statut vis a vis de I'exposition,
de l'observation ou la durée de celles-ci. Une fois ces changements apportés, le logiciel
effectue la séquence comme le ferait le mode automatique. Une variante permet dans ce
mode de faire des rampes de température et de gérer le stockage des échantillons.

Annexe C4 -5
Interface utilisateur du mode automatique. Par définition, ce mode est entierement géré par
le logiciel laissant seulement des informations comme la température et I'intensité du laser.

Annexe C4 -6

Ecran de suivi de la nucléation. Il a été préféré quatre écrans plutét qu'un seul. Les écrans a
gauche permettent un suivi en temps réel avec un léger décalage pour l'image affichée en
bas a gauche de I'ordre d'une image par seconde. Les écrans a droite permettent d'afficher
des images déja enregistrées pour une comparaison avec les prises en cours.
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Annexe C4 -1

Actual Beam ——
measurement (m3) | 5:94802

xperiment NPLIN Actual exposed tube |1 ek

Actual observed tube 46

Temperature (°C) ‘ 17.

@ Device configuration

Shutter | Laser Beam Measurement | Motor controller | Cryothermostat | Thermocouple | Camera | Laser | Lens

Gentec Laser Beam Measurement

Resume
sequence

Beam measurement advanced configuration

STOP
SOFTWARE et
% come
Lambda selected (nm) Correction Parameters
Advanced [s2 | Coef
parameters Auto Range

OFF{ON
Current Range

|22 2|

ke savescose

[ K cCancel

Annexe C4 -2

S = Actual Beam e
Temperature (°C)  [17.04 measurement (m)) | 5:94802

Experiment NPLIN culexposedube 1 | Lecscmmzsan @)
w ]

Actual observed tube 45

@ Device configuration =2 Experiment data

General informations

Werking Flder Doerts e seingspdnsT e |
Resume | BureaulCourbe puissance 18.09.2013
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Annexe D : Mesures expérimentales de la solubilité de

la glycine

Annexe D1 : Valeurs de la solubilité du polymorphe a de la glycine dans H,0 et a différentes

températures mesurée par la méthode des ajouts successifs au CINaM.

Molécule TH,0 (°C) | S+H,0(g/L) | S-H,0 (g/L) | S H,0 moy (g/L)
glycine 11 166,9 163,7 165,3
| solvant | 20 206,7 203,8 205,25
H,0 27 242,3 240 241,15
Polymorphe 30 254,7 253,5 254,1
38,5 304,1 300,3 302,2

Annexe D2 : Valeurs de la solubilité du polymorphe o de la glycine dans D,0 et a différentes

températures mesurée par la méthode des ajouts successifs au CINaM.

Molécule TD,0(°C) || S+D,0 (g/L) | S-D,O (g/L) | S D,O moy (g/L)
glycine 14,6 174,6 172,9 173,75
21,5 209,7 208,7 209,2
D,0 24,8 221,1 218,5 219,8
Polymorphe 30 246,8 244,3 245,55
40 299,7 299 299,35
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Annexe E : Mesures expérimentales de la solubilité du

L — (+) — Histidine

Annexe E1 : Valeurs de la solubilité du polymorphe B du L - (+) - Histidine dans H,0 et a

différentes températures mesurée par la méthode des ajouts successifs au CINaM.

Molécule TH,0 (°C) S H,0 (g/L)
glycine 10 31,5
H,0 25 42,95
Polymorphe 30 47,28
B 45 63,5

différentes températures mesurée par la méthode des ajouts successifs au CINaM.

Molécule TD,0 (°C) S D,O (g/L)
glycine 14,3 29,2
24,8 36,75
34 45,2
Polymorphe
B

Annexe E2 : Valeurs de la solubilité du polymorphe B du L - (+) - Histidine dans D,0 et a
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Annexe F : Etude I’état initial de la solution

L'intérét de déterminer I'état initial de la solution est apparu suite a I’hypothese d’une
mauvaise dissolution du polymorphe initial. En effet, si cela était confirmé, des agrégats
ordonnés d’une taille de quelques dizaines de nanomeétre de la symétrie du polymorphe y
ou du polymorphe a éxisteraient dans la solution. Au vu de nos résultats, la présence
d’agrégat du polymorphe a n’aurait pas d’incidence car c’est le polymorphe principalement
formé mais il en est autrement pour le polymorphe y. Cela aurait pour effet d’accroitre le
taux de formation du polymorphe y.

Dés lors, une série d’expérience a été envisagée afin de connaitre déja s’il existe des
agrégats dans des solutions de glycine. Une représentation schématique de telles mesures

est donnée dans la figure F1.
Outilsde diagnostique

Camérade suivi M\—

de la dissolution

Spectre au temps t

Contréleen température

Figure F1 : Représentation schématique d’une mesure expérimentale afin de déterminer
I’état initial de la solution.

La premiére méthode envisage est la DLS (Dynamic Light Scattering) qui permet une mesure
in situ non destructive. Le seul handicap posé par cette méthode est la rupture du controle
en température. La DLS a été essayée avec un appareil en cours de développement, le
VASCO Flex, dans la société Cordouan située en Gironde (figure F2).

Figure F2 : Image du dispositif VASCO Flex en cours de développement par la société
Cordouan.

Les mesures ont été conduites sur 4 échantillons de solution de glycine (sursaturation allant
de 100 % a 130 %, nommés G100 a G130). Les mesures ont été effectuées directement dans
les flacons d’origine a température ambiante comprise entre 23 et 25°C (figure F2). Dans le
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cas du G100 nous avons effectués des mesures avec le flacon fermé sur une durée de 8
heures (240 acquisitions) afin de voir si on observait un début de cristallisation.

Il faut surtout regarder ces mesures d’un point de vue qualitatif car excepté pour
I’échantillon G100, les corrélogrammes mesurés sont difficilement exploitables pour avoir
une analyse de taille précise. Néanmoins, les résultats de I'analyse et I'observation visuelle
des corrélogrammes permettent d’en déduire quelques informations qualitatives.

La mesure de la solution G100 met en évidence majoritairement des objets situés autour de
300 - 350 nm avec une polydispersité importante. L'analyse donne des résultats tres
cohérents typique d’une solution monomodale. La DLS n’a pas mis en évidence d’objets gros
(i.e. > 1 um) mais on a observé cependant a I'ceil nu la présence de ce qui semble étre un
début de cristallisation déposé sur le fond du flacon. Par ailleurs sur la durée des 8 h de
mesure, on n’observe pas de dérive notable et significative de la taille qui indiquerait un
début de germination ou d’agrégation des objets de 300 nm.

La mesure de la solution G110 présente une décroissance monotone et relativement
réguliere et lente sans jamais relaxé sur I'échelle de temps observée. Ceci est la signature de
la présence de gros objets (i.e. > 5 um); I'analyse situe ces objets autour 7 - 10 um. Il faut
néanmoins considérer ces chiffres comme indicatifs car le corrélogramme est difficilement
exploitable par les algorithmes d’inversion.

La mesure de la solution G120 montre une double dynamique sur le corrélorgamme avec
une décroissance relativement rapide sur le début et une deuxiéme composante beaucoup
plus lente. L’analyse associe la décroissance rapide a des objets de l'ordre de 400 nm de
diametre alors que la décroissance lente est associée a des objets beaucoup plus gros de
I'ordre de 10 - 20 um. La encore ces résultats doivent étre considérés qualificativement car
les corrélogrammes restent difficiles a exploiter pour les algorithmes d’inversion.

La mesure de la solution G130 présente également une dynamique de relaxation a deux
composantes. L’analyse de Padé n’a pas permis d’extraire la taille équivalente a la relaxation
rapide (on peut la supposer autour de quelques centaines de nm par comparaison avec
G120). La relaxation lente est associée a des objets autour 50 — 60 um.

En conclusion, on touche ici aux limites de mesurabilité de taille par la technique DLS
(limitations des modeles théoriques qui reposent sur I’hypothése du mouvement Brownien),
mais on voit qu’il est néanmoins possible de mette en évidence qualitativement la présence
de gros objets et d’objets (< 1um).

La DLS ne permet pas de déterminer I'ordre du I'agrégat ce que permettrait faire la RMN en
évaluant I'’environnement chimique du carbone. La RMN a été essayée a I'lCMO a Orsay sans
apporter des résultats suite a des ennuis techniques successifs. Néanmoins, I'emploi de cette
méthode ne doit pas étre rejeté car elle offre la possibilité d’effectuer des mesures in situ
avec un contréle en température et donc d’étudier I'agrégation en fonction de I'évolution de
la température.
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Non-photochemical laser-induced nucleation (NPLIN) has been a growing field
of study since 1996, and more than 40 compounds including organics, inorganics
and proteins have now been probed under various conditions (solvents, laser
types, laser beams erc.). The potential advantages of using this technique are
significant, in particular polymorphic control. To realize these benefits, the
objective is a carefully designed experimental setup and highly controlled
parameters, for example temperature and energy density, in order to reduce the
uncertainty regarding the origin of nucleation. In this paper, a new experimental
setup designed to study NPLIN is reported. After a full technical description of
the present setup, the different functionalities of this device will be illustrated
through results on glycine. Glycine crystals obtained through NPLIN nucleate at
the meniscus and exhibit different morphologies The nucleation efficiency, as a
function of the supersaturation of the solution used and the laser beam energy
density, has also been established for a large number of samples, with all other
parameters held constant.

1. Introduction

There is tremendous pressure on the pharmaceutical industry
to understand the polymorphism of drugs in order to control
and produce the most stable and effective polymorphs.
Complete knowledge of the polymorphs of a compound and
their stability is required to obtain US Food and Drug
Administration (FDA) approval in the case of solid-state
formulations However, despite such FDA approval, unstable
polymorphs have inadvertently been placed on the market
(Datta & Grant, 2004). There is a growing awareness of the
effects of polymorphism or pseudo-polymorphism on the
properties of drugs, such as their physical and chemical
stability, solubility, dissolution rate, bioavaibility and
mechanical properties, and the resulting consequences for the
manufacturing process (Rodriguez-Spong er al., 2004; Huang
et al., 2004). Finally, the development of new generic drugs has
induced new studies showing that polymorphism can play a
significant role in differentiating between the generic and
innovative forms (Shekunov & York, 2000; Mangin er al,
2009).

Ideally, the experimental study of polymorphism implies
control over polymorphic crystallization and mastery of the
search for new polymorphs. Several methods have been
developed for inducing crystallization using an external

constraint on the system, including electric fields (Taleb er al.,
2001), ultrasound (Virone er al., 2006) and light irradiation
(Sun & Garetz, 2006). In some cases, these methods enable
spatial or temporal control of the nucleation with varying
success. Among these methods, laser-induced nucleation
(LIN) has shown great potential. In recent years, LIN
experiments have been carried out on inorganic, organic and
protein molecules. Table 1 summarizes the different char-
acteristics of the experimental setups currently available
around the world.

The experimental setups considered in this paper are those
for which a laser has induced nucleation of crystals after
irradiation of a supersaturated solution or a liquid. Garetz et
al. (1996) called this phenomenon non-photochemical laser-
induced nucleation (NPLIN), while other authors use a variety
of acronyms (see Table S1'). We decided to extend the use of
the acronym NPLIN for all experiments that take the form
represented in Fig. S1. Within this framework, we eliminate
crystal growth experiments via a laser beam for which the
initial compound is already a crystalline material [see, for
example, Yoshikawa er al (2006) and Sugiyama er al. (2009)].

! Supporting information discussed in this paper is available from the TUCr
electronic archives (Reference: RGS062).

1252  doi:10.1107/5160057671401098X
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Table 1
Description of the 15 NPLIN experimental setups.
Sample holder  In situ Ex situ
Setup Laser Wavelength  number observation observation Characterization
number typet (nm) environment  technique$ technique techniquey| Compounds References
MO P-ns-nfoc 532, 1064 8 SHG (5) SHG (5), Glycine, urea, histidine, 1,2,3,4,5,
PXRD (23,5.6) glacial acetic acid 6,78
M1 P-fs-foc 780, 800 2. m CCD camera Photography SCXRD (12), Lysozyme, ribonuclease B, 9, 10, 11,
(10, 11, 13) fluorescence sheep liver sorbitol 12,13
(11) dehydrogenase, glucose
dehydrogenase, fruc-
tose dehydrogenase,
myoglobin, parace-
tamol
M2 P-fs-foc 800 9.¢,m SCXRD 44 Dimethylamino)-N- 14,15
methyl-4-stilbazolium
tosylate
M3 Pfs-foc 800 4 CCD camera Photography Anthracene 16
M4 P-ns-nfoc, 532, 1064 3m Photography Lysozyme, bovine 17
P-ps-nfoc pancreas trypsin
M5 P-fs-foc 780 2 CCD camera Photography Lysozyme, thaumatine 18
M6 P-ps-nfoc 532 6 Photography, Fluorescence 4"-n-Pentyl-4-cyano- 19
crossed biphenyl
polarizer—
analyser
M7 P-ns-nfoc 532, 1064 7 Photography KCl, KBr 20,21,22,
(23, 249) 23,24
M8 CW-foc 1064 5 CCD camera Photography FTIR Glycine 25,26,27
(26)
M9 CW-foc 1064 2,¢ CCD camera Photography Morphology Glycine 28
M10 P-fs-foc 780 1 CCD camera Photography Morphology Glucose isomerase 29
M1l P-ns-foc 532 2 CCD camera Photography Morphology KMnOy, (NH,),SO, 30,31
M12 CW-foc 1064 2 CCD camera, Photography Morphology Glycine, lysoyme 32,33,34
Raman (34) (33, 34), (33, 34),
spectrospeopy fluorescence
(34) (33, 39),
Raman (35)
M13 P-ns-foc 532 7 Light-scattering  AFM image KNO; 35
turbidity
analysis
M4 P-fs-foc 800 5 CCD camera Photography Morphology, Glycine 36
SCXRD
This work  P-ns-nfoc 532 10,¢,m CCD camera Photography Morphology, Glycine, carbamazepine This work,
PXRD, 37,38
SCXRD
1 Lasertype:P = pulsed, CW = continuous-wave, ns = ond, fs = fi d. ps = pi d. nfoc = non-focused, foc = focused. § The numbers refer to Fig. 1; additionally, m

= multi-batch, ¢ = temperature control.

§ SHG = second-harmonic generation. ¢ Characterization technigy

of the mol

le and/or the polymorphs crystallized: PXRD = powder

X-ray diffraction, SCXRD = single-crystal X-ray diffraction, FTIR = Fourier transform infrared spectroscopy. References: (1) Garetz efal. (1996); (2) Zaccaro er al. (2001); (3) Garetz
& Mati¢ (2002); (4) Mati€ er al. (2005): (5) Sun & Garetz (2006). (6) Sun eral. (2008) (7) Alexander & Camp (2009); (8) Knott eral. (2011):(9) Adachi eral. (2003);(10) Nakamura, Sora
eral. (2007). (11) Murai eral. (2010) (12) Yennawar e al. (2010); (13) Nakayama ez al. (2013); (14) Hosokawa er al. (2005); (15) Tsunesada (2002); (16) Nakamura, Hosokawa er al. (2007);
(17) Lee eral. (2008); (18) Yoshikawa eral. (2009); (19) Sun & Garetz (2009); (20) Akxander & Camp (2009); (21) Ward er al (2009); (22) Ward ef al. (2011); (23) Ward & Alkexander
(2012); (24) Ward eral. (2012); (25) Rungsimanon ef al. (2010); (26) Yuyama eral. (2012); (27) Nakayama eral. (2013); (28) Yuyama er al. (2010); (29) kefuji eral. (2011); (30) Soarc eral.
(2011); (31) Murai er &. (2011); (32) Yuyama eral. (2012); (33) Uwada eral. (2012); (34) Tsuboi eral. (2007) (35) Jacob eral. (2012); (36) Liu er al (2013); (37) Spasojevic-de Biré (2013);

(38) Tkni er al. (2014).

In this paper, the NPLIN acronym does not give any infor-
mation on the nucleation mechanism and does not give any
restriction on that mechanism, it just implies that there is no
chemical transformation of the compound.

Four main sections can be used to describe the experimental
setup: (i) the laser; (ii) the sample holder; (iii) the observation
equipment; and (iv) the characterization technique. A small
number of experiments were performed using a continuous-
wave (CW) laser, while the others were performed with a
pulsed laser (P). Therefore, we distinguish five experimental
categories of the laser setup: (i) pulsed nanosecond focused
laser (P-ns-foc); (ii) pulsed nanosecond non-focused laser
(P-ns-nfoc); (iii) pulsed femtosecond focused laser (P-fs-foc);

(iv) pulsed femtosecond non-focused laser (P-fs-nfoc); and (v)
continuous-wave focused laser (CW-foc).

The wavelengths used were 532, 780, 800 and 1064 nm. Fig. 1
shows schematic representations of the different sample
holders, which differ in their geometry [a bubble, a high-
performance liquid chromatography (HPLC) glass vial, a
spectroscopic tube or an assay tube] and volume (from 2 pl to
10 ml) and which focus the beam in various ways (a camera, a
lens or the cylindrical wall of the assay tube). Some of these
sample holders are part of a multi-batch system, and for some
of them the temperature is controlled (Table 1). The crystal
analysis techniques have been classified into two main cate-
gories: (i) in situ ones, i.e. techniques that are embedded in the
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experimental setup; and (ii) ex situ ones, ie. techniques that
require the crystalline material to be taken away to perform
the observation. In the characterization technique column of
Table 1, we have reported the methods used for identification
of the crystal and/or polymorphic forms.

The nucleation of glycine using the NPLIN method exhibits
an interesting property, namely the capability to produce a
particular polymorph according to the incident polarization of
the laser beam (Sun & Garetz, 2006; Sun er al., 2008). This was
only observed for glycine in a particular range of super-
saturation (1.45-1.65 at room temperature). In this range, the
« polymorph was produced using circular polarization and the
y polymorph was produced using linear polarization (Sun &
Garetz, 2006). Similar behaviour was observed in the case of
L-(+)-histidine (Sun er al., 2008).

Working within the context of pharmaceutical poly-
morphism, we report in this paper a new experimental setup
for high-throughput NPLIN under controlled experimental
conditions The first experimental device based on the setup of
Mati¢ (2004) has quickly reached its limits in terms of the real
control of nucleation and crystallization using the NPLIN
method. We have therefore established the requirements of an
NPLIN experiment in order to ensure good quality and
reproducible measurements. After a brief description of the
methodology necessary to perform a conclusive NPLIN
experiment, and in order to illustrate the use of this new
device, some results on glycine crystallization will be
presented and discussed. Using this device, we have properly
demonstrated the effect of the laser beam on a glycine solu-
tion and recorded fast nucleation after exposure.

2. Materials and methods
2.1. Experimental requirements and solutions used

Nucleation is a process the outcome of which depends on a
large number of factors, including ones that sometimes escape
direct control. In particular, standard macroscopic thermo-
dynamics and standard macroscopic kinetics do not apply,
mainly because the nucleating medium is heterogeneous.
Minor impurities also certainly have a role. Therefore, it is

Vol 250001 Volume: 1mi-10mi

ERE] | ity
._cm I

Schematic representations of the differentsample holders available in the
NPLIN experimental setups. Sample holders 1-5 correspond to a volume
of 2-500 pl, while sample holders 6-10 comrespond to a volume of 1-
10 ml. Focusing is done through objectives (1, 2,4, 5) or alens (6,9). An
unwanted focusing by a factor of 1.53 is due to the cylindrical assay tube
in 8 (Mati¢, 2004). The laser beam, whatever its wavelength, is
represented by a blue line. Red arrows indicate the direction of the beam.

crucial to be able to perform numerous experiments under the
same experimental conditions. Considering the influencing
factors in the nucleation process primarily temperature
should be controlled and monitored, and the energy density of
the laser beam must be monitored. Visual monitoring of
crystallization through microphotographs is also necessary.
Taking these general requirements into account, we have
designed and built a multipurpose high-throughput experi-
mental setup, with special attention paid to the software (see
Table S2). We chose to use different methods for character-
ization: in situ by visual control of the morphology, and ex siru
after filtering of the solution, using powder X-ray diffraction
(PXRD) and single-crystal X-ray diffraction (SCXRD)
measurements and scanning electron microscopy (SEM)
observations. Figs. 2 and 3 show schematic representations of
our new experimental device, while Fig. 4 shows how the
experimental design was implemented. The following is a
detailed description of the experimental setup.

A rotating sample holder or carousel was designed and
built, to hold 90 HPLC glass vials with a radius of 340 mm
under control of a step-by-step motor (URS100B CC; Newport
Micro Control). The carousel is an assembly of three pieces,
which allow water flow in order to control the temperature of
the exposed and monitored samples. Because of the rotating
configuration, the input and output water flows are on the
same axis in two different pipes. Inside the carousel, an
intermediate piece was created with two levels in order to

(5)

Figure 2

Schematic representation of the experimental setup. (1) Laser, (2) watt
meter, (3) condenser, (4) mirror, (5) camera, (6) inverted microscope, (7)
observation area, (8) exposure area and (9) cryothermostat. The red
arrow indicates the inwards flow and the blue arrow the outwards flow.
The whole setup is mounted on a trolley (grey).

(1)

(2)

(3)

Figure 3

Three-dimensional computer-aided design of the carousel. (1) Inverted
microscope, (2) 90 holes for HPLC tubes and (3) heat-transfer fluid
circulation.

1254  Bertrand Clair et al. « Laser-induced crystallization

. Appl. Cryst. (2014). 47, 1252-1260

282



research papers

manage the input and output flows (see Fig. S2). The water
flow is controlled by a cryothermostated bath (Lauda) in a
closed circuit. The temperature control device operates in the
range 278-333 K. Three temperature sensors permit
temperature monitoring; one measures the temperature at the
entrance of the pipe, another measures that at the outlet of the
pipe, and the third is mobile and can be inserted inside the
carousel. Changing the fluid type would allow the use of the
system at lower or higher temperatures.

The apparatus uses an Nd:YAG laser with a wavelength of
532 nm (beam 7 mm in diameter, pulse of 7 ng 300 mJ). The
diameter of the laser beam is reduced by a beam reducer in
order to increase the laser energy density. This reduction of
the laser beam diameter can be done in two ways: (i) a
laboratory-made telescope, with nitrogen gas circulation to
avoid plasma discharge at the focal point, reduces the beam
diameter by a factor of two; and (ii) a commercial HEBX-3X
condenser (Melles Griot) reduces the beam by a factor of
three. The beam is directed onto the solution using a mirror at
the end of the optic line. This vertical configuration was
chosen because the insertion of the beam through a cylindrical
face induces strong focusing by a factor of two (Fig. 1, sample
holder No. 8). This focusing is not controlled and must be
avoided. Therefore, we decided to use chromatography tubes
exposed from the top through a glass plate. For the safety of
the experimenter, the vertical beam is directed towards the
ground. This approach also allows us to minimize the quantity
of compound required, where necessary. In order to measure
the exact laser energy density received by the sample, a
homemade glass plate is positioned just after the shutter to
collect 3% of the outcoming beam; a watt meter (QE25LB-S-
MB; Excell Technology France) is used to monitor the beam
power continuously at all times To control the exposure time
precisely, a programmable shutter (SC05/SH 10; Thor Lab) is
positioned inside the beamline. A Glan polariser with a
quarter-wave plate (Melles Griot) can be added to modify the

polarization and produce elliptical or circular polarization.
Observation of in situ crystallization is performed using an
inverted microscope (Nikon MA100) with a CCD camera (Q
imaging) connected to the automated system. The microscope
is placed at an angle of 180° to the laser exposure path,
enabling analysis of the solution 1 s after exposure to the laser
beam. All the equipment is installed on a cart that includes
space for the laser and its supply circuit. A mobile hood can be
installed during the experiments for the safety of the experi-
menter.

2.2. Automation

A computer program was developed to control and manage
each step of the experiment, using the LABVIEW framework
(National Instruments). Firstly, the user programs the control
of peripheral instruments, such as bath temperature. The
exposure sequence is then programmed through an Excel
(Microsoft) file, which allows the input of sample information,
such as laser exposure characteristics and the observation
time. From this point on, there are three modes: manual,
automatic and semi-automatic. The manual mode is fully
managed by the operator, allowing step-by-step exposure and
the possibility to record observations for a long time. The
automatic mode executes the programmed sequence in the
Excel file. The semi-automatic sequence works like the auto-
matic one, but parameters related to laser exposure, obser-
vation setup and temperature can be changed by the
experimenter just before running a sequence. This software
allows real-time recording of the temperature and beam
intensity while the exposure and observation steps are
performed.

2.3. Glycine nucleation and crystallization

2.3.1. Sample preparation. Supersaturated glycine solutions
were prepared by dissolution of glycine in distilled water. The

Optical line

Image processing

Thermal bath
Figure 4
Photographs of the experimental setup.

HPLC glass vials

Image acquisition and
real-time video recording
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solutions used to demonstrate the NPLIN 1.0
effect were prepared in the range of
supersaturation constant (C = S/S;) from
1.0 to 2.0 at a temperature of 290 K using 08
the solubility curve published by Yang et al.
(2008) (Fig. 5). The initial compound,
tested using PXRD before dissolution, was
the y polymorph, except for Figs. 7, 8 and
10 below, where an initial a-glycine poly-
morph was used (see Table S3).

A mass of glycine corresponding to the
supersaturation range at 290 K, calculated
using the glycine solubility curve, was

09

e
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g
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Fraction of nucleated tubes
o o
b o

placed in an HPLC tube and water (1 ml) 02

was added. The tube was stored inside the

sample holder at a temperature of 333 K, in 01

order to dissolve the glycine by thermal

diffusion and  concentration-gradient 0’01.? 1.2. 1.3.
convection. The dissolution route is the

following: samples were kept for 36 h at  Figure 5

333 K, then a cooling slope of 0.2 K min™"
was applied until the exposure temperature
(290 K) was reached. That temperature was
maintained for 12 h before laser exposure
(aging time).

2.3.2. Laser-induced nucleation. The Nd:YAG laser was
used in a range of settings that supplies energy from 50 to
320 mJ. The energy density is calculated per surface unit and
per time unit (pulse of 7 ns). The beam size and shape were
determined using optical marking paper before each experi-
ment. The beam shape is elliptical and its surface slowly
decreases with the age of the laser. For the HEBX 3.0
condenser, the beam surface area is S = 0.0615 cm?, while for
the homemade condenser, S = 0.2375 cm’, except for Fig. 10
below, where the beam surface is 0.1385 cm®. The exposure
time was 1 min. The beam has a vertical linear polarization at
99%. A quarter-wave plate was used to produce circularly
polarized light. It was controlled using a Glan polarizer,
checking the Malus law (Chappert, 1977) before the exposure
of the sample to the laser.

2.3.3. Polymorph characterization. The determination of
the initial powder polymorph or that obtained using the laser
was accomplished using PXRD. SEM experiments enabled the
structural characterization of the initial powder. Crystals
obtained after spontaneous nucleation or NPLIN were ground
in a mortar. PXRD data were recorded at room temperature
on a Bruker D2 Advance powder diffractometer. For
morphological characterization, single crystals were probed
using a Bruker D8 singlecrystal diffractometer at room
temperature.

3. Results and discussion
3.1. Methodology for NPLIN study

The key point of any NPLIN study is to demonstrate that
the laser has induced nucleation while without the laser there

o o o
14 15 16 17 18

—y-Glycne
370 * Metastable zone at 200 K

[«
C
Concentration (g ')
~N
3

8

78 288 208 308 318 328 338
Temperature (K)

19 20 21
Supersaturation at 290 K

22 23

The spontaneous nucleation efficiency of glycine at 290 K after 168 h (one week). Each point
represents the results from ten tubes. (Inset) The solubility curve for y-glycine (Yang er al.,
2008) and the limit of the metastable zone (blue point).

would be no nucleation. To achieve this task, three steps have
to be performed prior to the NPLIN experiments: (i) char-
acterization of spontancous crystallization under similar
conditions (method of dissolution, temperature, super-
saturation, pH erc.) to those used for the NPLIN method,
leading to determination of the induction time in spontaneous
crystallization; (ii) determination of the solubility curve under
similar conditions; and (iii) determination of the metastable
zone. The potential to achieve thermodynamically metastable
states is a characteristic feature of first-order phase transitions
(Kaschchiev, 1991). Starting from the initial phase, super-
saturating the solution during a time interval ¢ leads to the
formation of a new phase, manifested by the appearance of
crystals. The time interval f; separating these two phases is
referred to as the induction time and is used as a measure of
the ability of the system to remain in a metastable equilibrium.
It can therefore be used to determine the metastable limit of
the initial phase. Indeed, it allows us to determine the critical
supersaturation below which the initial phase can remain long
enough without losing its metastability. These tasks have been
described extensively by Revalor er al. (2010). Therefore,
knowing the temperature, supersaturation and induction time
for a given molecule in a given solvent, NPLIN experiments
can be performed.

3.2. Application to glycine

Glycine has six polymorphs, three of which have been
known at room temperature for many years, namely the «
(Albrecht & Corey, 1939; Marsh, 1958), B (Fischer, 1905;
litaka, 1958) and y (litaka, 1958, 1960, 1961) polymorphs.
Three other polymorphs (3, £ and {) can be produced from
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high-pressure experiments, starting from the y form
(Boldyreva er al., 2003; Goryainov et al., 2006; Dawson er al,
2005). The most stable polymorph at room temperature and
ambient pressure is the y form, but the kinetically favoured
form at room temperature is the a polymorph (Boldyreva er
al., 2003). The y polymorph is formed in acidic or basic
solutions (Yu & Ng, 2002) and in deuterated solutions (Iitaka,
1961). Using NPLIN with a nanosecond pulsed laser, the y
form was produced unexpectedly (Zaccaro er al., 2001), and it
was selectively produced using polarization (Garetz & Mati¢,
2002; Sun & Garetz, 2006) or with a femtosecond pulsed laser
(Liu eral,2013). Glycine has also been crystallized by NPLIN
with a femtosecond CW laser (Rungsimanon er al., 2010;
Uwada et al., 2012; Yuyama et al., 2012).

The metastable zone at 290 K is determined according to
the methodology described below. This temperature was
chosen to enable comparison with the NPLIN results of Sun &
Garetz (2006), in which the polarization switching phenom-
enon was only observed at this temperature when using the
532 nm wavelength. The solubility curve determined by Yang
et al. (2008) was used as a reference (Fig. 5). Spontaneous
nucleation over a range of supersaturations (Fig. 5) was
studied after 7 d. If n samples nucleate, the nucleation fraction
is then given by n/N. A plot of N is reported in Fig 5.
Observations were made after 36 h and after 168 h. From a
thermodynamic point of view, for a supersaturation range
between B =1.10and B = 1.68 and for a time less than 168 h, it
can be considered that we are in the metastable zone. This
limit is indicated by a blue point in the insert of Fig. 5.
Therefore, the critical supersturation is B 29(168) = 1.68. This
illustrates how the limit of the metastable zone is dependent
on the time of observation.

10 &
@ NPLIN nucieation rate (<30 min)
b M NPLIN nudeation rate (<14 h)
- ] -
08 A NPLIN nucleation rate (<24 h)
@ Spontaneous nucieation
30.7
06
w
05
e
R
e04
{ .
0.2
L] v
01
00 @ - L *
1.1 12 13 14 15 1.6 1.7
Supersaturation at 290 K
Figure 6

The NPLIN nucleation efficiency of aqueous glycine solutions at 290 K at
different times after irradiation. Time #, corresponds to the end of the
laser exposure (exposure time 60s, energy 680 MW cm™, linear
polarization). Each point represents results from ten samples.

Using the semi-automatic mode of the apparatus, we have
performed a number of experiments of nucleation induced by
laser at a given supersaturation, laser energy and linear
polarization. The results are reported in Fig 6. The frequency
of occurrence of nucleated samples was recorded several times
after exposure to the laser (Fig. 6) through microscopic
observation, and checked by visual observation in the case of
nucleation starting at the meniscus in the geometry described
in Fig. 1 (sample holder No. 10).

From this figure, it is clear that the laser has induced
nucleation in the metastable zone. Below a supersaturation of
1.68, no spontaneous nucleation was recorded up to 168 h,
whereas using NPLIN nucleation occurred quickly, reducing
the induction time (in hours) by at least a factor of seven.
Below a supersaturation of 1.34 no NPLIN nucleation was
recorded, confirming the results of Sun & Garetz (2006) in this
range with a similar energy (460 MW cm™ for A = 1064 nm).
The nucleation efficiency according to the injected power
inside the solution (MW cm'z) is reported (Fig. 7). Up to an
energy density of 600 MWcm™, the average efficiency
increases, but it then drops for energies up to 720 MW cm™2.
This figure, based on two experiments carried out with the
same parameters on two different occasions, shows good
reproducibility up to 600 MW cm™ and expresses divergence
at the highest energy.

Using the manual mode of the apparatus we have observed
optically both spontaneous (Fig. 8¢) and NPLIN crystal-
lization (Fig. 8b). Our sample holder (Fig. 1 No. 9) is the only
one for which the laser beam goes through the air-solution
interface (meniscus). One can observe (red circles) the
shadow of a crystal that falls down from the concave meniscus.
The microscope objective was focused on the bottom of the
HPLC glass vial. Later, one can observe (blue circles) another
crystal that falls down to the bottom of the tube. Crystal

12
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Figure 7

The NPLIN nucleation efficiency of aqueous glycine solutions at various
energy densities (83, 450, 600 and 720 MW em?) for a supersaturation
(SS) of 1.45 for two different experiments. The average efficiency is
plotted in blue. The number of samples used for each point is indicated in
red.
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growth can be observed for the crystal (blue circles) from
Inpin = 360 s to fyp N = 1291 s

A video is available in the supporting information. The
morphology of these crystals is completely different (Fig. 9).
Photographs extracted from the film show that complete
crystallization is achieved in about 20 min. These recorded
images are reproducible from one sample to another. The first
observable crystals can be formed quickly after the exposure
time. In a second period, crystals falling from the meniscus
arrived after about 4 min, once they had reached a critical size
subject to gravity. The action of the meniscus as a nucleation
site in HPLC glass vials has been reported by Liu er al. (2013).
They used a femtosecond laser focused on different places
(the meniscus, the bottom of the HPLC glass vial and in the
volume of the solution) and showed that the meniscus is a
highly preferential place for nucleation.

(@)

*272s «377s

E| "'él"'.lél‘

+460s +569s 7 +1017s +1291s

*264s

(b)

Figure 8

Apparatus used in manual mode to follow the crystallization. (a)
Spontaneous crystallization fq, = 200%. Crystallization was observed
using a 2.5x Nikon objective. (b) NPLIN and crystallization. Time £
corresponds to the end of the laser exposure (exposure time 60 s, energy
1.4GWem™, linear polanzation, supersaturation = 16 at 290K).
Crystallization was observed using a 5x Nikon objective. The red and
blue circles show the fall of a crystal coming from the meniscus, which is
shown by the shadow. The violet squares show the growth of acrystal: the
same behaviour is observed for two different morphologies, shown by red
arrows. The scale is given by the yellow lines, which represent 104 pm.

The polymorphs were identified through single-crystal
X-ray diffraction. Spontaneous nucleation always gives the
same rod-like morphology, as described previously in the
literature (Toth er al., 2005; Srinivasan & Arumugam, 2007,
Rabesiaka er al., 2010; Srinivasan, 2011). The three distinct
morphologies obtained by NPLIN are all the « glycine poly-
morph (Fig. 9). Comparison between spontaneous morphol-
ogies (Fig. 8a) and NPLIN morphologies (Figs. 85 and 9)
shows the formation of morphologies not observed in «
spontaneous nucleation. The laser therefore has an impact on
the morphology. The morphology reported in the second line
of Fig 9 looks similar to those obtained by Masuhara er al.
(2011) with a CW laser at 1064 nm. The other two morphol-
ogies have not been clearly reported through an NPLIN
experiment. Despite the fact that the single-crystal experiment
has clearly identified an @ polymorph, one cannot exclude the
possibility that some S crystals exist, since the NPLIN
morphology reported in the third line of Fig 9 is quite similar
to those reported by Ferrari er al (2003) grown from a mixture
of water and ethanol. A transformation from S to « cannot be

excluded, since polymorphic transformation has been
reported in solution (Srinivasan, 2008), keeping the same
morphology.

We have thus shown that the laser has an effect on the
resulting morphologies. The influence of supersaturation
linked to polarization has also been studied (Fig. 10). Our
results show an influence of the circular polarization above a
supersaturation of 1.56, with increasing y nucleation. Below
this value, there is a high nucleation rate of the & polymorph.
This behaviour is observed for linear polarization whatever
the supersaturation. The influence of polarization is not as
strong as reported by Sun & Garetz (2006). This could be
because of the incoming beam direction, which was modified
in our new device [see Fig. 1 No. 8 (Sun & Garetz) and No. 10
(this work)), implying a higher energy for the setup of Sun &
Garetz (2006).

Initial polymorph Spor 1$ crystalkzation

NPLIN crystallization

Figure 9

Polymorphic identification of morphologies of glycine, showing the initial
polymorph powder (SEM photography) and spontaneous and NPLIN
crystallization. For each of these last two, first column: microphotography
from our experimental device; second column: single-crystal diffract-
ometer photography. Crystals were identified through single-crystal
diffraction. The scale is given by the coloured lines (yellow represents
104 pm, red 200 pm and blue 52 pm).
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The nucleation rate of the @ and y polymorphs as a function of the supersaturation ratio at 290 K at an energy of 910 MW ¢cm ™. (a) Linear polarization

and (b) circular polarization.

4. Conclusions

In this paper, we have adopted a new definition of experi-
ments belonging to the non-photochemical light-induced
nucleation (NPLIN) technique, despite the fact that some
authors have not used this terminology in their papers. We
consider that a laser which induces nucleation of a compound
in solution or in the liquid state can be classed as an NPLIN
experiment if the molecules forming the crystal thus obtained
are not chemically modified by a light-matter interaction. A
zwitterionic form is considered chemically similar in our
definition. We have reviewed the different experimental
setups available around the world, leading to 15 setups and
nine sample-holder types covered by 40 references, including
three review papers (Masuhara er al., 2011; Sugiyama er al.,
2009; Yoshikawa er al., 2014). Based on this literature and on
our own laboratory experience, we have designed a new
experimental setup which enables the study of a large number
of samples (90) under highly controlled conditions (tempera-
ture, laser energy density, time exposure, air, moisture). A
methodology has been developed based on a systematic study
of the metastable zone prior to laser exposure. Using the
knowledge of this metastable zone, we have performed
NPLIN of several samples. We have chosen to illustrate the
capacity of our experimental setup on glycine, the most
studied compound via the NPLIN technique. Our results show
that the laser stimulates nucleation inside the metastable zone
[critical supersturation constant B.»e(168) = 1.68], where no
spontaneous nucleation occurs A video recorded in real time
shows a short induction time (several minutes in order to
detect a crystal with the camera mounted on a microscope).
Particular crystal morphologies induced by the laser have
been observed which are not produced by spontaneous
nucleation. All the crystals formed have been identified as
belonging to the « polymorph through single-crystal X-ray
diffraction experiments. Furthermore, we have observed that
glycine nucleates at the air-solution interface before falling
down to the bottom of the tube. Nucleation efficiency via a
laser in a non-photochemical manner has been demonstrated

at different supersaturations or laser beam energies. The
higher the supersaturation constant value, the better the
nucleation efficiency. A maximum efficiency is observed for
glycine nucleation as a function of laser energy density, despite
a slight reproducibility divergence for the highest energy.
Formation of the y-glycine polymorph is favoured with
circular polarization at high supersaturation. Using the new
experimental device reported in this paper, we are currently
working on carbamazepine (Ikni ef al., 2014) and sulfathiazole
(Spasojevic-de Biré er al., 2014), two drugs which are highly

polymorphic.
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Table S1 Acronyms used in various papers for describing the LASER induced nucleation
experiments.

Acronym References

NPLIN Non Photochemical LASER Induced Nucleation 1.2.3.4,5.6,7,17.19.20,21,22,23.24 .38,
LIM LASER Induced Method 15

LIGHT LASER Irradiated Growth Technique 9

FLI Femtosecond LASER Irradiation 10

FCWNILB | Focus Continous Waves Near Infared LASER Beam | 25

LIN LASER Induced Nucleation 8.30

LIC LASER Induced Cavitation 31

FLIN Femtosecond LASER Induced Nucleation 11.13.18.27.32

PCWLB Polanized Continous Waves LASER Beam 33

SLP Single LASER Pulsed 36

SFL Single Femtosecond LASER 37

1 =(Garetz et al., 1996), 2 = (Zaccaro et al_, 2001), 3 = (Garetz & Matic, 2002), 4 = (Mati¢ et al., 2005), 5 = (Sun

& Garetz, 2006), 6 = (Sun et al., 2008), 7 = (Alexander & Camp, 2009), 8 = (Knott et al, 2011), 9 = (Adachi et al.,
2003), 10 = (Nakamura, Sora et al., 2007), 11 = (Mura1 et al., 2010), 12 = (Yennawar et al., 2010), 13 = (Nakayama
etal., 2013), 14 = (Hosokawa et al., 2005), 15 = (Tsunesada, 2002), 16 = (Nakamura, Hosokawa et al., 2007), 17 =
(Lee et al., 2008), 18 = (Yoshikawa et al., 2009), 19 = (Sun & Garetz, 2009), 20 = (Alexander & Camp, 2009), 21 =
(Ward et al_, 2009), 22 = (Ward et al., 2011), 23 = (Ward & Alexander, 2012), 24 =(Ward et al., 2012), 25 =
(Rungsimanon et al., 2010), 26 = (Yuyama et al., 2012), 27 = (Nakayama et al., 2013), 28 = (Yuyama et al., 2010),
29 = (Tefuj et al., 2011), 30 = (Soare et al., 2011), 31 = (Murai et al., 2011), 32 = (Yuyama et al., 2012),

33 =(Uwada et al., 2012), 34 = (Tsubo1 et al., 2007), 35 = (Jacob et al., 2012), 36 = (Liu et al., 2013), 37 =

(Spasojevic-de Biré, 2013), 38 = (TIkmi et al., 2014).




Table S2 Needs and solution developed 1n our high-throughput NPLIN experimental setup.

Needs

Solutions

Sample holder

Use small quantity of chemicals

HPLC tube

Have a better experimental A sampler holder designed to carry 90

statistics tubes

Avoid focusing from the tube Beam comes from the top of the tube
through planar glass plate

Keep temperature constant Design the sample holder to allow a

coolant flow.

Expose each sample to the LASER
and observe each samples

Design of a rotatiting carrousel controlled
by a step by step motor.

Allow entry of the beam from the
top

Plug hole with a glass plate. The seal will
be provided by a joint

Temperature control

Control sample's temperature

Coolant flow

Distribute the coolant

Cryothermostat (closed circuit)

Control coolant's temperature

Thermocouples

Optical path Control exposure time Electronic shutter
Record beam intensity Wattmeter
Real time recording of the beam Deviation of a small part of the beam
intensity using a thin glass plate
Redirect beam to the tube at 90° Mirror
In situ following Follow in situ nucleation Optical in situ following
Inverted microscope
Record real time nucleation CCD Camera

time of the experiment

Automation Have a versatile automated high- | Write a complete specifications manual
Sroughpot ex; o LabView programmation
Ergonomy Access to the information at any Development of a human / machine

interface

Safe of the operator environment

Movable cover to completely 1solate the
optical region of the outer

Permit movement of the handling

Mobile trolley




Table S3  Imtial polymorph used 1n this paper and experimental conditions.

Initial
Figure | polymorph Product Supersaturation | Temperature (K) | mass (mg) for one mL
S Y Sigma Aldrich G 7126 1.11-2.23 290 205.2 (1.1) -
317.13 (1.7)
6 Y Sigma Aldrich G 7126 1.11-1.68 290 205.2 (1.1) - 279.8 (1.5)
7 a Peptides international 1.45 293 287.3
8a o Peptides international 1.8 290 358.02
8b o Peptides international 1.45 290 270.5
10 a Peptides international 1.35-1.6 290 251 (1.35) - 297 (1.6)




Figure S1 Non-Photochemical LASER-induced Nucleation experiments definition.
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5°|un°': ct>r liquid > similar to the initial one
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Figure S2 Schematic representation of the fluid inside the carrousel setup.
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ABSTRACT: This paper reports for the first time the
crystallization of the carbamazepine (CBZ) molecule in two
solvents (methanol and acetonitrile) using the non-photo-
chemical laser-induced nucleation (NPLIN) technique. The
metastable zone of CBZ is first determined experimentally for
different temperatures in both solvents. Then, the prepared
solutions are imradiated by a 532 nm wavelength nanosecond
pulsed laser and permitted to obtain CBZ crystals of phases I
and III. The impact of laser power and polarization (circularly
(CP) and linearly (LP)) on the CBZ crystallization efficiency
in both solvents is determined through experiments. According
to the results, the crystallization efficiency is significantly
higher in methanol than in acetonitrile, and it is higher in

solutions irradiated by CP laser than those by LP laser. Moreover, the irradiation of an acetonitrile solution by a LP laser results
in CBZ phases I and 111, whereas irradiation by the CP laser leads to CBZ phase Il crystals. An ab initio determination of the
interaction energy of different pairs of CBZ has been carried-out that enables the explanation of the nucleation in acetonitrile for
both polarizations. In methanol, only CBZ phase III is obtained, which is in agreement with the ability of methanol to create
noncovalent interactions preventing the CBZ phase I and II nucleation.

1. INTRODUCTION

Crystallization is an important separation and purification
process employed to produce a wide variety of materials in
industries. Crystallization plays a vital role in the pharmaceut-
ical industry since it is a process that is used during final and
intermediate stages of the manufacturing process of active
pharmaceutical ingredients (APIs). The operating conditions of
the crystallization process determine the physical properties of
the APIs such as the crystal purity, phase, shape, and size
distribution. Moreover, these properties determine the
efficiency of downstream operations, such as filtration, drying,
and formulation, and the product effectiveness, such as
bioavailability and shelf life. For pharmaceutical APIs that

< ACS Publications  © 0 American Chemical Sodety

exhibit various phases or stereoisomers, the crystallization
process also affects the phase produced and the extent of chiral
separation.’ Indeed, different phases of a drug substance can
have different chemical and physical properties. These
properties can affect the ability to process or manufacture the
drug substance and the drug product, as well as on drug
product stability, dissolution, and bioavailability. Therefore,
polymorphism can affect the quality, safety, and efficacy of the
drug product.” ™ Many examples are reported in literature; see,
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for instance, the report on ritonavir and rotigotine.” These
works highlight the importance of polymorphism study during
the process of manufacturing of drugs. All these examples
clearly show that it is highly important to make the required
polymorphic form, because the other forms may not show the
desired effects. Therefore, polymorphism control is an
important step. Within this context, the work described in
this paper aims at demonstrating experimentally the crystal-
lization of active pharmaceutical ingredients (APIs) using the
non-photochemical laser-induced nucleation (NPLIN) techni-
que.” The carbamazepine (C,sH,N,0, CBZ) molecule (Figure
la) was selected mainly because, in pharmaceutical research, it

N

Figure 1. Molecular structure of carbamazepine (a) and iminostilbene

(b).

has been extensively studied as a model compound for solid-
form discovery and control since it is known to form four
different anhydrous phases (or four different polymorphs). The
complete list of references, with the different nomenclature of
these four CBZ polymorphs is reported by Grzesiak et al.* The
lattice data for the four crystallographic forms are summarized
in Table S1 provided as Supporting Information. In addition to
these four polymorphic forms, more than 60 solvates, hydrates,
and cocrystals have been identified and characterized.”"’
According to experimental’ and computational results,” the
theoretical stability order of the four polymorphs at ambient
temperature and at 0 K is phase Il > phase I > phase IV >
phase II. The commercially available form is phase IIL It can be
crystallized from various solvents with high dielectric constants.

This paper begins with a bibliographical description of the
works reported in literature that deal with crystallization mainly
based on the NPLIN technique. It presents the possibility of
obtaining CBZ crystals in methanol and acetonitrile using the
NPLIN technique. We show that CBZ nucleation is launched
and controlled by the laser power in the metastable zone and
define the experimental conditions to produce good quality
CBZ crystals. We measure the CBZ metastable zone in
methanol and acetonitrile at different temperatures: S, 20, 30,
and 40 °C. The solutions are irradiated by a 532 nm wavelength
laser. Moreover, different laser power values and polarizations,
linear and circular, are used to study the impact of laser on
crystallization efficiency as well as on polymorphic form.
Finally, an ab initio determination of the interaction energy of
different CBZ molecule pairs are performed in order to
understand the behavior of the nucleation in acetonitrile within
the two polarizations.

2. BRIEF BIBLIOGRAPHIC SURVEY OF UNUSUAL
POLYMORPHISM AND NUCLEATION CONTROL
TECHNIQUES

Research on polymorphism and material properties of active

drug compounds is an integral part of drug development. In

this paper, we will not discuss the usual approach consisting of
studying the effect of the solute concentration, temperature,

medium of crystallization, and hydrodynamics on the
crystallization and polymorphism,™'' but we will focus on
crystallization experiments based on the use of a laser as an
extemnal field. It should be noted that other external fields were
also reported in the literature, such as ultrasound,'*™"*
magnetic field, and electric field."”"™"® The main objective of
using external fields is nucleation control.”” The impacts of an
extemally applied field on the crystal growth in solutions were
highlighted by Voss® and Oxtoby.”' This field influences
nucleation, through molecular orientation, as well as density
fluctuation. The most documented technique is the light
induced nucleation technique that can be subdivided into two
categories: photochemical light-induced nucleation (PLIN) and
non-photochemical laser-induced nucleation (NPLIN). In
PLIN experiments, the light has sufficient energy to cause
ionization or to create radicals that subsequently react to
produce nucleation centers,”™ whereas in the NPLIN experi-
ments, the laser is at wavelength in the nonabsorbing zone of
the solute molecule.” In the following, we will give an overview
of the work reported in literature for both categories.

2.1. Photochemical Light-Induced Nudeation. The
PLIN technique is a nucleation process that is accompanied by
a chemical reaction induced by light. This was first reported in
solution by Tyndall”® and then in the vapor phase as laser
snow.” Then, many papers were reported in the literature as
detailed in this section. Indeed, Okutsu et al.”* found an effect
of laser radiation on the nucleation of benzophenone in
ethanol/water mixed solution. The irradiation of supersaturated
solutions results in the formation benzopinacol precipitants,
which is related to photochemistry phenomena. The obtained
crystal was composed of benzopinacol produced from excited
benzophenone through a benzophenone ketyl radical. Later,
Okutsu et al** showed that the irradiation of a metastable
supersaturated lysozyme solution by a xenon lamp induces
nucleation. It was observed that irradiation of lysozyme
molecules in solution enhances the attractive interaction
between molecules in solution. They also observed that there
is an irradiation time beyond which the protein is denatured.
Veesler et al.” proposed seeding nonimradiated solutions of
lysozyme with limited amounts of irradiated lysozyme solution,
in order to avoid denaturation of protein by excessive
irradiation. Moreover, it was demonstrated by absorption
experiments that the irradiation of lysozyme,” thaumatin,” and
ribonuclease®” produces photochemical intermediates, neutral
radicals, which enhance nucleation.

However, the fact that the PLIN involves a chemical reaction
and a formation of radicals could be undesirable in some cases.
This limitation can be overcome through the use of the NPLIN
technique as explained hereafter.

2.2. Non-Photochemical Laser-Induced Nucleation. In
this case, the laser wavelength is chosen so that it will not be
absorbed by the solution, and therefore the nucleation is not
accompanied by a photochemical reaction. NPLIN was first
observed by Tam et al*® These authors studied cesium vapors
with small amount of hydrogen and observed that upon
irradiation by a laser, some particles appeared, which they
identified as cesium-hybrid crystals. More recently Garetz et
al®?® have reported experimental results showing that
polymorphism control can be achieved through NPLIN. The
first experiments were done with supersaturated urea
solutions.” From analysis of the obtained results, they suggested
that the optical Kerr effect was responsible for the alignment of
molecules due to the electric field. Since then, extensive

dxdolorg/10.1021/cg500163¢ | Cryst. Growth Des. XXX, YOO, X00(—X00K
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research was carried out in this area, and numerous papers were
reported in literature as summarized on Table 1. Note that
some of these papers do not use the NPLIN term for defining
the reported experiment. In this paper, we use the acronym
NPLIN for all the experiments in which a supersaturated
solution irradiated using a laser results in the formation of a
crystalline compound without change of its chemical formula.

These works can be decomposed into four main categories:
small organic molecules, inorganic molecules, protein mole-
cules, and miscellaneous. These categories are briefly described
hereafter. For all these categories, the laser that is employed to
enhance nucleation is either of pulsed or continuous type and
could be focalized or not. In the case of pulsed type laser, the
laser pulse duration is nanosecond, femtosecond, or picosecond
range. An analysis of the experimental setupflused in these
experiments has been described by Clair et al.”

2.2.1. Small Organic Molecules. Glycine,******=* urea, "’
L-histidine,*® 4-(dimethylamino )-N-methyl-4-stilbazolium tosy-
late (DAST),***® and glacial acetic acid"’ molecules have been
crystallized by means of the NPLIN method.

Garetz et al.*” demonstrated experimentally the nucleation of
glycine in aqueous supersaturated solutions using a nanosecond
unfocalized pulsed laser. The paper reports that the control of
polymorphism of glycine was achieved through the control of
laser polarization (linear polarization (LP) or circular polar-
ization (CP)) in a specific range (1.46—1.55) of supersaturated
solution. According to their conclusions, the LP laser results in
y polymorph and the CP laser leads to @ polymorph, which is
called switch window. The provided interpretation for the
nucleation is based on the reorientation of the molecules under
an intense electromagnetic field, and crystallization is triggered
by the optical Kerr effect. Rungsimanon et al.*® studied the
crystallization of glycine in unsaturated heavy water solution by
imadiating the solution with a LP continuous and focalized laser
type at a 1064 nm wavelength. The obtained crystal is of y
form. The control mechanism was explained in terms of a local
variation of a supersaturation value induced by laser trapping of
the liquid-like clusters and the subsequent temperature
increase. According to the paper, this form cannot be obtained
by the classical crystallization techniques. Yuyama et al.™
demonstrated that under specific solution conditions: super-
saturated or undersaturated or saturated and under specific
laser polarization, it is possible to achieve a selective
crystallization of @ and y polymorphs of glycine. According to
their results, supersaturated /saturated solutions irradiated by a
low power CP laser enhances y crystal formation, while for
unsaturated solution, LP laser at a specific power (1.4 W)
increases the probability of y crystals formation. Recently Liu et
al.* have demonstrated a femtosecond laser-induced crystal-
lization of glycine in its aqueous supersaturated solution. They
found that crystal morphology of crystals prepared by cavitation
bubble formation upon femtosecond imradiation into solution
depends on the laser repetition rate. Lower repetition rate of
femtosecond laser irradiation tends to result in single crystal
formation. Moreover, they found an increase in crystallization
probability at air/solution interface, which means an important
interplay between molecular adsorption and spatial limitation of
mechanical stress induced by bubble formation and then
cavitations. However, the authors did not give information
about the obtained polymorphic form.

Sun et al.* reported polarization switching of polymorphs in
laser irradiated L-histidine supersaturated solutions in the range
1.4—1.6. CP laser leads to orthothombic A polymorph, whereas

LP laser leads to a mixture of both orthorhombic A and
orthorhombic B crystalline forms.

Regarding DAST, Hosokawa et al*® demonstrated exper-
imentally the efficiency of femtosecond laser pulses in the
crystallization of supersaturated methanol solutions of DAST.

2.2.2. Small Inorganic Molecules. The application of the
NPLIN technique to the inorganic molecules was demon-
strated, for the first time, by Alexander et al.*™* on the
crystallization of KCL Later, other works were reported in the
literature concerning KBr,** NaClOJ,46 KMnO, and
(NH,),80,* and KNO;** According to Alexander and
Camp,42 a single, 7 ns pulse of near-infrared (1064 nm) laser
light is sufficient to grow a single crystal of supersaturated
aqueous potassium chloride in the range 1.05—1.10. Moreover,
the nucleation is likely enhanced through the isotropic
electronic polarization of subcritical KCl clusters by laser light
and a decrease in the free-energy surface on which a small
proportion of the clusters become supercritical. The work
reported by Duffus et al.** on the same molecule in agarose gel
permitted spatial control of crystal nucleation using NPLIN and
demonstrated that the NPLIN efficiency depends on the peak
power density of the laser pulse and not on the total energy
delivered to the solution. Ward and Alexander studied the
impact of both laser wavelength and temperature on the
NPLIN of KCl and KBr from supersaturated aqueous solutions.
They reported that solutions irradiated with 532 nm pulses
resulted in a lower threshold power to nucleation than 1064 nm
pulses. Ward et al.* have also investigated NPLIN in molten
sodium chlorate (NaClO;). They demonstrated a propensity
toward nucleation of the same enantiomorph (levorotatory or
dextrorotatory) of the cubic phase that was used prior to
melting. The nucleation mechanism is most likely heteroge-
neous.

2.2.3. Proteins Molecules. Many experimental studies were
reported in literature; the most studied protein is hen egg-white
lysozyme (HEWL). The first report of the NPLIN of protein
molecules was by Adachi et al.’ They used a focused
femtosecond laser pulse of 780 nm wavelength in order to
induce nucleation of HEWL. It was observed that the number
of nucleated HEWL crystals strongly depends on laser
irradiation conditions. Indeed, the number of created crystals
increases with the number of laser pulses. The following
reported works focused on the nucleation of the same protein
in an aqueous solution®**' or in gel solution media.>>***” To
study the nucleation of HEWL in a solution, Lee et al®®
employed unfocalized nanosecond and picosecond pulsed
lasers, instead of a focused femtosecond pulsed laser. They
noticed that NPLIN in lysozyme solutions was more efficient
with shorter aging time, 532 nm wavelength, higher peak
intensity, and shorter pulse duration. According to their
conclusions, the nucleation mechanism could be attributed to
electric-field-induced reorganization in conjunction with the
increased concentration fluctuations. Tsuboi et al®' demon-
strated the nucleation of lysozyme in heavy water by photon
pressure generated by a continuous wavelength 1064 nm laser
beam during 1-2 h. They observed lysozyme molecular
aggregates. For the sake of understanding the nucleation
mechanism of proteins, the solution is replaced by a gel** In
free solution, when an extemal field is applied its effect is
counteracted by rehomogenizin‘g the solution by convection;
therefore different authors®*™** proposed the use of a gel
medium (poly(ethylene glycol), PEG 6000, or agarose gel) to
suppress diffusion of clusters, nuclei, and crystals in
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crystallization experiments in presence of external fields.
According to Nakamura et al.** the femtosecond laser-induced
shockwave and cavitation bubble generation processes are key
factors for crystallization. Later, similar experimental
ks*'~%* confirmed the provided explanation for the
nucleation mechanism in these experimental conditions.

2.2.4. Miscellaneous. This category concerns NPLIN of
liquid crystals or gas bubbles. For instance, Sun and Garetz®’
studied a single-component liquid crystalline phase transition in
supercooled 40-n-pentyl-4-cyanobiphenyl. According to their
results, the nematic director showed a tendency to align with
the linear polarization vector of the laser, and the authors
concluded that the order is transferred by enhancing
fluctuations in the nematic phase in the direction of the
electric field of the laser. Moreover Knott et al.*' demonstrated
that laser pulses of similar duration, intensity, and wavelengths
can induce the nucleation of CO, bubbles in catbonated water.
They have shown that the threshold pulse energy to induce
CO, nucleation decreases with an increase of solution
supersaturation.

From the above overview, summarized in Table 1, we can
note that most of the reported works have dealt with nucleation
of molecules in aqueous supersaturated solutions. The work
presented in this paper addresses the nucleation of organic
molecule in organic solvents.

drcular

linear polarization, CP

polymorph control through laser polarization

3. MATERIALS, METHODS, AND EXPERIMENTS

3.1. Material. Commerdial carbamazepine (>99%, polymorph II1
powder) was obtained from Enzo Life Sciences company and stored at

= § a g § g g § 4 °C. Absolute methanol (>99,8%) and acetonitrle (>99.9%),

E = = g = purchased from Merck (Darmstadt, Germany), were used as the
~ '.g z 5 crystallization solvents.

= g 3.2. Laser Irradiation Bench Setup and Parameters. An

g8 a8 = 2 overview of the homemade setup that we spedially developed for the

§ § g &£ g d 2\-2 > NPLIN experiments is given in Figure 2. An annular laser light beam is

al al al al al g generated by a Quanta-ray Q-switched Nd:YAG laser, producing a 10

- - B pulses per second train of linearly polarized 7 ns laser pulses at 532

E v ¥ w v € 8¢ nm. The irradiation duration time control is achieved using a shutter,

Thor Lab (SCO05/SH 10). For all the experiments, the exposure

i = =2 s B é duration is 1 min. The reduction of the laser beam diameter could be

NN N~ ~

femtosecond; ps = picosecond; ns = nanosecond. foc = focalized, nfoc = not focalized, LP

done through two types of equipment, a laboratory made telescope
with a nitrogen gas drculation for avoiding plasma discharge at the
focal point and a commercial condenser (HEBX-3X from Melles
Griot). This equipment permits reduction of the beam size from 7 to
3.5 mm. The lineady polarized light is converted to circular
polarization by sending it through a Glan polarizer followed by a
quarter wave plate. A mirror is employed to reflect the beam by 90° in
order to direct it toward the HPLC tube. The laser power is measured
right after the laser source by making use of a mirror that reflects a
portion of the laser beam, and its intensity is measured using a
wattmeter (QE2SLB-S-MB). More details on the experimental set up
can be found in Clair et a.*'

After preparing the solutions in the tubes and then placing them on
the thermostatic sample holder in a circulating bath at 20 °C, we adjust
the different parameters of the laser used to irradiate the tubes. The
sample holder is then set to rotation in order to irradiate the 90 tubes
one by one with the laser beam. However, it should be noted that for
the CP laser, the power intensity is limited to 0.35 GW/cm?. Each tube
is observed under an inverted microscope, and microphotographs are
taken using a CCD camera connected to the microscope at regular
time intervals in order to follow the evolution of the crystallization.
For each tube, the first microphotograph was taken right after
imadiation with the laser, and the last one was taken 3 h after
irradiation. The different microphotographs were then digitally stored
in a computer for further analysis.

3.3. The CBZ Metastable Zone and Spontaneous Nucleation.
In order to demonstrate the impact of laser radiation on the formation

solvent
iminodiacetic add

(ADA)
agarose gel/NaAc buffer

agarose gel/sodum
actetate buffer/NaCl

sodium actetate buffer

continuous wave laser. Pulsation length: fs

glucose dehydrogenase, fructose dehydrogenase,
pulsed laser; CW

myoglobin
lysozyme

E«:uid crystal
alkali-metal vapor

carbonated water

Pp

supercooled 4 n-pentyl-4-cyanobiphenyl (5CB)

compound
lysozyme
lysozyme, ribonuclease B, sorbitol dehydrogenase,

Table 1. continued

polarization.
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managed by Labview

Figure 2. Schematic representation of motorized laser irradiation setup.

Table 2. Experimental Conditions for Metastable Zone Width Determination

CBZ concn (mg/mL in acetonitrile)

CBZ concn (mg/mL in MeOH)

supersaturation coefficient (f, %) S$°C 2 °C 30°C 40 °C s°C 20 °C 30 °C 40°C
110 246 387 528 712 478 8 982 1328
120 268 422 576 3 22 ™4 107.1 1449
130 29.1 457 624 842 565 86.1 116.1 1570
130 313 492 672 0.7 &9 9.6 1250 169.1
150 336 528 720 972 652 9.3 1339 1812
o
1 = oind L] s
g
i 016 4
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Figure 3. (a) Schematic illustration of the method used to determine the metastable zone of CBZ with in situ microscopy: CBZ solubility (blue
curve); metastable limit zone (black curve); heat to complete dissolution (red arrow); cool to supersaturation (green arrow). Circles illustrate
different solution concentrations tested at the chosen temperature: empty circles (not crystallized); filled cirdes (crystallized). (b) Metastable zone
limit of carbamazepine (phase III) in methanol (blue symbols) and in acetonitrile (green symbols). Red and black symbols correspond, respectively,
to solubility curves of CBZ in acetonitrile and methanol according to ref 63.

of carystals, it is necessary to start by determining the CBZ metastable
zone for a given solvent. The potential to reach thermodynamically
metastable states is a characteristic feature of the first order phase
transition.” Starting from the initial phase, supersaturating the
solution during a time interval ¢, leads to the formation of a new
phase originating with the appearance of crystals. The time interval ¢,
separating these two phases is referred to as the induction time and is
used as a measure of the ability of the system to remain in a metastable
equilibrium. It can therefore be used to determine the metastability
limit of the initial phase. Indeed, it allows us to determine the critical

supersaturation coefficient (f5.) below which the initial phase can stay
long enough without losing its metastability. One can define t,, = t,, +
tept tpry Where ¢, corresponds to the time necessary for the solution
to reached the nucleation temperature (20 °C in our case), t,, € [24,
48] h; tap corresponds to the duration of the laser exposure; tp =1
min; typ e corresponds to the duration between the end of the
exposure and the observation of the crystal using the microscope;
typuy € (0.3, 3] h.

It should be noted that in the case of solution irradiation by laser
(NPLIN experiment), the induction time typyy is considered to be the
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minimum time required for the nucleation to take place right after
irradiation.

The determination of the metastable zone of the studied
carbamazepine (polymorph II1) in methanol and acetonitrile solutions
follows the above-described procedure. To that end, the experimental
setup used for screening crystallization conditions and to investigate
solution mediated phases transitions of an active pharmaceutical
ingredient is described by Detoisien et al'' It is composed of a
multiwell setup (ANACRISMAT, France) that consists of a two-
dimensional (X and Y) motorized stage mounted on a Nikon (Edipse
TE2000-U) inverted optical microscope used in conjunction with an
adapted Peltier temperature control unit (0.1 °C). The motorized
stage is designed to carry two blocks of 12, 24, or 48 wells according to
the used vials. We used standard HPLC glass vials (diameter 12 mm)
with 1 mL of solvent in which crystals of carbamazepine could be
observed Sequential image acquisitions are performed automatically
and periodically (from minutes to hours), by using a digital camera.

We carried out a series of experiments that consist of preparing
different solutions at different supersaturation coefficients f, stored
and observed at different temperatures (5 °C, 20 °C, 30 and 40 °C).
The experimental conditions are summarized in Table 2. The
supersaturation coefficient f is defined by C/C, X 100%, where C is
the solution concentration and C, is the solubility at a given
temperature ranging from 5 to 45 °C.** From preliminary
experimental works, we have chosen to work with supersaturation
values in the range of 110% to 150%. The observation of the
nudeation in the different prepared solutions at different instants using
the microscope allowed us to measure the time required for arystals to
appear in each sample. This time was noted as the induction time (t,)
for each sample. Consequently, we considered the critical super-
saturation coefficient f. to be the concentration value under which the
solutions did not crystallize after a time sufficiently long enough ¢. The
schematic illustration of the method used to determine the metastable
zone of CBZ with in situ microscopy is given in Figure 3a. In order to
study the spontaneous nudeation effidency as a function of
supersaturation, the observation of solution is carried out after the
time duration t. The supersaturation coefficdent values are always
chosen within the range of the values that were used above and
pemmitted to determine the metastable zone width

3.4. Supersaturated Solution Preparation for NPLIN. Four
sets of experiments were performed using a total of 360 supersaturated
solutions irradiated with a laser at 532 nm of linear and drcular
polarizations, respectively. For each set, three different concentrations
were prepared For each solution concentration, 30 identical glass
tubes were prepared at 20 °C. The 30 glass tubes were divided into
three groups. Each group of glass tubes is irradiated using different
laser energies.

According to the results obtained in the previous section and the
determination of the critical surpersaturation fi_r (), the prepared
supersaturated solutions in methanol and acetonitrile had coefficient
values of 110%, 120%, and 130%. In the case of methanol, 72.82,
79.44, and 86.06 mg, of CBZ were weighed out and deposited into in
each of the glass tubes. In the case of acetonitrile, 38.72, 42.24, and
45.76 mg were used. For each solution, 1 mL was added to each tube.
We used dassical chromatography tubes that were adapted to fit our
experimental needs.”’ The heating dissolution method was then used
by placing the tubes altogether in a bath (carrousel holder) for about
15h at 50 °C. After complete dissolution, the solutions were cooled to
20 °C and then were aged from 1 to 2 days before irradiation by laser
light at 20 °C. This aging time permits the formation of dusters within
the solutions, thus increasing the probability of nudeation The
requirement for sample aging was reinforced by subsequent work on
glycine®®*** and v histidine.™

Moreover, proper experimental conditions were adopted in order to
avoid photochemical reaction resulting orange coloration (see section
42).

3.5. CBZ Crystal Characterization. The characterization of the
obtained crystals forms was done both by single crystal X-ray
diffraction (Bruker Diffraction D8 system at room temperature) and
by morphology observation under microscope (SEM).

3.6. CBZ Theoretical Calculations. In order to obtain a good and
coherent estimate of the interaction energy for each pair of molecules,
a full ab initio computation was carried out using the same quantum
chemistry model within the functional density theory framework
(M06-2X/cc-PVTZ), available from the Gaussian09 software.®*

The choice for the M06-2X hybrid functional® was made in order
to ensure a reliable account for both short-range and diffuse type
interactions within and between rather remote molecules. The
comrelation consistent triple- basis set®® is known to be a good
compromise between CPU time to be devoted to each computation
and the flexibility that is required for giving a sufficient freedom for the
electrons to reproduce the subtleties imposed by the chemical bond
formations. For each crystalline form, the molecular geometries were
taken from experimental results. However, in many cases, because the
published structures were obtained by dassical single crystal X-ray
diffraction, only the position of hydrogen atoms had to be determined
from ab initio optimizations. Such an additional step is expected to be
of significant importance because many components of the interaction
energies can safely be assumed to rely on hydrogen interplay.

The computation of the interaction energy between two molecules
A and B is of course obtained from the subtraction AE= E, 5 — (Ex +
Eg) where E,_j is the energy for the pair system, while E, and Ej are
the respective energies of isolated molecule A and molecule B. All the
geometries are here kept frozen because the purpose is to evaluate the
interaction energy, not the bonding energy. In that respect, it should
be noted that some pairs were found to be not bonded, that is, the
energy for the A—B system was higher than the sum of the energies for
each optimized subsystem.

However, if the interaction energy were to be estimated from the
above-mentioned subtraction, a significant spurious bias would be
introduced from the basis set superposition error (BSSE) effect. This is
well documented,®” and it is here sufficient to remind the reader that,
because the chosen (limited) basis set cannot account for all possible
electrons behaviors, electrons in system A—B are offered more degrees
of freedom than those in isolated subsystems A or B. The reason is
simply that each basis function is centered on a nucleus, and as such,
for a given quantum chemistry model, the more atoms, the richer the
basis set, and the wider it spans the configuration space. BSSE effects
are thus very well-known for affecting in large part the estimate in
bonding energies and, in our case, interaction energies: part of the
difference in energies between A—B and (A, B) originates from a mere
change in the basis set. In order to overcome that issue, one is thus led
to compute each subsystem (isolated molecules) using the basis set
pertaining to the full system. The interaction energy is now estimated
using AF* = B8 — (EX® + EJ®), where the superscript now indicates
that the full A—B basis set is used for each subsystem. In the case of
bonding computations, this calculation is the first step of a method
referred to as the “counterpoise correction”.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. (BZ Metastable Zone and Spontaneous Nuclea-
tion. Figure 3b shows the solubility curves of CBZ (polymorph
I11) in methanol and acetonitrile reported in the literature,** as
well as metastable zone that we determined experimentally. As
shown in Figure 3b, the critical supersaturation f§_ coefficient
for the CBZ at 20 °C is about 130% in methanol and about
140% in acetonitrile leading to f.somanma(72) = 130% and
Peroscetoniea(72) = 140%. These supersaturation values corre-
spond to a concentration of 0.108 g of CBZ for the case of
methanol and 0.062 g for the case of acetonitrile. In this
metastable zone, nucleation did not occur and no crystals were
observed during an induction time of 72 h. By following the
protocol described above for the case of methanol, the
metastable zone for acetonitrile is also determined. The width
of the metastable zone is higher in acetonitrile than in
methanol. Based on these experimental results, for a super-
saturation lower than f0 . ahuna(72), the solution could be
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considered as metastable. Therefore, for NPLIN experiments,
all the supersaturated solutions were prepared with a
supersaturation coefficient lower than 130%. As a result, any
crystallization from solution in these conditions under
iradiation by an external field (laser in this case) could be
taken as being due to laser, and therefore laser can be
considered as the cause of the induced nucleation. It should be
noted that, for each experiment, new HPLC tubes for our
experiments were used in order to avoid any heterogeneous or
seeded nucleation.

After determining the metastable zone width, we also
evaluated the impact of the solvent on the spontaneous
nucleation efficiency. To that end, different supersaturated
solutions in two solvents (methanol and acetonitrile) were
prepared and stored in an environment at 20 °C for a period of
time sufficiently long (>72 h) to allow for spontaneous
nucleation to begin. Figure 4 shows the fraction of tubes that

E
1.0 4 -
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0.5~ -

04~

Fraction of tubes nucleated

034 -
02+

01~

00

' T T
100 110 120 130 1408
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Figure 4. Fraction of CBZ solution nudeated after t > 72 h as a
function of supersaturation coefficient in the absence of laser
irradiation: red symbols correspond to acetonitrile and black symbols
correspond to methanol at 20 °C. At t <72 h, no crystal was observed.

have crystallized as a function of supersaturation coefficient.
The results clearly show that CBZ nucleation efficiency is
higher in methanol than in acetonitrile. This is in agreement
with a higher solubility of CBZ in methanol (64 mg/mL)
compared with that in acetonitrile (35.2 mg/mL) at 20 °a®
The influence of solubility on the nucleation rate can be
exphined by the classical nucleation theory.”® The classical
nucleation equation predicts that under constant super-
saturation the rate of nucleation is faster in systems with
higher solubility. In both solvents, the CBZ crystal is of form I1I
as identified by its morphology and habit. These results
characterize the spontaneous nucleation of CBZ in acetonitrile
and methanol and will be used for the purpose of comparison
with the case of NPLIN.

4.2. Photochemical Reaction Inhibition. During the
experimental preliminary study, it was observed that CBZ
solutions yield an orange coloration upon exposure to the
pulsed nanosecond laser with wavelength of 532 nm and an
energy density in the range (0.3-045 GW/cm?). The
hypothesis behind the orange coloration is a photochemical
reaction. Consequently, in order to showcase the impact of
laser energy, as well as the polarization, on the nucleation
efficiency, it is necessary to exclude any possibility of nucleation
due to photochemical reactions. This has been accomplished by
first characterizing the photochemical reaction. One notices a

yellow-orange solution coloration as shown in Figure 5. An IR
spectroscopy characterization allows us to identify the nature of

Figure 5. CBZ in methanol solution color change after laser
irradiation: (a) before irradiation; (b) after irradiation

the chemical compound responsible for the coloration. The
obtained spectra are provided in the Supporting Information.
According to the results of the characterization of the CBZ in
methanol solution and works reported in the literature,*”°
iminostilbene (IMS) is the compound responsible for the
coloration (Figure 1b). The analysis of the chemical formulas of
both CBZ and IMS indicates similarities between the two
chemical structures except that, in the IMS molecule, the
CONH, is substituted by a hydrogen atom. This can be
explained by the fact that the bond N—=CONH, is broken due
to laser irradiation. Furthermore, according to previous
studies,”’ the binding energy of the N—CONH, bond is the
weakest in the CBZ molecule. The hypothesis made regarding
the origin of the hydrogen atom is either water molecules
within the solvent or in the ambient atmosphere through
hydrolysis’> or the solvent itself (methanol) through
photolysis.” To reduce the probability of generating IMS,
strict anhydrous conditions were respected when preparing the
solutions mainly by working in an inert atmosphere and by a
pretreatment of the solvents with molecular sieves.”* This is
achieved by developing a specific experimental bench
composed of three main blocks: glove box, argon gas bottle,
and vacuum pump. The schematic diagram of the bench is
detailed in the Supporting Information. The hypotheses
regarding the origin of the transformation of CBZ to IMS,
and thus the presence of a hydrogen in the solution, were
validated by repeating the previous experiments respecting
strict anhydrous conditions as described and by observing the
absence of solution color change after laser irradiation. It has to
be noticed that IMS is known as one of the most important
metabolites of CBZ.”>7

4.3. CBZ Nucleation and Crystallization from NPLIN.
4.3.1. CBZ Polymorphs and Induction Time Reduction. The
crystal habit of CBZ, grown from pure methanol or acetonitrile
under different conditions, is observed under the microscope
and shown in Figure 6. In the case of acetonitrile, the CBZ
habits are either needle-like or prisms as shown in Figure 6a,b,
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Figure 6. Micrographs of crystals obtained by laser irradiation of CBZ solutions (a, b) in acetonitrile and (¢) in methanol; scale bar 100 um.

respectively. The obtained habits were also confirmed by using
scanning electron microscopy (SEM; Figure 7). According to

(a) (b)

Figure 7. SEM micrographs of CBZ crystals produced by NPLIN in
acetonitrile: (a) phase Il and (b) phase L

the reports in refs 77 and 78, a needle-like habit could be
polymorph I or II, while a prism one is polymorph III. For
more precise identification, single X-ray crystal diffraction of
both forms are compared with that reported in the Cambridge
Structure Database (CSD).** Results are given in Table 3 and
confirm that the needle-like habit corresponds to polymorph I
and prism habit to polymorph IIL

For the sake of estimating the induction time after laser
solution irradiation, we depicted in Figure 8 the evolution of
solution nucleation as a function of the time. According to the
results given in Figure 8, 20 min after laser solution irradiation

was necessary for nucleation to occur (dark dots). Simulta-
neously, a sample tube containing the same solution and
prepared in the same conditions but not exposed to laser
required more than 72 h for the nucleation to begin. Despite
the aging time (24—48 h), the exposed solutions remain in a
metastable state, while spontaneous nucleation occurs after 72
h. These results clearly demonstrate that the energy brought by
the laser to the irradiated solution fosters nucleation and greatly
reduces the induction time. Moreover, it confirms that laser
beam power acts upon the primary nucleation. It should be
noticed that the nucleation occurs at the bottom of tubes.

4.3.2. Impact of Iradiation Energy and Laser Polarization
on the Nucleation Efficiency. The study of the dependence of
nucleation efficiency on laser intensity is carried out on a large
number of identical samples that were prepared in strictly
controlled conditions in order to minimize the variation
between samples.**”® We have exposed N samples to a given
laser intensity and counted the number of nucleated samples at
this laser intensity. If n samples nucleate, the nucleation fraction
is then given by n/N.

The nucleation efficiency depends on the supersaturation
coefficient f# as well as on the laser irradiation energy density.
Indeed, this is confirmed by the curves drawn in Figure 9 that
give the nucleation fraction as a function of energy density for
different supersaturation coefficient values and laser polar-
ization. One can easily remark that for both solvents and
polarization types (linear and circular), the higher f# (within the
metastable zone) and the irradiation energy density are, the

Table 3. Characterization of Crystals Obtained by Laser Irradiation of CBZ Solutions by Single Crystal X-ray Diffraction

Refcode from
Crystal tested Refeode from CSD
cSp
by D8 CBMZPNI11
CBMZPNO1
Space group P2y/n P2/n P-1 P-1
a(A%),a(®) 7.533(4) 90 7.53%(1),90 5.275(5),84.19(3)  5.1705(6), 84.124(4)
11.154(6) , 11.156(2) , 20.720(14),
b (A°), B(®) 20.574(2), $8.008(4)
92.81(2) 92.86(2) 87.88(3)
22.383(17),
¢ (A%),y(®) 13.896(7) , 90 13.912(3) 90 22.245(2), 85.187(4)
85.37(4)
Lattice
P-Monoclinic P-Monoclinic Triclinic Trichnic
system
Crystal Habit Prisms Prisms Neadle Needle
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Figure 8. In situ monitoring of nudeation progress after irradiation: CBZ in acetonitrile, supersaturation coefficient 130%, laser energy density 0.3

GW/am?, LP, imadiation time 1 min, scale bar 100 um.,
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Figure 9. Impact of laser energy and polarization on CBZ nudeation in both methanol and acetonitrile.

higher the fraction of nucleated solution is. Moreover, for both
solvents, the nucleation efficiency is slightly higher with the CP
laser than the LP laser. However, by comparing the solvent
effect on CBZ nucleation, one can notice that the nucleation
(for # = 110%) starts at a higher irradiation energy density level
for acetonitrile. This observation confirms the importance of
solubility on nucleation: the higher the solubility, the easier the
nucleation as pointed out previously.

4.3.3. Impact of Laser Polarization on CBZ Nucleated
Polymorphs. For three different values of #§ in acetonitrile and
methanol and for linear and circular laser polarizations, we
represented in Figure 10 the number of tubes that resulted in
CBZ polymorphs of type I or type IIl. The analysis of these
graphs indicates that in acetonitrile, the polymorph type is
influenced by the laser polarization. In the case of LP, nucleated
crystals are mixtures of polymorphs I and III, but in the case of
CP, nucleated crystals are mainly polymorph IIL. In the case of
the methanol, the resulting polymorph is phase III, and it is

laser polarization independent. The identification has been
done by single crystal X-ray diffraction for some crystals and
extended to all samples by optical identification of the habit.
It should be noticed that the CBZ molecule is the first
organic drug molecule for which we demonstrate that laser
polarization has an impact on the crystal polymorphic form;
laser polarization impact has been reported in small organic
molecules such as glycine and histidine. According to Sun et
al,** the polymorphism of glycine was absolutely controlled by
switching the laser polarization in a specific range of
supersaturation values (1.46—1.55), leading to y-polymorph
and a-polymorph for LP and CP, respectively. Outside of this
supersaturation window, different polarizations yield the same
polymorph. Yuyama et al.* demonstrated that under specific
solution conditions, supersaturated or undersaturated or
saturated, and under specific laser polarization, it is possible
to achieve a selective nucleation of @ and y polymorphs of
glycine. According to their results, for the supersaturated or

dxdolorg/10.1021/cg500163¢ | Cryst. Growth Des. XXX, YOO, J00(— XXX

304



Crystal Growth & Design

LP - acetonitrile

Numbxr of tohes nuclessed
"

CP - acetonitrile

"y

"4

LE
74
e
54

44

Numbur of tebes machessod

34

o5 beemi - Vormim C ) remi
L remt —a COtemm
10 4 LV wamm f " —
o4 g
LE rm 3 e —
74 | «
-
! —_— L]
5 i
4 5 i
)4
14
v v L4 Y v Y
1ne o e 1"no 120 1o
Supcrsatunation cocfficsnt () Sapersaturateon coelTisent (Yo}
LP - methanol CP - methanol
[N
Cltemm " Crmm
"4
v -
[ S
g i
‘ 74
g '
- 34
2
H i " H
14
H Y Y . ¥ ' 2 v
e 0 » 1] 12 1w
Suporataraton cocficxost (%) \m:-«c-¢m

Figure 10. Impact of supersaturation coefficient and laser polarization on the CBZ nucleation and crystal forms. laser energy density 0.3 GW/cm?

?‘M sy 50 0 30 20 10 )
a4 CH..O ’:‘“ n «cozm

NH..0 —r
3 . - - ™ T mCszl
2 & - A CH..C
1 - . L3 A A < H

A
Noex &
49 X o
L. . PRE: =,
o AR L Sl
dimer 10 30
N’
A' =
0,51’
I Y 3 33
PN 2 R B O
v ‘@ 10
Tl =
n A 2080
N Faitid
PN i g
dimer -~ i" 10

Figure 11. Interaction energy (k] mol™) for CBZ polymorphic forms I, II, and III versus the rank of the interaction energy (1 is the strongest
interaction for each polymorph). The interaction type is indicated in blue in each range of interaction energy. The packing corresponding to the
different ranges of interaction is given for each polymorph in decreasing order of stability. Symmetry of these packings is indicated in red The green
triangle corresponds to the average values over the four independent molecules of the asymmetric unit. For form III with the interaction energy less
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saturated solutions, the probability of y-crystal preparation
upon CP laser irradiation became higher at lower power

compared with the LP one. Conversely, in the unsaturated
solution, the LP laser irradiation provided highest preparation
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probability of y-form crystal compared with the CP one.
Polarization switching has also been reported for L-histidine.*

5. SOME INSIGHT ON THE PUTATIVE POLARIZATION
SWITCHING NUCLEATION MECHANISM

One of the hypotheses of NPLIN polarization switching is
based on the pre-existence of molecular clusters in the
supersaturated solution. The provided explanation supposes
that the pre-existing rod-like clusters preferentially crystallize
with a LP laser beam while a disk-like cluster will interact with a
CP laser beam.™ In order to estimate the symmetry of the pre-
existing clusters, we have to make the following assumptions:
(i) the symmetry of the preclusters could be predicted through
the symmetry of the final crystal packing; (ii) the nucleation is
driven by the noncovalent bonds present in the final
polymorphs; (iii) the relative strength of these noncovalent
bonds in the final polymorphs is considered as the major
criterion for predicting the symmetry of the preclusters.

We have identified in three CBZ polymorphs, I, 11, and I1I,
the different pairs of molecules formed by a CBZ molecule
chosen as being a center molecule, and each neighbor molecule
is linked by a noncovalent bond (hydrogen bond or a short
contact) to this center molecule. We have excluded the CBZ
form IV according to the crystal habits observed after NPLIN
nucleation, which differ from those observed by Lang et al.”
Pairs of molecules, symmetry cards, and numbering are given in
Figures S5, S6, and S7, Supporting Information. For each pair,
we have calculated the theoretical interaction energy as defined
in section 3.6 (reported in Table S2, Supporting Information).
For CBZ form III, the interaction energy determined from an
experimental charge density previously conducted by El Hassan
et al”' is also provided. Figure 11 represents the different
arrangements as a function of the interaction energy value. CBZ
polymorph 1 presents four independent molecules in the
asymmetric unit. A careful examination of the equivalent pairs
permits reduction of the number of independent pairs from 28
to 16 (Table S3, Supporting Information). Only the average
value of the interaction energy calculated over the four
molecules of the asymmetric unit of CBZ form I is given in
Figure 11. As the energy decreases, one can observe different
behaviors. For an interaction energy less than —64 k] mol !, the
three polymorphs exhibit dimer clusters. At that energy level,
one can consider that there is no difference among the three
polymorphs. For an interaction energy less than —39 k] mol ™",
CBZ form 1l presents a 1-D symmetry (rod-like), which means
that, using the first two strongest interactions, the clusters that
are formed in the supersaturated solution would appear as a
chain. When an interaction energy less than —28 k] mol™ is
considered, CBZ form I presents a 1-D symmetry using the first
two strongest interactions, while CBZ form I is of 1-D
symmetry using the first three strongest interactions. For an
energy interaction less than —23 k] mol ™", CBZ from I1I is of 3-
D symmetry, which takes into account the first four
interactions.

It appears therefore that at an energy less than —23 kJ mol ™/,
CBZ form I and CBZ form Il exhibit a more rod-like behavior
than CBZ form IIL. These results seem to be in agreement with
the polarization switching observed with the acetonitrile
solvent. The aforementioned analysis relies on the assumption
that the nucleation is driven by the noncovalent interactions
existing in the final crystal. This assumption makes use of the
reported work on the nucleation theory based on the bond
orientational order.*’

As reported in Figure 10, the CBZ nucleation through the
NPLIN technique in methanol solvent gives only polymorphic
form III. We have examined the noncovalent interactions that
exist between a CBZ molecule and a fragment C=N and OH
via the use of the CSD.* Among 59 structures including true
polymorphs, hydrates, solvates, and cocrystals (70 hits), none
shows a noncovalent interaction such as (NH--N, CH:--N)
with the nitrile moiety, while CH:--O, NH:--O, and OH:--O are
present in a dozen of structures (Figure S6, Supporting
Information). Therefore, in the CBZ supersaturated solution in
methanol, the solvent could easily make short contacts
inhibiting the formation of phase I or II. Methanol solvent
could be seen as a crystallization inhibitor of CBZ form 1. As
shown in Figure 11, phase Il could easily crystallize through its
m—nx interaction.

Moreover, the fact that one has crystallized phase III and
phase I is consistent with the relative stability of the first two
most stable phases of CBZ*

6. CONCLUSION

The work presented in this paper demonstrates for the first
time the application of NPLIN on drugs. The experimental
work focused on the nucleation of CBZ molecules in methanol
and in acetonitrile. The metastable zone of CBZ was
determined at different temperatures in both solvents and for
different supersaturated solutions. Spontaneous nucleation
requires at least 72 h, and crystals of phase III were observed.
For NPLIN experiments, the nucleation evolution of both
solutions after imadiation by laser beam of different energy
density levels was monitored by collecting photographs of the
observed tube at regular time intervals. Iradiating the solutions
with laser (NPLIN) triggers enhancement of nucleation in the
metastable zone and reduction of the induction time from 72 h
to about 24 h and 20 min. It should be noted that 24 h time
lapse corresponds to the aging time, while 20 min corresponds
to the induction time after irradiation. It should be noticed that
in a incompletely anhydrous solution, a PLIN phenomenon has
been observed instead of a NPLIN experiment when the
solution is sufficiently anhydrous. The nucleation efficiency
depends both on the supersaturation coefficient and on the
laser energy density. It was indeed found that the nucleation
efficiency increases with the energy density carried by the laser
beam. Moreover, the CP laser beam polarization leads to a
slightly higher nucleation efficiency than the LP laser. The laser
polarization affects the type of resulting polymorph. The
irradiation of acetonitrile by CP laser results in phase III crystal,
while LP laser produces phase I and phase Ill. The theoretical
interaction energy was calculated and permitted us to check
that the CBZ form I is rod-like. This is in agreement with the
reported explanation supposing that the pre-existing rod-like
clusters preferentially crystallize with a LP laser beam while a
disk-like cluster interacts with a CP laser beam.™

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information

Details of the lattice data for the four anhydrous polymorphic
forms of CBZ extracted from the Cambridge Database (CSD),
theoretical and experimental interaction energy (k] mol™') data
for CBZ polymorphs III, I, and II, symmetry card and
noncovalent interaction labels for CBZ polymorphs I, II, and
III, spontaneous nucleation efficiency in methanol and
acetonitrile, FT-IR spectra of anhydrous CBZ polymorph III
and iminostilbene, schematic diagram of the experimental
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bench, pairs of molecules used in the calculation of CBZ forms
I, 11, and III and results of the noncovalent interaction in the
structures reported in the CSD that contain a CBZ molecule.
This material is available free of charge via the Internet at

http://pubs.acs.org.
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Introduction

The Non-Photochemical LASER-Induced Nucleation (NPLIN) emerged as a reproducible observation in the
last 10 years with around 40 publications (figure 1). We consider that a LASER, which induces nucleation of
the compound in solution or in a liquid state, belongs to an NPLIN experiment if the crystal obtained is
chemically identical to the initial one. A zwitter 1onic form is considered chemically similar in our definition.
It enables the nucleation of single crystals from supersaturated solutions by shining the sample holder with a
high power LASER (Pulsed at a nano-second or femto-second, Continuous Wave with a focused or
unfocused beam). Three groups appear to concentrate their work on NPLIN. Garetz and co-worker in USA
who have initially demonstrated on histidine and glycine the potentiality of the NPLIN method [1]:
Alexander and co-worker in United Kingdom who have focalized their research on the understanding the
mechanism, through studies of KC1 and KBr [2]: Masuhara and co-worker have made an extensive study on
organic and protein compounds [3]. In opposite to the first two groups. they have mainly used a femto-
second pulsed LASER or a continuous wave LASER. It

has been shown that it 1s possible therefore to control the 7
number of crystals and their size, as well as to orient their

growth among various polymorphs and various directions 6
by modulating the LASER power and its polarization. A

few phenomenological or quantitative theories describing
this process have emerged such as optical Kerr effect.

bubble cavities. shock waves etc... but the NPLIN 4
mechanism(s) remain under controversial. Besides this
fundamental aspect. the control of the polymorphism of
molecules of pharmaceutical interest 1s important since the
nature of the polymorph in the tablet changes its ability to
the dissolution test and more generally its bioavailability.
NPLIN could represent a method of high potentiality in
the context of the pharmaceutical industry. 0

w

N

[

Figure 1. NPLIN publication statistics (blue: inorganic
compounds, green: organic molecules; rose: proteins).
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The aim of this paper is to give some new insights on the NPLIN of organic molecules (mainly drugs) using
a Pulsed nanosecond LASER. This contribution to the understanding of the mechanism will be given through
various methods (figure 2):

- an in situ observation of the solution, before, during and after the LASER irradiation (step 2) via an
optic follow up of the sample:

- the use of a whole experimental methodology from a complete description of the solution before
irradiation (step 1) to the fine charactenzation of the crystal obtained by high resolution X-ray
diffraction leading to experimental binding energy interactions (step 3):

- a simulation methodology: estimation of the binding energy of the clusters from ab initio quantum
calculations.
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predictive study (see § 6.) 1) glycine
(five polymorphs), a simple amino acid which exhibits properties against schizophrenia and catalepsy [4]:
glycine was the first compound for which a polarization switching using NPLIN has been demonstrated [1].
We will briefly present the main results on the NPLIN experiments for the three molecules. We will also
give some insight into the putative mechanism of the polarization switching from ab initio quantum
calculations and from prediction through a systematic crystal packing type determination via an analysis of
the Cambridge Structural Database (CSD).

1. Material and methods

Nucleation 1s a stochastic phenomenon [5]: it 1s therefore crucial to be able to perform numerous
experiments under the same experimental conditions. Considering the influencing factors in the nucleation
process, primarily temperature should be controlled and monitored, and the energy density of the LASER
beam also has to be monitored. Furthermore, a visual monitoring of crystallization through
microphotographs 1s necessary. Taking into account these general needs, a multipurpose high-throughput
experimental setup has been designed. We chose to use different methods for characterization: in situ by a
visual control of the morphology. ex situ after filtering of the solution. through Powder X-Ray Diffraction.
Single Crystal X-ray Diffraction measurements, Scanning Electron Microscopy observations and Raman
scattering. Figure 3 shows how the experimental design was implemented. A full ab initio computation
was carried out using the same quantum chemistry model within the density functional theory framework

(M06-2X/cc-PVTZ). More

I details are available in Tkni
b g ol et al. [6].
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Figure 3. Photographs of the

/ experimental setup. Crystals
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. carbamazepine (bottom left)

age acquisition and See [7] for more details.
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2. NPLIN experiments on carbamazepine (CBZ)

The metastable zone of the CBZ was determined at different temperatures in methanol and in acetonitrile and
different supersaturated solutions were used, leading t0 P20, methanol (72) = 130 % and Pe 20, acetonitite (72) = 140
% at 20°c for 72 hours. The nucleation evolution of both solutions after irradiation by LASER beam of
different energy density levels was monitored by depicting photographs of the observed tube at regular time
intervals. CBZ crystals appear at the bottom of the HPLC tubes. Irradiating the solutions by LASER
permitted to launch nucleation in the metastable zone and to reduce the induction time from 72 h to about 20
min. The nucleation efficiency depends both on the supersaturation coefficient as well as on the LASER
energy density. It was indeed found that the nucleation efficiency increases with the energy density carried
by the LASER beam. Moreover, the CP LASER beam polarization leads to a slightly higher nucleation

o



efficiency than the LP polarization. The LASER polarization affects the type of resulting polymorph. The
irradiation of acetonitrile by CP laser results in form III crystal while LP laser produces form I and form III

(figure 3).

LP - acetonitrile CP - acetonitrile LP - methanol CP - methanol
1+ 11 i g | a | i
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Figure 3. NPLIN polanization switching of CBZ in methanol and acetonitrile under different polanization and different
supersaturation (110, 120 and 130%). The bar corresponds to the number of nucleated tubes.

3. Preliminary NPLIN experiments on sulfathiazole (ST)

The metastable limit has been determined and it corresponds to Pc2s, water / ethamol 11 (192) = 170 %.
Spontaneous and NPLIN nucleation under LP or CP polarization are presented in figure 4. The main
conclusions which could be drafted are 1) a drastic reduction of the induction time, 20 mn after irradiation
more than 2/3 of the tubes have nucleated while references tubes have not crystallized; 1) for a given
supersaturation the minimum energy needed for inducing nucleation of 2/3 of the nucleated tubes 1s 0.5
GW/cmz; 111) the exposition time (from 10 to 60 s) has no influence on the nucleation. Further investigations
will be performed at least with 1 pulse; 1v) the nucleation takes place at the bottom of the tube; v) the
morphologies observed on Figure 4 are quite different. Characterization of the different polymorphs by
SCXRD 1s in progress but according to similar morphology already reported in the literature it seems that
NPLIN with LP has induced a
mixture of form I, IIT and IV [8].

Spontaneous nucleation

Figure 4. In situ monitoring of nucleation
progress: sulfathiazole in water/ethanol,
supersaturation coefficient 130%, laser
intensity 0.5 GW/cm?; a) spontaneous
nucleation, b) LP; c) CP; irradiation time:
1 min. Probable polymorph assignation 1s
indicated.

4. NPLIN experiments on glycine (GLY)

We have chosen to illustrate the capability of our experimental setup on glycine, a small amino acid, which
could be considered as a model compound for polymorphism studies. Furthermore, glycine is the organic
molecule, which is the most studied compound via NPLIN technique. Results show that LASER stimulates
the nucleation inside the metastable zone (critical supersaturation constant .17 (168) = 150 %) where no
spontaneous nucleation occurs. Real time recording video shows a short induction time (some minutes in
order to have a crystal detection with the camera mounted on a microscope). Particular morphologies of
crystals induced by the LASER have been observed those are not produced by spontaneous nucleation
(figure 5). All the formed crystals have been i1dentified as belonging to o polymorph through single crystal
X-ray diffraction experiments. Furthermore, we have observed that glycine nucleates at the air / solution
interface before falling down to the bottom of the tube.




Nucleation efficiency via a LASER in a non-photochemical way has been evidenced at different
supersaturations or laser beam energy: the higher the supersaturation constant value the better the nucleation
efficiency 1s. A maximum is observed for the glycine nucleation efficiency as a function of the LASER
energy density.
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Figure 5. User manual mode to follow the crystallization. The t, corresponds to the end of the LASER exposure
(exposure time = 60s, energy = 0.25 GW/cm?, linear polarization, supersaturation = 145 % at 17°C). Three different
morphologies are indicated with a yellow arrow.

5. Insight the putative polarization switching mechanism

One of the hypothesis of the NPLIN polarization switching 1s based on the pre-existence of molecular
clusters in the supersaturated solution. The provided explanation supposes that the pre-existing clusters of
rod-like type preferentially crystallize with a LP LASER beam while a disk-like behavior will interact with a
CP LASER beam [1]. In order to estimate the symmetry of the pre-existing clusters, we have to make the
following assumptions: 1) the symmetry of the pre-clusters could be predicted through the symmetry of the
final crystal packing; 11) the nucleation is driven by the non-covalent bonds present in the final polymorphs;
111) the relative intensity of these non-covalent bonds in the final polymorphs is considered as the major
criterion for predicting the symmetry of the pre-clusters.
We have applied this methodology to the compounds studied (carbamazepine, sulfathiazole, glycine). We
present here the final results for

.7 p o 4 a3 . Z .
? s b 2 i i o g carbamazepine (figure 6).
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Figure 6. Interaction energy (KJ.mol-1) for
CBZ polymorphic form I, IT and III versus

the rank of the interaction energy (1 1is the
strongest interaction for each polymorph).
The interaction type is indicated in blue in
each range of interaction energy. The
0 packing corresponding to the different
3D : : range of interaction is given for each
polymorph in decreasing order of stability.
Symmetry of these packing is indicated in
red. The green triangle corresponds to the
average values over the four independent
molecule of the asymmetric unit. For the

~ = form I with the interaction energy < -23

" ',‘ KJ.mole-1 the projection along a, band c
S axis 1s given in order to better demonstrate
dimer s 4 B

10 the 3-D character of the packing.

In three CBZ polymorphs, I, IT and IIT we have identified the different pairs of molecules formed by a CBZ
molecule chosen as being a center molecule and each neighbor molecule linked by a non covalent bond
(hydrogen bond or a short contact) to this center molecule. We have excluded the CBZ IV according to the
crystal habits observed after NPLIN nucleation, which differ from those observed by Lang et al. [9] For each
pair, we have calculated the theoretical interaction energy as defined in section 1. For CBZ III, the
interaction energy determined from an experimental charge density study previously conducted by El Hassan
et al. [10] 1s also compared. Figure 6 shows the different arrangements as a function of the interaction energy
value. As the energy decreases, one can observe different behaviors. For an energy interaction < -64 kJ.mol-
1, the three polymorphs exhibit dimer clusters. At that energy level one can consider that there is no
difference between the three polymorphs. For an interaction energy < -39 kJ.mol-1 CBZ III presents a 1-D



symmetry (rod-like) which means that. using the first two strongest interactions, the clusters formed in the
supersaturated solution would look as a chain. When considering an interaction energy < -28 kJ.mol-1, CBZ
I presents a 1-D symmetry using the first two strongest interactions, while CBZ II 1s of 1-D symmetry using
the first three strongest interactions. For an energy interaction < -23 kI.mol-1. CBZ III 1s of 3-D symmetry
that takes into account the first four interactions. It therefore appears that, at an energy < -23 kJ.mol-1 CBZ I
and CBZ II exhibit a more rod-like behavior than CBZ III. These results seem to be in agreement with the
polarization switching observed with the acetonitrile solvent. The aforementioned analysis relies on the
assumption that the nucleation is driven by the non-covalent interactions existing in the final crystal. This
assumption makes use of the reported work on the nucleation theory based on the bond orientational order
[11].

As reported on Figure 3, the CBZ nucleation through NPLIN technique in methanol solvent gives only the
polymorphic form III. We have examined the non-covalent interactions, which exist between a CBZ
molecule and a fragment C=N and OH via the use of the CSD. Among 59 structures including true
polymorphs, hydrate, solvate and cocrystals (70 hints) Not one shows a non-covalent interaction such as
(NH...N, CH...N) with nitrile moiety, while CH...O, NH...O and OH...O are present in a dozen of
structures. Therefore in the CBZ supersaturated solution in methanol, the solvent could easily make short
contacts enabling the formation of form I or II. Methanol solvent could be seen as a crystallization inhibitor
of CBZ 1. As shown in Figure 11, form III could easily crystallize through its 7-x interaction. Moreover, the
fact that one has crystallized form III and form I 1s coherent with the relative stability of the first two most
stable forms of CBZ.

6. Toward the construction of a tool for predicting the compounds suitable for a polarization switching
under NPLIN experiments

The methodology described previously implies that quite long ab initio calculations (especially in the correct
choice of the basis set according to the non-covalent interactions present in the compound) were done for
each molecules studied via NPLIN. Within these calculations 1t has been demonstrated that crystal packing
of 1D-type preferentially interact with a LP LASER beam while a crystal packing of 2D-type preferentially
interact with a CP LASER beam. These observations have to be modulated with the solvent interactions,
which could exist at the place of the non-covalent molecule — molecule interaction. In order to identify the
potential existing polymorph drugs. which could be good candidates for NPLIN. it 1s therefore important to
know. for each compound. the crystal packing type (dimmer, 1D, 2D, 3D) of each true polymorph. That
characterization i1s sometimes reported in the litterature but in a too empiric way; this information 1s not
suitable for our purpose.

We have therefore developed the following methodology: 1) we have extracted from the whole CSD all the
compounds which present more than one structure reported. This has been done using Excel® macro on the
data file available from CSD. Starting with 229 855 structures, 1t falls to 10 346 structures corresponding to
4541 different molecules — 729 having more than 2 polymorphs (coordination compounds. and co-crystals
where eliminated): 11) Using another Excel® macro tool, we have classified the different results in different
Excel sheets according to the number of the different polymorphs: 111) a third Excel® macro tool has been
used for eliminating the different structures for a same polymorph (such as measurement at different
temperatures, pressures or radiation). At this last step we obtain a database of polymorphs.

Once the database of the polymorphs determined, the next task concerns the determination of all non-
covalent interactions existing in each polymorph. The development of an automatic process using the cif file
and the algorithm existing in Mercuxy® 1s under progress. In order to validate this point of our methodology.
we have extracted around twenty molecules leading to fifty independent polymorphs (mainly drugs with no
primary toxicity when manipulating). For these structures we have determined manually. using Mercury®. all
the non-covalent interactions existing in each structure and saved each interactomic distance.

After this. the third task consists in determining the relative rank (in terms of strength) of the non-covalent
interactions inside each polymorph. For achieving this goal. the direct use of the non-covalent interaction
interactomic distances is meaningful only for a same type of interaction (NH...O, CH...O, ...). The
determination of the energy of each non-covalent bond could be a meaningful critenia for classifying all the
interactions. According to the work of Espinosa ef al. [12]. 1t 1s possible to determine the energy of each
bond through the analysis of the total electron density obtained from an experimental high resolution single-
crystal X-ray diffraction study. Hence, using the properties of the bond critical point for each interaction (p.



H (kcal.mol?)

V. ...). 1t is possible to calculate the energy according to Abramov formula [13]. Therefore one has different
abacus for each type of bonds as shown on figure 7 for the OH...O interaction. Using recent charge density
studies, we have completed for each type of interaction the plot connecting the interatomic distance and the
energy at the bond critical point and determined the equation of each curve fit. Using plots presenting the

energy gap between energy density for each interaction

o . versus the energy of the strongest interaction it has been
350 possible to determine how many interactions have to be
300 L taken into account for characterization of polymorph type.
20 ‘;-,\'.:_ ) A final use of Mercuxy® with these retained interaction, has
¥.: allowed us to establish the tendency of the crystal packing
- -\';‘s. (0-D. 1-D. 2-D, 3-D). The polymorphs, which would be
150 ‘“\ good candidates for NPLIN polanization switching would
100 o -\\\ be those which exhibit at least one polymorph of 1-D type
- * S and one of 2-D type. This 1s the methodology that have led
, CT—— us to study the sulfathiazole NPLIN experiments.
1 15 2 25 3
OH...0 Non covalent interaction distances (A} Figure 7. Energy density at the bond critical pomt of OH...O
bond function of the H...O distance.
Conclusions

In this paper. we have shown, that using a well defined methodology and a fully controlled experimental
setup. it 1s possible to use LASER beam in order to induce nucleation of carbamazepine, sulfathiazole and
glycine. In all cases, NPLIN reduces drastically the induction time from some days to some minutes. Despite
the same experimental device, the nucleation site 1s either the bottom of the HPLC tube (CBZ. ST) or the
meniscus (GLY). The nucleation rate generally increases with the energy density. The use of different
polanization of the LASER beam leads to different morphologies and at least different mixtures of
polymorphs. The putative polarization switching mechanism has been studied through two different
approaches, but both having the same goal, the characterization of the crystal packing type of each
polymorph. The first approach, which 1s based on the interaction energy determination of the pairs of
molecules of each polymorph. lead to a quantification of the non-covalent energy interaction. a ranking of
these interactions and therefore the characterization of the crystal packing type. The second approach is
based on an analysis of the CSD by, using the abacus connecting interatomic distances and energy density
interaction.
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Nucléation/croissance
des cristaux declenchee
par impulsion laser

Jacqueline Belloni, Anne Spasojevi¢-de Biré, Sébastien Sorgues,
Mehran Mostafavi, Philippe Scoufflaire et Nour-Edine Ghermani

Résumé

Mots-clés

Abstract

Keywords

Le principe des études présentées dans cet article sur la nucléation et croissance des cristaux est de
provoquer une onde de choc grace a une impulsion laser sur une solution sursaturée métastable (« non
photochemical laser-induced nucleation »). Des noyaux surcritiques sont ainsi générés et grossissent en
cristaux par accrétion des molécules environnantes. Des systémes synchronisés avec I'impulsion permettent
d’en étudier la structure selon la polarisation du faisceau laser ou de mesurer la constante de vitesse rapide
de croissance.

Cristallographie, transition de phase, laser pulsé, croissance cristalline, nucléation, solution
sursaturée, polymorphisme.

Nucleation and crystallization by laser pulse

The principle of the nucleation and crystallization studies presented in this article is to induce through a laser
pulse a shockwave in a supersaturated metastable solution. Supercritical nuclei are generated and grow into
crystals by accretion of surrounding molecules (“non photochemical laser-induced nucleation”). Pulse-
synchronized set-ups are used to observe their structure depending on the light polarization or to measure
the fast growth rate constant.

Crystallography, phase transition, pulsed laser, crystal growth, nucleation, supersaturated solution,

polymorphism.

L a cristallisation est le processus de la transition de phase
de molécules isolées, a I'état liquide, dissous ou gazeux,
vers |'état solide ordonné d’un cristal. C’est un phénoméne
trés répandu, que ce soit dans la nature ou elle est présente
dans de nombreux domaines tels que le climat (formation

si bien que sa vitesse et son mécanisme échappent a la
mesure. C'est aussil le cas des observations de la croissance
d’agrégats cristallins se formant a la suite d’'une réaction
chimique, méme induite trés rapidement par une impuision

de la neige, figure 1 [1-2]), la géologie (formation des
roches et des concrétions par dépdt, figure 2), la biomi-
néralisation (formation des os ou des coquillages), ou
qu’'elle soit exploitée dans I'industrie (métallurgie, purifi-
cation par cristallisation, formulation, pharmacocinétique,
synthése de grands cristaux purs, marais salants...).

Il est bien établi que la morphologie, la structure et la
taille finale des cristaux dépendent essentiellement des
conditions de sursaturation de leur naissance (voir enca-
aré 1) et de I'anisotrople des vitesses de leur croissance
dans les différents axes du cristal, comme le montre la
figure 1 pour les flocons de neige. Il est donc essentiel de
comprendre ces mécanismes afin de pouvoir controler
les spécificités du cristal final.

Cette dynamique de la transition vers le cristal est le
plus souvent provoquée par le refroidissement d'un
liquide, I'évaporation du solvant d'une solution, I'addition
d'un autre liquide ou d’'un sel. Elle peut également &tre
consécutive a une réaction chimique dont le produit est

Supersaturation (g/m?)
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insoluble dans le milieu réactionnel initial (ou précipita-

tion). Cependant, le processus de la nucléation est lul- Figure 1 - Différents types de morphologie de flocons de neige formés dans I'air
méme beaucoup plus rapide que ces changements de a pression atmosphérigue en fonction de la température et de la sursaturation
température et ces durées d'évaporation ou de mélange, de I'eau, comparables aux conditions d’un nuage dense (d'apres [2]).

Fackalité chimique - juil-coltsept.oct. 2014 - n° 387.388.389




Figure 2 - Vasques de Pamukalle (Turquie).

Dépdts de carbonate de calcium provenant de sourcaes thermales (photo
J. Belloni, DR).

d’électrons [3] ou par microfiuidique [4], car ces réactions
sont moins rapides que la nucléation elle-méme.

Une approche nouvelle pour étudier la dynamique de la
cristallisation, en absence de toute réaction chimique et sans
avoir recours a un refroidissement ou un mélange, consiste
a préparer des solutions sursaturées, donc thermodynami-
quement métastables a une température fixée (encaaré 1),
mais qu'un choc suffit a faire cristalliser. B.A. Garetz et son
équipe ont montré qu'une onde de choc créée par des impul-
sions laser, sans aucune action photochimique, pouvait
pourtant provoquer la cristallisation de solutions sursaturées
d'urée [5-6]. lis ont appelé cette méthode « non-photochemi-
cal laser induced nucleation » (NPLIN), depuis appliquée a
d'autres molécules, notamment par les équipes de H. Masu-
hara [7-8] et de A.J.Alexander [9). Nous décrivons ici
comment I'onde de choc induite par une impulsion laser per-
met de provoquer a un moment défini la formation d'un grand
nombre de noyaux surcritiques et d’étudier, en fonction des
conditions de la transition, soit les différentes structures de
cristaux caractérisées par microscopie optique, diffusion
Raman et diffraction des rayons X, soit d’en étudier la dyna-
mique de croissance en couplant I'impulsion laser unique
avec une méthode de détection optique résolue en temps.

Principe des expériences

La premiére étape consiste a préparer une solution sur-
saturée métastable des molécules que I'on souhaite faire
cristalliser, par dissolution par chauffage de la quantité adé-
quate de cristaux supérieure a la solubilité ((1) sur la figure 3),
puis refroidissement sans vibration jusqu'a par exemple la
température ambiante ((2) sur la figure 3). Le domaine de la
métastabilité est limité supérieurement par la courbe corres-
pondant a I'équilibre thermodynamique entre les molécules
isolées et les diméres qui forment la premiére étape de la cris-
tallisation [11-13]. Au-dela, la cristallisation est spontanée
et immédiate. Cette courbe est représentée en tirets rouges
mais seule une valeur par défaut peut &tre connue. En deca,
la limite de zone métastable s(t) est définie comme le rapport
maximum a la concentration saturée d'un soluté dans un
solvant pour laquelle les cristaux ne se forment qu’au bout
d’'un temps .

Lalongueur d'onde de I'impulsion laser est choisie de telle
sorte qu’elle n'est pas absorbée par I'état métastable qui est

Encadreé 1

Meétastabilité des systémes sursaturés

Alors qu'un changement d'état a un autre correspond a une équi-
valence thermodynamique entre les deux, cinétiquement, le chan-
gement d’état n'est pas strictement réversible. En effet, avant de
basculer d’'un état de molécules isolées, sans interaction entre
elles, vers un état condensé ordonné, le systéme passe souvent,
particulierement s'il est trés pur, par un état métastable de durée
plus ou moins longue, alors que la transition inverse est sponta-
née. On assiste ainsi par exemple a la surfusion de I'eau pure, res-
tant liquide dans un état métastable bien au-dessous de 0 °C,
alors que la glace fond toujours a 0 °C a la pression atmosphé-
rique. C'est d’ailleurs pourquoi cette température de la glace fon-
dante (et non du gel de I'eau !) a été définie comme référence de
I'échelle des températures Celsius. De méme, on peut préparer
des solutions métastables sursaturées, caractérisées par un
indice s = Cgyysat/Csat, ©n dissolvant & chaud une quantité trés
grande de soluté puis en refroidissant sans a-coups la solution
jusqu'a la température ambiante sans qu’elle ne sédimente, alors
que la limite de solubilité du composé a cette température est lar-
gement franchie. Lorsqu’un liquide est trés chargé en gaz dissous
grace a une surpression du gaz, puis qu'il est brusquement rame-
né a la pression ambiante, il se trouve dans un état métastable de
sursaturation, et I'excés de gaz s'échappe alors plus ou moins
rapidement en bulles...

La théorie classique de la nucléation [10] nous apprend que, dans
un systéme sursaturé, I'étape de croissance d’un cristal ne devient
spontanée qu'au-dela d’une taille minimale critique d’'un noyau.
Elle est donc précédée par I'étape de nucléation, plus lente car la
dissociation I'emporte sur la croissance, jusqu’a ce que des fluc-
tuations dans les conditions du milieu permettent la formation de
quelques noyaux surcritiques. La métastabilité dure d’autant plus
que la probabilité de cette formation est faible. Nous avons mon-
tré, dans un modéle moléculaire de la nucléation [11-12], que la
métastabilité a I'état de monoméres et sa cinétique de cristallisa-
tion, trés ralentie par rapport 2 la transition inverse de la dissocia-
tion de I'état condensé, résultaient a la fois : a) de I'augmentation
de I'énergie moyenne de liaison entre les monoméres en fonction
de la nucléarité de I'agrégat en construction, qui ressort des
calculs théoriques et des expériences sur les agrégats en phase
gazeuse, et b) de la nécessité cinétique de construire I'agrégat
d’abord par une dimérisation initiale de monomeéres. En effet, la
probabilité cinétique de rencontre simultanée de plus de deux
especes est bien plus faible que pour deux. La construction du
noyau surcritique commence donc par une dimérisation, suivie de
I'addition successive de molécules jusqu'a la nucléarité critique.
La durée de la métastabilité avant cristallisation spontanée dé-
pend alors de la température et de la probabilité d'amorcer cette
dimérisation, et de sa poursuite par addition de molécules sur
le dimére jusqu'a la nucléarité critique requise par la théorie
classique de la nucléation.

Lorsqu'un seul petit cristal est plongé dans la solution métastable,
il sert de germe de croissance vers un grand monocristal qui
concentre toutes les molécules sursaturées sans que d'autres
cristaux ne solent formés. Il est bien connu que la métastabilité est
extrémement sensible méme aux impuretés solides, parfois a cer-
taines surfaces de récipients, qui servent de germes exogénes
a la croissance des cristaux et aussi aux chocs qui favorisent
les fluctuations locales de concentration.
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transparent pour celle-ci. Aucune réaction photochimique
n’est donc produite. En revanche, I'onde de choc provoquée
par l'impuision crée dans I'échantillon, a température
constante, des fluctuations de concentration qui de ce fait
peut localement excéder la concentration nécessaire a la for-
mation de dimeéres et amorcer une croissance avec I'addition
des molécules suivantes sur les dimeres ((3) sur la figure 3)
Jusqu'a atteindre la nucléarité critique pour une croissance
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120 i ) ' . ' i dans le carrousel et sont tour a tour exposés au faisceau
o [ Cristoux+ / Sahithen 1| laser et observés optiquement a I'aide d'un microscope
[ Solution Pl SRS optique inverse. L'analyse des cristaux obtenus se fait in
100 - saturée - | sftu par la prise de photographies a travers le microscope
~ O ket / / lmpulsaonlaser unique || et ex situ par différentes techniques : diffusion Raman,
O ol C"‘ka o ) Onde de choc 1| diffraction des rayons X sur poudre et diffraction des
= b T 1| rayons X sur monocristal. Les paramétres analysés sont
g Mp 0) Ref.-ommmem 7| refficience de la nucléation en fonction de la densité
S 6of < | d'énergie dulaser, de la sursaturation, de la durée d'expo-
g» s0 L Dissolution | sition, le lieu de nucléation (ou plus exactement de la
g ol 1| visualisation des cristaux dés qu'ils sont détectables au
o 1| microscope), la morphologie et la nature du polymorphe
wel i Solution -| obtenu (encaaré 2).
20 |- sous-saturée = o )
10fF 1| Nucléation induite par laser .
b - o = e = de la carbamazépine et de la glycine
Température (°C ) Pour démontrer I'impact du laser sur la nucléation [21],

Figure 3 - Diagramme des phases stables et métastable de solutions d'un
soluté dans I'eau (ici KNO,) et principe de I'expérience [13].

1) Dissolution par chauffage au-dela de la courbe de solubilité des cristaux en excés par
rapport a la saturation. 2) Refroidissement jusqu’a I'ambiante, sans vibration, de cette
solution qui devient sursaturée et métastable. 3) Absorpt
laser dont I'onde de choc provoque localement une augmentation de concentration
suffisante pour créer les noyaux surcritiques. 4) Trés rapidement, ces noyaux grossissent
et la concentration de la solution en excés revient a I'état stable de saturation en présence

de cristaux en excés. La courbe en tirets symbolise la
molécules dissoutes et les diméres, qui constitue la lim

données ne sont pas connues. La limite de s(t) pour une métastabilité pendant un temps t

est située a une concentration inférieura.

nous avons travaillé avec la carbamazépine [22] et la gly-
cine [14]. L'anti-convulsant carbamazépine (C45H;,N,0)
est considéré comme un composé modeéle dans I'étude
du polymorphisme car il présente quatre polymorphes (le
polymorphe lll est le plus stable) et une trentaine de
pseudo-polymorphes. La glycine (NH,CH,COOH) est un
acide aminé pour lequel Zaccaro et coll. [6] ont obtenu une
nucléation de la forme « ou de la forme y en fonction de
la polarisation. Il faut au préalable déterminer la limite de
la zone métastable pour les solutions sursaturées des
deux composés dans différents solvants. L'utilisation de

ion d'une impuision unique de

transition spontanée entre les
ite de la métastabilité, mais les

spontanée. Remarquons toutefois qu'a tout instant, cette
addition coexiste avec des réactions de dissolution qui frei-
nent partiellement la croissance. Apres relaxation du choc et
la fin de cette étape de nucléation, ces cascades de réactions
ont abouti & la formation d’un certain nombre de noyaux cri-
tiques qui, a concentration de sursaturation et température
constantes, peuvent, conformément a la théorie classique de
la nucléation, croitre spontanément ((4) sur la figure 3). Les
impulsions laser ont donc le double role de créer des noyaux
surcritiques en grand nombre par rapport aux noyaux formés
aléatoirement avec le temps, et tous dans un méme temps
qui est négligeable par rapport a I'échelle des temps de leur
croissance. Ainsi, on obtient un comportement homogéne
des noyaux en croissance. Par ailleurs, le train d'impulsions
ou l'impulsion unique peuvent &tre synchronisés avec le
départ d’'une observation directe en fonc-
tion du temps des cristaux en croissance.

Nucléation/croissance
et structure des cristaux

Montage expérimental

Le montage expérimental a été réalisé
de facon a assurer un contréle de la tem- g
pérature, de la puissance du laser, ainsi
qu'un grand nombre d’expériences dans
les mémes conditions (figure 4) [14]. La
densité d'énergie du laser YAG-Nd (lon-
gueur d'onde de 532 nm, faisceau de
7 mmdediametre, pulsede 7 ns, 300 mJ)

solutions sursaturées dont la sursaturation est inférieure a s(z)
(ou t est une durée de métastabllité suffisante, choisie pour
pouvoir installer les échantillons et les soumettre a I'impuilsion
laser avant une cristallisation spontanée) permet de s’assurer
que la nucléation est bien induite par I'impulsion ou le train
d’impulsions laser. Enfin, un soin tout particulier doit &tre
apporté pour éviter tout choc ou toute impureté dans la pré-
paration des solutions. Ensuite, les solutions métastables
sont exposées au laser pendant une minute. L'efficacité de
la nucléation en fonction de la densité d’énergie pour la pola-
risation circulaire est représentée sur la figure 5. Ainsl, pour
des solutions dont la sursaturation est inférieure a la sursa-
turation s/{1), I'action du laser induit la nucléation puis la
cristallisation des molécules. La caractérisation de la struc-
ture cristaline des composés obtenus a montré qu'il

. . "

b

Lame partellement réfléchissante  Lame quart d'onde

est réduite d'un facteur 3 grace a un
condenseur. Quatre-vingt-dix tubes de
chromatographie en verre pouvant étre
remplis, entre 0,2 et 2 mL sont disposés

Figure 4 - Montage expérimental développé a I'Ecole Centrale Paris.
a) Photographie de I'ensemble expérimental ; b) schéma de principe ; c) camrousel porte-échantillons et
microscope inverse ; d) tubaes HPLC ; o) ligne optique. L'ensemble des éléments aest piloté par un logiciel

développé sous LabView. Un polariseur et une lame quart d'onde sont interposés dans
permettre de transformer le faisceau laser lindaire en un faisceau circulaire.

le faisceau pour
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Encadré 2

Polymorphisme et industrie pharmaceutique

Le polymorphisme est défini par I'aptitude d'une molécule donnée a exister a |'état solide sous diffé-
rentes structures cristallines (figure a) qui ont des arrangements ou des conformations différents des
molécules dans la maille cristalline [15]. |l signifie essentiellement que dans différents polymorphes, la
méme molécule existe dans différentes orientations. Si cette différence est liée a un type d'empile-
ment cristallin, le polymorphisme est dit d'empilement ou de position, et si elle est due a la différence
de conformation, il est appelé polymorphisme de conformation [16]. Par exemple, le 5-méthyl-2-[(2-
nitrophényllamino}-3-thiophénecarbonitrile, connu sous le nom de ROY (« red, orange and yellow »),
peut cristalliser en neuf formes différentes [17], dont six sont représentées sur la figure b. Les diffé-
W.C. Mc Crone : « Chaque composé a différentes formes polymorphiques et, de maniére générale, le
nombre de formes connues d'un composé donné est proportionnel au temps et a I'énergie consacrés
a la recherche sur ce composé » [18]...

Polymorphes vrais a

e
[RRLEE U
e
PPy

Pseudo-polymorphes ou isomorphes

vooo

e

Solvates

Solvates désolvatés Solvates amorphes

i « : moiculo organique :
f 9 & dans une L)
S1melionte do sovant Plaquettes oranges rouges Sy '
Pica py Priemes rouges

a) Représentation schématique de l'empilement cristallin de polymorphes et de pseudo-
polymorphes. b) Différentes formes polymorphiques de la molécule ROY [15].

Le pseudo-polymorphisme (ou isomorphisme) conceme l'inclusion dans la structure cristalline d'une
quantité stoechiométrique au soluté de molécules de solvant, créant une entité différente de celle de
départ : il ne s"agit plus alors de la méme phase. Si le solvant est de |'eau, on parle d’hydrate, et s'il
s’agit de solvant organique, de solvate. Les polymorphes ont des structures cristallines différentes et
donc en général des énergies de réseau différentes impliquant des propriétés physico-chimiques
également différentes : température de fusion, solubilité, vitesse de dissolution, propriétés optiques
ou réactivité chimique. Pour ces raisons, ils jouent un role considérable dans I'utilisation finale du
produit, et c'est pourquoi un intérét grandissant leur est porté, aussi bien au niveau académique
qu'industriel.

Dans le domaine pharmaceutique, le polymorphisme concerne plus de 80 % des molécules de prin-
cipe actif. Les différences de propriétés physico-chimiques engendrées par les différences de struc-
tures peuvent avoir des conséquences dramatiques en termes de biodisponibilité, processabilité
galénique, stabilité [19-20). Ainsi, le polymorphisme peut affecter la qualité, la sécurité et |'efficacité
du médicament. C'est pourquoi I'industrie pharmaceutique porte un intérét croissant a la compréhen-
sion des relations entre les propriétés de I'état solide et les comportements des principes actifs.

qu'en utilisant un faisceau laser polarisé
linéairement, il est possible d'obtenir dans
une partie des tubes la nucléation du poly-
morphe | (figure 6d). Il s'agit de la premiére
mise en évidence de I'effet de la polarisation
sur un principe actif.

Contribution a la compréhension
du mécanisme de nucléation
en fonction de la polarisation

Selon la polarisation du laser (linéaire ou
circulaire), des proportions différentes de car-
bamazépine | et lll ou de glycine a. et yont été
obtenues. L'une des interprétations expli-
quant I'effet de la polarisation du laser lors
d’une nucléation par NPLIN est basée sur la
préexistence de clusters moléculaires dans la
solution sursaturée. Les clusters de symétrie
batonnet seront ceux qui conduiront a un
cristal lorsque la polarisation du laser est
linéaire et les clusters de symétrie disque
seront le point de départ des cristaux se
formant avec un faisceau laser circulaire [6].
Afin d’'estimer la symétrie des clusters pré-
existants, nous avons posé les hypothéses
suivantes : 1) lasymétrie des pré-clusters peut
&étre prédite a partir de la symétrie de I'empi-
lement cristallin ; ii) la nucléation est régie par
les liaisons non covalentes présentes dans le
polymorphe final ; et iii) I'intensité relative de
ces liaisons non covalentes dans les poly-
morphes cristallisés est considérée comme
le critere majeur pour prédire la symétrie
des pré-clusters.

Nous avons identifié pour les trois
formes|, Il et lll, les différentes paires de
molécules formées par une molécule de car-
bamazépine (CBZ) choisie comme étant une
molécule centrale, et chaque molécule voi-
sine est liée par une liaison non covalente a
cette molécule centrale. Pour chaque paire,
nous avons calculé I'énergie d’interaction ab
initio en utilisant Gaussian [25] et la structu-
re moléculaire des rayons X sur monocristal

s'agissait bien de la glycine ou de la carbamazépine et ' e —= & -
d’une nucléation non photochimique induite par laser. Carbamazépi Glycine

2 ox ud . )\f
Vers le contrdle du polymorphisme via -3 ® Carbamazépine(1 3) _
la polarisation du laser 2 acetoritrie .

é o N Polymorphe |  Polymorphe a

Le controle du polymorphisme via la polarisation du | £ «.|—e Cﬁ;;ml pine(1.3) g g %

laser a été obtenu sur la glycine par Zaccaro et coll. [6], | Z 2 : 3 -, B
Sun et coll. [23] avec un laser pulsé 21 064 et 532 nm, et | 2 = 4 ghcine(1.45) eau ﬁ\ 4\/ -
par Yuyama et coll. [24] dans D,O avec un laser continu g ' Poly;;;m 5 -
a 1064 nm. Les figures 6a et 6b montrent la proportion g™ ) » giycine(1.45) eau . \
des polymorphes c.et ydelaglycinedansHxOenfonction | 5 ., lourde \
de la sursaturation et de la polarisation. A haute sursatu- | < oo v . m
ration, la proportion de glycine yest plus importante sous O 41 e s 4l @ & o e @ 1 ' s
polarisation circulaire, en cohérence avec les travaux Densité d'énergie (GW/cm?)

anténe‘urs. En exposant une solution de azépine Figure 5 - Efficacité de la nucléation pour la carbamazépine (s = 1,30) dans
dans I'acétonitrile a différentes concentrations pendant I'acétonitrile et le méthanol et pour la glycine (s = 1,45) dans H,0 et D,0 en
une minute a un faisceau laser polarisé circulairement, On tonction de la densité d'énergie dans le cas d'une polarisation circulaire.
obtient une majorité de polymorphe Ill (figure c), alOrS protos des cristaux générés par NPLIN.
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532 nm avec une durée de 7 ns a mi-hau-
teur et une énergie de 200 mJ et une den-
sité de puissance de 5,7 x 107 W cm™. De
plus, le faisceau est focalisé par une lentille
de focale 20 mm, portant cette densité a
= 1,5 x 10'"°W cm™. Pour maintenir sa sta-
bilité, le laser fonctionne a la cadence de
: 10 Hz et est ramené a 0,5 Hz juste avant
; l d’ouvrir I'obturateur pour laisser passer
- om , !| une seule impulsion (figure 7). Par allleurs,

SUnamaranion 01 b ghone dans foas, 290K

S on de 13 Crbomantp ne dans Macoatnie 267 K

I'impulsion unique du laser est synchroni-

Figure 6 - Contrdle du polymorphisme via la polarisatior) du laser.
a) et b) Glycine dans H0 [19]; dars1e d'énergie 0,9 GW cm™

; €) et d) Carbamazépine dans I'acétonitrile
[20] ; densité d'énergie 0 3 GW cm2. Images des cristaux polymorphes prises au microscope électronique.

sée avec un montage spectrophotomé-
trique résolu en temps qui permet de mesu-
rer I'évolution temporelle de I'intensité de

[26]. Pour CBZ lll, I'énergie d’'interaction a également été
déterminée précédemment par El Hassan et coll. a partir
d'une étude expérimentale de la densité de charge [26]. Pour
une énergie d'interaction < - 64 kJ mol™!, les trois formes
polymorphiques présentent des agrégats de type dimeres. A
ce niveau d’'énergie, on peut considérer qu'il n'y a pas de dif-
férence entre les trois polymorphes. Pour une énergie d'inte-
raction < -39 kJ mol™!, CBZ Ill présente une symétrie 1-D
(batonnet), ce qui signifie qu’en utilisant les deux premiéres
interactions fortes, les groupes formés dans la solution sur-
saturée ont un arrangement sous forme de chaine. Lorsqu'on
considere une énergie d’interaction < - 28 kJ mol™*, CBZ | pré-
sente une symétrie 1-D en utilisant les deux interactions les
plus fortes, tandis que CBZ |l est de symétrie 1-D en utilisant
les trois premiéres interactions les plus fortes. Pour une éner-
gie d'interaction < - 23 kJ mol™', CBZ Ill est de symétrie 3-D
en prenant en compte les quatre premiéres interactions. Il
apparalt donc qu'a une énergie d'interaction < - 23 kJ mol™,
les formes | et Il présentent un comportement plus semblable
a un batonnet que la forme lIl. Ces résultats sont en accord
avec l'effet de la polarisation du laser sur les polymorphes
de CBZ obtenus dans le solvant acétonitrile [22].

lumiére transmise a travers les cristallites
en croissance.

Afin de produire une concentration élevée de cristaux, la
sursaturation des solutions, préparées suivant le schéma de
la figure 3, doit étre élevée. C’est pourquol notre choix s'est
porté sur le sel trés soluble de nitrate de potassium KNO3, ou
salpétre, dont les molécules sont en outre incolores dans le
visible et n’absorbent donc pas le faisceau laser. Sa courbe
de solubilité est représentée sur la figure 3. La concentration
a saturation est de ¢, = 2,7 mol L™, et la sursaturation étu-
diée la plus élevée est de Cgyrsat = 5,3 mol L™1. Compte tenu
des concentrations étudiées, les ions K™ et NO3™ du sel sont
appariés en molécules neutres KNO3. Dans les conditions de
sursaturation la plus élevée, la métastabilité ne dure que
T =10 min. Chaque échantillon est donc préparé juste avant
de le soumettre & I'impulsion. L'onde de choc produite par
I'impulsion unique du laser provoque la formation d’'un trés
grand nombre de noyaux qui croissent rapidement en cris-
taux. Le montage optique résolu en temps (figure 7) détecte
cette croissance grace a I'extinction de la lumiére transmise,
ou turbidité, due a la diffusion par les cristaux formés d'une
maniére homogeéne dans tout le volume de la solution. La tur-
bidité est donnée par la relation Tu = Ln(lp/l)/¢, ou Iy et |y sont

Dynamique, mécanisme et vitesse
de nucléation/croissance

Une variante récente de la méthode NPLIN permet
d'accéder a la dynamique elle-méme de la création et de
la croissance des cristaux, donc au mécanisme et a la
vitesse, en couplant I'impulsion avec une détection optique
rapide et en choisissant des conditions ou les lois de la
cinétique homogéne sont applicables [13].

Montage expérimental

Afin de mesurer la vitesse de fixation des molécules sur
un cristal en croissance, la spécificité de ce montage est
basée, contrairement aux précédents qui privilégialent
I'observation morphologique ou structurale de cristaux iso-
Iés, sur I'observation par des mesures optiques rapides

Cristaux formés dans la solution
sursaturée transparente

Q/\ Impulsion Laser

Laser Nd.YAG

532 nm
Obturateur

Monochromateur
Faisceau d'analyse Photomultiplicateur
Ao . Oscilloscope
numeérique

Lampe Xe \m
~ T Traitement du
) -] signal résolu en temps
de la turbidité -

d'une nombreuse population de petits cristaux. Pour cela,

le laser doit étre capable de générer, en une impulsion
unique, une onde de choc suffisamment énergique pour
produire une grande concentration de noyaux qui épuisent
ensuite dans leur croissance I'excés de molécules sursa-
turées sans jamais devenir des cristaux de taille trop grande
qui les ferait sédimenter. Ainsi, ils restent distribués d'une
maniére homogene dans tout le volume. Le laser Nd: YAG

Figure 7 - Schéma du montage expérimental au Laboratoire de Chimie
physique [13].

Un dispositif spectrophotométrique résolu en temps permet d'observer directement la
croissance rapide dans la celiule de la turbidité provoquée par la formation de cristaux dans
une solution sursaturée métastable soumise a I'onde de choc d'une impulsion laser
intense. Les cellules optiques sont en polystyréne, & usage unique, et de section 0,5 cm
pour le par"o.x's du faisceau laser et 1 cm pour le faisceau d'analyse. Le volume de solution
est ce 0, aim3 Insert : maille orthorhombique de KNO, (a=54142A; b=90,1650A;
c = 6,4300 A) [27].
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Figure 8 - Variation de la turbidité en fonction du temps dans une
solution sursaturée de KNO; a 4,35 mol L', aprés une impulsion
laser avec une densité de puissance de 7 x 10° W cm™, Inserts :
aiguilles de KNO; formées finalement et image en microscopie
optique.

respectivement I'intensité de lumiére transmise avant impul-
sion et au temps t, et ¢ est le parcours optique. La turbidité
est proportionnelle & la concentration des molécules incluses
dans les cristaux avec un coefficient y = (30 + 4) mol™* cm™.
Elle est mesurable dés que quelques milliémes de la concen-
tration des molécules en sursaturation ont cristallisé. Dés la
fin de I'expérience, des cristaux sont déposés sur une lame
de verre, rincés et séchés, afin qu'ils soient stables, en vue
des observations en microscopie optique ou par force ato-
mique (AFM). Sinon, au contact de la solution saturée, unetrés
lente « maturation d’Ostwald » tendrait a faire progresser la
taille de quelques cristaux sous forme d’aiguilles a travers
le gel aux dépens des cristallites.

Cinétique de la cristallisation

La figure 8 présente un signal de turbidité en fonction du
temps dans le cas ou la densité de puissance du laser est
deux fois plus faible que les spécifications ci-dessus. On
constate alors que la cristallisation n’est pas instantanée mais
s'étend sur des dizaines de secondes. Dans une premiére
étape, quelques petits cristaux se forment mais ils grossissent
au-dela de la taille de sédimentation, et aprés cette sédimen-
tation, la solution redevient momentanément transparente.
Ensuite, depuis le fond de la cellule, ils continuent a grossir
pendant des minutes en longues aiguilles de plusieurs mm qui
s'interposent dans le faisceau d'analyse et la turbidité crolt a
nouveau. L'épaisseur finale de ces cristaux est d’environ
30 um (figure 8, inserts). Ces phénoménes de formation de
cristaux visibles a I'ceil ressemblent a ceux de la littérature,
malis la croissance n'est pas homogéne dans tout le volume
de la solution (la forme des signaux cinétiques dépend de
la position du faisceau d'analyse par rapport au fond de la
cellule), et les lois de la cinétique homogéne ne sont
pas applicables.

En revanche, lorsque la densité de puissance du laser
est de 1,5 x10'°W cm™, la cristallisation est instantanée
(figure 9). Des noyaux de croissance sont formés en si grand
nombre sous I'onde de choc de I'impulsion que les cristallites
auxquels ils donnent naissance agrégent chacun une partie
des molécules sursaturées mais ne deviennent jamais assez
gros pour sédimenter. Finalement, iis restent en suspension
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figée, séparés par un trés mince film de solution saturée,
comme dans une sorte de gel (figure 9, insert) [13].
L'analyse des cinétiques de croissance permet d'en
déterminer le mécanisme. La caractéristique la plus remar-
quable de ces signaux est que la turbidité crott linéairement
avec le temps, et ceci depuis I'origine. On voit que les pentes
augmentent rapidement en fonction de I'indice Initial de sur-
saturation. Les conditions homogénes de la croissance de la
population des cristaux dans tout le volume nous autorisent
a analyser quantitativement les signaux. Nous verrons que la
concentration des noyaux surcritiques initiaux est tres faible
parrapport a celle des molécules et que la probabilité de coa-
lescence entre deux noyaux doit &tre négligée. La croissance
des cristaux se produit donc par accrétions successives de
molécules sur les noyaux avec la vitesse k,.., coexistant
avec des pertes partielles par dissolution avec la vitesse

Kgiss Jusqu'a I'équilibre Cgat = Kgiss/Kace -
Mp+M =My Kaee (1)

Mpia =M+ M Kgiss ()

La concentration totale c¢; = Tu/y des molécules incluses
dans les cristallites augmente linéairement avec le temps et
est elle-méme égale au produit de la concentration des cris-
taux c,,; par le nombre de molécules n; par cristal en crois-
sance cy = Ny x Cp ¢. Une analyse détaillée [13] des cinétiques
linéaires conduit a conclure qu'a une sursaturation donnée,
la concentration c,, ; des cristaux est en fait indépendante du
temps et est égale a la concentration Initiale des noyaux cri-
tiques formés en fin de I'impulsion laser mais aussi a la
concentration finale des cristaux. Aucun nouveau noyau n'est
formé par la suite et les cristaux ne fusionnent pas. La taille
finale des cristallites, obtenue par AFM (figure 10), permet de
connaitre le nombre final n; de molécules par cristal, et par
conséquent la concentration des cristaux C, = (Cgyrsat - Csat)/
n; qui est constante tout au long de la croissance et égale a
celle des noyaux. Par exemple, a s =1,95, la taille finale
des cristallites est de (600 + 100) nm en diamétre moyen,
ng = (1,4 = 3) x 10° molécules par cristal et ¢, = (1,8 + 1) x
10 mol L. En fin de croissance, I'épaisseur moyenne du
film de solution saturée séparant les cristallites est estimée
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Figure 9 - Evolution en fonction du temps de la turbidité des
cristaux de KNO, aprés I'onde de choc d'une impulsion laser
de 1,5 x 10°W cm™? dans des solutions sursaturées avec divers
indices de sursaturation s = Cqyrsat/Csat- NOtez que I'échelle des
temps est 50 fois plus longue pours =1,50ou16quepours =18
ou 2. Insert : suspension figée des petits cristaux a s =2 a I'état
final.



Lo cristal parfait

dont la vitesse dépend du carré de leur concentration ins-
tantanée. La croissance du dimeére jusqu'a la nucléarité
surcritique se produit ensuite pendant la relaxation par
accrétions de molécules successives qui sont des pro-
cessus proportionnels a la concentration. Nous attribuons
donc la variation trés marquée de la concentration des
noyaux a la premiére dimérisation.
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La méthode NPLIN appliquée a des solutions sursa-
turées a montré toutes ses possibilités pour mieux
comprendre la nucléation/croissance des cristaux, soit
qu'on s'intéresse a leur structure sous diverses formes,
éventuellement de grande tallle, soit qu'on s’intéresse au
mécanisme et & la cinétique de croissance aprés une
6 impulsion unique d’'une population de cristallites restant
en suspension. De nombreux systémes inorganiques ou
organiques peuvent &tre ainsi examinés, a partir de solu-
Figure 10 - Variation en fonction de I'index de sursaturation s = [KNOalysat/ tions sursaturées mais aussi de ||qu|des purs surfondus.
[KNO3lsa, de ]a concentration en noyaux critiques. Inserts : images AFM des pg plus, la méthode NPLIN s'avére prometteuse dans
cristaux en fin de croissance pour s=1,6 (1800 nm), s=1,8 (800 nm) et le cadre de I'étude du polymorphisme de substances

Concentration en noyaux (10 mol L)

0.0 & T —

Concentration en KNO, (mol L)

s = 1,95 (600 nm) [13].

a 700 nm seulement, ce qui explique que les mouvements
des cristaux dans la suspension solent figés. Connaissant
la vitesse de croissance mesurée de la turbidité ATw/At
(figure 10, insert), et les concentrations ¢, de M, et Cgyrsat de
M dans les équations (1) et (2), on peut, pour la premiére fois,
déterminer les constantes de vitesse bimoléculaire d'accré-
tion d'une molécule sur un cristalen crolssance aussitotapres
la nucléation : Kaee =(3,0 = 0,6) x 10% L mol' s™ et de disso-
lution monomoléculaire Kgss = (8 + 2) x 10° s™'. Ces valeurs
sont plus faibles que la limite de diffusion et suggérent une
énergie d'activation nécessaire pour laréorientation favorable
et la désolvatation des molécules avant de s’intégrer au
réseau cristallin. Mais elles sont encore trés rapides puisqu’en
bilan, elles correspondent a I'addition d’'une molécule sur
chaque cristal a chaque 1,3 nanoseconde. Remarquons
aussi que la constante de vitesse est déterminée a partir de
la concentration de M, mais qu’elle est bien indépendante de
n, alors que la taille des cristaux augmente beaucoup au cours
de la cinétique observée, et que les sites possibles de fixation
des nouvelles molécules se multiplient sur les facettes et les
arétes. Nous avons donc été amenés a conclure que le seul
nombre invariant de sites de fixation sur le cristal était celul
de ses sommets sur lesquels la constante de vitesse d'accré-
tion devait &tre bien plus grande que sur les autres sites, pour-
tant plus nombreux. Ceci peut jouer un role dans la structure
en fines aiguilles des cristaux que I'on observe lorsque les
conditions sont réunies justement pour qu'ils grandissent
(figure 8). Remarquons que c’est sous cette forme d’aiguilles
que le salpétre se forme lentement par capillarité sur les
murs humides des caves.

Pour toutes les autres conditions de sursaturation étu-
diées (figure 9), la connaissance des constantes K, et Kgiss
donne accés aux concentrations des cristaux, donc des
noyaux critiques, ainsi qu'aux tailles finales qui sont en bon
accord avec les observations par AFM, et qui augmentent
quand la sursaturation est plus faible. On constate que la
concentration des noyaux critiques est trés faible mais qu’elie
augmente trées vite en fonction de la sursaturation (figure 10).
Bien que la formation des noyaux se produise pendant
I'impulsion et soit trop rapide pour étre directement observée,
la premiére étape en est la dimérisation de deux molécules

actives pharmaceutiques. Aprés une étude poussée des

différents parameétres impliqués dans la nucléation (tem-
pérature, sursaturation, solvant, densité d’énergie...), il est
possible d’envisager un contrdle du polymorphe a cristalliser
en fonction de la polarisation du laser.

Références

[1] Furukawa Y., Fascination of snow crystals: how are their beautiful pat-
temns created? (www.lowtem.hokudai.ac.jp/ptdice/english/aletter. html).

[2] Libbrecht K.G., The physics of snow crystals, Rep. Prog. Phys., 2005, 68,
p. 855.

[3] Belloni J., Mostafavi M., In Studies in Physical and Theoretical Chemistry
87. Radiation Chemistry: Present Status and Future Trends, C.D. Jonah,
B.S.M. Rao (eds), Elsevier, 2001, p. 411452,

[4] Abécassis B., Testard F., Speﬁao Gold nanoparticle superiattice
crystalhzabonprobedmstu Phys. Rev. Lett., 2008, 100, p. 115504.

[S] Garetz B.A., Aber J.E., Goddard N.L., YoungRG Myerson A.S., Non-
photochemical, polatizaﬁondependem, laser-induced nucleation in su-
persaturated aqueous urea solutions, Phys. Rev. Lett., 1996, 77, p. 3475.

[6] Zaccaro J., Matic J., Myerson A.S., Garetz B.A., Nonphotochemical,
laser-induced nucleation of supersaturated aqueous glycine produces

gamma-polymorph, Crystal Growth & Design, 2001, 1,p. 5.

[71 Masuhara H., Sugiyama T., Rungsimanon T., Yuyama K., MnuraA Tu
JR., Lasertrappmgassenbhng dynamics of molecules and proteins at
sufaoemdmtetface Pure Appl. Chem., 2011, 83, p. 869.

[8] Yoshikawa H.Y. et al., Laser ablation for protein crystal nucleation and
seeding, Chem. Soc. Rev., 2014, 43, p. 2147.

[9] Alexander A.J., Camp P.J., Single pulse, single crystal laser-induced nu-
cleation of potassium chioride, Crystal Growth & Design, 2009, 9, p. 958.

[10]ZeldovnchJ8 On the theory of new phase formation, cavitation, Acta
Ph . URSS, 1943, 18, p. 1.

[11] Belloni J., PemotP Role of nuclearity-dependent properties of small
ckxstetsinthenudeationpromsandhemalhystemisatﬂ\ephase
transition, J. Phys. Chem. B, 2003, 107, p. 7299.

[12] Belloni J., Mostafavi M., Les agrégats, précurseurs des nanoparticules,
L’Act. Chim., 2011, 348, p. 13.

[13] Jacob J.A., Sorgues S., Dazzi A., Mostafavi M., Belloni J., Homogeneous
nucleation-growth dynamics induced by single laser pulse in
supersaturated solutions, Crystal Growth & Design, 2012, 12, p. 5980.

[14] Clair B., Ikni A., Scouflaire P., Quemener V., Spasojevic-de Biré A., A new
experimental setup for a high throughput controlled Non-Photochemical
LASER-Induced Nucleation (NPLIN). Application to glycine crystallization,
J. App. Cryst., 2014, doi:10.1107/S160057671401098X, sous presse.

[15] Bemstein J., Polymorphism in Molecular Crystals, Clarendon, 2002.

[16] Yu L., Reutzel-Edens S. M., Mitchell C.A., Crystallization and polymor-
ptmofooniotmmonanyﬂenblemoiecum problems, pattemns, and
strategies, Org. Process Res. Dev., 2000, 4, p. 396.

71 YulL, Cdord'xmgacanedbyoonformabonalpotymomhsm optical

crystallography, ~single-crystal spectroscopy, and computational

, J. Phys. Chem., 2002, A106, p. 544.

[18] McCroneWC Polymorphism, in Physics and Chemistry of the Organic
Solid State, D. Fox, M.M. Labes, A. Weissberger (eds), Wiley Intersci.,
1965, 2, p. 725.

[19] RodnguezSpons B., Price C., Jayasankar A, Matzger A.J., Rodriguez-

General pmapla of pharmaceutical solid polymorphism,
Adv. DrugDehv Rev., 2004, 56, p. 241.

I"actualité chimique - juil.-aobtsept.-oct. 2014 - n° 387-388-389 k!




[20] Huang L.F., Tong W., Impact of solid state properties on developability
assessment of drug candidates, Adv. Drug Deliv. Rev., 2004, 56, p. 241.

[21] Spasojevic-de Biré, A., Leaming about crystal formation, Intemational
innovation, sept. 2013, p. 44.

[22] Ikni A., Clair B., Scouflaire P., Veesler S., Gillet J.-M., El Hassan N.,
Dumas F., Spaso;evnc-de&reA demonsu'anonofme

crystallization from Non-Photochemical LASER-Induced
Nucleation in acetonitrile and methanol, Cryst. Gowth & Design, 2014,
sous presse, dx.doi.org/10.1021/cgS00163c¢.

[23] Sun X., Garetz B.A., Supersaturation and polarization dependence of po-
lymorph control in the Non Photochemical Laser-Induced Nucleation
(NPLIN) of aqueous glycine solutions, Cryst. Growth & Design, 2006, 6,
p. 684,

M. Mostafavi

J. Belloni

au Laboratoire de Chimie Physique (UMR CNRS/UPS 8000) a I'Université Paris-

[24] Yuyama K., Rungsimamon T., Sugiyama T., Masuhara H., Selective
fabrication of a and ¥ polymorph of glycine by intense polarized continuous
wave laser beams, Cryst. Growth & Design, 2012, 12, p. 2427.

[25] Frisch M.J. et al., Gaussian 09, revision D.01, Gaussian Inc., Wallingford,
CT, 2009.

[26] El Hassan N., lkni A., Gillet J-M., Spasojevi¢c-de Biré A., Ghermani N.E.,
Elecbonptopetmdwbamazeplmdmg in form lll, Cryst. Gowth&
Design, 2013, 13, p. 2887.

[27] Amernican Mineralogist Crystal Structure Database (http:/rruff.geo.
arnzona.edu/AMS/result. php?mineral=Niter).

N.-E. Ghermani

P. Scoufflaire

A. Spasojevic-
de Biré

Jacqueline Belloni (auteur correspondant) est directrice de recherche émérite, Sébastien Sorgues, maitre de conférences, Mehran Mostafavi, professeur,

Sud, Orsay'!).

Anne Spasojevié-de Biré est professeur au Laboratoire Structures et Propriétés et Modélisation des Solides (UMR CNRS/ECP 8580) a I'Ecole Centrale Paris

et directrice des études de I'Ecole Centrale Pékin®.

Phllll?)e Scoufflaire est ingénieur de recherche au Laboratoire d’Energétique Moléculaire et Macroscopique, Combustion (UPR CNRS 288) a I'Ecole Centrale

Paris™

Nour-Edine Ghermani est professeur a I'Institut Gallien (UMR CNRS/UPS 8612) a I'Université Paris-Sud, Faculté de pharmacie ).

() Laboratoire de Chimie Physique, UMR CNRS/UPS 8000, Bat. 349, Université Paris-Sud, F-01405 Orsay.

Courmiels : Jacqueline.| Belioru@u-psud fr. Sebastien.

ud.fr, Mehran Mostafavi

fr
@) Laboratoire Structures Propriétés et Modélisation des Solides (SPMS), UMR 8580 du CNRS, Ecole Centrale de Paris, Grande Voie des Vignes, F-02205 Chatenay-Malabry Cedex.

mel : Anne.Spasojevic@ecp.fr

Cou
) Laboratoire d'Energétique Moléculaire et Macroscopique, Combustion, EM2C (UPR CNRS 288). Ecole Centrale Paris, Grande Voie des Vignes, F-82205 Chatenay-Malabry

Cedex.
Courmiel : Philippe Scouflaire@ecp.fr

) Institut Gallien (UMR CNRS/UPS 8812), Université Paris-Sud, Faculté de pharmacie Paris-Sud, 5 rue J.-B. Clément, F-02200 Chitenay-Malabry.

Coumiel : nouredine.ghermani@u-psud.fr

Les produits chimiques
au quotidien

Une communication de I'Académie des
technologies

Alors que les produits chimiques font l'objet de débats
passionnés, 'ambition de cette communication de
I'Académie des technologies est d'aider le lecteur i se
forger une opinion raisonnée sur ce théme. 1l décrit ce
que nous devons aux produits chimiques, sans occulter
les problémes générés par certains d'entre eux en raison
de leurs effets secondaires ou de leur persistance dans
P'environnement.

Nous cdtoyons et utilisons quotidiennement des
dizaines de produits chimiques dans les lessives, shampooings, peintures,
meédicaments, mais aussi, de fagon moins perceptible, dans les habitations,

CommeanTATIN

LES PRODUITS
CHINIQUES
AU QUOTIDIEN

O —

les ordinateurs, les téléphones portables, les voitures et
méme les avions... Nous ne pourrions certainement pas
vivre aujourd’hui, avec bientdt 9 milliards d'habitants
sur notre planéte, sans le recours & des produits
chimiques, mais nous vivrions peut-étre mieux en en
consommant moins et en les utilisant différemment.

Cette communication tente donc de répondre aux
questions que chacun d'entre nous se pose. Que sont
réellement ces produits ? Sont-ils indispensables ?
Comment sont-ils évalués ? Existe-t-il des différences
entre les produits dits naturels et les autres ?

Collection Académie des technologies
978-2-7598-1011-6 / 96 pages / 15€
Editeur EDP Sciences - www.edpsciences.org
Boutique en ligne : www.edition-sciences.com

EDP Sciences

e(#) sciences
17, avenue du Hoggar - BP 112
91944 Les Ulis Cedex A t
www.edition-sciences.com AC-yuinl4
Nom / Prénom : Paicment au choix :
Adresse :
Tl - N' de carte
Code Postal : Ville :
Pays: censsssssssccotsens —

Date dexpiration : v / covressnnns
CCV (3 demiers chiffres au dos de Ia carte) =

€
— +38¢ | T ——
Reste du moads “ I8¢
" TOTALGENERAL | = weveoomsecenes €

71 par chique & Foedre SEDP Sciences (4 jotndre A b commande)

Dparcatebancatre :  OVisa O Burocard ) American Expees

DRIRE oo f oo f cmvon
Sgnature ;

m I'actualité chimique - juil.aodtsept.oct. 2014 - n° 387.388-389




326



Learning about
crystal formation

PROFESSORANNE SPASOJEV IC-DE BIRE

THE SPASOJEVIC-DE BIRE
NETWORK’S SIX-STEP
METHODOLOGY!

Preparation of supersaturation

solution; determination of the stability
STEP curves and the metastable limit zone

(@spms.ecp and @cinam.marseille)

Exposure of the supersaturated
solution to the LASER beam
(@em2c.ecp)

Observation and characterisation
(@spms.ecp and @ipsit.u-psud)

Charge density study of the
molecule, which has crystallised
through NPLIN method (@spms.ecp
and @institut Gallien.u-psud)

Theoretical study (ab initio and
molecular dynamics)
(@spms.ecp and @em2c.ecp)

Thermodynamic study of the relative
stability of the different polymorphs
(@pcim.Paris V)

'Steps 2 and 3 will be reproduced at IDA
@ens-Cachan, using fluorescence
spectrometer for characterisation

44 INTERNATIONAL INNOVATION

NON PHOTOCHEMICAL LASER INDUCED
NUCLEATION (NPLIN) is a technique that
allows control nucleation. It makes use

both of a LASER beam intensity to induce
and enhance nucleation, as well as LASER
polarisation (circular, linear) to control the
polymorphic form. In brief, a LASER light
(532 nm, 7 ns, 10 Hz) is applied on a super
saturated solution of an organic species. This
solution is metastable; that is, it contains
more molecules than the solubility curve
requires. Therefore, one might say we are
under the limit of the metastable zone.

In order to induce nucleation, an extemal
field has to be applied. This is done through
the exposition of a LASER light on the
supersaturated solution. Some minutes

to hours thereafter, crystallites of some
nanometres are detected via an optical
microscope, indicating that nucleation
has been induced by LASER. The term
‘non-photochemical’ is used to indicate
that there is no chemical transformation
of the molecules. This method was been
accidentally discovered by Professor Bruce
A Garetz (Polytechnic University of New
York, USA).

HYPOTHETICAL MECHANISMS

The mechanism of NPLIN is still under
discussion in the community. The first
hypothesis proposes that re-nucleated

At Ecole Centrale Paris, Professor Anne Spasojevi¢-de Biré is working to improve the NPLIN
technique, a procedure that induces crystal formation in supersaturated solutions. Here, she describes
some of her methodology along with some common problems faced in drug development {

clusters exist in the supersaturated solution
before exposition, and that alignment
would prefigure the different polymorphs.
Therefore, if the polarisability tensor of -
the cluster is rod-like (1D crystal packing),
then a linear polarisation LASER beam will
induce nucleation, while a disk-like cluster
(2D crystal packing) will nucleate with
circular LASER. This putative mechanism,
called Non-linear Kerr Effect (NKE),

was developed to explain the selective
nucleation of glycine. However, molecules
such as glacial acetic acid (GAA) don't
exhibit this behaviour and show the limit

of this explanation, since the structure of
GAA has two perpendicular directions in the
crystal lattice, which don’t allow nucleation
through the aforementioned mechanism.

It is also hypothesised that LASER can induce
a shock wave or bubble formation (by local [
heating) in the solution increasing locally

supersaturation leading on the nucleation.

In order to validate or disprove the Garetz

hypothesis, and beside NPLIN experiments,

charge density studies (experimental n
and theoretical) and molecular dynamics
calculation are performed. The very precise and
fine characterisation of the electronic structure,
coupled with the electrostatic potential and
the energy interaction, will allow us to give
some insight in the mechanism.

COLLABORATIONS

Our methodology is based on a
multidisciplinary approach, pulling together

different research communities dealing with ,J
nucleation and crystallisation, fluorescence,

experimental and ab initio charge density,

molecular dynamics, and experimental '

thermodynamics. These four communities '
generally don’t work together. Focusing on the

same problem with different eyes is itself a

relatively novel area!

The next steps will be to follow in situ the
nucleation just after the LASER exposition.
This could be done using fluorescence
technique on fluorescent molecules. We are
just beginning this approach, which deals with
observation of objects measuring between 10
A to nanometres.




PROFESSOR ANNE SPASOJEVIC-DE BIRE

A change of phase

Researchers in France are using LASERs to elicit phase changes specifically by inducing
crystallisation to occur. The question is how to control and exploit this phenomenon

CRYSTALLISATION IS THE process by
which liquid solute forms solid crystals. It is a
fundamental part of separation and purification
employed in a wide range of materials and
pharmaceutical industries — with the majority
of orally administered medications formed of
crystalline structures. The conditions at the
time of crystallisation determine a variety
of different crystal properties such as purity,
shape and size distribution. Differences in these
properties have knock-on effects in compound
manufacture, primarily affecting the efficiency
of processes such as filtration, drying and
formulation. On top of this, these differences can
carry important functional consequences, for
example by affecting the efficacy, bioavailability
and shelf life of a drug. These differences are
difficult to control and consequently carry a
huge economic burden.

Drugs that exhibit phase differences or
stereoisomerism are further affected by the exact
crystallisation process. A particular example of
this is the extent of chiral separation. It is well
documented that different polymorphs of an
active pharmaceutical ingredients carry with
them different chemical and physical properties.
Factors affected include bioavailability and drug
stability, as well as dissolution and the ease with

which a drug can be processed or manufactured.
The study of polymorphism and crystallisation
of pharmaceutical compounds is therefore
tantamount to reducing the ever increasing
costs of bringing a drug to market.

Another pressing issue in the pharmaceutical
industry is the tendency of drugs with multiple
polymorphic states to transition spontaneously
from one conformation to another - with
unpredictable effects on the action of a drug.
This carries serious consequences that would
ideally be avoided.

ISTHEREA SOLUTION?

The recent accidental discovery of non
photochemical laser induced nucleation
(NPLIN) by Professor Bruce A Garetz et al. forms
the basis of work set to tackle this problem. By
applying of a LASER light (532nm, 7ns, 10Hz)
to a supersaturated solution of the desired
organic species nucleation and therefore
crystallisation can be induced very simply -
some minutes to hours later, nanocrystals can
be detected through an optical microscope.
The intensity of the LASER allows nucleation
to be induced or enhanced and the type of
LASER polarisation - be it linear or circular -
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enables the polymorphic form of the compound
that crystallises to be controlled. Despite
this exciting and novel method of controlling
the process of crystallisation, few groups in
the world actually use this method due to
a general lack of information outlining the
important characteristics required for NPLIN.
Consequently, the mechanisms involved are
also poorly understood.

Professor Anne Spasojevi¢-de Biré  of
the Laboratoire Structures Propriétés et
Modélisation des Solides (SPMS), France, seeks
to bridge this gap, by building on the basic
science involved and furthering our collective
understanding of the mechanisms involved,
the conditions required and the molecular
consequences of particular conformations.

The main objective of Spasojevi¢-de Biré’s group
isto develop NPLIN suchthatitis an efficientand
controlled process widely applicable to the field
of medicine crystallisation. Her work combines
expertise and methods from experimental,
theoretical and empirical disciplines.

ACTIVITIES SO FAR

The researchers have thus far devised a
complete experimental methodology for
approaching the task, which not only aims to
fully describe the solute solution before during
and after irradiation, but also seeks to fully
characterise the crystalline products obtained
and predict binding energy interactions. This
involves the selection of relevant compounds
~ in this case fluorescent compounds that form
polymorphic structures. The team is utilising a
specially developed synchronised fluorimeter
to make in situ measurements of the solute’s
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SMS COMMUNICATIONS NANOSCALE
NUCLEATION INDUCED BY POLARISED
LIGHT.

CONTROL OF CRYSTAL POLYMORPHISM:
APPLICATIONTO ACTIVE
PHARMACEUTICAL INGREDIENTS

OBJECTIVES

To develop non-photochemical light-induced
nucleation such that it is an efficient and
controlled process widely applicable to the field
of medicine crystallisation.

KEY COLLABORATORS

Ecole Centrale Paris*, Chatenay-Malabry,
France « SPMS UMR 8580 CNRS: Professor }-M
Gillet, Professor H Dammak, Dr N Guiblin, Dr
N El Hassan (postdoc), Dr H Yang (postdoc),

A 1knl (PhD), B Clair (PhD), X Shi (PhD), W LI
(PhD) « EM2C UPR 288 CNRS: P Scouflaire, Dr
Y Chalopin * Université Paris-Sud®, Faculté de
Pharmacie, Chatenay-Malabry, France « Institut
Galllen UMR 8612: Professor N-E Ghermanl +
Institut Paris Sud d'innovation therapeutique, IFR
141: Dr F Dumas * Université Paris V, Faculté
de Pharmacie, Paris, France « PCIM, ERA 4066:
Dr P Espeau, Dr Y Corvis, C Alzina (postdoc)

» Ecole Normale Supérleure de Cachan®,
Cachan, France + Institut dAlembert, FR 3242
CNRS: Dr R Pansu, DrV Genot, J-P Audibert:

« Unlversité d’Alx-Marsellle, Marseille, France

» CINAM, UMR 7325 CNRS: Dr S Veesler, Dr N
Candonl, Dr H Zoublda

*Institutions belonging to the new Paris-Saclay

campus and their researchers to the LABEX
CHARMMMAT, LASIPS and LERMIT.
CONTACT

Professor Anne Spasojevi¢-de Biré
Ecole Centrale Paris

Laboratoire Structures és et
Modélisation des Solides (SPMS)

UMR 8580 du CNRS

Grande Voie des Vignes

Cedex 92295 Chatenay-Malabry, France
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E anne.spasojevic@ecp.fr

www.spms.ecp.fr
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behaviour immediately before, during and after
exposure to LASER pulses. The fluorescence
spectra, lifetime and polarisation of the sample
depend on aggregate shape, stoichiometry and
orientation. Analysis of the data generated
will therefore yield information regarding the
crystalline conformation of the aggregates that
form. Complementary to this form of analysis,
a characterisation method using a dynamic
light scattering (DLS) setup
will be developed for in situ
measurements, allowing
the study of the formation
and growth of nuclei. This
will enable the identification
of the precise interactions
leading to the stabilisation
of the formation of certain
nuclei. “Dimers and
oligomers exhibit red shifted
fluorescence spectra due to
the stabilisation of excited
states by de-dipolar coupling
between molecules. Using
time resolved single photon
counting, we can follow the
dynamic of aggregates in the nanosecond range
and should be able to probe the equilibrium shift
within the population of aggregates induced by
the NPLIN laser,” Spasojevic-de Biré elaborates.
The data obtained relating to NPLIN's influence
on nucleation rate and polymorphism will be
used to determine the potential for NPLIN to be
used for phase control of a drug.

The crystals produced through NPLIN will
then require identification and further analysis.
Spasojevi¢-de Biré's group will use powder
X-ray crystallography in order to identify the
compounds produced after LASER exposure and
the compounds will be further characterised,
with particular focus on the functionally
relevant properties of the given polymorph
leading to a description of the experimental
binding energy interactions of each compound.
Electron density and electrostatic properties of
each compound will be analysed through high
resolution X-ray diffraction experiments, which
will inform theoretical ab initio determination of
a given compound’s electronic and electrostatic

Spasojevic-de Biré’s work
marks the development of
a remarkable investigative
tool, allowing us to probe
the relationship between
isomerism and function in
unprecedented ways

properties. Other important data, including
the binding energy of some crystal clusters,
will be determined both experimentally and
theoretically, and these can then be compared
with the values deduced from those of molecular
modelling methods. “Real-world predictions from
atomic simulations will provide insight on the
pathway that solvated organic molecules follow
toward nucleation,” Spasojevi¢-de Biré notes.
“To this end, experimental
conditions such as
temperature, concentration,
pH and polarisation of light
will be closely followed by our
theoretical method.”

Electrostatic parameters,
such as the compound’s
electric moments and atomic
charge, can be used in further
experiments, a noteworthy
example being the modelling
and docking of drugs into
protein binding sites,
where force field choice is a
fundamental problem.

Spasojevi¢-de Biré is also considering ~10 active
molecules, investigating the influence that
polymorphism has on the physico-chemical
properties of a given drug. This carries a specific
focus on drugs that have notorious problems
associated with them due to their apparent

polymorphic behaviour.

PROJECTED IMPACT

The wider implications of the work are evident
- simplification of synthesis methods will carry
great financial savings, particularly given the
intensive efforts that currently go into producing
specific polymorphisms of drugs. In spite of
this, polymorphs can still convert from less to
more stable states, and so identifying the most
stable form during the phase of drug discovery
will save significant time and effort. Spasojevi¢-
de Biré's work marks the development of a
remarkable investigative tool, enabling us to
probe the relationship between isomerism and
function in unprecedented ways.
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