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INTRODUCTION GENERALE

De nos jours, I’utilisation d’actifs d’origine naturelle dans les domaines de la santé et de bien-
étre des individus fait I’objet d’un engouement de plus en plus important. Plusieurs études ont
été réalisées pour identifier les molécules bioactives, leurs bienfaits ainsi que leur formulation
dans différents produits alimentaires, pharmaceutiques ou cosmétiques.

Parmi ces molécules bioactives, les flavonoides, des métabolites secondaires de plantes,
s’averent des molécules de choix grace a leur abondance dans plusieurs matiéres premieres
d’origine végétale ainsi que leur pouvoir antioxydant tres éleve. Les flavonoides sont des
diphenylpropanes de formule générale (C6-C3-C6) ou les trois carbones servant de jonction
entre les deux noyaux benzéniques forment généralement un hétérocycle oxygéné. Ce sont
des pigments quasiment universels des vegétaux. On les trouve, dans I'écorce, le bois, la fleur,
le fruit, ou la graine de plusieurs plantes (Tanaka et al., 2008). Les flavonoides sont
synthétisés généralement par les plantes en réponse a un stress externe tel que la lumiere UV,
les attaques microbiologiques et les endommagements physiques (Tanaka et al., 2008). Les
flavonoides sont connus quant a leurs propriétés antitumorales, vaso-dilatoires,
antibactériennes, anti-inflammatoires, analgésiques, hypotenseurs, antivirales, diurétiques,
ostéogenes, anti-atherogeniques, antithrombotique, anti-allergique, antiparasitaires et anti
carcinogenes (Shon et al., 2004). Ces propriétés sont dues principalement a leur activité
antioxydante et dépendent essentiellement de leurs structures. Grace a ces activites, les
flavonoides sont incorporés dans de nombreuses formulations alimentaires (Dyrby et al.,
2001), biocides (Mihara et al., 2005), cosmétiques ou pharmaceutiques (Pretorius, 2003).
Cependant, la solubilisation, la dispersion et la stabilisation de ces molécules sont variables
selon les structures de ces molécules et I’environnement physico-chimique dans lequel ils
évoluent. Plusieurs auteurs se sont intéressés aux méthodes permettant de pallier ces
problemes de solubilité et de stabilité. Parmi les solutions proposées, on trouve des réactions
de fonctionnalisation, de formulation dans différentes matrices, d’utilisation des solvants ou

d’un mélange de solvants spécifiques, ou leur incorporation dans des matrices polymériques.

Dans ce travail de thése, on s’est focalisé sur les procédés d’incorporation de flavonoides dans
des matrices polymériques. Pour pouvoir comprendre le role que joue chaque composé du

systeme sur la solubilité et la stabilité, nous avons étudié les interactions entre le flavonoide,



le solvant et le polymeére. Par cette étude, on vise a identifier I’origine et les entités
responsables de la solubilisation et de la stabilité des flavonoides dans différentes matrices
d’incorporation. Deux approches complémentaires ont été menées. Il s’agit d’une part, d’une
approche de modélisation multi échelle (moléculaire et mésoscopique) et d‘autre part d’une
approche expérimentale de validation des résultats issus de la modélisation.

Le premier objectif scientifique de ce travail est donc de développer une approche de
modélisation a I’échelle moléculaire et mésoscopique permettant de comprendre et de prédire
la solubilisation et la stabilisation de flavonoides en solution. Le second objectif est de
compléter cette premiere approche par une démarche expérimentale qui permettrait de valider
la démarche de modélisation et d’améliorer ses capacités prédictives. En effet, la
compréhension des différents mécanismes a I’origine de la solubilité et de la stabilité des
flavonoides en solution, servira, in fine, a développer une approche rationnelle de formulation
de ces composés pour des applications alimentaires et non alimentaires. Cette démarche
rationnelle de formulation permet un gain de temps et de moyens en limitant le nombre

d’expérimentation.

Ce manuscrit de these est structuré en trois parties : i) Un premier chapitre, ou I’ensemble des
travaux liés a la solubilité des composés phénoliques (plus particulierement a celle des
flavonoides) et les différentes méthodes de simulation a I’échelle moléculaire et
mésoscopique sont présentés, ii) Dans un deuxiéme chapitre, le matériel et les méthodes
utilises tout au long de ce travail ainsi que la méthodologie adoptée pour traiter les
problématiques posées sont décrits, et iii) un dernier chapitre portera sur la présentation des
résultats obtenus et subdiviseé en sous-chapitres avec une premiére partie « mise au point » qui
présente les essais préliminaires effectués afin de choisir les systemes a étudier et la
méthodologie a adopter, une deuxiéme partie présentant les résultats de I’étude de la solubilité
de trois flavonoides (la quercétine, la rutine et I’isoquercétine) dans différents solvants
organiques par une approche multi-échelle et une troisieme et derniére partie consacrée aux
résultats du développement d’une approche multi-échelle pour I’étude des assemblages entre

la quercétine et le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) dans un milieu aqueux.
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Introduction

Les polyphénols constituent une classe importante de composés bioactifs (Malbert et al.,
2014). Leur utilisation, comme ingrédients fonctionnels, gagne de plus en plus l'attention des
consommateurs grace a leur activité antioxydante. Cependant, certains flavonoides présentent
une faible solubilité et stabilité dans les milieux organiques et surtout aqueux (Lipinski,
2001 ; Stegemann et al., 2007). A titre d'exemple, la solubilité de la quercétine et de la rutine
dans l'acétonitrile & 50 °C est respectivement de 1,7 et 0,3 g/L (Chebil et al., 2010). La
solubilité de ces molécules dans I'eau est également tres faible (<0,01 g/L pour la quercétine
et 0,125 g/L pour la rutine a 20 ° C) (Calias et al., 1996). Or, la solubilité est un parametre
important qui déterminera s'il est possible ou non d'exploiter I'activité antioxydante dans une

formulation donnée.

Pour augmenter la solubilité, la disponibilité et la stabilité des flavonoides en solution
plusieurs approches expérimentales ont été décrites dans la littérature. Ainsi, de nombreuses
réactions de fonctionnalisation (chimiques, enzymatiques ou chimio-enzymatiques) telles que
les réactions de glycosylation, dacylation, dhydroxylation, de polymérisation, de
méthylation, ou de complexation ... ont été étudiées. D’autres travaux, se basent sur I’ajout
d’adjuvants ou de solvants tels que des polymeéres, des protéines ou de I’éthanol ont été aussi
rapportés dans la littérature. Enfin, la co-cristallisation, la nanocristallisation, et
I'encapsulation ont été décrites comme moyens envisageables pour améliorer les propriétées

physicochimiques des flavonoides.

En plus des approches expérimentales citées précédemment, les simulations aux échelles
moléculaire et mésoscopique permettent aussi d'élucider les interactions entre les flavonoides,

les solvants et les adjuvants et ainsi prédire la solubilité et la stabilité du systeme.

Ce chapitre résume les principaux travaux qui ont été consacrés a I’évaluation de la solubilite
de composés phenoliques et les différents moyens utilisés pour améliorer cette propriéeté

physico-chimique.
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Introduction

Polyphenols constitute an important class of bioactive compounds (Malbert et al., 2014).
Their use as functional food ingredients and antioxidants for preservation is gaining more and
more attention. In fact, those secondary metabolites, widespread among plant species, are the
most common antioxidants in the human diet. Flavonoids, as the most known polyphenols,
are particularly promising candidates for use as functional foods and novel therapeutics due to
their prominent biological activities. They are composed of a benzene ring (A), condensed
with a six-membered pyran ring (C) carrying a phenyl ring (B) in the 2- or 3-position (Figure
1.1).
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Figure 1.1 : Different classes of flavonoids and their structures (Di Carlo et al., 1999;
HOLLMAN et KATAN, 1999)

Some flavonoids have high antioxidant capacity, which has been shown to be higher than
those of vitamins E and C in vitro studies. However, they exhibit low solubility and stability
in aqueous media (Lipinski, 2001; Stegemann et al., 2007). This behavior reduces their use in
different formulations (Gao et al., 2008). As an example the solubility of quercetin and rutin
in acetonitrile at 50°C is of 1.7 and 0.3 g/L respectively (Chebil et al., 2010). While their



solubility in water is lower than 0.01 g/L for quercetin and 0.125 g/L for rutin at 20°C (Calias
et al., 1996). The solubility of some flavonoids is given in Table I.1.

The solubility is an important parameter that will determine whether it is possible or not to
exploit the antioxidant activity for a given compound in a diet (Hollman et al., 1995) or as a
protector against oxidation. To illustrate the variation of the solubility depending to the
structure of the flavonoid and the operating conditions, the solubility of the well known

flavonoids is given in Table I.1.

Table 1.1: Values of solubility of some flavonoids in different solvents from the literature

FLAVONOID SOLUBILITY TEMPERATURE SOLVENT REFERENCE
(°C)
(+)-CATECHIN HYDRATE 2.26 g/L 25 Water (Srinivas et al.,
2010)a
(+)-CATECHIN HYDRATE 576 g/L 143 Water (Srinivas et al.,
2010)a
AMPELOPSIN 200.3 pg/mL 25 Water (Ruan et al.,
(pH 6.1) 2005)
AMPELOPSIN 202.0 pg/mL 25 Water (Ruan et al.,
(pH 1.2) 2005)
AMPELOPSIN 223.3 pg/mL 25 Water (Ruan et al.,
(pH 2.8) 2005)
AMPELOPSIN 217.9 pg/mL 25 Water (Ruan et al.,
(pH 4.6) 2005)
AMPELOPSIN 214.5 pg/mL 25 Water (Ruan et al.,
(pH 6.0) 2005)
ANHYDROUS 0.00215 g/L 25.6 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.00469 g/L 41.5 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.0135 g/L 61.8 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.033 g/L 82.1 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.066 g/L 102.2 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.253 g/L 122.5 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
ANHYDROUS 0.666 g/L 142.7 Water (Srinivas et al.,
QUERCETIN 2010)b
APIGENIN 2.16 pg/mL 37°C (pH 7.5) Water (Zhang et al.,
2012)
APIGENIN 1.43 pg/mL 37°C (pH 1.0) Water (Zhang et al.,
2012)
APIGENIN 183 mg/L 25 Water « national
library of
medicine »
ASTILBIN 0.5 mM 25 Water (Zhang et al.,
2013)
ASTILBIN 1.3 mM 40 Water (Zhang et al.,

1.7



DIHYDROMYRICETIN
DIOSMIN
DIOSMIN
DIOSMIN
DIOSMIN
FISETIN
FISETIN
FISETIN
FISETIN
FISETIN
FISETIN
FISETIN

FISETIN

GALLIC ACID HYDRATE
GALLIC ACID HYDRATE
HESPERIDIN

HESPERIDIN

HESPERIDIN
HESPERIDIN
HESPERIDIN
HESPERIDIN
ISOQUERCETRIN
ISOQUERCETRIN
MYRICETIN
MYRICETIN
NARINGENIN
NARINGENIN

NARINGENIN

9.63 mg/mL
0.00129 g/g
0.00004 g/g
0.00003 g/g
0.00002 g/g
<1 mg/g
<14 mg/g
<1 mg/g
<1 mg/g
<1 mglg
<1 mg/g
<1 mglg

2.89 mg/mL

12.6 g/L
2870 g/L
Insoluble

0.00495 g/L

20 ppm
Insoluble
Insoluble
Insoluble
Traces
30+0.9 (g/L)
0.0119 mM
0.01576 mM
43.83 pg/mL
440.163

pg/mL
41.81 pg/mL

25

25

25

25

25

27

25

143

25

25
25
25
25
50
50
25

37

n-octanol

PEG-400

Isopropyl
alcohol
Ethanol

Water
Water
Ethanol
Soybean oil

Carthame

oil

Miglyol®

812N
Capric acid
Captex®
355
Ethanol /
Water
(50 :50)
Water
Water
Water

Water

Water
acetone
benzene

chloroforme
Acetonitrile

M2B2

Water

Water

Water

n-octanol

Water

2013)
(Liuetal.,
2009)
(Anwer et

Shakeel, 2015)

(Anwer et

Shakeel, 2015)

(Anwer et

Shakeel, 2015)

(Anwer et

Shakeel, 2015)
(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)

(Ragelle et al.,

2012)
(Sowa et al.,
2014)

(Srinivas et al.,

2010)a

(Srinivas et al.,

2010)a
(Caoetal.,
2015)

(Majumdar et

Srirangam,
2009)

(Tommasini et

al., 2005)
*

*

*

(Chebil et al.,

2010)

(Chebil et al.,

2010)
(Yaoetal.,
2014)
(Yaoetal.,
2014)

(Semalty et al.,

2010)

(Semalty et al.,

2010)

(Semalty et al.,
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2014)
NARINGENIN 437.143 - n-octanol  (Semalty et al.,
pg/mL 2014)
NARINGIN 0.5 (g/L) 20 Water (Pulley G,
1936)
PROTOCATECHUIC 29.4 g/L 25 Water (Srinivas et al.,
ACID (TYPE 2010)a
POLYPHENOL)
PROTOCATECHUIC 1180 g/L 143 Water (Srinivas et al.,
ACID (TYPE 2010)a
POLYPHENOL)
PUERARIN 12.45 mM Room temperature Water (Li et al., 2004)
QUERCETIN 1.7+0.006 50 Acetonitrile  (Chebil et al.,
(o/L) 2010)
QUERCETIN 20+0.4 (g/L) 50 M2B2 (Chebil et al.,
2010)
QUERCETIN <0.01 (g/L) 20 Water (Calias et al.,
1996)
QUERCETIN 0.95 (g/L) 25 Water (Razmara et
al., 2010)
QUERCETIN 9.5¢0/L 25 Ethanol (Althans et al.,
2014)
QUERCETIN 0.165-10.28 Water (Althans,
pg/mL Schrader, &
Enders, 2014)
QUERCETIN 0.00263 g/L 25.6 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 0.00426 g/L 41.5 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 0.0112 g/L 61.8 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 0.0454 g/L 82.1 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 0.161 g/L 102.2 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 0.358 g/L 122.5 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCETIN 1.49 g/L 142.7 Water (Srinivas et al.,
DIHYDRATE 2010)b
QUERCIMERITRIN insoluble - Water (Calias et al.,
1996)
RUTIN 0.3+0.006 50 Acetonitrile  (Chebil et al.,
(g/L) 2010)
RUTIN 36+0.4 (g/L) 50 M2B2 (Chebil et al.,
2010)
RUTIN 0.125 (g/L) 20 Water (Calias et al.,
1996)
TAXIFOLIN 0.87 mg/mL 25 Artificial (Zuetal.,
(DIHYDROQUERCETIN) gastric juice 2014)
/Methanol
TECTORIDIN 142 pg/mL Room temperature Water (Han et al.,
2012)
TECTORIGENIN 125 pg/mL Room temperature Water (Han et al.,
2012)



This Table indicates clearly that there is a need to develop a strategy in view to increase the
solubility of these compounds. This strategy can be established either by the use of an
experimental approach or by the development of the molecular and mesoscale modeling and

simulation.

The experimental approach consists : i) to identify the appropriate functionalization reactions
either enzymatic or chemo-enzymatic such as glycosylation, acylation, hydroxylation,
polymerization, methylation, complexation... ii) to establish the adequate formulation with
adjuvants such as polymers, proteins ... iii) to select the appropriate solvent or a mixture of
solvents or to use processes such co-crystallization, nano crystallization and encapsulation to

increase of the above physicochemical properties of flavonoids.

The molecular and mesoscale simulations allow to elucidate the interactions between

flavonoids and solvents and thus to predict solubility and the stability of the system.

This review underlines the different ways described in literature that enabling to remediate to
poor solubility, stability and disponibility of flavonoids and to understand the different
interactions occurred depending on the applied operating conditions

1. Solubility enhancement by experimental approach

1.1. Flavonoid functionalization reactions

Flavonoid functionalization reactions constitute an efficient way to increase their biological
and physico-chemical properties. The most studied reactions are hydroxylation,
polymerization, esterification, alkylation and glycosylation reactions. So, the known data

concerning these reactions will be presented and discussed.

e Hydroxylation

Flavonoid hydroxylation can increase the biological and physico-chemical properties of
flavonoids. It could also a mean to increase the number of hydroxyl groups to favor all the
reactions cited previously. In fact, high hydroxyl group’s number on flavonoids backbone are
important for the antioxidizing capacity of a given compound and also plays a major role for
further modifications of this compound. For these reasons, this reaction was the subject of
several studies by different authors such as Amor et al. (Amor et al.?, 2010). Those authors

hydroxylate the naringenin with recombinant E. coli harboring flavanone 3 hydroxylase
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(F3H) and in the presence of flavonoid 3'hydroxylase (F3'H)  expressed
in Saccharomyces cerevisiae.

The conversion rate of naringenin was of about 70%. Naringenin-3-OH and naringenin-3’-
OH can serve a substrates for additional reactions like polymerization, glycosylation, and
acylation or to be used as an antioxidant after further purification. Naringenin (5,7-
Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one ) has a poor solubility in water (41.81
pg/mL), while the solubility of kaempferol (3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-
chromen-4-one), its hydroxylated form (440 pg/mL), is tenfold higher even at room

temperature.

e Glycosylation

The glycosylation of flavonoids is widely described in the literature. This reaction serves to
modulate the hydrophilicity, bioactivity, bioavailability, stability and chemical properties of
aglycones flavonoids (Gill and Valivety, 2000). This transformation can be lead either by
chemical or by enzymatic way. Chemical glycosylation requires glycosyl activation and
involves multiple steps of protection/deprotection to control the regio-selectivity of this
reaction (Matwiejuk and Thiem, 2011). Despite this protection, the regioselective
glucosylation of flavonols such as quercetin, kaempferol and myricetin, by chemical method
remains very difficult. Enzymatic glycosylation is more attractive due to their chemo-, regio-,
and enantioselectivity (Li et al., 2004a; Rather et al., 2012) and presents several advantages,
such as mild reaction condition, high stereo or region selectivity and no
protection/deprotection steps are needed (Ren et al., 2012).

In biological systems, glycosidases and glycosyltransferases are responsible for the synthesis
and catabolism of carbohydrates (Wu et al., 2013). Glycosylation refers, in particular, to the
enzymatic process that attaches glycans to proteins, lipids, or other organic molecules.
Glycosylation is a form of co-translational and post-translational modification.

There is huge data on the effect of glycosylation on the solubility of flavonoids. It is well
known that the presence of a sugar moiety usually increases the solubility of the flavonoids in
water solutions. Glycosylated quercetin (Calias et al., 1996) as well as other glycosylated
flavonols (Chen et al., 2011) was reported to have considerably enhanced water solubility
compared to the corresponding aglycon. Calias et al., (Calias et al., 1996) reported that the
solubility of the quercetin is less than 0.01 g/L, while the solubility of the rutin (glygosylated
form) is about of 0.125 g/ at 20°C). As another example, the solubility of tectorigenin was of

125 pg/mL vs 142 pg/mL for the glycosylated form (Han et al., 2012).
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Transglycosilation of puerarin by Bacillus stearothermophilus maltogenic amylase (BSMA)
widely enhanced its solubility. In fact, the solubility of the transfer products (a-D-Glucosyl-
(1->6)-puerarin and a-Maltosyl-(1->6)-puerarin) was 14 and 168 times higher than that of
puerarin (178.59 mM, 2094.56 mM and 12.45 mM respectively).

The solubility is also affected by the position of the sugar moiety and the number of the bound
sugars established on the backbone of the flavonoid. For example, the solubility of quercetin-
3,4'-diglucoside, quercetin-3-glucoside and quercetin-4’-glucoside in water solution decreases
in the same order (Murota et al., 2000; Rothwell et al., 2005). In fact, as shown by their
structure, the less glycosylated groups in the structure, the less is their solubility in water.
However, Chebil (Chebil et al., 2013) observed a decrease of the solubility for glycosylated
compound compared to aglycon one.

The rate of the reaction of glycosylation is often limited by the low solubility of flavonoids.
To overcome this problem Gao et al. (Gao et al., 2001) reported that flavonoids can be
efficiently solubilized in supersaturated solutions prepared with glycosides donor’s (such p-
nitrophenyl glycosides, di and higher oligosaccharides, and PEG). Thus, the increase of the
solubility favors the glysosylation rate of the enzymatic reaction.

Gurung et al. (Gurung et al.,, 2013) had synthetized apigenin glucosides by in vitro
glycosylation reaction performed successfully by using an UDP-glucosyltransferase (YjiC),
from Bacillus licheniformis DSM 13. The obtained glucosides (apigenin 4'-O-glucoside,
apigenin 7-O-glucoside and apigenin 4',7-O-diglucoside) have higher water solubility
compared to apigenin. Son et al. (Son et al., 2009) consider that enzymatic glucosylation with
glycosyltransferases can be used to regulate the water solubility of aglycon flavonoids.
Choung et al. (Choung et al., 2017) confirmed those conclusions. They found that enzymatic
glycosylation of astragalin by cyclodextrin glucanotransferase with maltose enhanced its
solubility in water. The solubility of glycosylated astragalin was 65-fold higher than that of
astragalin (36.19 mM and 0.56 mM at 37°C respectively). Also, glycosylation of bavachinin
by UDP-glucosyltransferase YjiC increased its water solubility. It was 10 times higher than
the non-glycosylated form. The main reactions of glycosylation described in the literature are

summarized in Table 1.2.
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Table 1.2 : Enzymatic glycosylation of flavonoids using glycoside hydrolases (Plaza et al., 2014)

SOURCE ENZYME DONOR  ACCEPTOR PRODUCT
ASPERGILLUS NIGER cellulase 4np-fuc catechin catechin 4-f3-D-
fucopyranoside
BACILLUS a-d- maltose catechin catechin 7-a-D-
STEAROTHERMOPHILUS | glucosidase glucopyranoside

catechin 5-a-D-
glucopyranoside

BACILLUS SP. a-amylase dextrin catechin catechin 7-a-D-maltoside
catechin 5-a-D-maltoside
LEUCONOSTOC glucansucrase sucrose luteolin luteolin-3'-a-D-
MESENTEROIDES glucopyranoside
luteolin-4'-a-D-
glucopyranoside
LEUCONOSTOC glucansucrase sucrose quercetin quercetin-3'-a-D-
MESENTEROIDES glucopyranosides

quercetin-4'a-D-
glucopyranosides
LEUCONOSTOC glucansucrase sucrose myricetin myricetin-3'-a-D-
MESENTEROIDES glucopyranoside
myricetin-4'-a- D-
glucopyranoside

PENCILLIUM cellulase maltose quercetin quercetin-3-rutinoside
DECUMBENS
HUMICOLA INSOLENS synthase a-glycosyl luteolin luteolin-5-a-D-glycosyl

cel7b_el97s fluoride

e Polymerization

Enzymatic polymerization is defined as polymer synthesis in vitro via nonbiosynthetic
pathways catalyzed by an isolated enzyme. In the enzymatic polymerizations, the product
polymers can be obtained under mild reaction conditions without using toxic reagents.
Oxidoreductases are one of the typical enzymes family used in polymerization of
polyphenols. The structure and the properties of the obtained polymers depend on the
monomer structure, the used solvent, and the origin of the enzyme (Kobayashi et al., 2001).

Bruno et al. (Bruno et al., 2010) studied the physico-chemical properties of polyquercetin
obtained by polymerization of quercitin by Horseradish peroxidase (HRP). Polyquercetin was
highly soluble in water/ethanol mixture (60/40) due to the presence of dense OH groups on its

backbone.

Catechin and rutin were also polymerized by Kurisawa et al. (Kurisawa et al., 2003a and b)
using Myceliophthora laccase in a mixture of a polar organic solvent and buffer. The

produced oligomers showed a good solubility. In fact, the monomer has a solubility in water
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less than 0.1% at room temperature, whereas the water solubility of the polymer was larger
than 5% (Table 1.3). The obtained polymer was also soluble in N, N-dimethylformamide
(DMF) and dimethyl sulfoxide (DMSO). However, the solubility of this polymer in pyridine
and methanol was very low compared to the monomer. Anthoni (Anthoni et al., 2008) studied
the effect of rutin’s polymerization by laccase in biphasic media on its solubility. Those
authors found that the solubility of rutin oligomers were 4200 folders higher than the rutin. A
molecular modeling study of the hexamer indicated the presence of a dense network of H-
bonds with water molecules which can explain the observed high solubility (Anthoni et al.,

2008). The Table 1.3 presents the solubility of rutin and its oligomers in different solvent.

Table 1.3 : Solubility of rutins and poly (rutin)s in several solvents

Sample Acetone Dmf  Dmso Methanol Pyridine Toluene Water
Rutin (1) - ++ ++ ++ ++ - -
Poly(1) - ++ ++ + + - ++
A-g-rutin - ++ ++ ++ ++ - ++
ps (2)
Poly(2) - ++ ++ t * - ++

++, soluble; +, almost soluble; + party soluble; -, insoluble

e Acylation

Enzymatic acylation of natural polyphenols with fatty acids or other acyl donors has been
reported as an efficient method to enhance lipophilic properties of the acylated flavonoids (De
Araujo et al., 2017). In fact, this approach was widely known for increasing flavonoid
solubility and stability in lipophilic systems. Enzymatic acylation of flavonoids consists of a
fatty acid linkage on desired position of flavonoids to make them more hydrophobic. The
chemical acylation is the widely used process but it is not regioselective and leads to an
unwanted functionalization of phenolic hydroxyl groups. The enzymatic acylation using
lipases is more regioselective and without undesired products. For these reasons, enzymatic
reactions are preferred to chemical ones. They are regio-selective toward polyhydroxylated
compounds like rutin (Chebil et al., 2006; Ardhaoui et al., 2004°; Chebil et al., 2007).

The use of aromatic acids such as hydroxycinnamic acids in acylation reactions, decreases the

solubility of anthocyanins (Glassgen, 1992). However, the use of small inorganic acids, such
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as sulfuric acid, increases the solubility of quercetin in water solution. Therefore, it is
reasonable to assume that acylation with hydrophilic acids will increase the hydrophilicity of
the targeted flavonoids and vice versa (Lue et al., 2010). In another work, Lue et al. (Lue et
al., 2010) suggested that acylation of rutin with medium or long chain fatty acids may result
in improved lipophilic solubility. Falcimaigne et al. (Falcimaigne, 2004) investigated the
solubility of acylated rutin in different solvents and observed a slight increase of the
solubility’s of the obtained products.

Celiz and Daz (Celiz et Daz, 2010) studied the solibility of alkyl esters of pruning obtained by
enzymatic reaction using either immobilized Novozym 435 or Lipozyme RM IM. They
observed, as indicated in Table 1.4, a high variation of the solubility of prunin and its esters in
water and in 1-octanol. These variation are attributed in one hand to the chain length of the

used acyl donor and to the coefficient of partition of these compound in the used solvent.

Enhancement of lipophilicity and solubility of the flavonoids derivatives was also reported by
Stevenson et al. (Stevenson et al., 2006) in their study of the enzymatic acylation of
naringenin and quercetin-3-Oglucopyranoside using carboxylic acids as acyl donors (3-(4-
hydroxyphenyl) propionic acid; phenylpropionic acid; 3-(2-hydroxyphenyl) propionic acid ;
3-(3,4- dihydroxyphenyl) propionic acid transcinnamic acid).

Table 1.4 : Water and 1-octanol solubilities of prunin and prunin 6’’-O-acyl esters at 20 C.

nd: not detected. Data are expressed as the mean of duplicate assays. All standard
deviations were below 5%.

SOLUBILITY (MM)

Water 1-Octanol
PRUNIN 1.07 1.11
PRUNIN BUTYRATE 0.64 26.0
PRUNIN DECANOATE Nd 66.0
PRUNIN LAURATE Nd 66.7
PRUNIN STEARATE Nd 116

e Complexation

Chemical reaction takes place between a metal ion and a molecular or ionic entity known
as a ligand that contains at least one atom with an unshared pair of electrons. Complexation
reactions of flavonoids using different compounds able to form complexes are widely used to

enhance flavonoids physico-chemical and biological properties for a wide range of
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applications. Lee and Jung (Lee et Jung, 2002) studied the complex formed between
cyclosophoraoses with various degrees of polymerization (DP) ranging from 17 to 27 and
luteolin in aqueous media. The obtained solubility diagram indicated that the solubility of
luteolin was greatly enhanced by the complexation with cyclosophoraoses particularly in the
presence of high degree of polymerization (Lee et al., 2003). Brewster and Loftsson reported
in their review (Brewster et Loftsson, 2007) that cyclodextrins are very interesting

solubilizing agents of small molecules.

In another study Tommasini et al. (Tommasini et al., 2005) found a 10 fold enhancement of
the hesperetin solubility after its complexation with hydroxypropyl-p-cyclodextrin. Same
observation were reported by Zheng et al. (Zheng et al., 2005) during the complexation of
quercetin  with  B-cyclodextrin, hydroxypropyl-p-cyclodextrin and sulfobutylether-f-
cyclodextrin. The increase of the solubility was about of 21 to 55 folds. Calabro et al.
(Calabro et al., 2004) reported the complexation of 3-Hydroxyflavones with a-cyclodextrin,
and P-cyclodextrin. They indicated also an increase of the solubility of hydroxyflavones
compared to parent’s compounds. The same authors explored the feasibility of -cyclodextrin
complexation as a tool for improving the aqueous solubility of rutin. The obtained results
indicated that the aqueous solubility of the rutin is increased proportionally with an increase
of interacting of fp —CD. The complexion by B-CD was also investigated with fruit
polyphenols (Alvarez-Parrilla et al., 2005). Those authors concluded that the complexation of
the apple flavonoids (quercetin and rutin) by B-CD stabilizes those compounds and increases
their solubility and their antioxidant capacity. The aboved results obtained in the presence of
rutin and quercetin were also confirmed (Vijaya Sri et al., 2007).

Zhang et al. (Zhang et al., 2013) analyzed the ability of freeze-drying method at a molar ratio
of 1:1 to form microcapsules between astilbin and CDs (a-, B-, and y-cyclodextrin)
complexes. The results showed that solubility of astilbin in all CD microcapsules was
improved. The highest solubility in B-CD microcapsules was almost equal to 0.060 M at 298
K, which was 122.1 times increased compared to astilbin alone.

The mechanism of the observed increase of the solubility is explained by the ability of
cyclodextrin to form non-covalent dynamic inclusion complexes in solution. The solubilizing
effect of cyclodextrin can be also attributed to the formation of aggregates and to their ability
to form and stabilize supersaturated solutions.

In conclusion, the complexation of flavonoids with B-CD was the subject of several studies.

All these studies indicated an increase of the solubility and the stability of the tested phenols.
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So, this way appears to be very promising to increase the solubility of flavonoids in different

formulations for food, cosmetic and pharmaceutical applications.

1.2. Adding adjuvants

Many adjuvants (polymers, surfactants ...) can be added to flavonoids’ mixture to enhance
their solubility. They are widely used and several studies proved their positive effect. Althans
et al. (Althans et al., 2014) showed that the solubility of quercetin in water arises up to 3 times
with the increase of the concentration of Boltorn H,O, a branched polymer. Lipkovska et al.
(Lipkovska at Al, 2014) reported also that a drastic increase in the solubility of flavonoids in
the presence of surfactant, miramistin, at concentrations >1.10= M. This increase is more
pronounced for hydrophobic compounds (as quercetin) than hydrophilic ones (as rutin). Li et
al. (Li et al., 2012) reported that the solubility of polymethoxyflavones (PMF) is significantly
enhanced when poly(vinyl alcohol) (PVA) and hylidroxypropyl methylcellulose (HPMC) is added to
the preparation.

The positive effect of the addition of an adjuvant is demonstrated also by Martini et al.
(Martini et al., 2010) by an investigatation of the solubility of formed p-carotene-humic acid
complexe. They reported that water solubility of B -carotene was strongly increased by its
complexation with humic acid.

1.3. Using of solvents mixture

To overcome the drawbacks of the low solubility of flavonoids, the use of mixtures of
organic-aqueous solvents (e.g. water—ethanol) was suggested as an alternative (Jouyban,
2007; Stovall et al., 2005).

Ferreira et al. (Ferreira et al., 2013) studied the solubility of hesperitin in different mixtures of
solvents. They reported that the solubilities were 0.023 10? mol-kg™*; 0.054 102 mol-kg;
0.381 10% mol-kg™? in water + methanol, water + ethanol and water+ acetone, respectively.
Those results show that the mixture water-acetone is the best solvent to solubilize hesperitin.
Zhou et al. (Zhou et al., 2014) studied the solubility of chrysin in a binary mixture of ethanol
and water at a range of temperature varying from 293.15 to 323.15K and at different ratios
between the two used solvents. The obtained results indicate that the solubility of chrysin in
ethanol and water mixtures was proportional to the ethanol concentration in the mixture and
to the temperature.

Peng and Yan (Peng and Yan, 2010) investigated the evolution of the solubility of luteolin
and its anti-inflammatory, antioxidant, and antitumor activities in ethanol and water mixture
at 273.15 to 323.15 K and different ratios (from 0 to 1). The best mole fraction solubility was
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reached with a ratio of 0.8 of ethanol at 323.2 K. The above results were in accordance with
the finding of Cai et al. (Cai et al., 2017) during their study of the solubility of myricitin in a
variety of binary mixtures of water and ethanol at different temperatures (288.15 to 323.15
K). They showed that the dissolution is strongly dependent on solvent composition and
temperature. The increase of solubility was proportional to the increase of mole fraction of
ethanol and temperature. Chebil et al. (Chebil et al., 2013) studied also the solubility of three
flavonoids in some common organic solvents used in biocatalyst reactions. They found that
quercetin, rutin and isoquercitrin were soluble in 2-methyl-2-butanol (20£0.4 g/L, 36+0.4 g/L
and 30+0.9 g¢/L respectively) and had a poor solubility in acetonitrile (1.7+£0.006 g/L,
0.3+0.006 g/L and undetectable respectively).

Recently Tooski et al. (Tooski et al., 2016) reported that for naringenin the solubility in
different aqueous solutions containing 0-100 % (v/v) of acetonitrile (ACN) and 1, 4-dioxane
(DOX) at a temperature of 25°C is dependant on the solvent ratio. They noticed that
preferential solvation parameters delta x for acetonitrile and delta x for 1,4-dioxane are
negative in water-rich mixtures and became positive when this ratio is low (from 50 % (v/v)
ACN and DOX up to the pure co-solvents).

14. Crystallization

e Nano — crystallization
To overcome the poor solubility of small molecules such as flavonoids in solvents (water
particularly), the nano crystallization was suggested. In fact, Hecq et al. (Hecq et al., 2005);
Miller and Keck (Miller and Keck, 2007); Muller et al. (Muller et al.,1995) reported that the
reduction of the particle size of flavonoids can improve their solubility because it contributes
to increased saturation solubility, enlarged surface area and increased dissolution velocity.
The fundamental basis that size influences the solubility is explained by the Kelvin equation
(Buckton and Beezer, 1992). The increase in saturation solubility due to particle size
reduction can also be explained by the Ostwald—Freundlich equation. the production of
nanoparticles can be achieved by several techniques (Tom and Debenedetti, 1991; Young et
al., 2000) like precipitation (List and Sucker, 1988; Sucker and Gassmann, 1994), wet milling
(Liversidge and Conzentino, 1995; Liversidge et al., 1992), supercritical fluid process,
compressed fluid processes, cryogenic spray-processes, spray-freezing into liquid processes,
high pressure homogenization, either in pure water (Muller et al., 1999) or in non-aqueous
media and water reduced dispersion media (Mller et al., 2000b) combination of precipitation

and subsequent high pressure homogenization (Mauludin et al., 2009).
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In view to analyze the effect of flavonoid size on the solubility Mauludin et al. (Mauludin et
al., 2009) produced rutin nanosuspensions by high pressure homogenization (HPH) in pure
water at room temperature. The obtained suspensions were lyophilized to obtain nanocrystals.
It appears that, lyophilized rutin nanocrystals are completely dispersible in water, buffer of pH
1.2 and buffer of pH 6.8 within 15 min. In contrast, only 70% of pure rutin material was
dissolved within 15 min in similar conditions (Mauludin et al., 2009). Also, the prepared
apigenin nanocrystals, by supercritical antisolvent process, exhibited a high dissolution rate
compared to the apigenin coarse powder. Under sink condition (0.1 M PBS 6.8 with 0.5%
polysorbate 80), Hatahet et al., (2016) observed only 40% of the apigenin coarse powder is
dispersed after 120 min, while, more than 90% is reached only after 20 min for the prepared

apigenin nanocrystals.

e Co-crystallization
The Co-crystallisation was used in several works as a mean to favor the dispersion of
bioactive compounds characterized by a weak solubility. Smith et al. (Smith et al., 2011)
investigate the co-crystallisation of quercetin with caffeine (QUECAF), quercetin-caffeine-
methanol (QUECAF 3MeOH), quercetin-isonicotinamide (QUEINM), and quercetin-
theobromine dihydrate (QUETBR 3 2H20). The obtained crystals exhibit superior
pharmacokinetic properties and allowed to overcome the problem due to the low water
solubility of quercetin. In fact, the QUECAF and QUECAF 3MeOH cocrystals increased the
solubility of quercitin by 14- and 8-fold compared to quercitin solely. Moreover, the
bioavailability of co-crystallied quercetin was ten fold higher. The co-crystallization was also
studied by (Zhang et al., 2017a). Those authors studied the co-crystallization of kaempferol-
4,4'-bipyridine; quercetin-4,4'-bipyridine (1:1.5), genistein - 4,4’-bipyridine and myricetin-
4,4'-bipyridine They reported that the co-crystal of genistein allows to arise its solubility from
15.71 pg/mL to 23.44 ug/mL. This finding confirms the interest of co-crystallization as a tool
to enhance the solubility of flavonoids.
1.5. Encapsulation

The encapsulation of flavonoids within other molecules was widely studied by several
authors. This process consists to coat flavonoids within another material at different sizes
(microencapsulation or nanoencapsulation). In view to increase the solubility of lutein in
water, Qiu et al., (Qiu et al., 2013) tested monomethoxy poly (ethylene glycol)-poly (e-
caprolactone) (MPEG-PCL) as a coating agent. Those authors observed that encapsulated
lutein was released rapidly compared to free lutein.
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To encounter the low solubility of quercetin, this flavonoid was encapsulated on poly-d,I-
lactide (PLA). Nanoparticles were made by solvent evaporation method. The in vitro release
studies demonstrated that an average of 40-45% of quercetin was released within 0-0.5 h.
This was normally attributed to the fraction of quercetin which was adsorbed close to the
surface of the nanoparticles. The maximum release of quercetin was 87.6% after 96 h
(Kumari et al., 2010).

Wang et al. (Wang et al.,, 2014) formed nanoparticles of naringenin employing a
biodegradable amphiphilic copolymer: monomethoxy poly (ethylene glycol)-poly(3-
caprolactone) (MPEG-PCL). Obtained nanoparticles, showed more than 80% of drug release
in 12 hours.

Nanoemulsions can also constitute an alternative to increase the dissolution rate of flavonoids
facilitate thus their use in clinical practice (Shikov et al., 2009). Emulsion technology is also
another processe of encapsulation of bioactive compounds in aqueous solutions (Fang et al.,
2010).The encapsulated mixture can either be used directly in the liquid state or dried to form

powders.

To perform the solubility in water of taxifolin dehydrate Shikov et al. (Shikov et al., 2009)
prepared a nano-particule by adding polyvinylpirrolidone as a carrier. The obtained complex
exhibit superior dispersibility (91% within 30 min and 95% within 45 min) to that of toxilin
taken solely. This enhancement was attributed to both the reduction of particle size and the
loss of crystallinity. Roussaki et al. (Roussaki et al., 2014) deduced also that the obtained
nanoencapsulated system of aureusidin in PLA can overcome the problems relating to
aureusidin's water solubility, light sensitivity without any loss in its biological activities. Chen
et al. 2017 (Chen et al., 2017) reported the encapsulation of quercetin (Q) in phytoglycogen
(PG) at different PG/Q ratios. They reported that the solubility of quercetin reached 241.76
ug/mL at PG/QC ratio of 30/1 compared with approximately 4.32 pg/mL of quercetin alone.
In nanocapsules of lipid, the apparent water solubility of quercetin increased by more than
5000 fold (from 0.5 pg/mL to about 5 mg/mL) (Hatahet et al., 2017).

2. Solubility studies by molecula and mesoscale modeling simulations
In the literature, molecular and mesoscale methods were mainly used as tool to predict
stability, solubility and structural organization of small molecules in different solvents with or

without use of adjuvants (encapsulation, crystallization, agglomeration, add of adjuvants...).
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The characterization of the above mentioned criterion are obtained in one hand, via the
determination of Flory Huggins Parameters by applying molecular dynamics (the solubility
parameter method) or the Monte Carlo method (the mixing energy method) and in another
hand, by the use of mesoscale methods such as the dissipative particle dynamics DPD to
understand miscibility between the different beads of the system or the Mean Field Density
Functional theory MFDFT method to show the possible aggregation or dispersion of different
solutes in the studied system.

2.1.  Solubility studies by molecula modeling simulations

The solubility of a given molecule in water or in organic solvents is a very important property
for pharmaceutical, food and chemical formulations. The experimental determination of the
solubility of organic molecules, especially flavonoids, is unfortunately very tedious. For this
reason, few data are available in the literature concerning the solubility of flavonoids in
organic solvents. A lot of time could be saved if the solubility could accuracy be predicted by
modeling. The common practice to predict the solubility of organic compound is to establish
experimentally of a Quantitative Structure-Property Relationship (QSAR). In such methods
the solubility is correlated to number of properties for a set of molecules. Thus, the prediction
of the solubility of a new molecule is obtained by introducing its properties into the developed
data base. The QSAR methods are often rapid and can be accurate if the new molecule is
similar to those studied to establish the QSAR correlation and if the molecular simulations are
carried out in the same experimental environments. As an example of correlation between the
solubility and structural properties of flavonoids, Chebil et al. 2007 (Chebil et al., 2007)
showed that the absence of a double bond between C2 and C3 led to a torsion angle
(OC2C1°C6’) of flavonoids (naringenin and hesperetin) of about 40° and to a high solubility
in acetonitrile.

Another approach to predict the solubility is to carry out molecular simulations to calculate
the chemical potential of the molecule according to each concentration in the solution. The
solubility of a given molecule corresponds to the concentration at equilibrium, i.e., when the
equality of the chemical potential is reached between phases. The chemical potential of a
given molecule is the change of Gibbs free energy when, at constant temperature and
pressure, a supplementary molecule is added to the solid phase and solution, respectively.
This change of the free energy level is computed by using the Free Energy of Perturbation

(FEP) method for both the solution and the amorphous phase. For the crystalline phase, the
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FEP method is not applicable. But there are other alternatives to calculate the chemical
potential for crystalline state.

This approach is used by Chebil et al. 2010 (Chebil et al., 2010) to investigate the effect of the
environmental condition on the solubility of quercetin. Thus, the solubility of this compound
was evaluated in acetonitrile, 2-methyl-2-butanol, acetone, chloroform and water. Molecular
dynamics were performed to deduce the most stable structures and compute the free energies
of solvation (AGsorv) by the FEP method. As it is indicated in Figure 1.2, the AGsowy
calculated fit well the experimental solubility of quercetin in various solvents, i.e. chloroform
<eau <acetonitrile <2-methyl-2-butanol = acetone, with values going from -18 to -29

kcal/mol.

Quercetin solubility (g/I)

100
2-methyl-2-butanol
acetone

10 -

l -

0,1 -

water
0,0l T || T T T
20 22 24 26 28 30

IA Gsolv(kcal/mon I

Figure 1.2 : Correlation between solubility and energy of solvation (AGso) Of quercetin in
various solvents

The free energy of solvation at a temperature T for any compound can be related to its
solubility (c) through equation 1.1.

C = Cyq€exp (— Aij—;”’) (1.D)
where ca is the solubility of the pure crystal matter at T.
Chebil et al. (Chebil et al., 2010) showed that the predicted solubilities reported in Table 1.5
are all within 0.5 log unit of the corresponding experimental values, irrespective of the
reference solvent. Their reliability embraces three contributions (i) the accuracy of the
experimental reference solubility, (ii) the relevance of the force field for the description of
guercetin-solvent interactions, and (iii) both the precision and the accuracy of the computed

solvation free energies.
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Table 1.5 : Experimental and calculated solubilities (¢, mol/L) at 323 K of quercetin in
chloroform, water, acetonitrile, acetone, and 2-methyl-2-butanol

chloroform water acetonitrile acetone 2-methyl-2-butanol
log Cexp insoluble? -4,522 -2,27° -1,10° -1,17°
AGsoly -18,44+0,18  -23,52+0,19  -27,52+0,28  -28,99+0,38 -28,88+0,26
log Ceac  -8,02 reference -1,82 -0,81 -0,89

-8,43 -4,98 reference -1,27 -1,34

-8,25 -4,80 -2,09 reference -1,17

-8,26 -4,81 -2,10 -1,10 reference

@ Measured from the protocol of Chebil et al. 2007. ® Chebil et al. 2007. AGsow (kcal/mol)

In the same work, the authors explain the high solubility of quercetin in acetone and 2-
methyl-2-butanol by the probability distributions showed in Figure 1.3. It suggests that the
enhanced solvation of quercetin by acetone and 2-methyl-2-butanol stems from more
pronounced hydrophobic and hydrophilic interactions, respectively, compared to the case for

acetonitrile.

(b) (©

(d)

Figure 1.3 : Contour maps of the solvent density around quercetin: (a) water; (b) acetonitrile; (c)
acetone; (d) 2-methyl-2-butanol; (e) chloroform

For flavonoid oligomers, Anthoni et al. (Anthoni et al., 2010) studied by molecular dynamics
the conformation of monomer and oligomers of rutin in water. They explain the high
solubility of oligomers, compared to monomer, by an open configuration of oligomers which

be able to interact with water via hydrogen bound network.
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Predictions of the solubility of flavonoids in a large variety of ionic liquids (ILs) with over
1800 available structures were examined based on COSMO-RS computation by Anthony et
al. (Anthony et al., 2007). The results show that the solubilities of flavonoids are strongly
anion-dependent. H-bonding interaction is the most dominant interaction for ILs (followed by
misfit and van der Waals interactions) to determine the solubility of flavonoids, and the

anionic part has greater effect on the overall H-bonding capability of the IL.

Besides its role on predicting thermodynamic miscibility of a polymer and a small molecule
in a binary mixture, the Flory-Huggins interaction parameter was found to be a quite good
tool for predicting the phase stability of small molecules mixtures (Pajula et al., 2010). By
using the molecular tools, this parameter can be an efficient way to choose rapidly and
efficiently the mixture of small molecules or drugs to be used for a given preparation.

The Monte Carlo method can be used to predict Flory Huggins parameter in order to estimate
the miscibility behavior of binary mixtures, such as solvent—solvent, polymer—solvent and
polymer— polymer mixtures. The thermodynamics of mixing can be obtained directly from the
chemical structures of the two components and, therefore, requires only their molecular
structures and a force field as input. Particularly, Blends module in the Materials Studio

Program is well known and commonly used for this purpose.

Blends provide three tasks to the user for calculating binding energy, cluster size and mixing
energy. The main calculation in Blends consists of estimating the average energy between two
molecules in contact at a given temperature. From the binding energies and cluster sizes, the
mixing energy can be obtained, which leads to the Flory—Huggins interaction parameter,
(Akkermans et al., 2013).

The work of Otto et al. in 2013 was one of the scarce works dealing with mesoscale modeling
of flavonoids. They used the blends module to predict the solubility of different beads of
quercetin, a very interesting flavonoid, in water in presence of poly ethylene glycol (PEG). As
an example, they found that the Flory Huggins parameter for the quercetin benzene ring and
the bead of polymer had a value of 0.225, which means a good miscibility (Otto et al., 2013).

They used those values for further calculations to explain different phenomena observed.

Depending of the mixing energy of different small compounds, Pajula et al. (Pajula et al.,
2010) calculated the Flory Huggins parameter for different binary mixtures. They’ve verified
experimentally the obtained results and concluded that this parameter can give coherent

results to predict miscibility of different blends of small molecules.
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Many properties of polymers can be related to the Hildebrand solubility parameter 6, which is
proportional to the square root of the cohesive energy density. This parameter defines the
intra- and intermolecular forces of an element. It can also be defined on the base of the
individual Hildebrand parameters describing two contributions to the cohesive energy,
namely, the non-polar Van der Waals dispersion forces dd, and the polar interactions op
(Barton et al., 1983).

Jarray et al. (Jarray et al., 2016) predicted the miscibility of different binary mixtures via this

method in water.

In another study Xu et al. (Xu et al., 2016), employed molecular dynamics (MD) to quantify
the Flory Huggins parameters between the poly lactic acid (PLA) and poly glycolic acid
(PGA) and a pharmaceutical drug, the tetracycline-HCI (TC-HCI), to elucidate the interaction
between the drug and PLGA polymers. They tried to understand the miscibility behavior of
the drugs by varying the composition of the polymer. One of the obtained results was that the
mixing of PLA and PGA polymers is not thermodynamically favorable throughout the entire
composition range of 10/90 to 90/10 wt% PLA/PGA.

In the works of Jawalkar and Aminabhavi (Jawlkar et Aminabhavi, 2006) Flory Huggins
interaction parameter, was computed for different blends using atomistic simulations to
predict the miscibility of each blend combination. It was found that at 1:9 blend of PLL/PVA,
miscibility was observed, but increasing immiscibility was prevalent at higher compositions
of PLL. Miscibility of PLL and PVA polymers is attributed to hydrogen-bonding effect.

Jawalkar and Aminabhavi (Jawlkar et Aminabhavi, 2006) determined the Flory Huggins
interaction parameter to predict blend miscibility of a mixture of polymers composed by
poly(L-lactide) and poly(vinyl alcohol). They deduced that blends are miscible above 25 Wt
% of poly(L-lactide) and immiscible for the other combinations. In fact they found a Flory
Huggins value of 0.143 which was below the Flory Huggins parameter critical value for 1:9
Poly (L-lactide) / poly (vinyl alcohol) blend system.

2.2.  Solubility studies by mesoscale simulations

e Interaction phenomena explained by the dissipative particle dynamics DPD
Dissipative Particle Dynamics simulation DPD is a simulation method introduced by
Hoogerbrugge and Koelman in 1992 (Hoogerbrugge and Koelman, 1992). It is derived from

molecular dynamics simulations and lattice gas automata. It has the advantage of increasing
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the mesoscopic length and time for complex fluid simulations. A bead represents a small

region of fluid matter and its motion is assumed to be governed by Newton's laws.

Jarray et al. (Jarray et al., 2016) studied the stabilization of stearic acid crystals in aqueous
polymeric dispersions via the dissipative particle dynamics method. They reported that the
hydroxypropylmethylcellulose HPMC was able to interact with stearic acid particles by

forming a polymer layer and thus produce stable particles in water (Jarray et al., 2016).

e Separation and aggregation phenomena explained by the MFDFT method
The MesoDyn method is based on the time-dependent mean-field density functional theory. It
is based on the idea that the free energy F of an inhomogeneous liquid is a function of the

local density function p. From the free energy, all thermodynamic functions can be derived.

In order to understand interactions between macromolecules and surfactants (Xanthan and
Nonyphenyloxypropyl B-Hydroxyltrimethylammonium Bromide), Li et al. (Li et al., 2005)
used this method to observe the process of aggregation formation and aggregation
morphology in water. They deduced that this mesoscale-modeling approach is a good
indicator for macromolecule and surfactant behavior in water. They found that aggregation
occurred and that it depends from the concentration and the temperature. In fact, beyond

20vol % of xanthan interaction and so aggregation becomes difficult.

Li et al. (Li et al., 2007) used also this approach in the aim to understand the aggregations
between anionic carboxymethylchitosan and cetyltrimethylammonium bromide. They
indicated that the aggregations were formed even at low concentrations of surfactants due to
electrostatic attractions and concluded that MesoDyn was a good indicator to follow the

aggregation behavior at different concentrations in water.

Otto et al. (Otto et al.,, 2013) also used this method to understand and to control the
aggregation phenomena occurred between quercetin and PEG. They indicated that the

aggregation was proportional to quercetin and PEG concentration.

Conclusion
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Many authors were interested in the solubility of phenolic compounds and particularly
flavonoids over the years. Those molecules are characterized by an excellent antioxidant
properties but they exhibit low stability and solubility and thus render their formulation not
easy and their bio-availability weak. This review presents and discusses the different methods
developed to increase flavonoids solubilities, stabilities and availabilities. Those methods use
solely or in combination several techniques: chemical, physical, and enzymatic. The
performance of those techniques is effective and allows to increase the bioactive properties
and their stability under different physico-chemical environment. Besides the experimental
approach, molecular and mesoscale modeling were also used to understand solubility and
stability issues by highlighting the interactions occurred during the formulation and by
identifying the parts implicated in those interactions. This methodology allows also to predict
their comportment in different solvents alone or with other molecules. These two approaches
(experimental and modeling) are complementary and will be used in combination to
overcome the low solubility of flavonoids and to understand the mechanisms behind those

interactions.
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Contribution de la revue

De nombreux auteurs se sont intéressés a la solubilité et a la stabilité des composés
phénoliques et en particulier des flavonoides. Plusieurs méthodes ont été développées dans
differents domaines pour pallier les problemes liés a leurs faibles solubilité et stabilité et les

rendre, donc, disponible pour différentes formulations et utilisation in vivo.

Cette étude bibliographique portant sur la solubilité des composes phénoliques, nous a permis
dans un premier temps de collecter de nombreuses données sur la solubilité et la stabilité de
plusieurs flavonoides dans différents milieux organiques et aqueux. Dans un deuxiéme temps,
elle nous a permis de recenser les différentes méthodes expérimentales visant a améliorer
leurs propriétés de solubilité et de stabilité. Ces méthodes mettent en ceuvre des réactions de
fonctionnalisation mais aussi des formulations appropriées par ajout d’adjuvants ou par
réduction de taille. L effet de ces modifications est variable. En général toute modification qui
entraine une augmentation de I’hydrophobicité favorise la solubilisation dans les milieux
organiques et I’inverse. De méme toute réduction de taille ou de structure favorise la

dispersion.

Les outils de modélisation & I’échelle moléculaire et mésoscopique apportent des informations
intéressantes et aident a la compréhension des mecanismes d’interaction entre soluté et
solvant mises en jeu selon les conditions opératoires appliquées. Ces approches permettent de

simuler des systemes simples ou complexes, en présence de polymeres.

Cette revue a donc pu identifier les verrous liés a la solubilisation des composés phénoliques

et a aidé au choix des systemes d’études pour la suite de la these.
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Etude bibliographique
Chapitre 11

1. Méthodes utilisées pour les simulations des
systemes a I’échelle moléculaire et mésoscopique



Pour étudier le comportement des flavonoides dans différents solvants ou dans des milieux
complexes, les outils de la modélisation moléculaire et de méso-modélisation ont été utilisés
(Figure 11.1). Dans cette partie bibliographique, sera présentée la théorie qui régit a la fois la
modélisation moléculaire et la méso-modélisation. La modélisation moléculaire ayant pour
objectif de déterminer les propriétés thermodynamiques et les descripteurs nécessaires pour

I’étape de méso-modélisation.

Temps
caracteristique

h

A

ms

ns

ps
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Figure 1.1 : La simulation a différentes échelles

1. Les méthodes de simulation a I’échelle moléculaire

Les simulations a I"échelle moléculaire permettent I’étude des molécules a I’échelle atomique
(Figure 11.1). Ce qui permet de fournir une idée précise sur les proprietés dynamiques et
statiques du systéeme a simuler. C’est un outil précieux pour la prédiction de proprietés
thermodynamiques de molécules peu connues ou nécessitant la mise au point des méthodes

fastidieuses ou couteuses pour les obtenir.

La simulation moléculaire nécessite des techniques d’échantillonnage des états du systeme
efficaces et une description précise des interactions énergétiques au sein du modéle a simuler.
Pour décrire les énergies au sein du systeme, un champ de force précis résultant de modéles
quantiques ou semi-empiriques ajustés sur des données expérimentales doit étre défini. Ces
simulations reposent sur une description moléculaire en termes de positions et quantités de

mouvement de I’ensemble de particules a étudier. Dans ce travail on s’est intéressé
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principalement au calcul des parameétres d’interactions de Flory-Huggins par les moyens de
simulations moléculaires via le paramétre de la solubilité obtenu par dynamique moléculaire
et & partir de I’énergie de mélange dans un mélange binaire a une température donnée en
couplant une généralisation hors réseau de la théorie de Flory-Huggins et un échantillonnage
en deux étapes par la méthode Monte Carlo. Ainsi, les théories permettant d’obtenir les
paramétres de Flory Huggins par la méthode Monte Carlo et par dynamique moléculaire et le
champ de force utilisé dans cette thése pour effectuer les dynamiques moléculaires seront
détaillées.

1.1.  Calcul des paramétres de Flory-Huggins a partir de I’énergie de mélange : La
théorie Monte Carlo et le theoreme de Flory-Huggins etendu

Lors de ce travail, on s’est intéresse a I’estimation de I'énergie entre deux molécules en
contact & une température donnée. Cette méthode est implémentée dans le module Blends de
la suite logicielle Materials Studio. Deux molécules sont dites en contact si leurs surfaces de
van der Waals sont tangentes. L'échantillonnage par la méthode Monte Carlo est un processus
en deux étapes. Tout d'abord, un grand nombre de configurations de paires aléatoires est
donné. Dans chaque configuration, deux atomes doivent étre en contact. Dans cet ensemble, la
distribution de I’énergie (ou «densité d'états») est évaluée, sur la base d’un champ de force. A
partir de cette densité, les énergies moyennes seront déterminées. Le calcul de I'énergie de
liaison est répété pour toutes les combinaisons de molécules. Le calcul de la taille du cluster
est également fait pour pouvoir estimer le nombre moyen d'interactions dans I'état condensé.
La taille du cluster est analogue au nombre de coordination dans les théories du réseau, mais
peut varier en fonction de la combinaison d'especes. A partir des énergies de liaison et des
tailles de « clusters », I'énergie de mélange peut étre obtenue, ce qui conduit au parametre

d'interaction de Flory-Huggins, y.

La théorie la plus simple et la plus connue de la thermodynamique des mélanges et de la
séparation de phase dans les systemes binaires est le modele de Flory-Huggins (Flory, 1953).
L'expression générale de I'énergie libre de mélange d'un systéme binaire est:

AG

%o+ 2me, .
prtn Ind; + W In®; + y@; (1.1)

ou AG est I'énergie libre du mélange (par mole), @i est la fraction volumique du composant i,
n; est le degré de polymérisation du composant i, y est le parametre d'interaction, T est la

température absolue et R est la constante des gaz parfaits. Les deux premiers termes
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représentent I'entropie combinatoire. Cette contribution est toujours négative, favorisant ainsi
un état mixte sur les composants purs. Le dernier terme est I'énergie libre due a l'interaction.
Si le parameétre d'interaction, ¥, est positif, ce terme défavorise un état mixte. L'équilibre entre
I’entropie combinatoire et I’énergie libre due a I’interaction donne lieu a différents
diagrammes de phase. y est défini par la relation suivante (Equation 11.2) :

— Emix
X = (1. 2)

ou E,,;, est I’énergie de mélange.

Dans le modele traditionnel de Flory-Huggins, chague composant occupe un site du réseau.
Pour un réseau avec un nombre de coordination Z, I'énergie de mélange est exprimée par

I’équation 11.3 :
1
Emix = 5 Z(Ejj + Ej; — Ey; — Ejj) (11.3)
ou E;; est I’énergie de liaison entre une unité de compose i et une unité du composé j.

Pour les molécules, les énergies de liaison doivent étre considérées comme des moyennes sur
un ensemble de configurations moléculaires. Or, certaines déficiences ont été observées avec
le modele de Flory-Huggins classique. Dans le modéle étendu de Flory-Huggins, ces degrés
de liberté sont incorporés. Il s’agit du modeéle de Flory Huggins classique auquel deux
extensions importantes ont été apportées. La premiére est I’intégration d’une dépendance
explicite a la température sur le parametre d'interaction par la génération d’un grand nombre
de configurations de paires i et j et en calculant les énergies de liaison, ainsi g’une moyenne
de la température des résultats obtenus en utilisant le facteur de Boltzmann et en calculant le
parametre d'interaction dépendant de la température. La deuxiéme extension est que les
molécules ne sont plus disposees sur un réseau ordinaire comme dans la théorie de Flory-
Huggins originale. Le nombre de coordination est explicitement calculé pour chacune des
paires de molécules en utilisant des simulations moléculaires par la méthode Monte Carlo
(Blanco, 1991 ; Fan et al., 1992).
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1.2.  Calcul des parameétres d’interactions de Flory Huggins a parti de la méthode
de la solubilité : Théorie de la dynamique moléculaire

Les premieres simulations par dynamique moléculaire ont été effectuées par Rahman
(Rahman, 1964) en 1964 sur I’argon liquide puis sur I’eau liquide en 1971 (Rahman and
Stillinger, 1971). Les applications de la dynamique moléculaire en tant qu’outil de prédiction
fiable sont nombreuses (interaction entre deux composes, diffusion de molécules, formation
de structures biologiques complexes, prédiction des propriétés dynamiques du systéme a
I’équilibre a partir des corrélations temporelles, prédiction des grandeurs statiques a partir des
corrélations spatiales ...). Contrairement a la mécanique moléculaire qui permet de calculer la
position des atomes et des molécules dans leur état énergétique minimal (sans vibration, ni
mouvement), la dynamique moléculaire étudie le mouvement des systemes en fonction du
temps et dans I’espace en se basant sur la simulation de la trajectoire des particules par
intégration des équations du mouvement. Le systeme étant défini par la mécanique classique,
la simulation de son comportement dynamique est assurée par I'application de la deuxieme loi
de Newton pour le déplacement des atomes. Cette loi de Newton relie la somme des forces
appliquées sur le systéme a son accélération (Equation 1l. 4) :

2 - d?7;(t)
Fi = mia; = m;—-
i il i qe2

(11.4)

ou Fu est le vecteur force agissant sur I’atome i ; m; la masse de I’atome i ; @, est le vecteur

accélération de I’atome et 7; la position de I’atome i.

Aprés un temps infini, le systéme couvrira toute la surface d’énergie potentielle, obéissant
ainsi a la condition de I’hypothése ergodique (cette hypothése stipule qu’une grandeur
obtenue par simulation de la dynamique moléculaire est comparable a une valeur moyennée
de cette grandeur sur un grand nombre d'individus obtenu de maniére instantanée.) (Haile,
1997). Cependant, en pratique, I’hypothése d’ergodicité n’est jamais vérifiée a cause du temps
fini du calcul. Par ailleurs, la dynamique moléculaire obéit a la loi de Boltzmann. De ce fait,
les états de haute énergie sont difficilement échantillonnés. Le changement de conformation

est donc rare d’ou la nécessité de réaliser de longues simulations.

Sur le plan pratique, la qualité d’une étude par dynamique moléculaire repose sur deux
caractéristiques fondamentales. D’un c6teé, le potentiel d’interaction moléculaire V (R;,...,Rm)
vu qu’il englobe toute la physique du systeme a simuler. Il doit étre le plus précis possible.

D’un autre coté, la résolution des équations de Newton d’ou I’importance de choisir un
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algorithme permettant d’obtenir des trajectoires réalistes dans I’ensemble statistique associe.
Plusieurs algorithmes peuvent étre utilisés, les plus utilisés seront détaillés dans le paragraphe

suivant.

1.2.1. Le potentiel

Le potentiel V (Ri,...,Rm) englobe un groupe de parametres mathématiques permettant de
considérer les interactions subies et engendrées par les particules. Leur complexité dépend du
systeme modélisé. Les particules modélisees en dynamique moléculaire sont souvent des
atomes, on parle alors de modeles tout-atomes. Cependant, il se peut que les particules
contiennent un ensemble d’atomes ; on parle alors de modéles a atomes unifiés (Smith, 1998).
Dans le cas des systemes moleculaires simulant des matiéres organiques comme les
polymeres ou les molécules biologiques tels que les sucres ou les protéines, il sera judicieux
de considérer le potentiel d’interaction en tant que deux potentiels. Un potentiel liant
permettant de prendre en considération les interactions inhérentes a la création de liaisons
covalentes entre les atomes, et un potentiel non liant qui permet de considérer les interactions

coulombiennes et de van der Waals.

1.2.2. Algorithmes d’intégration en dynamique moléculaire

Il existe plusieurs approches pour intégrer numeriquement les équations de Newton du
mouvement, pour calculer les accélérations, vitesses et positions des particules pour chaque
pas de temps a partir des forces et potentiels d'interaction entre les particules. Pour cela, il est
nécessaire de définir un pas d’intégration ot qui représente 1’écart entre la valeur initiale au
temps t et la valeur au temps t1. 1l doit étre choisi de maniere a englober toute la physique du
systeme, afin de comprendre son comportement dynamique. Il faut, donc, considérer le
mouvement de tous les degrés de liberté du systéeme (angles, liaisons...), notamment les
vibrations de toutes les liaisons. Mais, I’utilisation d’un grand pas de temps provoque des
instabilités et des imprécisions dans le processus d’intégration. Un compromis est par

conséquent nécessaire entre le temps de calcul et la précision.

Une fois le pas d’intégration définie, les coordonnées du systéeme sont calculées a un temps t.
Ensuite, un algorithme d’intégration est utilisé pour obtenir les nouvelles coordonnées au
temps t+ ot jusqu’a atteindre le temps de simulation total. L’algorithme d’intégration choisi
doit étre précis, conserver I’énergie, étre réversible par rapport au temps, étre rapide et

symplectique (doit conserver exactement I’énergie d’un hamiltonien discret).
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o Algorithme de Verlet

L’algorithme de Verlet (Verlet, 1967 ; Frenkel et Smit, 1996 ; Haile, 1997) est un des
algorithmes les plus simples et les plus robustes. C'est une méthode réversible, stable qui
procure un temps de calcul rapide. Cet al.gorithme prend en compte les positions et
accélérations aux temps t — ot et t pour calculer les positions au temps t + 6t. Il repose sur la

décomposition par rapport au temps de la position ri en série de Taylor jusqu’a I’ordre 4.

Fj (t) At3 d3 R(t)

Ri(t+40) = RO+ vi(D +—,~ At2 ——=+ 0(4tY) (11.5)

F; (t) At a3 R(t)

R;(t — At) = R;(t) — v;(t) +-- At2 + 0(At%) (11.6)

En additionnant les deux équations I1.5 et 11.6, on obtient alors la position au temps t + 6t :

Fi (t)

R;(t + At) + R;(t — At) = 2R;(t) + += Atz + 0(At?) (11.7)

F; (t)

R;(t + At) = 2R;(t) — R;(t — At) + +— At2 + 0(At?) (11.8)

Comme le montre I’équation x et I’équation v, la vitesse n’est pas utilisée pour calculer les
nouvelles positions. Mais elle est nécessaire pour le calcul des propriétés dynamiques. Elle
peut étre calculée pour une particule i a un temps par différence finie (équation 11.9):

R;i(t+At)—R;(t—At)
vi(¢) = 2 — 0(4t?) (11.9)

Néanmoins, I’algorithme Verlet présente I’inconvénient de ne pas étre précis pour des pas

temps trés importants et que I’énergie ne dérive que légerement a long terme.

o Algorithme leap-frog

L’ algorithme Leap-frog est dérivé de celui de Verlet pour remédier a sa faible précision sur la
vitesse. Il a pour principe de diviser le pas dintégration par deux, afin d’avoir plus de
précision dans le calcul des nouvelles coordonnées. Les vitesses sont calculées au temps t +

156t et utilisées pour calculer les positions au temps t + 6t.
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r(t)=r(t+%—%)=r(t+%)—v(t+%)% (1.10)

r(t+5t)=r(t+%+%)=r(t+%)+v(t+%)% (1.12)

La soustraction de ces deux equations donne I’expression de la position au temps t + &t:

r(t+6t) =r()+v (t + %) ot (1.12)

Les vitesses au temps t + %25t sont calculées a partir des valeurs des vitesses au temps t - %26t

et des accélérations au temps't :
st st
v(t +?) = v(t—?) + a(t)dt (1.13)

L'algorithme Leapfrog présente les mémes propriétés de réversibilité et de stabilité de
I’algorithme Verlet. Cependant, il calcule d’une fagon plus précise la vitesse mais pas au
méme pas de temps que la position. 1l est donc impossible de calculer I’énergie potentielle et
I’énergie cinétique et donc I’énergie totale du systéme de facon directe.

o Algorithme Velocity-Verlet

Pour pallier la difficulté rencontrée par I’algorithme Leapfrog dans I’obtention de I’énergie
totale du systéeme, I’algorithme Velocity-Verlet a été développé. On part d’une expansion de

Taylor de la position atomique :

Ri(t +4t) = Ri() + vi(£) + 52 4¢2 (11.14)
De la vitesse :
Fi(t) Et) .2
vi(t + 4t) = vi(t)+7At+WAt (11.15)
Et de la force :
Fi(t + At) = F;(t) + E(t)At (11.16)

E (At Fi(t+At)—F;(t)

™ v (n.17)

En incorporant I’équation de la force dans I’équation de la vitesse on obtient :

Fi(t+At)+F;(t)

v(t + 4t) = v;(t) + -

At (11.18)
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Les équations de la position et de la vitesse (équation 11.14 et équation 11.15) nous fournissent
donc la position et la vitesse en méme temps (t + At).

1.2.3. Le champ de force COMPASS
o Introduction

Les simulations a I’échelle microscopique sont effectuées en association avec un champ de
force. En effet, un champ de force représente I’ensemble d'équations paramétrées qui
décrivent les différentes contributions a I'énergie potentielle totale d'un systeme chimique tel
que les énergies de van der Waals, de Coulomb, de torsion ... Il existe plusieurs champs de
force qui sont utilisés en se basant sur la nature chimique du systeme a modéliser. Ces
fonctions représentent un bon compromis entre la durée de calcul et la précision. Leur
calibration est faite par la combinaison de données obtenues expérimentalement et les
résultats de calculs précis en mécanique quantique menés sur de petites molécules. Les
champs de force sont genéralement calibrés pour représenter la matiére a un état minimal
d’énergie, c'est-a-dire que les calculs dynamiques ne simulent que des systemes
thermodynamiquement équilibrés. 1l existe, en fonction des systémes étudiés, de nombreux
champs de force différents. Les champs de force tout-atome (all atom) qui considerent tous les
atomes du systeme avec I’hydrogeéne, les champs de force atomes unifiés (united atom) qui ne
considerent que les hydrogenes polaires (centre d’interaction) et les champs de force basés sur
les atomes lourds qui ne prennent pas en compte les atomes d'hydrogene. Certains champs de
force sont basés sur des modéles simplifiés comme les champs a gros grains (coarse grained)
ou les champs bases sur des grilles et réseaux (in lattice). Parmi les champs de force les plus
utilises, on peut citer : AMBER (Pearlman et al., 1995), CHARMM (Brooks et al., 1983), la
famille des MM1 (Allinger et Von Voithenberg, 1971), MM2 (Allinger et al. 1977 ; Burkert
et al., 1982) et MM3 (Allinger et al., 1989,1990), COMPASS (Sun, 1998) et OPLS (1978).

Pour ce travail, toutes les simulations nécessitant I’utilisation d’un champ de force ont été
faites avec le champ de force COMPASS

o Le champ de force COMPASS
COMPASS (Condensed-phase Optimized Molecular Potentials for Atomistic Simulation
Studies) a été congu comme champ de force général, en se basant sur le champ de force
PCFF, pour I’ensemble des molécules organiques, les petites molécules inorganiques et les
polymeres par le biais des techniques de paramétrage empirique et ab-initio. Cette procédure

de paramétrage combinée a été adoptée puisqu’elle améliore considérablement les
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performances d’un champ de force général. Les parameétres de valence et les charges partielles
atomiques ont été dérivés en ajustant les données ab initio. Les paramétres van der Waals ont
été obtenus en appliquant les outils de la dynamique moléculaire sur des liquides
moléculaires. Les énergies cohésives simulées et les densités d'équilibre ont été ajustées en se
basant sur les données expérimentales. Une étude de validation basée sur un grand nombre de
molécules isolées, de liquides moléculaires et de cristaux moléculaires, représentant 28
classes moléculaires différentes a montré que COMPASS permet une prédiction assez précise
et simultanée des propriétés structurelles, conformationnelles, vibratoires et thermophysiques
d’un large spectre de molécules isolées ou en phases condensées ( Sun, 1998). Dans
I’approche du champ de force COMPASS, I’énergie totale Et d’un systéme est représentée

par la somme des interactions liantes et non-liantes donné par I’équation 11.19 :
Er =Eg+Ey+Ep + Eoop + Epe + Evaw + Eq (11.19)

Les quatre premiers termes représentent les interactions liees (bonded interations) qui
correspondent aux énergies associées a la liaison, Ey la flexion de I’angle de liaison (bond
angle bending), E, rotations de I’angle de torsion, Eg hors boucle, E,,, et I’énergie
potentielle E,.. Les deux derniers termes représentent les interactions non liées constituées du
terme de van der Waals E,q,et la force électrostatique E,. Dans COMPASS, E,g,, est
toujours décrite par un potentiel 9-6 du type Lennard-Jones, tandis que I’énergie
électrostatique est calculée a partir de charges partielles des atomes dans le systeme estimé
par la méthode de I’équilibration des charges.

Donc, selon les types d’atomes impliqués, COMPASS possede quatre type de potentiels;

covalent, ionique, semi-ionique, métallique.

- Le potentiel covalent :

Le potentiel covalent permet de modéliser les molécules dont les liaisons sont covalentes.
Ceci suppose que le type des liaisons soit connu entre les différents atomes (liaison
simple, double, triple ou de résonance). Sa forme mathématique est la suivante (Sun,
1998) (équation 11.20)
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(11.20)

ou les quatre premieres sommes modelisent respectivement I’énergie d’élongation,
I’énergie de flexion, I’énergie de torsion et de distorsion. Les six sommes suivantes
représentent les termes croisés. La 11°™ somme correspond au terme d’énergie
coulombien et la derniere somme le potentiel de van der Waals représenté par un

potentiel« 9-6 » de type Lennard Jones.

- Les potentiels ionique, semi ionique et métallique

Les liaisons ioniques correspondent au potentiel covalent auquel on soustrait toute la partie
liante du potentiel. Elles correspondent donc au potentiel de van der Waals et au potentiel
coulombien. Ce qui permet de modéliser des systemes mixtes contenant des ions et des
molécules & liaisons covalentes. Le potentiel semi-ionique permet de modéliser les liaisons
iono-covalentes. Pour les atomes qui ne sont pas en contact direct, les interactions sont

modélisées par le potentiel de van der Waals et le potentiel coulombien. Mais, pour les atomes
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en contact, I’énergie d’interaction est représentée par un terme coulombien et une fonction de

dispersion de type Morse (équation 11.21)

!r.u---r} = 51‘?-'(;?[- Ea{R e Rn'r }]- E’EIF[- H{R o Rrrr }]}f\ + %{I - .f; }
(1.21)

avec
1
f.= | +exp(R-R_ )

Pour les liaisons métalliques COMPASS utilise un potentiel « 9-6 » de type Lennard Jones
pour décrire ce type d’interaction en volume. Les paramétres € et Ro utilisés pour caractériser
les atomes sont propres a ce potentiel. Il est donc impossible de créer des systemes avec des

atomes métalliques et des atomes impliqués dans des liaisons covalentes (Minisini, 2004).

1.2.4. Calcul du paramétre de solubilité a partir de la dynamique moléculaire

La demarche globale de la simulation moléculaire consiste a utiliser des techniques de
minimisation et de dynamique moléculaire pour échantillonner les états d’un systéme auquel
on associe un modele d'interaction énergétique ( champ de force ) qui décrit explicitement les
forces intra et intermoléculaires. Premiérement, un modele de molécules dans lequel il faut
renseigner les parametres du champ de force est choisi. Aprés sa construction arbitraire, une
molécule se trouve dans une conformation caractérisée par un état de haute énergie source
d’instabilité, divergence ou des erreurs systématiques dans le calcul ultérieur des énergies.
D’ou la nécéssité d’appliquer une minimisation de I'énergie du systéeme en se basant sur les
informations énergétiques du champ de force choisi. Elle consiste, & partir d'un ensemble de
coordonnées initiales, a déterminer quelles sont les coordonnées qui correspondent a un état
d'énergie minimum. Il s’agit d’un minimum tres relatif et local ou I’ensemble des
coordonnées obtenues est tres proche de I’ensemble initial (Benali, 2006). Sur le systéme
minimise, une dynamique moléculaire en NVT, NPT ou autre ensemble selon le résultat
souhaité est appliquée. L’énergie de la densité cohésive est alors obtenue comme un des

résultats de la dynamique moléculaire.

Le parameétre de solubilité & est obtenu a partir de la densité d'énergie cohésive selon la
formule (équation 11.22) développée en 1949 par Hildebrand et Scott (Hildebrand et Scott ;
1949):

8 = CEDY? = (- Uvap Vm)l/z (11.22)
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ou CED est la densité de I’énergie cohésive et U,,, I’énergie de vaporisation et 1, le volume

molaire.
2. Simulations a I’échelle mésoscopique

Les méthodes de simulation a I’échelle moléculaire donnent des résultats trés intéressants
pour une échelle de temps et de distance bien définis (Figure 11.1). Mais dés qu’on augmente
la taille du systeme étudié, les outils développés a I’échelle moléculaire ne seront plus
capables de traiter ces systemes en un temps raisonnable. C’est le cas de certaines structures

hétérogenes telles que les suspensions, les colloides et les mélanges de polymeéres.

Pour pallier ces inconvénients, les outils de modélisation a I’échelle mésoscopique ont été
développés. Ces outils sont adaptés pour modéliser les propriétés physiques des matériaux, les
interactions dans les systéemes polymériques, des solutions de polymeres dilués ou semi-
dilués, des suspensions de particules colloidales, des microémulsions ... et de prédire des
détails microscopiques comme la formation de capsules, de particules, d’agrégats ou de
gouttelettes. La méso-modélisation peut décrire les systémes a une échelle nanométrique (10 a
1000 nm) sans s’intéresser aux détails atomiques (Young, 2001). Elle ne retient que les
éléments essentiels du systeme a simuler et les regroupe pour former les modéles gros grains.
Un modeéle gros grains est représenté par un ensemble de perles ou chaque perle peut contenir
ou représenter une sous-structure, des molécules, des monomeres, des micelles, un domaine
microcristallin, une particule solide ou une région d'un fluide arbitraire. Par exemple, pour
modéliser un polymere, un potentiel harmonique liera différentes perles le constituant. Cette
méthode est, de ce fait, moins gourmande en puissance de calcul et plus rapide. Mais elle
nécessite des approximations et des hypotheses en fonction du systeme étudié et des
informations recherchées. La Figure 1.1 montre le positionnement de la méso-modélisation

parmi les différents niveaux de modélisation ainsi que les applications associées.

La méso-modélisation peut étre basée sur des particules ou sur des champs. Pour ce chapitre
on va s’intéresser a deux méthodes de simulations. Une simulation par particules: la
dynamique de la particule dissipative DPD et une simulation par champ : « dynamics density

functional theory » (MesoDyn).

2.1. Dynamique de la particule dissipative DPD
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2.1.1. Introduction

La dynamique de la particule dissipative DPD a été introduite par Hoogerbrugge et Koelman
au début des années 1990, comme nouvelle technique de simulation pour les comportements
hydrodynamiques (Hoogerbrugge et Koelman, 1992). Cette technique a été derivée de la
dynamique moléculaire et des automates en réseau. En réussissant a augmenter la longueur et
le temps mésoscopique des simulations. La technique atteint ce but en maintenant le principe
d'intégration d'une équation de mouvement, mais pour un systéeme dans lequel les plus petits
degrés spatiaux sont moyennés. Le mouvement rapide des atomes dans un tel systéme est
calculé en moyenne et la structure restante est représentée par un ensemble de «perles», de
masse et de taille données, qui interagissent via des potentiels doux avec d'autres perles. Le

mouvement des perles est supposé étre régi par les lois de Newton.

En 1995, Espafiol et Warren (Espafiol and Warren, 1995) ont déterminé que la force totale
pour chaque perle DPD est une somme de trois termes additifs entre paires de perles, soient la
force conservative (une faible répulsion), la force dissipative (proportionnelle a la vitesse
relative des perles), et la force aléatoire (nécessaire pour maintenir I'apport d'énergie dans le
systéeme en opposition a la dissipation). Par un choix approprié de la grandeur relative de ces
forces, on peut montrer qu'un systéme evolue vers un état stable qui correspond a I'ensemble
canonique de Gibbs. Les forces dissipatives et aléatoires ont le réle d’un thermostat sur la
simulation et c'est la force conservative qui incarne l'essentiel de la chimie du systeme.
L'intégration des équations de mouvement pour les perles génére une trajectoire a travers
I'espace de phase du systéeme a partir duquel tous les observables thermodynamiques (par
exemple champs de densité, paramétres de commande, fonctions de correélation, tensor de
contrainte, etc.) peuvent étre construits a partir de moyennes appropriées. Toutes les forces
sont «douces», ce qui permet d'utiliser un temps beaucoup plus grand et des temps de

simulation correspondants.

En 1997, Groot et Warren ont fait une importante contribution pour la méthode en établissant
une relation entre la force de répulsion conservative de DPD et le paramétre d'interaction de la
théorie Flory-Huggins (Groot et Warren, 1997 ; Flory, 1953). Le paramétre d'interaction de
Flory-Huggins peut étre relié a la solubilité et a I'énergie de mélange binaire. Il peut étre
obtenu par des simulations atomistiques ou par expérimentation. La théorie de la dynamique
de la particule dissipative comme I’a présenté Groot et Warren en 1997 et sa relation avec le
paramétre de Flory Huggins va étre discutée dans la partie suivante.
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2.1.2. Leséquations du mouvement

Dans une simulation DPD, le mouvement des particules est calculé en résolvant les équations
de mouvement sur un certain laps de temps. En effet, les équations de mouvement décrivent le
déplacement des particules sous l'influence des forces citées plus haut. Le mouvement des
particules est simulé a température constante, et les forces contiennent les températures d'un
thermostat special. DPD utilise un thermostat stochastique et dynamique, qui la distingue
dynamique brownienne ou moléculaire. Considérons un ensemble de perles interagissant entre
elles avec une masse uniforme m. Soit r; la position de la perle i et vi sa vitesse. La variation
de la position et de la vitesse dans le temps est donnée par I’équation du mouvement (équation
11.23)

6ri_ _aVi_fi
at UV oot my

(11.23)

ou f; est la force exercée sur la perle i & cause de l'interaction avec les autres perles. En

général, cette force peut étre écrite de la maniére suivante (équation 11.24):

fi =Zisj(F§+Fj + F}) + £+ £ (11.24)

Le terme entre parenthése est la force due a I’interaction d’une perle i avec une perle voisine j

ou fl§ est la force conservatrice, f;?est la force dissipative, f;¥est la force aléatoire. Les deux
autres forces sont liées aux interactions de liens « bonded interactions » ou fif est la force

Spring et f;/1a force des angles.
La force conservatrice est définie par I’équation suivante (équation 11.25):
Fi(j' = al-jwc(rl-j)el-j (”25)

avec ajj = ;> 0, indiquant que cette force est toujours répulsive. DPD utilise une fonction de

poids linéaire simple pour la force conservatrice: w°(r) = 1 - r/rc pour r<re.

La force dissipative, FD, est proportionnelle a la vitesse avec laquelle deux perles

s'approchent I'une de I'autre (équation 11.26) :

FiL])' = _Yiij(rij)(Vij-eij)eij (11.26)
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avec yij = yji> 0 et vij = vi - vj est la différence de vitesse. La composante centrale, vij.ejj, est
positive si deux perles se déplacent lI'une vers l'autre, auquel cas, la force dissipative est
considérée comme répulsive. Si deux perles s‘éloignent I'une de l'autre, la composante
centrale est négative et la force dissipative est considérée comme attractive. Par conséquent, la
force dissipative réduit toujours la vitesse centrale relative. DPD utilise une fonction

quadratique pour la force dissipative: mP(r) = (1 - r/rc)? pour r<re.

La force aléatoire agit également entre les paires de perles (équation 11.27):
1
Fj = Uii“’R(rij)fijﬁeij (11.27)

avec oij = 0j;> 0 et At est le pas du temps avec lequel les équations du mouvement (équation
11.23) sont résolues. DPD utilise une fonction de poids linéaire pour la force aléatoire: o (r) =
1 -1 /rc pour r <rc. Le terme &jj = &ji est un nombre aléatoire avec une moyenne nulle et une

variance unitaire (équation 11.28).
(&) =048 =1 (11.28)

Le bruit, &jj, peut étre déduit de n’importe quelle distribution avec ces moments. Par exemple,
une distribution gaussienne normale ou une distribution uniforme entre -v3 et + V3. Pour plus
de simplicité, DPD utilise la distribution uniforme. Un nombre aléatoire est tiré
indépendamment pour chaque paire a chaque pas de temps. Comme &;j peut avoir différents
signes, la force aléatoire peut étre répulsive ou attractive. Dans DPD, les forces aléatoires (et

dissipatives) obeissent a la troisiéme loi de Newton: Fj; = -Fj.

Si une mésomolécule contient plus d'une perle, alors d'autres interactions liées existent. La

force de ressort appliquée sur une perle i est £;° = -0US/ari, ou US est le potentiel total lié.

2.1.3. Mise a I'échelle de la longueur, de la vitesse et du temps

Contrairement aux simulations de la dynamique moléculaire, ou les particules représentent
des atomes avec une taille connue soumise a des forces mesurables experimentalement, les
perles dans les calculs DPD ne correspondent pas aux atomes ou molécules réels. Il s’agit de

petites régions de fluide qui interagissent par des forces phénoménologiques.

Les régions sont choisies d’une maniére a partager la méme masse, m et le méme rayon

d'interaction, rc. Etant donné que toutes les perles sont définies par les mémes paramétres, il
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est convenable d'introduire un systeme d'unités réduites, dans lequel la masse de la perle et
son rayon d'interaction correspondent aux unités de masse et de longueur. Une quantité de
référence supplémentaire est nécessaire, qu’on va la prendre en tant qu’une énergie, Erer.
Sachant que les perles partagent la méme distribution de vitesse, avec une variance fixée par
la température, T, Erer est généralement définie comme étant I'énergie thermique, kgT, a
température ambiante. Toutes les autres unités peuvent étre dérivées ensuite. Par exemple, les
forces sont mesurées en unités de Ere /rc, le temps est mesuré en unités de rc\ (m/Erer) et la

pression ou le stress en unités de Erer/rc’.

Dans DPD, toutes les propriétés peuvent étre considérées en unités reduites m, rc et Eref, OU
leurs combinaisons. Relier les résultats d'une simulation a un systéme physique nécessite la
substitution des valeurs de m, rc et Err par les unités physiques adéquates. Aprés avoir

spécifié les unités réduites, toutes les propriétes dérivées peuvent étre calculées.

2.1.4. Relation avec la théorie de Flory-Huggins

Une des principales utilisations de la dynamique de la particule dissipative DPD est de prédire
le comportement en phase de fluides complexes, tels que les mélanges de copolymeres et les
mélanges tensioactif-huile-eau. Comme le diagramme de phase est une conséquence directe
des interactions entre les particules de DPD, il est important d'établir des parametres
d'interactions réalistes. Pour obtenir des parametres d'interactions décrivant le comportement
de phase complexe, il est préférable de considérer d'abord un fluide simple de deux
composants seulement. Pour de tels mélanges binaires, il existe plusieurs théories
microscopiques, dont la plus connue est celle de Flory et Huggins. Leur théorie est capable
d'exprimer le comportement de phase complet des mélanges de polymeres en fonction d'un
seul paramétre, le parameétre d'interaction de Flory-Huggins y. Ce paramétre a été calculé a
partir de données expérimentales pour de nombreux types de polymeres et peut étre trouvé
dans la littérature. En comparant DPD a cette théorie, il est possible de lier les parametres
DPD au parametre y. Les parametres DPD calculés a partir de y peuvent ensuite étre utilisés

pour étudier des situations plus complexes avec de nombreux composants.

Groot et Warren (Groot et Warren, 1997) ont modélisé des systemes contenant des substances
pures par variation de l'amplitude de la force conservative (o). IIs ont mesuré la pression (P)
en fonction des paramétres d'interactions de DPD (a) et ils ont observé une équation

quadratique pour une plage de densité de perle (p) (équation 11.29).
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p = pkgT + aap? (11.29)

avec o = 0,101 rc?. Cette équation est valable pour des densités supérieures a 2 rc3. La

compressibilité pour I'équation d'état est donnée par I’équation 11.30:

kl=1+ Zk”;“;’ (11.30)

Comme la compressibilité de I'eau est d'environ 16, la valeur du parametre d'interaction a est :
ax~ 75% (11.31)

Donc pour une densité de p = 3 13, a = 25 kg T/rc pour des systémes ayant une compressibilité
équivalente a I'eau. La valeur de 25 ksT/rc, est la valeur par défaut pour toutes les interactions
entre les especes dans les simulations DPD.

Dans des simulations DPD, les composés peuvent étre de méme nature comme ils peuvent
étre de natures différentes et on peut les différencier en changeant le parameétre de répulsion
entre eux. Groot et Warren ont établi un lien entre le paramétre d'interaction DPD et le
parametre de Flory Huggins . Groot et Warren ont mesuré y pour plusieurs séries de
systemes binaires avec DPD en augmentant la différence entre le paramétre de répulsion aij-aii
a partir de zéro. Comme l'interaction est favorable, le mélange se sépare en deux phases. Le

parameétre  est obtenu a partir de la phase coexistente comme le montre la relation suivante:

(11.32)

ou g est la fraction du volume de la composante minoritaire des phases coexistantes. Groot et
Warren ont réussi a obtenir une relation linéaire entre les paramétres de répulsion DPD et les
parametres d'interactions de Flory-Huggins y comme le montre la Figure 11.2. La courbe en
bleue représente des perles ayant une densité de p = 5 rc® et la courbe en violet des perles
d’une densité p = 3 rc3. Les pentes des courbes sont respectivement de 0,689 et 0,286 pour

des unités réduites (re/ksT).
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Figure 11.2 : Relation entre le paramétre de Flory-Huggins et le parametre de répulsion de DPD
déterminée par Groot et Warren. La courbe en bleue représente une densité de perle de 5, et la
courbe violet représente une densité de perle de 3.

En ajoutant les interactions par défaut entre les perles, on obtient les corrélations suivantes

pour les deux courbes:

a;j(p=3) = ﬁ + 25 (11.33)
a;j(p=5)= ﬁ +15 (11.34)

Aussi, le parametre de Flory Huggins peut étre obtenu a partir du parameétre de solubilité des

polymeres & a partir de I’équation suivante :

2
Vref(ai_aj)
y=—

- (11.35)

ou Vrer le volume molaire moyen des deux composantes, R est la constante des gaz parfaits et

T est la température. Le paramétre de solubilité est défini en étant :
6= |= (11.36)

ou V est le volume et E¢ est I'énergie cohésive, qui est I'énergie nécessaire pour évaporer un
systéeme a un gaz idéal a une température constante. L'énergie cohésive peut étre calculée a

partir de la dynamique moléculaire comme étant I'énergie intermoléculaire moyenne.

Il existe également des méthodes pour calculer y qui ne considérent pas I'état condensé, mais
estiment y a partir des interactions a I’intérieur d’une coquille de coordination. Dans le

modele Flory-Huggins, le paramétre y peut étre exprimé comme :
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1 z

X

ou z est le nombre de coordination.

2.2.  Théorie de la fonctionnelle de la densité dynamique (MesoDyn)

2.2.1. Introduction

La méthode MesoDyn est une méthode de simulation gros grains basée sur une variante
dynamique de la théorie de la fonctionnelle de la densité moyenne. Elle convient pour I'étude
de fluides complexes, de leur cinétique et de leurs structures a I’équilibre a des grandes
échelles de taille et de temps. MesoDyn permet d’analyser des morphologies aussi bien

quantitativement que qualitativement.

Contrairement aux approches basées sur I’équilibre pour étudier des morphologies de phase,
MesoDyn reconnait la nature dynamique des structures. Les types de structures que MesoDyn
permet d'étudier ont, typiquement, des dimensions comprises entre 10 et 100 nm. De tels
objets se rassemblent naturellement dans des matériaux tels que des savons et des détergents
et contribuent aux propriétés uniques de ces matériaux. La théorie de MesoDyn sera détaillée
en s’inspirant des travaux de Li et al. (Li et al., 2005).

2.2.2. Théorie dans MesoDyn

Les simulations par MesoDyn, ont pour base la théorie de la fonctionnelle de la densité. Elles
reposent sur I’idée que I'énergie libre F d'un liquide non homogene est fonction de la fonction
de densité locale p. A partir de 1'énergie libre, toutes les fonctions thermodynamiques peuvent

étre dérivées.

Dans une simulation MesoDyn, le systeme a simuler est défini comme étant un ensemble de
perles de divers types (1, J, ...) avec des interactions décrites par des potentiels d’oscillateurs
harmoniques pour les interactions intramoléculaires (chaine gaussienne) et un potentiel de
champ moyen pour toutes les autres interactions. Chaque perle est formée par un seul type de
composants représentant des groupes d'atomes liés d’une maniére covalente (par exemple une
ou plusieurs unités de répétition d’une chaine polymérique). La dynamique du systeme est
décrite par un ensemble d'équations fonctionnelles de Langevin. Ce sont des équations de
diffusion dans les densités des composants, tout en prenant en considération le bruit dans le

systeme.
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Sur une échelle de temps mésoscopique, p°(r) est défini comme étant un champ de
concentration collective des perles de type I a un instant de temps t. p°(r) sert d’un niveau de
référence. Il va y avoir une certaine distribution de positions de perles définie comme étant
Y(R11... Ran), ou Rys est la position de la perle s de la chainey. Etant donné une
distribution¥, la concentration collective de la perle (s) de toutes les chaines, peut étre définie

par la moyenne d'un opérateur de densité microscopique.
piP1(r) = XPo XN 6K Trvs (r — Rys (11.38)

ou 5% est la fonction Kronecker d’une valeur de 1 quand la perle s est de type | et de O pour
les autres types. On suppose que dans un liquide avec une relaxation lente, les interactions ne
dépendent pas de la quantité de mouvement. Un ensemble de fonctions de distribution W est

défini par la contrainte p)(r) = p;[¥](r). Toutes les distributions ¥ conduisent a la méme

forme de densité p{ (r) : une classe d’équivalence Q de la fonction de distribution :

Q2 = {F Ry, -, R lpr[P1(r) = p} (1)} (11.39)

En se basant sur cet ensemble de fonctions de distribution, une fonctionnelle de I’énergie libre

intrinseque peut étre définie comme :
FI¥] =Tr(YH'" + 71 Win¥) + FMd[p°] (11.40)

Le premier terme décrit la valeur moyenne du I’Hamiltonien pour les interactions internes de
la chaine gaussienne. Le second terme représente I’entropie de Gibbs de la distribution -kg7W¥
InW. Le troisieme terme est la contribution non idéale du champ moyen. W est indépendante
de I'histoire du systéme et est entierement caractérisé par les contraintes. Elle représente la

répartition de la densité et minimise la fonction de I’énergie libre.

Cette contrainte sur les champs de densité est réalisée par les moyens d’un potentiel externe
Ui. La minimisation des contraintes de la fonctionnelle de I’énergie libre conduit a une
distribution optimale qui, a son tour, et par la relation «un-par-un» entre densités,

distributions et potentiel externe, peut étre écrit comme suit:

BFlpl =nln® + B tInn! =3, [ U,(r)p,(r) dr + BF™4 [p] (11.41)

On introduira maintenant le modele pour la fonctionnelle de I’énergie libre non idéale :
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FMd[p] = %ff en (Ir =r"DpiM)p; () + € (Ir =" Dpy () p; ') + €1 (Ir —

" Dp; e ) + €,(Ir =" Dp;()p; () dr dr’
(11.42)

ou e;;(|r —r'|) est une interaction énergétique de champ moyen entre perles de type | a r et

type J a r’. Les potentiels chimiques intrinseques de champ moyen peuvent facilement étre

dérivés par la différenciation fonctionnelle de I'énergie libre y,(r) = 5F/5p,(r)' A

I’équilibre u;(r) est une constante, ce qui résulte en des équations de champ auto-cohérentes
pour le modele de chaine gaussienne de champ moyen. En général, ces équations ont de
nombreuses solutions, dont I'une sera I'état de I'énergie libre la plus basse; la plupart des états
seront métastables. En se basant sur ces equations, la théorie dépendante du temps de

Ginzburg-Landau généralisée peut étre mise en place.

Les équations de Langevin fonctionnelles pour la dynamique diffusive des champs de densité

sont introduites:

d
% = Mv,Vpip, V[ — ]+ 1 (11.43)
0
% = Mu,Vp,p,V[p, — ] + 1 (11.44)

La distribution du bruit gaussien n suit le théoréeme de fluctuation-dissipation:

(n(r,t))=0 (11.45)
(n(r, (', ) = =Z228(t — I, X 8(r = )pipy (11.46)

ou M est le parametre de mobilité d’une bille. Le coefficient cinétique Muvp,p; modélise un

mécanisme d'échange local. Les équations de Langevin sont construites pour un systeme

incompressible avec une contrainte dynamique:

(p,(r, t) + p;(r, t)) ==L (11.47)

UB

ou vy est le volume moyen d’une bille.
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Chapitre |11

I11. Matériel et méthodes



1. Matériel
1.1. Logiciel utilisé

Pour procéder aux différentes étapes de modélisation moléculaire et mésoscopique, on a
utilisé la suite logicielle Materials Studio 7.0 fournie par Accelrys®.

Ce logiciel constitue un environnement de modélisation et de simulation complet permettant
de prévoir et de comprendre les relations entre la structure atomique et moléculaire d'un
matériau et ses propriétés et son comportement. Les modules utilisés lors de cette these sont

les suivants :

e Amorphous cell : est une suite d'outils informatiques permettant de construire des
modeles représentatifs de systemes amorphes complexes et de prédire des propriétés
clés.

e Blends: predit les diagrammes de phase et les parametres d'interactions pour les
mélanges liquide-liquide, polymere-polymeére et additifs-polymeére, équilibre de phase

et technologie de séparation.

e COMPASS: est un champ de force qui permet de prédire ou de reproduire des
propriétés structurales, de conformation, de vibration, et thermo-physiques pour un
large spectre de molécules isolées et dans les phases condensées, et sous un large

intervalle de température et de pression.

e MesoDyn : est une méthode classique de la densité fonctionnelle pour I'étude du
comportement des systemes formés par des fluides complexes a des échelles de temps
et de longueur importants, en particulier la séparation de phase et la structure des
systemes complexes de polymeres.

e Mesocite : est un module de simulation grossiére pour I'étude des matériaux a des
échelles de longueur allant du nanometre au micrométre et des échelles du temps de
nanoseconde a la microseconde. Mesocite peut fournir des propriétes structurales et
dynamiques des fluides a I'équilibre, dans des conditions de cisaillement ou des
géomeétries confinées.

e Synthia: calcule les propriétés des homo- et copolymeres utilisant des relations

quantitatives structure-propriété avancees (QSPR).
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e Forcite : calcule les énergies a un point unique et effectue une optimisation de la
géométrie des molecules et aussi des systemes périodiques. Pour les systéemes
périodiques, Forcite permet l'optimisation mailles primitives simultanément avec les
coordonnées moléculaires. Une pression hydrostatique externe peut étre appliquée.

e Discover: Integre un large spectre de méthodologies de la mécanique et de la

dynamique moléculaire. En utilisant le champ de force adéquat, ce module permet le

calcul des conformations minimales de I'énergie, les familles de structures et les
trajectoires de la dynamique des systemes moléculaires. Discover fournit des résultats qui

vont servir pour initier d’autres calculs par Materials Studio.

1.2. Reéactifs
1.2.1. Solvants

Les solvants utilisés lors de ce travail sont résumés dans le Tableau I11.1. Tous les solvants

utilisés sont de qualité analytique (CLHP).
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Tableau I11.1 Informations liées aux solvants utilisés

Solvant Abréviation | Masse molaire (g/mol) | Formule brute Structure
Acétonitrile ACN 41,0519 C2HsN H;C—C=N
2-méthyl-2-butanol MB 88,15 CsH120 HsC CHs
H;C
° OH
Propan-1-ol PL 60,095 C3HsO /\/OH
Isopropanol ISPL 60,095 C3HsO OH

Benzonitrile BZN 103,121 C/HsN //,N
Acrylonitrile ACRL 53,062 CsHsN I|4
Ho _C_
C Cx
I =N
H
Acétone AC 58,079 CsHsO j\
HsC CH3
Dichlorométhane DM 84,933 CHCl> (T‘,I
C
CI” = H
H
Eau W 18,015 H.0 ,’O\
~N
H H
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1.2.2. Flavonoides

Les informations liées aux flavonoides utilisés pour le développement de ce travail sont
résumées dans le Tableau I11.2.

Tableau I11.2 : Informations liées aux flavonoides utilisés

Flavonoide Abréviation Masse Formule Structure
molaire brute
(g/mol)
Qercétine Q 302,24 Ci5H1007

Isoquercétine I 464,38 C21H20012

Rutine R 610,52 Co7H30016
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1.2.3. Polymeres

Le Tableau 111.3. donne des informations sur les polymeres testés dans ce travail.

Tableau I111.3 : Informations sur les polymeéres utilisés

Polymere Abréviation Structure

Poly(Lactide-co-Glycolide) 1 o H
75/25 PLGA75/25 | HO kh(\O]E
O
O
Poly(Lactide-co-Glycolide) o H
65/35 PLGAB5/35 HOPH/ HK\O]LV
O
O
Poly(Lactide-co-Glycolide) o H
50/50 PLGA50/50 HO{J\( H{(\O]Ly
O

Alcool polyvinylique

PVA
HO |,
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2. Résumé de la méthodologie générale adoptee

Dans ce travail une méthodologie générale a été adoptée afin d’étudier la solubilité des

flavonoides mais aussi lors de leur intégration dans des matrices complexes (Figure 11)

Choix des systémes a étudier

$
Définition des modeles gros grains
$
Choix du champ de forces

¥

Détermination des parametres d’interactions

¥ ¥

Méthode Monte Carlo Dynamique moléculaire
¥

Etude des interactions entre perles par I’application de la dynamique de la
particule dissipative DPD

4

Etude de la dispersion ou de la séparation de phase par MesoDyn
“Time-dependent mean-field density functional theory”

$

Validation expérimentale : nano-précipitation, taille des particules,
microscopie électronique a transmission, HPLC

Figure I11.1 : Méthodologie générale adoptée

3. Etude de la solubilité des flavonoides dans différents solvants organiques

3.1.  Etablissement des modéles gros grains du systéeme étudié

L’ensemble des molécules étudiées (quercétine, rutine, isoquercétine, acétonitrile, 2-
méthyl-2-butanol, isopropanol, propan-1-ol, benzonitrile, et acrylonitrile) a été représenté
sous forme de perles. En se basant sur les travaux d’Otto et al. (Otto et al. 2013), on a divise
la quercétine en deux unités distinctes B1 (cycle A et cycle C) et B2 (cycle B) (Figure 111.2).
Les formes glycosilées de la quercétine (rutine et isoquercétine) ont été représentées par trois
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perles chacune (Tableau 111.4). Les solvants étant des petites molécules, ont été representés

par une perle chacun (Tableau 111.4).

Figure 111.2 : Nomenclature et numérotation systématique de la quercétine

Tableau I11.4 : Représentation gros grains des flavonoides et solvants utilisés

molécule

Structure

Modéle gros grain

Quercétine

Isoquercétine

Rutine
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M2B2 HSC\X
OH
i
Acétonitrile H—(IE—CEN
H
ACN
OH
Isopropanol /]\
Propan-1-ol /\/OH
//N
Benzonitrile
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Acrylonitrile H\C4C\C

ACRL

3.2.  Choix du champ de forces

On a choisi le champ de force COMPASS (Condensed-phase Optimized Molecular Potentials
for Atomistic Simulation Studies) intégré dans la suite logicielle Materials Studio 7.0. Ce
champ de force a été congu pour prendre en compte un large spectre de petites molécules
organiques. L’optimisation de la géométrie des différentes perles (B1, B2, B3, B4, B5, ACN,
MB, ACL, ISPL, PL, BZN) a été conduite en utilisant COMPASS comme champ de forces
(Tableau 111.4).

3.3.  Calcul des parameétres d’interactions

Le calcul des paramétres de Flory Huggins est basé sur la méthode de Monte Carlo implanté
dans le logiciel Materials Studio 7.0 via le module Blends. Cette méthode est bien appropriee
pour évaluer les interactions qui peuvent avoir lieu dans le mélange. Parmi les informations
génerées par Blends, on s’est intéressé au parametre de Flory Huggins dépendant de la
température (). La détermination du parameétre d’interaction y commence par le calcul de
I’énergie de liaison entre deux composés ainsi que le nombre de coordination Z. Une fois
calculé, ce parametre donne une information sur la miscibilite dans les mélanges. Les
parametres d’interactions obtenus vont aussi initier les simulations faites a I’échelle

mésoscopique par les méthodes DPD et MESODYN.

La formule utilisée pour calculer ce nombre adimensionnel , est:

AEmix
Xij = —Fp (111.1)

ou AEmix est I’énergie du melange, R la constante des gaz parfaits et T la température en K.
Emix est la différence d'énergie libre due a l'interaction entre les paires de corps purs (i-i et j-j

par exemple) par rapport a I'état des paires mixtes (i-j et j-i).
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Emix = %2 Z (Eijj + Eji — Eii — Ejj) (111.2)

ou sont Ej;, Eji, Eii et Ej; les énergies de liaisons entre les paires de composés correspondant a

la moyenne d’un ensemble de configurations et Z le nombre de coordination.

500000 configurations Monte Carlo a I’échelle atomique a 323K ont été générées en faisant

changer les surfaces van derWaals des différentes paires de perles i et j via le module Blends.

3.4. Etude des interactions par la dynamique de la particule dissipative DPD

3.4.1. Principe

Lors de la dynamique de la particule dissipative (DPD), deux particules i et j interagissent

deux a deux. La force des deux corps symétriques peut étre décrite comme une somme de

c

forces conservatrice Fj;, dissipative Fi']? et aléatoire Fi‘}. Il s’agit de I’équation de mouvement

de Newton :
fi = Yis(FS + F + FR (111.3)

La méthode DPD est une technique adimensionnelle, c'est-a-dire qu'elle possede ses propres
unités (unités réduites) que I'on doit convertir par la suite en unités physiques lors de
I’interprétation des résultats.

3.4.2. Calcul des parameétres de répulsion

Le parametre de répulsion entre deux perles de nature différente, ajj, est dérivé du parametre

de Flory Huggins. Ce paramétre est obtenu par I’équation 111.4 (en unités réduites et non

physiques):
aij = aii + 3.27 xjj (111.4)
ou aji = 25 et y;j le parametre de Flory Huggins (Groot et Warren, 1997)

3.4.3. Paramétrage des simulations DPD
o Construction des boites périodiques

Plusieurs boites de simulations ont été construites pour contenir les molécules de flavonoides
et de solvants. La composition des boites reproduit les conditions expérimentales, soit une

concentration de 50 g/L. Cette concentration correspond a 5 % du flavonoide et 95 % du
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solvant dans chaque boite. Les dimensions des boites sont de 30*30*30 r¢ en unités reduites

correspondant & 210*210*210 A en dimensions physiques.
e Optimisation de la géométrie des boites

Pour minimiser I’énergie des systemes étudiés, une optimisation de la géométrie de la boite a
éteé effectuée via le module Mesocite dans Materials Studio 7.0 dans les conditions suivantes :
0,1 GPa de pression, un maximum de tolérance de 7.5*10° pour I’énergie et 7.5 * 10 pour la
force. La phase d’optimisation se termine quand les dimensions et I’énergie du systéme se
stabilisent (Figure 111.3)

Au moins, cing optimisations successives ont été effectuées pour chaque systéeme en alternant
entre deux algorithmes de calcul différents (steepest descent et conjugate gradient) ainsi que

la procédure d’optimisation smart.

Mesadte Geomelry Opbimization - Energy

Enthalpy (kcal o)
143000

1460008
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Figure 111.3 : Exemple d’optimisation de I’énergie (a) et des dimensions (b) du systéme par
différents algorithmes
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o Paramétres utilisés pour les simulations DPD

Un million de pas de simulation a 323 K avec un pas de temps de 0.05 (250 fs en unites
physiques) et un temps de calcul total de 250 ps sont les conditions appliquées lors des

simulations DPD.

3.5.  Etude de la dispersion ou de la séparation de phase par MFDFT

3.5.1. Principe

La dynamique a échelle mésoscopique (MesoDyn) basée sur la méthode MFDFT nous permet
d’avoir une idée sur I’agrégation ou la séparation de phase qui peut avoir lieu dans un systéme
donné. En effet, les potentiels dans MesoDyn varient avec le mouvement de la particule dans
le domaine de I’étude. Il en résulte une description MFDFT (time-dependent mean-field
density functional theory) de la distribution de la densité de la particule.

Mesodyn se base sur I’équation de diffusion stochastique :
Opvot= Mvj VpipjV [ui - j] + 1 (11.5)
Opyot= Mv; VpipiV [ - ] +n (11.6)

Les informations obtenues par MesoDyn vont compléter les résultats acquis par DPD
(mouvement et concentration relative des perles).

3.5.2. Calcul des paramétres d’interactions
Les parameétres d’interactions, Ai, & introduire dans cette dynamique sont calculés selon
I’équation 111.7.

ij (kJ/mol) = ;i RT (111.7)

ou yjj est le paramétre de Flory Huggins ; R la constante des gaz parfaits et T la température
de mélange en K.
3.5.3. Paramétrage des simulations MFDFT

Comme pour les simulations DPD, chaque boite représente une composition précise de
flavonoide et de solvant. Les dimensions des boites sont de 32 nm*32 nm*32 nm, le rapport

longueur de liaison/longueur de boite est de 1.1543, le coefficient de diffusion des perles est
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de 1.107 cm?/s, le pas de calcul est de 1 million et le pas de temps d’intégration est de 50 ns a

323 K. Les valeurs du bruit et de la compressibilité sont de 75.002 et 10 respectivement.

4. Etude des interactions entre flavonoide et polymére en milieu aqueux

4.1.  Choix des systémes a étudier

Comme precédemment, la quercétine et le solvant (eau) sont représentés par 2 perles et 1 une
perle respectivement a I’échelle du gros grain. Par contre pour calculer le nombre de perles
pour chaque polymeére, on a opté pour la méthode du ratio caractéristique. Le ratio
caractéristique C. d’un polymere est défini comme étant le rapport entre la distance moyenne
« du bout a bout » au carré (re?) d’une chaine polymérique réelle (ou d’un modeéle de chaine)
et la valeur attendue pour une chaine librement articulée avec le méme nombre de liaison (n)

et le méme carré de la longueur moyenne des liaisons (Ii%) (équation 111.8).

2

C, =% (111.8)

2
nl;

Ce ratio caractéristique C.. peut étre obtenu de la littérature, par voie expérimentale ou par
modélisation via le module Synthia dans Materials Studio 7.0 par une méthode QSPR. Le

nombre de perles, est alors, calculé en appliquant I’équation I11. 9

Nppp = M,cC, (111.9)
ou M,, est la masse moléculaire moyenne du polymere, M,, est la masse moléculaire du motif
de repétition du polymeére « monomere » et C,, est le ratio caractéristique du polymeére d’un

polymere de taille définie.

Sachant que C,, est le ratio caractéristique d’un polymere d’une taille définie et C est le ratio
caractéristique d’un polymere d’une taille infinie. Il n’existe pas une grande difference entre
les deux valeurs et utiliser I’une ou I'autre dans le cas spécifique de la détermination de

nombres de perles pour DPD, n’a aucune influence sur le résultat.

Suite a des contraintes de puissance de calcul, un systeme simplifié composé par des chaines
de PLGA et de PVA de 20 perles a été choisi (Tableau Ill. 5). Ceci en se basant sur des

travaux ayant utilisés la méme approche (Desrosiers, 2009 ; Xu et al., 2016).
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Tableau I11.5 : Représentation gros grains du PLGA, PVA, quercétine et eau

Modéle gros grains
Molécule Structure
PLGA 75/25 @
0o H
PLGA 65/35 HOPH/ t&(\ O]Ly
PLGA 50/50 o
PVA
HO J,
Quercétine
AN
e O\
Eau H H

4.2. La taille du systeme et les différents paramétrages pour DPD

La taille de la boite dépend de la longueur du polymeére. La taille du systéme est choisie pour
que la plus longue chaine polymérique ait une conformation linéaire dans la boite (détails du
calcul dans le chapitre mise au point)

4.3. Choix de champ de forces

Le champ de forces utilisé a été créé par le module Mesocite dans Materials Studio 7.0 a

partir des parameétres d’interactions calculés précédemment (paramétres de Flory Huggins jj).
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4.4.  Calcul des parametres d’interactions

Le calcul des paramétres d’interactions a été fait par la méthode Monte Carlo et par
dynamique moléculaire.

Méthode de la solubilite par dynamique moléculaire

e Principe

Le parametre de solubilité était développé principalement pour des liquides mais des
approximations et des hypotheses ont été faites pour I’étendre aux solides organiques. Le
parametre de solubilité § est obtenu a partir de la densité d'énergie cohésive selon I’équation
111.10 (Hildebrand et Scott ; 1949):

8§ = CEDY? = (- Uvap M (111. 10)
m

ou CED est la densité de I’énergie cohésive, U,,, I’énergie de vaporisation et V},, le volume

molaire.

L'énergie de cohésion considére toutes les interactions inter atomiques/moléculaires,
impliquant les interactions de van der Waals, les liaisons covalentes, les liaisons ioniques, les
liaisons hydrogénes, les interactions électrostatiques et les interactions des dipdles induits et
des dipdles permanents. La théorie du parameétre de solubilité est applicable a des molécules
non polaires interagissant par I'intermédiaire de faibles forces de dispersion. Elle a ensuite été
étendue aux systemes polaires en divisant le parametre de solubilité en plusieurs contributions

partielles représentant les différents types d'interactions.

e  Parametres de calcul

La premiére étape consiste en la construction des boites contenant un composé pur a la fois.
Pour les structures atomiques des différentes perles B1, B2, AL, AG, PVA, W : le module
Amorphous Cell dans Materials Studio 7.0 a servi a la construction différentes boites d’une
densité de 1 g/cm® & 298 K en utilisant le champ de forces COMPASS. Une optimisation de la
géométrie a été effectuée sur toutes les boites. La dynamique moléculaire via le module
Forcite dans Materials Studio 7.0 a été appliquée sur toutes les boites obtenues. Une premiére
dynamique a été conduite avec une énergie totale (ensemble statistique) NPT, une température
de 298K, une pression 0.1 GPa avec un pas de temps de 1 fs et un temps de simulation totale

de 500 ps avec un Thermostat Andersen et un Barostat Berendensen. Une deuxiéme
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dynamique a été appliquée sur les boites obtenues dans les mémes conditions mais avec un
ensemble statistique NVT. Apres optimisation des systemes par dynamique moléculaire,
I’énergie de la densité cohésive (CED) ainsi que le paramétre de solubilité & de chaque

composé sont déduits.

Le parametre de Flory Huggins est calculé a partir des parametres de la solubilité
d’Hildebrand (Hildebrand, 1950) selon I’équation 111.11.

Xi = [(6i = 8)2* (Vi +V})/2)] /RT (lll. 11)

ou yjj est le paramétre de Flory Huggins, V le volume des composés, 6 le parametre de

solubilité d’Hildebrand, R la constante des gaz parfaits et T la température.

4.5. Etude de la dispersion ou de la séparation de phase par MFDFT

MesoDyn (méthode MFDFT) a été appliquée sur les différentes boites constituées par la
quercétine, I’eau, le PLGA et le PVA. Les dimensions des boites sont de 32 nm*32 nm*32
nm, le rapport longueur de liaison/longueur de boite de 1.1543 et le coefficient de diffusion
des perles de 1.107 cm?/s. 1 million de pas de calcul a un pas de temps d’intégration de 50 ns
a 298 K sont réalisés. Les valeurs du bruit et de compressibilité sont de 75.002 et 10,

respectivement.

5. Validation expérimentale des résultats

5.1. Détermination de la solubilité

5.1.1. Etude de la solubilité dans différents solvants organiques
Les tests de solubilité ont été effectués dans des réacteurs automatisés (Chemspeed). Le

solvant (15 ml) est séché au préalable par du tamis moléculaire et introduit dans une série de
réacteurs en paralléles a 323K. La solubilisation est initiée par le transfert automatique
(Chemspeed) du solvant au flavonoide qui a eté placé aussi dans une autre série de réacteurs
régulés a 50°C. Une concentration de 50 g/L de flavonoide a été utilisée. Des prélevements
réguliers sont effectués pendant 6 jours. Les échantillons prélevés sont filtrés sur 0.2 um et
injectés, aprés dilution, sur CLHP. Les filtres, les solvants et les vials sont séchés et maintenus

a 50°C pour éviter une precipitation possible du flavonoide.

5.1.2. Principe de la chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La CLHP est basée sur la différence de distribution des espéces entre deux phases non

miscibles (une phase mobile et une phase stationnaire). Un fluide représentant la phase mobile
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parcourt une phase stationnaire (la colonne). Cette colonne peut contenir des “granulés”
poreux (colonne remplie) ou étre recouverte a l'intérieur d'un film mince (colonne capillaire).
A l'instant initial, le mélange a séparer est injecté a l'entrée de la colonne. 1l se dilue dans la
phase mobile qui I'entraine a travers la colonne. Les solutés contenus dans la phase mobile
seront alors retenus a des temps différents en traversant la colonne grace aux différences
d’affinité des divers constituants du mélange, pour chacune des deux phases. En effet, les
solutés se déplacent tous moins vite que la phase mobile et leurs vitesses de déplacement sont
differentes. Ils sont ainsi €lués de la colonne les uns apres les autres et donc séparés. Le temps
de rétention (caractérisation qualitative) ainsi que la concentration d’un soluté donne

(caractérisation quantitative) sont fournis sous forme de chromatogramme.

e Protocole

Les différentes analyses ont été effectuées en utilisant un systtme de CLHP La Chrom Elite
(VWR HITACHI) composé par une pompe quaternaire (L-2130), un échantillonneur
automatique (L-2200), un détecteur a barrette de diodes (L-2455) et une colonne C18 de
dimensions 150x4.6 mm, maintenue a une température de 323K. Le gradient d’élution était le
méme pour les différents systemes. Il est composé d'eau (A) et de méthanol (B). Les
échantillons ont été élués a un debit de 1 mL/min avec un gradient de: 95% d'eau (A) & 0 min
jusqu'a 100% de (B) a 10 min, et de 95% (A) a 20 min jusqu'a la fin du programme a 30 min
(Tableau I11.6). Le volume d’injection est de 50 pl. La détection a été effectuée simultanément

a 200, 280, 254 et 350 nm. Trois mesures ont été prises pour tous les échantillons.

Tableau I11.6 ;: Gradient utilisé en CLHP

Temps (min) Solvant A Solvant B Débit
(Eau) (Méthanol) (mL/min)
0 0 100 1
10 0 100 1
20 95 5 1
30 95 5 1

Des courbes d’étalonnages ont été faites pour chaque flavonoide (Figure 111.4, Tableau

11.7).

Tableau I11.7 : Equations des courbes d’étalonnage des 3 flavonoides utilisés

Equation Q

y = 213073678 x (g/L)

Equation R

y = 188615 x (mg/L)
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Equation I y = 296880000 x (g/L)

250000000 y = 2E+08x
R? = 0,9953
200000000
150000000
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S 100000000
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50000000
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-50000000
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Figure 111.4 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

5.2.  Formation des nanoparticules

e Principe

La nanoprécipitation a été développée par Fessi et al. vers la fin des années 80 (Fessi et al.,
1988). Elle se base sur I’utilisation de deux solvants miscibles. Un premier solvant organique
servant a solubiliser le polymere ainsi que le principe actif a encapsuler et un deuxiéme
solvant miscible avec le premier et non solvant du polymere (communément de |’eau)
contenant généralement un tensioactif ou plusieurs ayant le role de stabilisateur des particules
formées. Sous agitation, la solution organique est ajoutée goutte a goutte a la deuxieme
solution (phase continue). La diffusion spontanée du solvant dans la phase continue cause la
précipitation du polymere, et la formation de nanoparticules solides. Le solvant organique est
ensuite éliminé par évaporation ou par dialyse. Une suspension de nanoparticules est alors

obtenue.
e Protocole

En respectant un rapport phase organique / phase aqueuse (1:2), 20 mL des solutions aqueuses
de PVA a des concentrations allant de 0.5 % a 5 % sont préparées. La phase organique utilisée

est une solution d’acétone (10 mL) contenant différentes concentrations de PLGA 75/25,
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PLGA 65/35 et PLGA 50/50 allant de 1 a 10 g/L (1,2 et 10 g/L) et différentes concentrations
de quercétine allant de 0,1 4 2 g/L (0,1, 0,5 et 2 g/L).

Aprés addition de la phase organique, goutte a goutte sous agitation magnétique, dans la
phase aqueuse, I’acétone est évapore a 37°C a pression réduite par évaporateur rotatif. Les
particules obtenues sont lavées dans le but d’éliminer le PLGA et la quercétine non
encapsulés. Le processus de lavage consiste a centrifuger trois fois la suspension de
nanoparticules obtenue aprés évaporation de solvant (15000 tr/min pendant 5 min). Le
surnageant est retiré puis remplacé par 20 mL d’eau MilliQ et la suspension est redispersée.
La distribution de tailles des nanoparticules est déterminée pour chaque échantillon, par
diffusion dynamique de la lumiere. La morphologie des particules est observée par

microscopie électronique a transmission.

5.3. Détermination de la taille des nanoparticules par diffusion dynamique de la
lumiére DLS

e Principe

La taille des nanoparticules est I’un des aspects les plus importants dans leur caractérisation.
Une des méthodes les plus utilisées est la technique de la diffusion dynamique de la lumiere.
La diffusion dynamique de la lumiere permet de déterminer le rayon hydrodynamique des
particules, et donc la distribution de taille des nanoparticules en suspension. Elle se base sur le
suivi de la variation de I’intensité de la lumiére diffusée par des particules en mouvement
brownien en fonction du temps. Ce mouvement est provoqué par les collisions aléatoires entre
les particules et les molécules du solvant qui les entourent résultant en la variation de
I’intensité de la lumiere diffusée par les particules au cours du temps. Aussi, la rapidité du
mouvement de la particule est inversement proportionnelle a sa taille. De ce fait, la fluctuation
de I’intensité est plus importante pour les petites particules. Le rayon hydrodynamique Rn de
la particule qui correspond au rayon d’une sphére dure ayant le méme coefficient de diffusion

que celui de la particule est donné par la relation de Stockes-Einstein (équation 111.12):

kgT
R,= "B /6n_n_D(|||.12)

ou Rn(m) est le rayon hydrodynamique des particules, D (m?.s?) le coefficient de diffusion, ks

(1,38x102 N.m.K™1) la constante de Boltzmann, T la température (K), n (Pa.s) la viscosité. La
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diffusion dynamique de la lumiere permet de déterminer une distribution de la taille allant de

quelques nanomeétres jusqu’a 3 microns.

Monochromatic
Laser Light Sample
cell
I, I
* -3 \_ e A
~ \(") /
A
b ~_ |
~ =]

y Computer

detector

Figure 111.5 : Principe de la diffusion dynamique de la lumiére

e Protocole

Un zetasizer Nano ZS (Zetasizer V7.11, Malvern Instruments UK) a été utilisé pour
caractériser les distributions de taille de nanoparticules. La taille moyenne des nanoparticules
ainsi que I’indice de polydispersité (P1) ont été déterminés pour chaque échantillon.

Figure 111.6 : Zetasizer Nano ZS

L’ appareil est équipé d’une source de lumiere laser He-Ne émettant & 532 nm, une cellule de
mesure, un photomultiplicateur et un corrélateur. La mesure de la taille des particules a été
effectuée dans des micro-cuves. En fonction de la concentration de I’échantillon, quelques
solutions ont nécessité une ou plusieurs dilutions. L’intensité de la diffusion a été mesurée a
un angle de 173° par rapport a la source lumineuse en utilisant un détecteur a systeme
photodiode a avalanche. Cette configuration permet une réduction considérable du signal en
raison des phénomeénes de diffusion multiple rencontrés dans les échantillons concentrés en
particules et permet de travailler dans des milieux dilués. Les fonctions d’autocorrélation de

I’intensité ont été analysees par I’algorithme de CONTIN pour déterminer les coefficients de
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diffusion moyens des particules, liés aux rayons hydrodynamiques par la relation de Stokes-

Einstein.

54. Morphologie des particules par microscopie électronique en transmission
(MET)

e Principe

La microscopie électronique en transmission est une technique de microscopie ou un faisceau
d'électrons est « transmis » a travers un échantillon trés mince. Les effets d'interaction entre
les électrons et I'échantillon donnent naissance a une image, dont la résolution peut atteindre
0,08 nm. Le microscope électronique en transmission fonctionne sur le méme principe que les
microscopes optiques : I’électron joue le méme réle que le photon. Des électrons accélérés par
une haute tension possédent une longueur d’onde et donc une résolution de I’ordre du

picométre.
e Protocole

La caractérisation morphologique des nanoparticules obtenues a été effectuée a I’aide d’un
microscope électronique a transmission Philips CM200 opérant & 200 kV (résolution par
point : 0,27 nm, résolution en lignes : 0,14 nm) équipé de deux caméras CCD (rapide et

HR) et d’un spectrométre de dispersion d’énergie des photons X.

Les échantillons ont été préparés selon la procédure suivante: une goutte de la suspension
est déposée sur une grille en cuivre. Apres 3 minutes, I’excés de la solution est éliminé a
I’aide d’un papier filtre. Une goutte d’une solution aqueuse d’acétate d’uranyle a 2% en
masse (contrastant) est ensuite ajoutée sur la grille. Apres 1 minute, I’exces de cette
solution est absorbé a I’aide d’un papier filtre. La grille est finalement séchée pendant 5

minutes a I’air libre avant d’introduire I’échantillon dans le microscope.
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Introduction

Afin d’étudier la solubilité, la stabilité et la dispersion des flavonoides en solution, nous avons
mené une double approche de modélisation moléculaire et mésoscopique. Ces études ont
porté sur la compréhension des mécanismes mis en jeu lors des étapes i) de la solubilisation et
la dispersion des flavonoides dans les milieux organiques et ii) d’assemblages flavonoides/
polyméres en milieu aqueux. Pour mener cette étude on a dans un premier temps, choisi les
systemes d’étude puis mis au point la méthodologie de modélisation.

Ce choix a nécessité la réalisation de plusieurs essais; dans ce chapitre nous allons décrire les

différentes étapes de mise au point pour aboutir a une modélisation fiable et robuste.

1. Choix du polymere
Les polymeres sélectionnés pour effectuer les assemblages flavonoides/polyméres en milieu
aqueux sont biodégradables. Il s’agit de la gomme xanthane, I’acide hyaluronique et le
poly(lactide-co-glycolide) (PLGA).

1.1. Lagomme xanthane

C’est un hétéropolysaccharide produit par Xanthomonas campestris, hydrosoluble méme a
froid et doté de propriétés rhéologiques intéressantes, a savoir un pouvoir épaississant et
suspensif, qui permet I'obtention de solutions a forte viscosité (Gamini et al. 1991). La
gomme xanthane, est de ce fait, tres utilisée en industrie alimentaire, de la pétrochimie,
des cosmétiques et des détergents. Elle est constituée d'un nombre n d’unités
pentasaccharidiques qui correspond combinaison du D-glucose, D-mannose et D-
glucuronate selon un rapport molaire de 2:2:1, ainsi que des quantités variables d'acétate
et de pyruvate qui dépendent principalement de la souche et des conditions de culture. La
structure de base de la macromolécule correspond a celle de la cellulose (liaison a(1=>4)
entre les monomeres de D-glucose) avec une chaine latérale trisaccharidique (2 résidus D-
mannose et un résidu D-glucuronate). Le groupement acétyle est fixé sur le C6 du
mannose voisin de la chaine cellulosique et le groupement pyruvyle est lié sous la forme
acetal avec les C4 et C6 du mannose terminal (McNeely et Kang, 1973; Lawson et

Sutherland, 1978). Le xanthane contient également des cations monovalents (Figure 1V.1).
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Figure IV.1 : Structure de I'unité répétitive de la gomme xanthane (la quantité de substituant est

variable)

Le terme xanthane est aussi appliqué aux produits synthétisés par des souches sauvages ou
mutantes, avec des chaines latérales normales ou réduites et des teneurs en acides acétique et
pyruvique variables (Tait et Sutherland, 1989) a condition que la teneur en pyruvate soit au
minimum de 1,5% (w/w). Sa masse molaire varie généralement entre 4 et 12*10° g/mol. La
détermination de sa masse exacte est particulierement difficile a cause de son poids

moléculaire.

1.2. L’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique est un bipolymere a caractere hydrophile (Halake et Lee, 2017). 1l est
composé par n unités de disaccharides contenant des molécules d'acide D-glucuronique et de
N-acétylglucosamine liées par des liaisons glycosidiques en positions p-D-(1=>4) et B-
D(1=>3). L’acide hyaluronique appartient au groupe des mucopolysaccharides faisant partie
de la famille des glycosaminoglycanes (Salwowska et al., 2016). Il est largement utilisé dans
plusieurs domaines d’application (cosmétique, pharmaceutique, biomédical ...) vu qu’il est
non immunogene, biodégradable et biocompatible (Zhou et al., 2017). Son application reste

cependant freinée par son codt et sa faible stabilité mécanique.
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Figure 1V.2 : Structure de I’unité répétitive de I’acide hyaluronique (Halake et Lee, 2017)
1.3. Le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA)

Le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) est un copolymeére de poly(acide lactique) (PLA) et de
poly(acide glycolique) (PGA). Il est largement utilisé comme dispositif de libération de
principes actifs dans différents produits a libération contrdlée en raison de sa bonne
biocompatibilité et dégradabilité dans les milieux physiologiques (Makadia et Siegel, 2011 ;
Gopferich et al., 1996 ; Fredenberg et al., 2011). Le PLGA a la capacité d’encapsuler une
large gamme de principes actifs de toutes les tailles moléculaires (Xu et al., 2017). En effet, il
a été utilisé dans le développement de plusieurs systémes polymeres — principes actifs
destinés a traiter diverses maladies (Alonso-Sande, 2014 ; Lee et al., 2009). Sa biodégradation
libére I'acide lactique (LA) et I'acide glycolique (GA), qui sont biologiquement inertes pour
les cellules en croissance et sont éliminés du corps via les voies métaboliques normales
(Cabezas et al., 2014). Les différents types de PLGA sont définis selon leur rapport en masse
molaire de monomeéres d’AL et d’AG. Ainsi un PLGA 75/25 représente un copolymere dont
la composition est de 75% de PLA et 25% de PGA.

O

O H

HO O
X y

O

Figure IV.3 : Structure des unités repétitives du PLGA

2. Choix des flavonoides
Les flavonoides choisis font partie de la famille des flavonols : la quercétine, I’isoquercétine

et la rutine. La quercétine étant une molécule aglycone ; I’isoquercétine est une quercétine-3-
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glucoside et la rutine est une querceétine-3-rutinoside. Ceci permettrait d’étudier I’influence de

la partie glucosidique sur les interactions flavonoide/milieu.

2.1.  Laquercétine

La quercétine [2-(3,4-dihydrohyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one]  ou
[3,5,7,3’,4’ pentahydroxyflavone]. La structure chimique de la quercétine comporte un noyau
commun flavone compose de deux cycles benzéniques A et B reliés entre eux par un pyrane
hétérocycle C. Les propriétés antioxydantes de ce flavonoide sont a I’origine de plusieurs
fonctions biologiques attribuées a la quercétine. En effet, la quercétine a un puissant pouvoir
antioxydant comparé a d’autres flavonoides (Harwood et al., 2007), ce qui lui confére des
propriétés anti-cancérigéne (Chen et al., 2010) anti-fibrotique, anticoagulante, antibactérienne,
antiathérogéne, antihypertenseur et antiproliférative, anti-inflammatoire (Harwood et al.,
2007). Ainsi gu’une activité inhibitrice vis-a-vis de certaines enzymes notamment des
oxydoréductases. Néanmoins, la solubilité de la quercétine dans I’eau a température ambiante
est tres faible, ce qui freine son utilisation directe dans les préparations alimentaires,
cosmétiques et autres. En revanche, la solubilité de la quercétine dans les solvants organiques
est tres variable en fonction de la nature du solvant (Chebil et al., 2010 ; Rothwell et al.,
2005).

OH
OH

HO O

OH
OH O

Figure 1V.4 : Structure de la quercétine
2.2. L'isoquercétine
L'isoquercétine (quercétine-3-O-B-D-glucopyranoside) est une forme glycosilée de la
quercétine. Le glucose est attaché a la quercétine en position C-3. On retrouve généralement
ce flavonoide dans les herbes médicinales, les fruits, les Iégumes et les aliments et boissons
dérivés des plantes. L'isoquercétine a une biodisponibilité plus élevée que la quercétine et
présente un certain nombre d'effets chimioprotecteurs a la fois in vitro et in vivo, contre le
stress oxydatif, le cancer, les troubles cardiovasculaires, le diabéte et les réactions allergiques.
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Il a été demontré que l'isoquercétine peut atténuer la mort cellulaire induite par le stress
oxidatif in vitro (Valentova et al., 2014). Tout comme la quercétine et la rutine,
I’isoquercétine présente une faible solubilité et stabilité en milieux aqueux et lipophiliques
(Chebil et al., 2010).

Figure 1V.5 : Structure de I’isoquercétine

2.3. Larutine
La rutine (30, 40, 5, 7-tétrahydroxy-flavone-3-rutinoside) est dotée de propriétés cliniques tres
intéressantes. Elle est bénéfique dans la prévention de certaines maladies et dans la stabilité
des génomes (Sharma et al., 2013). Elle est aussi recommandée dans le cas des varices,
saignements internes ou encore les hémorroides. Avec la quercétine, elles sont connues en
tant que vitamine P (Manach et al., 1997). La rutine est présente dans plus de 70 plantes
différentes et dans plus de 860 compléments alimentaires aux états unis (Gullon et al., 2017).
Mais son utilisation seule est limitée par sa faible solubilité en milieu aqueux, liposolubilité,
biodisponibilité, stabilité et perméabilité membranaire. En effet sa solubilité, a température

ambiante est de 0,13 g/L dans I’eau, 55 g/L dans le méthanol et 5,5 g/L dans I’éthanol

(Krewson et Naghski, 1952).
OH
e

HO
seesr
HO
OH O o
H3C O
HO
HO
OH

Figure IV.6 : Structure de la rutine
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3. Présentation des systemes étudiés par modélisation moléculaire et méso-
modeélisation

3.1.  Etude de la structure des flavonoides a I’échelle moléculaire et mésoscopique :
définition des modéles gros grains

La décomposition des flavonoides en modeles gros grain est délicate. Cela est di a I’absence
de formules bien définies pour la détermination du nombre de perles comme dans le cas des
polymeres (méthode de la taille du polymere ou du ratio caractéristique), mais aussi a la rareté
d’études s’intéressant a la meéso-modelisation des flavonoides. Le seul travail, a notre
connaissance, présentant des résultats de mésomodélisation de composés phénoliques
(quercétine) a été publié par otto et al. en 2013 (Otto et al., 2013).

Comme il a eté indiqué dans le chapitre matériel et Méthodes, la répartition globale des
perles a été toujours la méme. Cependant, I’ajout d’atomes d’hydrogene au niveau des
endroits de coupures, ainsi que la répartition d’atome d’oxygéne commun & deux perles ont
fait I’objet de différents essais. La Figure IV.7 montre la démarche suivie pour la rutine. Il
s’agit du flavonoide le plus complexe parmi les trois flavonoides étudiés. Pour la quercétine,
la partie sucre est remplacée par un groupement OH. L’isoquercétine est découpée exactement

de la méme maniere que la rutine avec un sucre en moins.

Figure IV.7 : Différentes possibilités de découpage avec ou sans H et avec ou sans groupement
OH (cas de la rutine)

Les differentes combinaisons de perles testées sont regroupées dans le Tableau IV.1 :
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Flavonoide /

Tableau V.1 : Différents modeles gros grains testés pour les 3 flavonoides

composition Perle 1 Perle 2 Perle 3
Quercétine 1 Bl avec H1 B2 avec H1 -
Quercétine 2 Bl sans H1 B2 sans H1 -
Quercétine 3 Bl avec H1 B2 sans H1 -
Quercétine 4 B1 sans H1 B2 avec H1 -
Rutine 1 B3 avec H1 et OH2 B2 avec H1 B5 avec H
Rutine 2 B3 avec H1 et H2 B2 avec H1 B5 avec OH2
Rutine 3 B3 sans H1 et OH2 B2 avec H1 B5 avec H
Rutine 4 B3 sans H1 et H2 B2 avec H1 B5 avec OH2
Rutine 5 B3 avec H1 sans OH2 B2 avec H1 B5 avec OH2
Rutine 6 B3 sans H1 et sans OH2 B2 avec H1 B5 avec OH
Rutine 7 B3 avec H1 et OH2 B2 sans H1 BS5 avec H
Rutine 8 B3 avec H1 et H2 B2 sans H1 B5 avec OH2
Rutine 9 B3 sans H1 et OH2 B2 sans H1 BS5 avec H
Rutine 10 B3 sans H1 et H2 B2 sans H1 B5 avec OH2
Rutine 11 B3 avec H1 sans OH2 B2 sans H1 B5 avec OH2
Rutine 12 B3 sans H1 et sans OH2 B2 sans H1 B5 avec OH
Rutine 13 B3 avec H1 et OH2 B2 avec H1 B5 sans H
Rutine 14 B3 avec H1 et H2 B2 avec H1 B5 avec O
Rutine 15 B3 sans H1 et OH2 B2 avec H1 B5 sans H
Rutine 16 B3 sans H1 et H2 B2 avec H1 B5 avec O
Rutine 17 B3 avec H1 sans OH2 B2 avec H1 B5 avec O
Rutine 18 B3 sans H1 et sans OH2 B2 avec H1 B5 avec O
Rutine 19 B3 avec H1 et OH2 B2 sans H1 B5 sans H
Rutine 20 B3 avec H1 et H2 B2 sans H1 B5 avec O
Rutine 21 B3 sans H1 et OH2 B2 sans H1 B5 sans H
Rutine 22 B3 sans H1 et H2 B2 sans H1 B5 avec O
Rutine 23 B3 avec H1 sans OH2 B2 sans H1 B5 avec O
Rutine 24 B3 sans H1 et sans OH2 B2 sans H1 B5 avec O

* L’isoquerceétine a subi le méme traitement que la rutine en remplacant I’unité B5 par

I’unité B4
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L’équilibre des charges ainsi que la minimisation de I’énergie des différentes combinaisons a
été effectué par le biais des différents potentiels et parameétres fournis par le champ de force
COMPASS permettant de décrire I’énergie potentielle des structures et de trouver la
configuration la plus sTable énergétiguement. Les combinaisons les plus sTables

énergétiquement sont regroupées dans le Tableau V.2,

Tableau V.2 : Modéles gros grains les plus stables énergétiquement

Fi lavono.i'z.ie / Perle 1 Perle 2 Perle 3
composition
Quercetine 3 ‘ Bl avec H1 B2 sans H1 -
Rutine 11 ‘ B3 avec H1 sans OH2 B2 sans H1 B5 avec OH2
Isoquercetrine 11 ‘ B3 avec H1 sans OH2 B2 sans H1 B4 avec OH2

Ces perles seront utilisées dans la suite du travail et seront appelées B1, B3, B2, B4 et B5.

3.2.  Systeme gomme xanthane/ rutine

Le systeme étudié est compose, experimentalement, de deux phases miscibles. Une phase
aqueuse contenant le polymére et une phase organique (éthanol) contenant le flavonoide. Le
ratio phase organique / phase aqueuse est de 1:4. La concentration de xanthane est de 0,3%
(W/W) et la concentration de la rutine est de 0,3% (W/W). Afin d’étudier I’organisation de ce

systeme, des simulations a I’échelle moléculaire et mésoscopique ont été mises au point.

3.2.1. Définition du modéle gros grain
Comme il a été indiqué dans le chapitre matériel et méthodes, la rutine a été représentée par

trois perles B3 (cycle A et cycle C du flavonoide), B2 (cycle B) et B5 (partie sucre). Les deux
solvants etant de petites molécules ont été représentés par une perle chacun. Tres peu de
travaux se sont intéressés a la modélisation moléculaire et la méso-modélisation de la gomme
xanthane. Li et al. (Li et al., 2005) ont étudié les interactions entre la gomme Xanthane et le
Nonyphenyloxypropyl B-Hydroxyltrimethylammonium Bromide en solution aqueuse. Ils ont
utilise I’équation IV.1 pour determiner le nombre de perles du polysaccharide.
n= N1/ (IV.1)
Rl,O

avec N = le degré de polymérisation, | = la taille du monomeére et Rio = La distance du bout a
bout de la chaine atomique. N et | ont été obtenus de la littérature (Zhu et al., 1996). Le Ripa
été déterminé par la méthode RMMC (RIS Metropolis Monte Carlo) (Lam et Goldbeck-wood,
2003). En adoptant cette démarche, la gomme xanthane a été représentée par une valeur de n
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= 100 perles. Chaque perle contient un monomere de la gomme xanthane (Li et al., 2005 ; Li
et al., 2007).

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé cette approche. Ainsi, les différentes
simulations des systemes rutine/gomme xanthane/ éthanol/eau ont été conduites avec une
gomme xanthane, composée de 100 unités, d’une masse de 93300 g/mol (933 g/mol par unité

polymérique).

X* 100

W *1

Figure 1V.8 : Définition des modeéles gros grains du systeme rutine (B3, B1, B5) / xanthane (X) /
eau (W) / éthanol (E)

3.2.2. Etude de I’organisation du systéme rutine/gomme xanthane/eau/éthanol par
modélisation moléculaire et mésomodélisation
Aprés avoir défini les modeles gros grains, ces structures ont été optimisées jusqu’a obtention

d’une énergie stable et la plus basse possible en utilisant le champ de force COMPASS.
Ensuite, les paramétres d’interaction (parametres de Flory Huggins) ont été calculés par la
méthode basée sur I’énergie du mélange (Module Blends dans Materials Studio 7.0). Les
résultats obtenus sont résumés dans le Tableau IV.3.
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Tableau 1V.3 : Valeurs des parametres de Flory Huggins obtenues a 298 K par le champ de
force COMPASS

B3 B2 BS X E w
B3 0
B2 3,880 0
BS 5,680 -10,620 0
X -106,840 -129,790 -101,850 0
E 12,680 0,001 10,450 -96,790 0
w 15,370 0,650 9,310 -102,600 0,111 0

Comme le montre le Tableau V.3, les valeurs obtenues pour les interactions entre perle de
gomme xanthane et les autres perles, sont trés négatives et difficilement interprétables. On sait
par exemple que la gomme xanthane est soluble dans I’eau, on doit alors avoir une valeur du
parametre de Flory Huggins proche de 0,5 or I’interaction X-W est de -102.6. Pour remédier a
ce probleme, le monomere (perle X) a été modifié en changeant a chaque fois les hydrogenes
aux extrémités (avec et sans). Les résultats obtenus ne montrent pas de changement au niveau
des parametres d’interactions. Malgre qu’il est developpé pour représenter un large spectre de
polymeres et de molécules, il semble que le champ de forces COMPASS ne représente pas
bien les perles de la gomme xanthane. Un autre champ de forces, DREIDING, a été testé pour
voir si ces erreurs proviennent du champ de force. Les résultats obtenus ne sont toujours pas
coherents (Tableau 1V.4). Ceci montre que le modéle déeveloppé présente des limites et qu’il
va falloir I’optimiser.

Tableau 1V.4 : Valeurs des parametres de Flory Huggins obtenues a 298 K par le champ de
force DREIDING

B3 B2 B5 X E w
B3 0

B2 1,960 0

B5 8,690 1,096 0

X 8,940 -35530  -34,630 0

E 15,540 3,400 5,880 -21,820 0

W -28,900 6,480 8,510 -29.090 1,480 0

3.3.  Systéme acide hyaluronique/rutine

En parallele de I’étude de I’assemblage gomme xanthane/rutine/eau/éthanol, I’assemblage
acide hyaluronique/rutine/eau/éthanol a été simulé. Expérimentalement, ce systéeme est

composé de deux phases, une phase organique et une phase aqueuse. La rutine est solubilisée
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dans I’éthanol avec une concentration de 0,3 % et I’acide hyaluronique dans I’eau avec une

concentration de 0,3 %. Le rapport phase organique / phase aqueuse est de 1 :4.

3.3.1. Définition du modele gros grain
La rutine, I’eau et I’éthanol ont été définis de la méme maniére que pour le systéeme gomme

xanthane/rutine. Pour calculer le nombre de perles représentant une chaine d’acide

hyaluronique, la méthode du ratio caractéristique a éte utilisée selon I’équation 1V.2.

Mw
MnCn

Nppp = (IV. 2)

Ou M,, est la masse moléculaire moyenne du polymeére, M,, est la masse moléculaire du motif
de répétition du polymere « monomere » et C,est le ratio caractéristique d’un polymere de

taille définie.

Selon Dumitriu (Dumitriu, 2004) le ratio caracteéristique infini C. de I’acide hyaluronique est
de 6. Il a été reporté que pour la définition du nombre de perles pour des calculs de méso-
modélisation, I’utilisation de C. ou de Cn n’influence pas le résultat final. Le ratio
caractéristique a éte fixé a 6. La masse moléculaire moyenne de I’acide hyaluronique est de
1,65.108 g/mol, la masse du monomére est de 379,32 g/mol ce qui forme un polysaccharide de
4350 monomeres. Le nombre de perles n est de 725. Chaque perle est composée de 6
monomeres (Figure 1V.9).

AH *725

Figure 1V.9 : Modéle gros grain du systeme de I’acide hyaluronique avec 6 monomeres par perle

3.3.2. Etude de [I'organisation du systeme acide hyaluronique/rutine par
modélisation moléculaire et méso-modélisation
La méme démarche que préecédemment a été appliquée. La grille regroupant les paramétres

d’interactions de Flory Huggins est présentée dans le Tableau IV.5.
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Tableau IV.5 : Valeurs de parametres de Flory Huggins obtenus a 298K

B3 B2 BS HA E w
B3 0
B2 3.540 0
B5 6.530 -9.830 0
HA 6.330 6.420 -27.540 0
E 12.650 0.195 10.450 16.440 0
W 15.370 0.630 9.310 18.990 0.152 0

Comme le montre le Tableau IV.5, les valeurs obtenues sont largement positives pour toutes
les interactions. Pour I’interaction acide hyaluronique-eau la valeur obtenue est de 18,99. Or
I’acide hyaluronique est trés soluble dans I’eau (46,6 mg/mL (Tetko et al., 2005)). Par
conséquence, la valeur obtenue doit avoisiner 0,5. Ceci montre que le modéle développé

présente des limites et qu’il va falloir I’optimiser.

3.4.  Etude de I’organisation du systeme PLGA/quercétine par modélisation
moléculaire et mésoscopique

Un autre systeme polymere/flavonoide (PLGA/quercétine) a eté étudié. Expérimentalement,
le systeme est composé de deux phases, une premiere phase organique (soit acetone, soit un
mélange acétone - dichlorométhane) pour solubiliser le PLGA et la Q et une deuxieéme phase
aqueuse contenant le PVA. Afin de simuler ce systeme a I’échelle moléculaire et
mésoscopique, la méme approche que préecédemment a éteé utilisée. Apres avoir testé le calcul
des parameétres de Flory Huggins par Blends, on a choisi d’étudier le systéeme avec des
paramétres de Flory Huggins obtenus par la méthode de la solubilité expliquée dans le

chapitre VI. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 1V.6.

Tableau V.6 : Valeurs de parametres de Flory Huggins obtenus a 298K

AL AG Bl B2 PVA w AC DM

AL 0

AG 1,403 0

Bl 0,185 3,681 0

B2 0,112 2,571 0,002 0
PVA 0,112 2,158 5,822E-05 0,001 0

w 9,13 2,313 18,038 14,16 11,222 0

AC 1,707 6,178 1,313 1,093 0,865 23,47 0

DM 2,434 7,103 2,217 1,783 1,416 25,708 0,099 0

Ces résultats ont permis de continuer I’étude du systeme PLGA/quercétine par dynamique de

la particule dissipative et par Mesodyn.
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3.4.1. Détermination du nombre de perles par chaine polymérique de PLGA et de
PVA

Dans la partie Matériel et Méthodes sont présentées les démarches de découpage du PLGA et
du PVA. Pour calculer le nombre de perles n par chaine polymérique, on s’est basé sur le ratio
caractéristique des polymeres Cn. Le PLGA est un copolymere, on a calculé le nombre de
perles de PLA et le nombre de perles de PGA et on les a regroupées dans une seule chaine
polymérique selon leur distribution massique dans le PLGA. Tous les ratios caractéristiques
ont été obtenus par la méthode QSPR (module Synthia dans Materials Studio 7.0) a 298 K
(Tableau IV.7).

Tableau IV.7 : Nombre de perles par chaine polymérique pour le PLGA 75/25 et le PVA

Masse Masse
Ratio ) . moléculaire de Nombre de
. D moléculaire S .
Polymére  caractéristique cn I’unité Napd monomeres
moyenne -
(298k) (g/mol) monomeérique par perle
g (g/mol)
75% de 95500
PLA 2,86=3 gmol=71625  2008g/mol  5ep -
g/mol
25% de 95500
PGA 2,86~ 3 g/mol = 23 875 76,05 g/mol 105 -
g/mol
PLGA _
75/25 3 95500 g/mol 83,065 g/mol 370 3
PVA 2,87~3 93500 g/mol 44,0526 g/mol 707 3

* Toutes les abréviations sont détaillées dans la liste des abréviations
* La valeur du ratio caractéristique a eté arrondie a 3 afin d’obtenir un nombre entier de

perles.

3.4.2. Détermination de la masse et de la taille des perles
La détermination de la taille des perles, b, est basée sur le segment statistique des polymeres.

Ce parametre est obtenu a partir du ratio caractéristique du polymere et de la longueur du

monomére (en A) obtenus par le module Synthia comme le montre I’équation 1V.3.
b= Cy,l (IV.3)

La masse des différentes perles est calculée a partir du nombre de monomeres par perle et de

leur masse molaire. Elle est calculée selon I’équation 1V .4.

M,,C
m="min/y (IV.4)
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ou M,, la masse molaire du monomére, C, le ratio caractéristique et N, le nombre
d’Avogadro.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 1V.8.

Tableau V.8 : Détermination de la masse et de la taille des perles de polymeres

m

Perle I(A) Coo/Ch  Mp(g/mol)  Np(mol®) b (A) (g/amu)

4,48 10%
PLA (3) 4,053 3 9,08 6,022 105 12 o/
270 amu
3,7810%
PGA (3) 4,053 3 76,05 6,022 105 12 o/
228 amu
2,2 10?2
PVA (3) 3,55 3 44,05 6,022 105 10 g/
132 amu

3.4.3. Détermination des volumes des perles
Le volume des différentes perles a été calculé en se basant sur leur masse molaire (g/mol) et

leur densité (g/cm®) obtenues par le module Forcite dans Materials Studio 7.0. Le Tableau
V.9 regroupe les volumes des différentes perles.

Tableau 1V.9 : Volume des différentes perles du systeme étudié

Masse molaire Densité Volume molaire  Volume (A%)
(g/mol) (g/cm?®) (cm3/mol)
PLA (3) 216 1,21 178,51 296
PGA (3) 174 1,31 133 220
PVA (3) 132 1,05 125,71 208
B1 193 1,49 129,5 215
B2 109 1,36 80,14 1331
W (6) 108 0,988 109,3 181,5
DM 84,93 1,33 63,95 106
AC 58,08 0,791 73,42 122
AL 72 1,197 60,16 99,9
AG 58 1,295 44,77 74,34
PVA 44 0,793 55,42 92
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La taille de la perle d’eau est determinée en prenant en considération la taille des autres perles
du systeme. Une fois sa masse et sa taille définie, elles seront appliquées aux différentes
perles du systeme. En effet, méme si des volumes et des masses différents n’ont pas une
influence sur la structure et la morphologie du systeme simulé, il est préférable de définir un
volume et une masse communs a toutes les perles. Comme I’explique Groot et Rabone (Groot
et Rabone, 2001) pour définir I’unité de conversion des unités réduites en unités physiques, il
est nécessaire d’avoir des perles de volumes et de masses proches, surtout, dans le cas des
systemes visant a simuler des quantites réelles ou de prédire des propriétés tel que I’énergie de
surface (Jarray et al., 2016). Il est aussi préconisé de ne pas utiliser un grand nombre de
molécules d’eau par perle pour éviter la limitation de la diffusivité de I’eau dans la structure
étudiée. Aussi, il a été démontré que le fait de grouper plusieurs molécules d’eau dans une
perle n’affecte pas I’énergie cinétiqgue moyenne du systeme (Flekkoy et al., 2000 ; Espafiol et
al., 1997), un nombre de molécule supérieur a 10 confronte le systéme au critere de
congélation de Hansen — Verlet (_Schiff) (Hansen et Verlet, 1969, Hansen et Schiff, 1973).
Ayant des perles de volumes différents, le nombre de molécules d’eau choisi a été
représentatif de ces divergences. Pour cela, on a choisi 6 molécules d’eau par perle et donc un

volume molaire de 109,5 cm®/mol.

3.4.4. Définition du modéle gros grain et détermination des paramétres nécessaires
pour les simulations par Dynamique de la Particule Dissipative DPD (adaptée
de Jarray et al. (Jarray et al., 2016))
Afin d’initier les simulations par DPD, il faut tout d’abord commencer par définir quelques

parameétres. En effet, la méso-modélisation par dynamique de la particule dissipative est
effectuée en unités réduites déduites des unités physiques.

Le nombre de densité réduit’p est obtenu a partir de I’équation 1V.5
p=pr} (1V.5)

ou p le nombre de perles dans une maille de simulation cubique et rc le « cut-off radius »

I’unité de longueur dans le systéme. La valeur de p est 3 unités DPD.

Le degré de «coarse graining» (Nm) représente le nombre de molécules d’eau par perles (Nm
=6), il est défini par I’équation IV.6.

Nm — ﬁmol%’cules (|V6)
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Pomotscutes €St 1€ nombre de molécules dans une cellule de simulation cubique d’un volume

(re)*. P motscules & dONC une valeur de 18. Le rayon «cut-off» est calculé par I’équation 1V.7.

1
P\r (=17 \3
=3 = (V) (IV.7)
ou Vp le volume de la perle, d’ol 7. a une valeur de 1 en unités réduites et de 8,14 A en unités
physiques.
La masse d’une perle en unités réduites correspond a la masse de 6 molécules d’eau. Elle est
obtenue par I’équation IV.8.
m = Mperie = NmMmgg, (1V.8)
D’ou une valeur de la masse d’une perle est égale a 108 (unités reduites).

Les parametres de répulsion ont été déduits a partir des parametres d’interaction de Flory

Huggins y;j, obtenus par la méthode développée pour le calcul de la solubilité.

Aprés avoir obtenu les parameétres d’interactions, les paramétres de répulsion entre perles de
méme nature et les différents couples de perles doivent étre déterminés. La valeur de

répulsion entre perles de méme nature a;; est obtenue par I’équation IV.9.

kgT
2aprd

Apres simplification on obtient I’équation 1V.10.

a; = (16N, — 1)/2ap (1V.10)
ou a un parameétre d’ajustement d’une valeur de 0,101 selon Jarray et al. (Jarray et al., 2016).
D’ol a;; = 157.

Les parameétres de répulsion entre perles de nature différente sont calculés par I’équation
1V.11.

Xij
0.286

a; =ag + (IV.11)

Les valeurs de ajj sont présentées dans les Tableaux 1V.10 et 1VV.11.
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Tableau 1V.10 : Parameétres de répulsion (perles de polymeres contenant trois monomeres)

PLA (3) PGA(3) PVA(@3) B1 B2 W AC
PLA (3) 157

PGA(3) | 159,256 157

PVA(3) | 157,412 157,526 157

B1 160,654 157,158 158,334 157

B2 160,463 157,202 158,283 157,007 157

w 271,362 235386 239,724 220,072 206,510 157

AC 158,6 158,308  158.264 161,701  160.484 230918 157

Tableau IV.11 : Paramétres de répulsion (perles de polyméres contenant 1 monomere)

AL AG PVA B1 B2 W AC
AL 157
AG 161,908 157
PVA 157,391 164,547 157
Bl 157,665 170,230 157,000 157
B2 157,396 166,066 157,003 157,007 157
W 188,947 165,088 196,237 220,072 206,510 157
AC 162,970 178,604 160,025 161,701 160,484 230,918 157

Pour avoir une vision globale sur I’ensemble de paramétrages calculés pour initier la

modélisation, I’ensemble des données obtenues sont résumées dans le Tableau 1V.12.
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Tableau 1V.12 : Tableau récapitulatif des parametres de calcul DPD

Paramétre d’entrée de DPD

Valeur unité réduite

Valeur unité physique

C 3 '
p - 1 g/lcm?
rc 1 8,14 A
EMolécules 18 B
Nm 6 -
v, - 180 A
m 108 108 amu
Cr (constante du ressort) 4 -
8 (paramétre de dissipation) 45 -
Taille de la boite de simulation 30*30*30 r, 244 A %244 A %244 4
Energie maximale tolérée - 7,5 * 10 kcal/mol
Force maximale tolérée - 7,5 * 10 kcal/mol/A
Température 1,0403 298 K
Pas de temps 0,05 250 fs
Temps total de simulation 50 000 250 us
Nombre de pas de simulation 1 million 1 million

3.4.5. Composition des systémes étudiés

Comme il est indiqué en détail dans le chapitre VI, aprés la détermination des différents
parameétres nécessaires pour initier le calcul, des boites de simulation contenant les différents
composés a des concentrations variables ont été construites. Ces boites ont été optimisés a une
pression de 0.1 GPa en alternant I’application des algorithmes Steepest desecent et Conjugate
gradient jusqu’a stabilisation de I’énergie et de la taille de la boite. Ensuite, sur ces systemes

les calculs DPD ont été effectués, mais le systéme ne converge pas.

Plusieurs essais ont eté effectues avec des systemes allégés. Des chaines polymériques de 20
perles ont éte définies contenant un monomere chacune. En effet, il a été reporté par Xu et al.
(Xu et al., 2016) que des chaines polymériques constituées de 50 monomeres peuvent tres
bien représenter le systéme. Aussi Desrosiers (Desrosiers, 2009), a simplifié le polymere de
cellulose a 20 perles, sachant que la chaine polymérique pouvait atteindre 4000 perles, sans

effets sur la les résultats généres suite a la simulation par DPD. Cependant, dans notre cas,
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méme en simplifiant le systeme, les dynamiques générées par la méthode DPD n’étaient pas
concluantes. Ceci, peut étre expliqué par les limites de la puissance des calculs et les besoins
énormes en temps et en mémoire pour pouvoir simuler les systémes choisis. A cause de cette
limitation, les résultats issus de ce systeme n’ont pas été exploités et ne sont pas présentés

dans le cadre de cette these.

Les résultats des simulations des systéemes PLGA/quercétine par la méthode MesoDyn seront

présentés dans le chapitre VI.

Conclusion

Ce chapitre résume les différentes étapes de mises au point et les difficultés rencontrées pour
créer les systemes a étudier et initier le calcul de modélisation. Pour réaliser les simulations,
plusieurs systemes polymeére/flavonoide ont été sélectionnés et modélisés. Cette étape de mise
au point des systéemes préalables aux calculs par DPD et MesoDyn, montrent qu’il est
important de bien identifier les limites du systeme étudié (parameétres d’interactions, nombre
de monomere par perle, ...). En effet, souvent, la complexité du systéme étudié freine les
simulations. Il est aussi nécessaire de tenir compte des contraintes liées aux ressources
informatiques qui peuvent étre le goulot d’étranglement pour réaliser des simulations
mésoscopiques des systemes complexes. Nonobstant des difficultés rencontrées, nous avons
réussi a mettre en place une méthodologie claire applicable a différents systéemes et adaptée

aux ressources informatiques disponibles actuellement au laboratoire.

Les résultats obtenus dans ce chapitre constituent une base pour la conduite des chapitres qui

suivront.
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Reésultats et discussion

Chapitre V

V. Etude de la solubilité des flavonoides dans
différents solvants par une approche
multi-échelle
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Introduction

La solubilité des flavonoides dans différents solvants organiques a été largement étudiée
expérimentalement. Les résultats obtenus ont souvent été corrélés a des parametres identifiés
par une approche de modélisation moléculaire. Dans ces simulations, le flavonoide, représenté
par une seule molécule, est entouré d’un certain nombre de molécules de solvants, ce qui
permettra d’estimer une solubilité & I’équilibre. Les phénoménes se produisant lors des
processus de dissolution, tels que I’agrégation des molécules, nécessitent I’utilisation d’autres
méthodes de simulation. 1l s’agit des outils de la méso-modélisation. Dans ce chapitre, une
double approche expérimentale et de modélisation moleculaire/mésoscopique est utilisée afin
d’expliquer les mécanismes d’interaction et d’agrégation/dispersion de trois flavonoides, la
querceétine, la rutine et I’isoquercétine, dans différents solvants organiques. La modélisation a
I’échelle moléculaire fournie les parametres d’interactions entre les différents constituants du
systtme. La DPD permet d’identifier les groupements impliqués dans le processus de
dissolution des molécules. La méthode MesoDyn est aussi utilisée pour élucider les

phénomeénes d’agrégation et de séparation de phase au cours du temps.
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Abstract:

Flavonoids have been shown to acquire a wide range of biological activities including
antiviral, anti-allergic, anti-inflammatory, anti-tumor properties. However, the efficiency of
their formulation is directly linked to their capability of dispersion and their solubility in
organic and aqueous media. It this study we carried out simulations at molecular and meso-
scales (MesoDyn and DPD) in order to identify the main groups implicated in the solubility
and the dispersion of flavonoids in several solvents. The results of simulation are compared
here to experimental ones (kinetic of solubilization, microscopic observation). The obtained
results showed that the Flory-Huggins interaction parameter can help to select the best
solvents for flavonoids solubility. In the three studied flavonoids B2 part interact positively
with zert-amyl alcohol, propanol and isopropanol (yjj near to 0.5). The g(r) values of B2-tert-
amyl alcohol bead pairs are higher and thinner than those of B2-acetonitrile which implies
that the adjacent interactions between B2 and fert-amyl alcohol are stronger than those
between B2 and acetonitrile. The order parameter of beads shows phase separation in the case
of quercetin/ tert-amyl alcohol system. Indicating that quercetin aggregates in ter-amyl

alcohol. Molecular and mesoscale modeling simulations corroborate experimental findings.

Keywords: Flavonoid, solubility, Flory Huggins parameter, DPD, MesoDyn

1. Introduction
Flavonoids are benzo-y-pyrone derivatives widely distributed in plant kingdom (Arora et al.,
1998; Pietta, 2000; Rice - Evans, 2001; Burda et al., 2001). They have been shown to acquire
a wide range of biological activities including antiviral, anti-allergic, anti-inflammatory, anti-
tumor properties (Di Carlo et al., 1999; Middleton et al., 2000). However, the efficiency of

their extraction and the performance of the processes of their functionalization or formulation
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are directly linked to their capability of dispersion and their solubility in organic and aqueous

media.

In order to understand the mechanisms involved during the solubilization of flavonoids like
quercetin, isoquercetin, rutin, naringenin and chrysin in different organic solvents we have
lead recently an intensive experimental investigation (Chebil et al., 2007, Chebil et al., 2010,
Chebil et al., 2013). The obtained data showed that the solubility of these flavonoids in
acetone and rert-amyl alcohol, at 50°C, was in the range of 20 to 40 g/L compared to few g/L
in water or in acetonitrile (Chebil et al., 2007). Moreover, in the case of quercetin, the
experimental solubility kinetics, the microscopic observations and the particle size
measurements revealed that an aggregation phenomenon is occurred when this compound was
mixed in tert-amyl alcohol. Thus, the concentration of quercetin in this solvent becomes low

and its availability in the medium was affected.

The high solubility of quercetin, isoquercetin and rutin in zert-amyl alcohol was explained,
experimentally, by low values of enthalpies of dissolution and mixing (Chebil et al., 2013).
Moreover, calculated free energies of solvation are consistent with the experimental solubility
scale for quercetin (Chebil et al., 2010). To complete the experimental observation, molecular
modeling simulation was used. This approach indicated that the high solubility of quercetin
in tert-amyl alcohol and acetone, compared to that in water and acetonitrile, was due to more
pronounced hydrophobic and hydrophilic interactions. However molecular modeling was not
able to explain the observed aggregation phenomena. Mesoscopic simulations seemed more
appropriate to study this behavior. In fact, several works reported the use of mesoscopic
simulations in addition to molecular simulations to explain aggregation and solubilization of

drugs in presence of polymeric matrices and in water (Otto et al., 2003; Dai et al., 2012).

Mesoscopic dynamics (MesoDyn) and dissipative particle dynamics (DPD) are two common
methods of mesoscopic simulation. Both methods coarse-grain the familiar atomistic
representation of the molecule to gain orders of magnitude in both length and time scale
relative to traditional atomistic scale simulation (Coveney, 2003). DPD can accurately capture
the hydrodynamic behavior of fluids and the underlying interactions of the species. It can also
directly present the movement of mesomolecules, which MesoDyn simulation cannot do (Dai
etal., 2012).

In the case of flavonoids, the mesoscale modeling (dissipative particle dynamics and

MesoDyn) was only used to investigate the encapsulation of quercetin in polyethylene glycol
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(PEG) (Otto et al. (Otto et al., 2013)).These authors showed that computational modeling is a
valuable tool to study and expand experimental evaluation and design of solid dispersion
dosage forms illustrated by the phase separation.

In this study, we carried out simulations at molecular and meso-scales (MesoDyn and DPD)
in order to identify the main groups implicated in the solubility and the dispersion of
flavonoids in several solvents. The results of simulation are compared here to experimental
ones (kinetic of solubilization, microscopic observation). Specifically, the aggregation of

quercetin in tert-amyl alcohol was studied in depth.

2. Materials sans methods
2.1. Materials

Quercetin hydrate (>98%) and rutin hydrate (>95%) were purchased from Sigma.
Isoquercitrin (>95%) was purchased from Extrasynthese. tert-amyl alcohol (>99%), propanol
(>99%), isoproponaol (>99%), binzonitrile (>99%), acrylonitrile (>99%) and acetonitrile
(>99.9%) were purchased from Sigma-Aldrich. Molecular sieves (4 A) were from Grace
Davison. Nylon syringe filters (13-mm diameter, 0.22-um pore size) were from Whatman Co.
Dissolution rate experiments were performed in a 27-mL jacketed reactor (Chemspeed ASW
1000).

2.2.  Dissolution experiments and analysis

Before each experiment, solvent (15 mL) was dried with 4-A molecular sieves during 24 h at
50 °C and then transferred to the flavonoid (0.75 g). The solution was stirred at 50 °C under
500 rpm, using a Chemspeed vibration system, until equilibrium was reached. Samples (0.2
mL) were withdrawn with a syringe and filtered through 0.22 pm nylon filters (prewarmed at
50 °C). The filtrate (0.5 or 1 mL) was collected in a vial, and immediately analyzed by HPLC.
Measurement of water content in all mixtures was performed using the Karl Fischer titration
method. In all these measurements, the water content was about 0.15% (m/m). Dissolved
flavonoids were analyzed by HPLC using LaChrom HPLC system (Merck) with UV detector
(Merck) at 254 nm and with an Appolo C18 column (250 x 4.6 mm, Alltech). The eluent used
was methanol. The elution flow rate was 1 mL/min. The volume of the injection sample was

10 pL. Elution was performed at 55 °C.
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2.3.  Transmission Electron Microscopy (TEM) and Scanning Electron
Microscopy (SEM)

Samples were withdrawn at different times from dissolution experiments and examined with a
Philips CM-200 transmission electron microscope. The same samples were examined using a
Hitachi SEM S2500 instrument operating at 10 kV.

2.4.  Computational modeling

All computational modeling was performed using the Materials Studio 7.0% suite of software

(Accelrys Software Inc., San Diego, USA).

2.4.1. Dissipative particle dynamics simulations
The different systems composed by flavonoids (quercetin “Q”, rutin “R” and isoquercetrin

“I”) in presence of solvents (acetonitrile “AC”, tert-amyl alcohol “MB”, propanol “PL”,
isopropanol “ISPL”, Benzonitrile “BZN” and Acrylonitrile “ACRL”) were represented as a
coarse grained models. The choice of the beads distribution was based on the functional
groups of flavonoids. Solvents, being small molecules, were represented by one bead each
(Figure V.1)
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Figure V.1 : Coarse-grained models of (A) bead model of quercetin for which beads B1 and B2 were
defined to constitute a single quercetin molecule (B) bead model of isoquercetin for which beads B3,
B2 and B4 were defined to constitute a single isoquercetrin molecule (C) bead model of rutin for
which beads B3, B2 and B5 were defined to constitute a single rutin molecule (D) assignment of a
single bead | to represent acetonitrile 1 assignment of a single bead MB to represent tert-amyl
alcohol(F) assignment of a single bead PL to represent propan-1-ol (G) assignment of a single bead
ISPL to represent isopropanol (H) assignment of a single bead BZN to represent benzonitrile (1)
assignment of a single bead ACRL to represent acrylonitrile

e The DPD theory
Dissipative Particle Dynamics simulation DPD is a simulation method introduced by
Hoogerbrugge and Koelman in 1992 (Hoogerbrugge and Koelman, 1992). It is derived from
molecular dynamics simulations and lattice gas automata. It has the advantage of increasing
the mesoscopic length and time for complex fluid simulations. A bead represents a small
region of fluid matter and its motion is assumed to be governed by Newton's laws. The
evolution of the positions and impulses of all interacting beads over time is governed by

Newton’s second law, as given in equation V.1
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where ri, vi and m; denote the position vector, velocity, and mass of bead, respectively. fi
represents the total force exerted on bead i. For simplicity of presentation, the masses of all
beads are set as 1 DPD unit. The total force exerted on bead during a movement interval is
described by equation V.2

where the total force fi is summed for two bordering beads i and j within a cutoff distance. Fi©
is the conservative force and linear in the bead — bead separation; Fi® is the dissipative force
and proportional to the relative velocities of bead i and its adjacent bead j; Fi® is the random
force between bead i and bead j. All forces are short-range with a fixed cutoff radius (equation
V. 3) (a value beyond which repulsion is not summed) of 7 A which corresponds to a DPD
reduced dimensionless value of 1 and set as the length scale of the system.
re=sV)?  (V.3)

With p = 3 : the number of beads in the cell in case of a fluid and V} a constant volume for all
beads calculated via the Connolly method (Connolly, 1983) and corresponds to 125 amu

(atomic mass units).

e  DPD repulsion parameter calculation
The repulsion parameter ajj between two beads i and j is based on the Flory Huggins

parameter y;j as related by Groot and Warren (Groot and Warren, 1997).
aij = aii + 3.27 x5 (V.4)

with a;i is the repulsion parameter of two beads from the same type and aii = 75 Kg+T/p (eq 5).
Kg+«T is the conservative interaction potential. It corresponds to the Boltzmann constant and
the absolute temperature, this term is reduced to 1 (DPD reduced units) by convention
(Hoogerbrugge and Koelman, 1992). p = 3 and corresponds to the compressibility of a pure
fluid. For the rest of calculations, we will take aii = 25.

To determine the interaction parameter yjj between two beads i and j, and after trying the

solubility method, we have choose the mixing energy dependent method to achieve our study.

The y;j values were determined from the mixing energy values via the Blend module in
Materials Studio 7.0 according to eq 5 (Flory, 1953)
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Xij = Emix / RT (V.5)

With Emix is the difference in free energy due to interaction between pure component pairs i-i
and j-j compared to the mixed states of mixed pairs. R is the universal gas constant and T is

the absolute temperature.
The mixing energy can be given by eq 6
Emix = %2 Z (Eij + Eji - Eii - Ej) (V.6)

With Z the coordination number which describes the site occupied by a component in the
lattice, and Ejj + Eji — Eii — Ejj are binding energies between paired components and are the
average of an ensemble of molecular configurations of the components. 500 000 atomistic-
level Monte Carlo configurations (Z = 500 000) at 323 K were generated by rotating the Van
der Waals surfaces of the different pairs of beads i and j via the Blends module.

e Simulation conditions in DPD
Different simulation boxes were constructed to contain a unique flavonoid and a unique
solvent for each manipulation. The composition reproduces the experimental conditions,
specifically 50 g / L as a concentration which reflects 5% of flavonoid and 95% of the solvent
in each box. The dimensions of the periodic simulation boxes were 30 * 30 *30 rc which
corresponds to 210 A * 210 A * 210 A in physical dimensions. The stabilization and the
energetic equilibration of the boxes were done via geometry optimization in the Mesocite
module at 0.1 GPa with a maximum tolerances at 7.5*10°® for energy and 7.5 * 10 for force
respectively. Optimization was finished when no more dimensional changes were observed. 1
million simulation steps were performed at 323 K with a time step of 0.05 (250 fs in physical
units). Total calculation time is 250 ps. aj; repulsion parameters were calculated from eq 4

based on the yjj parameters obtained by Blends.

2.4.2. MesoDyn simulations
e  MesoDyn theory

The MesoDyn method is based on the time-dependent mean-field density functional theory. It
is based on the idea that the free energy F of an inhomogeneous liquid is a function of the
local density function p. From the free energy, all thermodynamic functions can be derived.
The model used in the MesoDyn project consists of beads of various types i, j ... with
interactions described by harmonic oscillator potentials for the intramolecular interactions

(Gaussian chain) and a mean field potential for all other interactions. Each bead is of a certain
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component type representing covalently bonded groups of atoms such as those given by one
or a few structural units of a polymer chain. The dynamics of the system are described by a
set of functional Langevin equations (equation V.7). They represent diffusion equations in the

component densities, which take account of the noise in the system.
Opvot= Mv; VpipiV [ui - ] +n
opyot= My VpipiV [ - ] +n - (V.7)

With M the mobility of the bead, Mv; pi pj the kinetic coefficient, 1 the blank Gaussian noise
and p the diffusion coefficient. The integration of those equations will generate a set of
density fields according to the Boltzmann distribution. So, MesoDyn describes the free energy
of heterogeneous system that would result in phase separation as a function of the local
density of that component over time (Fraaije et al., 1997; Maurits and Fraaije, 1997; Otto et
al., 2013).

e  MesoDyn simulation parameters
As for DPD, every simulation box represents a flavonoid in a solvent. The dimensions was 32
nm * 32 nm *32 nm with a bond length to box length ratio of 1.1543, a diffusion coefficient
of beads of 10”7 cm?/s, 1 million calculation steps and a time step of 50 ns at 323 K. Noise
scalling parameter and compressibility values were kept at the default values of 75.002 and 10
respectively. The repulsion parameters used in the mean-field were calculated from equation
V.8 at 323 K.

Aij ( kJ/mol) =y;; RT (V.8)

yij 1S the interaction parameter, R the universal gas constant and T the absolute temperature.

3. Results and discussion

3.1. Identification of interactions between flavonoids and solvents using Flory-
Huggins interaction parameter determination

Using the Flory-Huggins interaction parameter, it is possible to know the ability of the
flavonoid or a part of the flavonoid (bead) to engage in hydrogen-bonding interactions with

solvent.

Flory-Huggins interaction parameter calculations started from the determination of the
binding energy between the two molecules and the coordination number (equation V.6). The

binding energy is a measure of the energy of the interaction between two molecules, and the
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coordination number is the maximum number of screen molecules packed around a single
base molecule within a set volume (normally the van der Waals surface was used to describe
the shape of each molecule). During the binding energy distribution and coordination number
calculations, the base molecule was kept fixed and the screen molecule was randomly
translated and rotated (via Monte Carlo simulation) in order to obtain a large number pair
configurations with a wide range of binding energies and energy distributions. From the
binding energies and coordination numbers, the energy of mixing can be calculated from
equation V. 6 and the temperature dependent Flory-Huggins interaction parameter (yij) from
equation V.5. Many authors have deduced the solubility behavior of biomolecules or
polymers from this parameter. When y;j > 0.5, dissolution is favorable (Guo et al., 2010). In
one hand, negative values of y; indicate that two different molecules have more affinity
between themselves than with molecules of the same nature. On the other hand, largely
positive values of y; indicate that the molecules prefer to interact with themselves than with
the other molecules. Ambiguities can take place within the limit of molecules affinity
depending of y;; values (Pajula and Al, 2010). The Flory-Huggins interaction parameters of
flavonoid (quercetin (B1 and B2), isoquercitrin (B2, B3 and B4) and rutin (B2, B3 and B5))
and solvents (acetonitrile (ACN), tert-amyl alcohol (MB), propanol (PL), isopropanol (ISPL),
benzonitrile (BZN), acrylonitrile (ACRL)) were determined and listed inTableV.1.

Table V.1: Flory-Huggins interaction parameters of flavonoid (quercetin (B1 and B2),
isoquercitrin (B2, B3 and B4) and rutin (B2, B3 and B5)) and solvents (acetonitrile (ACN), tert-

amyl alcohol (MB), propanol (PL), isopropanol (ISPL), benzonitrate (BZN), acrylonitrile
(ACRL))

Bead Bl B2 B3 B4 B5 ACN MB PL ISPL BZN ACRL
Bl 0

B2 7.19 0

B3 * 5.17 0

B4 * 0.16 9.44 0

BS * -2.56  3.99 * 0

ACN 1315 -355 816 -036 273 O

MB 1610 0.67 1110 124 323 * 0

PL 1669 032 1181 104 360 * * 0

ISPL 17.05 0.72 1233 103 365 * * * 0

BZN 432 -487 270 -043 063 * * * * 0
ACRL 1180 -334 726 -012 214 * * * * * 0
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* Interactions not studied in this work.

The values obtained for flavonoids can be related to the ability of the excipient to engage in
hydrogen-bonding interactions with solvent. B2 is the same for the studied flavonoids. It has
shown favorable interactions with MB and ISPL due to a yij values near to 0.5. However, B1,
B3, B4 and B5 have less interactions with solvents. These results suggest that B2 part is
responsible for the high solubility of quercetin, isoquercitrin and rutin in MB and ISPL. These
results are in accordance with those obtained in a previous work suggesting that, in the case of
quercetin, a more effective solvent would share the hydrophilic and hydrophobic moieties of

tert-amyl-alcohol and acetone, respectively such as isopropanol (Chebil et al., 2010).

In order to confirm these results, yij was calculated and experimental solubility was measured
for quercetin, isoquercitrin and rutin in PL, BZN and ACRL. Effectively, for PL/B2 system,
xij 1S near to 0.5 and the solubility of quercetin, isoquercitrin and rutin is high in this solvent.
However, for BZN/B2 and ACRL/B2 systems, yij is very negative and the solubility of
quercetin, isoquercitrin and rutin is low in this solvent (Table V.2).

Table V.2: Solubilities of quercetin, isoquercitrin and rutin in tert-amyl alcohol (MB),

acetonitrile (ACN), propanol (PL), isopropanol (ISPL), benzonitrate (BZN) and acrylonitrile
(ACRL)

S(g/L) MB ACN BZN ACRL PL
Quercetin |  20£0.4 1.7+0.006 1.22+0.02 0.33+0.01 25.77+0.6
Isoquercetin 30+0.9 - 0.11+0.002  0.077+0.0002  29.48+0.9
Rutin 36+0.4 0.3+0.006 0.19+0.002  0.14+0.001 31.7620.8

Two groups of solvents can be identified for the solubility of flavonoids in organic media:
good solvents like MB, PL, ISPL and poor solvents like ACN, BZN, and ACRL.

The yij is an interesting parameter to appreciate the solubility of flavonoids in organic media

and to identify the main groups implicated in the solubility.

3.2.  Study of the beads miscibility by DPD simulations
In order to evaluate the miscibility of the different parts of flavonoids in ACN and MB, DPD

simulations were carried out.

aij repulsion parameters, calculated from equation V.4 based on the yj parameters, were

presented inTableV.3.
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Table V.3 : ajj repulsion parameters. Quercetin (B1 and B2), isoquercitrin (B2, B3 and B4), rutin
(B2, B3 and B5), acetonitrile (ACN) and zert-amyl alcohol (MB)

Bead Bl B2 B3 B4 BS ACN MB
Bl 25
B2 48.51 25
B3 * 41.90 25
B4 * 25.52 55.86 25
B5 * 16.62 38.04 * 25
ACN 68.00 13.39 51.68 23.82 33.92 25
MB 77.64 27.19 61.29 29.05 35.56 * 25

* |nteractions not studied in this work.

The interactions between the different parts of flavonoids and solvents were tested with DPD
simulations. From these simulations the radial distribution function can be calculated via
equation V.9 in a DPD analytical tool (Luo et al., 2012).

(ANj;(r-r+Ar))V

8;(r) = 4Tr2ArN; N; (V.9)

where gij (r) is the radial distribution function (RDF) that gives the probability of finding bead
1 packed in a shell around bead j. ANjj(r — r + Ar) V is the trajectory averaged number of 1
around j within the shell distance r — r + Ar, V is the system volume, N;i and N;j are the

number of beads of i and j respectively.

RDFs of the inter-molecular bead pairs of flavonoids (quercetin (B1 and B2), isoquercitrin
(B2, B3 and B4) and rutin (B2, B3 and B5)) and solvents (acetonitrile (ACN), tert-amyl
alcohol (MB)) were showed in Figure V.2, V.3 and V.4.

The inter-molecular distribution functions have been used to ascertain the degree of
miscibility of component blends. Some researchers have proposed that, when heterocontacts
between the two components in a blend reach higher g(r) values than contacts between the
same component, miscibility occurs, whereas when this is not the case, the system phase
separates (Luo and Jiang, 2010; Abou-Rachid et al., 2008; Yang et al., 2014; Wu et al., 2017).
Analysis of RDFs, showed in Figure V.2, V.3 and V.4, revealed a distinct peak at 5-6 A. For
quercetin (Figure V.2), the peak maxima of B1-MB and B2-MB is lower than that found for
the pure components (B1-B1 and B2-B2) which indicates that B1-MB and B2-MB bead pairs
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are immiscible unlike B1-ACN and B2-ACN beads pairs which are miscible. In fact, the peak
maxima agreed closely with the peak maxima found for the pure components which indicate
that the different components were able to perturb the binding interactions of the pure
components to allow inter-pair interaction or mixing interaction. Concerning isoquercitrin,
B2-ACN, B2-MB, B3-ACN, B4-ACN bead pairs are miscible and B3-MB, B4-MB bead pairs
are immiscible (Figure V.3). For rutin, B2-ACN, B5-ACN bead pairs are miscible and B2-
MB, B3-ACN, B3-M3, B5-MB bead pairs are immiscible (Figure V.4).

Interestingly, for the three flavonoids, the g(r) values of B2-MB bead pairs are higher and
thinner than those of B2-ACN which implies that the adjacent interactions between B2 and
MB are stronger than those between B2 and ACN. These results are in accordance with those
observed previously indicating that B2 have a favorable interaction with MB which can

explain the high solubility of quercetin, isoquercetin and rutin in MB than in ACN.
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Figure V.2 : Radial distribution functions of interbead interaction a) B1-ACN and B1-MB bead
pairs b) B2-ACN and B2-MB bead pairs, ¢) B1-B1 bead pairs and d) B2-B2 bead pairs for Q-
ACN and Q-MB systems
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3.3.  Study of phase separation by Mesodyn simulations

The phase separation of different beads can be described by the average order parameter, P, of
the specified component. The order parameter is an important parameter to understand the
miscibility/immiscibility aspects of blends. Order parameters with large values indicate strong
phase segregation, conversely, very small values indicate blend miscibility (Fraaije et al.,
1997). So, we used this parameter in order to study different systems: quercetin/acetonitrile,
quercetin/tert-amyl alcohol, isoquercitrin/acetonitrile, isoquercitrin/tert-amyl  alcohol,
rutin/acetonitrile and rutin/tert-amyl alcohol.

Aij repulsion parameters were calculated using yjj. Results are shown in Table V.4.

Table V.4 : Ljj via Emix-dependent method at 323 K (kJ/mol). Quercetin (B1 and B2), acetonitrile
(ACN) and ter-amyl alcohol (MB)

Bead Bl B2 ACN MB
Bl 0

B2 19.30 0

ACN 35.31 -9.53 0

MB 43.23 1.79 * 0

* Interactions not studied in this work.

The time evolutions of order parameters and the corresponding mesostructures of quercetin,
isoquercitrin and rutin in acetonitrile and zer-amyl alcohol are reported in Figures V.5, V.6,
V.7, and V.8.

Equation V.9 is used to calculate the order parameter:

P=g f, 7 () — n?] dr (V.9)

where P is the time-dependent order parameter of a component, V is the cell volume, ni? (r)
and ;% is the local density distributions of a component within the sampling distance r and the
average system density distribution of the component beads, respectively P describes the
deviation of local bead distribution from the average distribution if it were assumed to be
homogeneous. An increase in P was illustrated in model systems in this report and implies
that phase separation (or an increase in local bead order) took place and therefore one can
observe the different continuances of P for each component over time (Otto et al., 2013; Mu
etal., 2013).
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a b c

Figure V.5 : Snapshots of solubilization process of quercetin (B1, B2) in acetonitrile (ACN) (A)
and in tert-amyl alcohol (MB) (B) (50 g/L) at (a) 1 step, (b) 500 000 steps and (c) 1 000 000 steps.
B1 beads are in black, B2 beads are in dark gray and MB in light gray
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Figure V.6 : Snapshots of solubilization process of isoquercitrin (B2, B3, B4) in acetonitrile
(ACN) (A) and in tert-amyl alcohol (MB) (B) (50 g/L) at (a) 1 step, (b) 500 000 steps and (c) 1 000
000 steps. B2 beads are in black, B3 beads are in dark gray, B4 and MB in light gray
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Figure V.7 : Snapshots of solubilization process of rutin (B2, B3, B5) in acetonitrile (ACN) (A) and
in tert-amyl alcohol (MB) (50 g/L, B and 30 g/L C) at (a) 1 step, (b) 500 000 steps and (c) 1 000 000
steps. B2 beads are in black, B3 beads are in dark gray, B5 and MB in light gray
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Figure V.8 : Order parameter plots with time evolution for all beads (A) in quercetin /
acetonitrile system, (B) in quercetin / fert-amyl alcohol system, (C) isoquercitrin/acetonitrile
system, (D) isoquercitrin/ tert-amyl alcohol system, (E) rutin /acetonitrile system, (F) rutin / tert-
amyl alcohol system (50 g/L) and (G) rutin / tert-amyl alcohol system (30 g/L)

For quercetin, Figures V.5 and V.8 showed clearly that phase separation occurs in the case of
quercetin/ tert-amyl alcohol system (P values of solvent = 0.05) and not in the case of
quercetin/acetonitrile system (P values of solvent = 0.0005) indicating the immiscibility of
quercetin in zert-amyl alcohol and the miscibility of quercetin in acetonitrile. These results are
in accordance with those obtained experimentally (Figure V.9). In fact, high concentrations of
dissolved quercetin in tert-amyl alcohol (50 g/L) were measured at the beginning of the
experiment. The maximum concentration was followed by a decrease later on in time until the
saturation concentration (20 g/L) was obtained. However, in acetonitrile a common
dissolution profile was observed: quercetin concentrations rise to reach a plateau at 1.7 g/L.
The mesoscopic morphology simulation result is quite similar to the transmission electronic
microscopy and the scanning electron microscopy (SEM) measurements reported in Figure
10. It can be seen from Figure 10 that quercetin particles aggregates only in zer-amyl alcohol.

This validates the results obtained from atomistic and mesoscopic simulations.
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Figure V.9 : Dissolution kinetics of quercetin in tert-amyl alcohol (dark gray) and in acetonitrile
(black)

C D

Figure V.10 : Pictures of quercetin particles in acetonitrile (A, TEM and B, SEM) and tert-amyl
alcohol (C, TEM and A, SEM) of the initial sample (dissolution time 5 min)
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For isoquercitrin, Figures 6 and 8 showed the absence of isoquercitrin beads aggregation in
both acetonitrile and tert-amyl alcohol (P values of solvent = 0.0008) which are consistent
with the experimental (data not shown).

For rutin/acetonitrile system, Figures 7 and 8 reported the absence of rutin beads aggregation.
However, rutin/ tert-amyl alcohol system (50 g/L) showed an aggregation after 4000 steps of
simulation (P values of solvent =~ 0.0045). This aggregation was not observed experimentally.
In order to verify the impact of rutin concentration on aggregation phenomena, Mesodyn
simulation was done with 30 g/L of rutin. It can be seen in Figure V.7 and V.8 that rutin beads

are dispersed in fert-amyl alcohol with P values of solvent ~ 0.0008.

3.4.  Prediction of phase separation by Mesodyn simulations

Aij repulsion parameters were calculated using y;j. Results are shown in Table V.5.

Table V.5 : A;j via Emix-dependent method at 323 K (kJ/mol). Quercetin (B1 and B2) and
isopropanol (ISPL)

Bead Bl B2 ISPL
Bl 0
B2 19.30 0

ISPL 45.79 1.93 0

Considering all the previous results, we tried to predict the solubility behaviors of quercetin in
isopropanol. The snapshots of the solubilization process of quercetin in isopropanol show, as
in tert-amyl alcohol, an aggregation phenomena (Figure V.11). The order parameter confirms
this phenomena (Figure V.12). This aggregation was validated by the solubilization profile of

quercetin in isopropanol observed experimentally (Figure V.13).
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Figure V.11 : Snapshots of solubilization process of quercetin (B1, B2) in isopropanol (ISP) (50
g/L) at (A) 1 step, (B) 500 000 steps and (C) 1 000 000 steps. B1 beads are in black, B2 beads are
in dark gray and ISP in light gray
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Figure V.12 : Order parameter plots with time evolution for all beads in quercetin / isopropanol
system
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Figure V.73 : Dissolution kinetics of quercetin in isopropanol (light gray)

4. Conclusion

The MC simulations using COMPASS force field and mesoscale DPD and MesoDyn
simulations have been used to investigate the dissolution of flavonoids in different solvents.
Atomistic and mesoscopic simulations confirmed the reported experimental data to
understand the compatibility/incompatibility of the blends (flavonoid/solvent). It is found that
the B2 part of the studied flavonoids is responsible of the solubility behaviour in the different
solvents tested. The findings are based on the calculated yrn for blends. The g(r) of the inter-
molecular pairs of quercetin/tert-amyl alcohol system also indicates that B1-MB and B2-MB
bead pairs are immiscible. The order parameter of beads shows phase separation in the case of
quercetin/ tert-amyl alcohol system. Indicating that quercetin aggregates in tert-amyl alcohol.
The obtained results are interesting in order to have an idea on the solubility and the
dispersion of flavonoid in organic solvents.
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Contribution de I’article

Des simulations par dynamique moléculaire, utilisant le champ de force COMPASS, ainsi que
des simulations par DPD et par MesoDyn ont été conduites pour étudier la dissolution de trois
flavonoides (quercétine, rutine et isoquercétine) dans différents solvants organiques. Il s’est
avére que la partie B2 (cycle B), commune aux trois flavonoides, est la principale responsable
de leur comportement de solubilité dans les différents solvants testés. En effet, le parameétre
de Flory Huggins calculé a 50°C pour les interactions B2-M2B2 et B2-ACN pour les trois
flavonoides testés était de 0.67 et -3.55 respectivement, ce qui nous renseigne sur une bonne
miscibilité de la perle B2 dans le premier solvant et une faible miscibilité dans le deuxiéme.
Le g(r) obtenu par DPD, pour les interactions intermoléculaires au sein du systéme querceétine
/ alcool ter-amylique indique également que les paires de perles B1-MB et B2-MB sont
immiscibles. Pour le méme systéme, le paramétre d'ordre P a montré une séparation de
phases, expliquant les agrégats formés par la quercétine, observés expérimentalement au cours

du temps, dans I’alcool fer-amylique.

Les résultats obtenus montrent que la méthodologie développée dans ce chapitre est efficace
pour comprendre le comportement des molécules en solution. Elle sera par la suite appliquée

a des systemes beaucoup plus complexes comme les assemblages polymere/flavonoide.
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Reésultats et discussion

Chapitre VI

V1. Développement d’une approche multi-
echelle pour I’étude des assemblages
PLGA/querceétine
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Introduction

Plusieurs méthodes physicochimiques ont été proposées dans la littérature pour remédier a la
faible solubilité de la quercétine dans I’eau. Les assemblages flavonoides/polymeres font
partie des méthodes efficaces pour augmenter la solubilité des flavonoides dans I’eau.
Toutefois, I’étape d’optimisation de ces assemblages peut étre longue et fastidieuse. Afin, de
comprendre les phénomeénes qui gouvernent ces assemblages et de prédire leur formation, une
démarche de modélisation moléculaire et mésoscopique a été mise en place. Un systéme
modele a été choisi. Il s’agit du systeme poly(lactide-co-glycolide)/ quercétine. Plusieurs
facteurs sont étudiés : la concentration (1 g/L, 2 g/L et 10 g/L) et le type de PLGA (PLGA
50/50, PLGA 65/35, et PLGA 75/25), la concentration en quercétine (0,1 g/L, 0,5 g/L et 2
g/L) et la concentration de I’émulsifiant PVA (0,5 %, 1 % et 5 %).

Les résultats issus des simulations moléculaires et mésoscopiques sont valides
expérimentalement par différentes méthodes tels que la formation de nanoparticules par la
méthode d’évaporation de solvant et la taille et la morphologie des particules par DLS et
MET.
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Abstract

In this paper, the effect of formulation parameters on the formation of PLGA-Q nanoparticles
was investigated based on a multi-scale approach combining experimental, molecular and
mesoscale modeling. Quercetin is a widely known flavonoid for its antioxidant properties but
also for its poor solubility and stability in water. PLGA represents a family of FDA (Food and
drug administration)-approved biodegradable polymers, physically solid, highly
biocompatible and widely studied as vehicle for the release of several active ingredients and
macromolecules. In order to understand the behavior of quercetin in presence of PLGA,
MesoDyn simulations were used. Phase separation over time and order parameter (P) were
deduced from MesoDyn Simulations and used to characterize the observed aggregates. The
system formed by 10 g/L of PLGA, 0.5g/L of Q and 0.5% of PVA, leads to well established
system. Aggregates were observed with Pwater €qual to 0.018. The increasing PLGA and
quercetin concentrations and LA content in PLGA favor the formation of particle with big
size. MesoDyn simulations showed that the system is composed in this order:
B1/B2/LA/GA/PVA/W. Experimentally, nanoparticles were elaborated by solvent
displacement method, in the same simulation conditions. Transmission Electron Microscopy
(TEM) and Dynamic light scattering (DLS) were used to observe and to measure the size of
formed particles. The obtained results indicated that experimental investigations corroborate
the simulated ones. Therefore, computational mesoscopic modeling can be successfully

applied to predict PLGA-Q assemblies under different operating conditions.
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1. Introduction

Quercetin (2- (3, 4-dihydrohyphenyl) -3, 5, 7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one) is a
flavonoid belonging to the class of flavonols widely distributed in plant kingdom. The
chemical structure of quercetin comprises a common flavone nucleus composed of two
benzene rings A and B bridged by a pyran heterocycle C. Figure V1.1 shows the structure of
quercetin. The antioxidant properties of this flavonoid are at the origin of several biological
activities. Quercetin has a high antioxidant power compared to other flavonoids (Harwood et
al., 2007). This activity is linked to its anti-carcinogenic effect (Chen et al., 2010, Vidya
Priyadarsini et al., 2010), anti-fibrotic, anticoagulant, antibacterial, anti- antihypertensive and
anti-inflammatory properties (Harwood et al., 2007). Nevertheless, the solubility of quercetin
in water (<0.01 (g/L), (Calias et al., 1996)) is very weak (Chebil et al., 2010; Chebil et al., 2013;
Rothwell et al., 2005; Waldmann et al., 2012). Many strategies were developed to improve its
solubility and stability by physicochemical approaches. As an example, it was suggested to
encapsulate the quercetin in polymeric nanoparticles to overcome those problems (Pool et al.,
2012; Otto et al., 2013; Dian et al., 2014; Fraile et al., 2014; Jain et al., 2013). Poly-lactic-co-
glycolic acid (PLGA) is the most successful polymeric biomaterial used to control drug
delivery in different systems (Hines et Kaplan, 2013) due to its good biocompatibility and
degradability in physiological media (Makadia et Siegel, 2011; Fredenberg et al., 2011).
PLGA has the ability to encapsulate a wide range of active ingredients having different
molecular sizes (Xu et al., 2017). Its biodegradation releases lactic acid (LA) and glycolic
acid (GA), which are biologically inert to growing cells and are removed from the body via
normal metabolic pathways (Cabezas et al., 2014). The commonly used methods to
encapsulate drugs into PLGA nanoparticles are emulsion solvent evaporation (Song et al.,
2008), nanoprecipitation (Bilati et al., 2005), solvent displacement (Teixeira et al., 2005) and
salting-out (Perugini et al., 2002). In order to explain the interactions between drugs and
polymers, many authors used molecular and mesoscale dynamics (Wang et al., 2017; Otto et
al., 2013; Hongyan et al., 2012; Li et al., 2005; Zheng et al., 2011; Chansuna et al., 2014). In
this work, MesoDyn simulations were used in order to elucidate the behavior of quercetin in
water and in presence of PLGA. Results obtained from simulations were compared to
experimental data. The main objective is to develop an efficient methodology to explain and

predict aggregation and phase separation behavior for small molecules / polymer systems. The
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effect of the concentrations of PVA (polyvinyl alcohol), quercetin and PLGA and the LA: GA
ratio on the aggregation phenomena was studied.

Figure VI.1 : Quercetin structure

2. Materials and methods

2.1. Study of quercetin behavior in water and in presence of PLGA with
MesoDyn

2.1.1. Theory in MesoDyn

The MesoDyn simulation method is based on the density functional theory DFT which means
that the free energy F of an inhomogeneous liquid is a function of the local density function p.
All thermodynamic functions can be derived from F. It’s a method based on beads of various
types I, J ... .The interactions between beads are described by harmonic oscillator potentials
for the intramolecular interactions (Gaussian chain) and a mean field potential for all other
interactions (Doi and Edwards, 1986). The dynamics of the system are described by a set of
functional Langevin equations. They represent diffusion equations in the component densities,
which take account of the noise in the system.

On a coarse-grained time scale, p°(r) is defined as a collective concentration field of beads of
type | at an instant of time and serves as a reference level. There will be characterized by
certain distribution of bead positions, defined as W(R11,...,R.v), Where Rys is the position of
bead s from chain y. With a distribution W, the collective concentration of the bead (s) from

all chains can be defined by the average of a microscopic density operator:
pi[P1(r) = X7, quV=1 511_{9 Tr¥s (7" — Rys (VI.1)

where 6X is the Kronecker function with value 1 when bead s is of type | and 0 otherwise.
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It is supposed that in the liquid with slow relaxation, interactions do not depend on the
momenta. A set of distribution functions W is defined with the constraint p(r) = p;[¥](r).
All distributions W lead to the same density p?(r) forming thus an equivalence class Q of

distribution functions:

2= {¥ Ry, ., Ru) o [P1() = pP (1)} (V1.2)

From this a set of distribution functions and an intrinsic free-energy functional F [¥] can be
defined:

F[¥] =Tr(YHY + g~ Yin¥) + F™e[p0] (VL.3)

The first term is the average value of the Hamiltonian for internal Gaussian chain interactions
(Barber and Ninham, 1970; Abe et Mark, 1976). The second term represents the Gibbs
entropy of the distribution -kg7W InW. The third term is the mean-field nonideal contribution.
Y is independent of the history of the system and is fully characterized by the constraints that
it represents the density distribution and minimizes the free-energy function. This constraint

on the density fields is realized by means of an external potential U..

The constraint minimization of the free energy functional leads to an optimal distribution,
which in turn, and by the one-to-one relation between densities, distributions, and external

potential. It can be written as:

BFlp]l =nln® + ' Inn! =%, [ U,(r)p;(r) dr + BF™? [p] (V1.4)

Then, the model for the non-ideal free energy functional is introduced,

FMd[p] = %ff e (r=r"Dp1Mp; ") + €, (Ir =" Dp()p; (') + €1 (Ir —

Doy e () + €5 (I = Doy (py (1) dr dr’
(V1.5)

where e (|r —r'|) is a mean-field energetic interaction between beads of type | at » and type

Jatr’.

The mean-field intrinsic chemical potentials can be derived by functional differentiation of

the free energy: u;(r) = 5F/5p,(r) . At the equilibrium, u;(r) = constant, which gives the

familiar self-consistent-field equations for the mean-field Gaussian chain model. Generally,
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these equations have many solutions, one of them will be a state of lowest free energy; most
states will be metastable. Based on those equations, the generalized time-dependent Ginzburg-
Landau theory can be set up.

The following Langevin equations for the diffusive dynamics of the density fields are

introduced:
3
% = Mv;Vp;pp;V [ — 1] + 1 (VL1.6)
3
% = My Vp;pV [y — ] + 1 (VL7)

with M the mobility of the bead, Mv;p,p; the kinetic coefficient, n the blank Gaussian noise

and p the diffusion coefficient.

The integration of those equations by the clack-Nickelson algorithm, will generate a set of

density fields giving the Boltzmann distribution.

So, MesoDyn describes the free energy of heterogeneous system that would result in phase
separation as a function of the local density of that component over time (Fraaije et al., 1997;
Maurits et Fraaije, 1997; Otto et al., 2013).

The distribution of the Gaussian noise n follows the fluctuation-dissipation theorem:

(nr,t))=0 (V1.8)

ZM‘U]'
B

Mm@, @', )y = ——=6@t — Y. x 8(r —1r)p;p; %, (V1.9)

where M is a bead mobility parameter.

The kinetic coefficient Mup,;p; models a local exchange mechanism. The Langevin equations

are made for an incompressible system with dynamic constraint:
1
(PO + 5, D) = o (V1.10)

where vy is the average bead volume (Li et al., 2005).
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2.1.2. System studied

In the MesoDyn method, the molecules are defined on a coarse-grained level as “Gaussian
chains of beads”. Each bead is of a certain component type representing covalently bonded
groups of atoms. Quercetin is divided into two beads respecting the cycles in its structure. For
water, every bead was formed by 6 molecules of water. The PLGA and the PVA polymers
were defined as a chain of 20 beads each with a single monomer per bead (Figure VI1.2). For
PLGA, every bead contained a monomer of lactic acid LA or glycolic acid GA respecting the
ratio LA: GA. After testing the characteristic ratio method (Flory, 1953), we observed that
tolerance limit to integrate the Langevin equations by the Clarck-Nickelson algorithm was
reached. So, we choose to simplify the system using 20 beads of polymeric chain. In fact
some authors, have suggested that for polymers, with high molecular weight, simplified
polymeric chains of beads do not have an effect on the simulated properties (Desrosiers, 2009;
Xu et al., 2016).
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Figure V1.2 : Coarse-grained model: molecules and monomer conversion into beads for
Quercetin (Q), Poly (Lactic-co-Glycolic acid) (PLGA), Polyvinyl alcohol (PVA) and Water (W)

2.1.3. MesoDyn interaction parameter calculation
o  Solubility parameter-dependent method

The solubility parameter-dependent method was used to calculate the Flory Huggins
parameter depending on the Hildebrand solubility (Hildebrand, 1950) of the different

compounds. yi; can be deduced from the resolution of the following equation:

iy = 18— 8)° x ((V, +V))/2)]/RT (VI.11)

VI.145



where &; and &; are the solubility parameters of the beads | and J; Vi and V; are the molar
volumes of the beads | and J respectively, R is the universal gas constant and T the absolute
temperature. The molar volume of a single component was determined from the molecular
weight of the bead and its density (Table VI.1). It was calculated by dividing the molecular
weight My by the density p as shown in equation VI1.12 (Table VI.1).

V=M,/p (VI1.12)

e  Solubility parameter calculation

To calculate the solubility parameter of each molecule or monomer forming the different
beads, a simulation box was constructed with the pure component using Amorphous Cell in
Materials Studio 7.0. Its geometry was optimized through molecular dynamics via the
Discover module. To define the force field potentials of the interatomic interactions, the
COMPASS (condensed-phase optimized molecular potentials for atomistic simulation
studies) was used as suggested by (Sun, 1998).

It can be expressed in terms of energy in a simplified manner by Equation VI1.13:

Etotal = Evalence + Ecrossterm + Enon—bond (V|.13)

where Evaence IS the bond extension energy, torsion and configurational interactions, Ecrossterm
describes the energies of movement distortions valence term couplings. Enon-bond defines the

intermolecular Coulomb, Van der Waals and hydrogen bonding forces.

After different optimizations, Forcite (Materials studio 7.0) was used to perform molecular
dynamics. All simulations were done with an integration step of 1 fs. COMPASS was used to
describe all interatomic interactions with Ewald summation for the long range electrostatics.
First, an NPT (constant number of particles and constant pressure and temperature) ensemble
dynamics was performed for 500 ps to equilibrate the density of the system at a temperature
of 298K and pressure of 1 atm. After that, another dynamic was performed in the NVT
(constant number of particles and constant volume and temperature) ensemble at 298K for
500 ps to follow the convergence of the cohesive energy density (CED). Only the last 50 ps
were used to calculate averaged Hildebrand solubility parameter from the square root of the
CED and the standard deviation for each component. The Andersen thermostat (Andersen,
1980) and the Berendsen barostat (Berendsen et al., 1984) were used for all the dynamics. The

obtained solubility parameters and density of all compounds are presented in Table VI.1.
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Table V1.1 : Molecular weight Mw, density p, bead volume V and solubility parameter 6 of
repeating units and molecules (LA, GA, PVA, Q1, Q2 and W: Figure V1.2)

Repeating unit Density p Solubility parameter o
Compound M (g.cm?) VOI;Jme_\l/ (j.cm3)v2
(@moly)  COMPASS (cm”.mol") COMPASS
LA 72 1.197 60.16 30.06
GA 58 1.295 44.77 38.2
PVA 44 0.793 55.42 27.87
Q1 193 1.490 129.5 27.23
Q2 109 1.360 80.14 28.06
w 18 0.988 109.3 47.42

e Interaction parameter (7ii) calculation

The interaction parameters that were used in the MesoDyn simulations were calculated at
298K with Equation VI1.14 (Mu et al., 2013):

where y; is the Flory Huggins parameter, R is the universal gas constant and T the absolute

temperature. The interaction parameter Ay; is obtained in kJ.mol™.

Table V1.2 : Interaction parameter A,; according to equation VI.14

hi LA GA PVA Q1 Q2 W
LA 0

GA 3.48 0
PVA 0.11 2.16 0

Q1 0.47 3.78 5.97 10° 0

Q2 0.28 2.59 9.88 10 53103 0

W 22.64 2.31 11.22 18.03 14.16 0

2.1.4. MesoDyn run parameters

Simulation boxes of 32 nm x 32 nm x 32 nm dimensions were used. The bond length was set
to 1.1543 to ensure isotropy of all grid-restricted operators. The diffusion coefficient of all
beads was 1.0 x 10 'cm?/s to ensure a stable numerical algorithm. The time step was 50 ns
and 1 million simulation steps were used. The temperature was set at 298 K. The noise scaling
parameter was set to the default values of 75.002 and the compressibility ratio was fixed at the
default of 10.0 (Otto et al., 2013; Maurits et al., 1997; Van Vlimmeren and Fraaije, 1996).
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2.1.5. Aggregation or phase separation behavior

The aggregation and phase separation behavior of different beads was followed by the order
parameter, P. P is a time dependent parameter obtained as an output of the MesoDyn
simulation. It is defined as the average volume of the difference between local density

squared and the overall density squared (equation V1.15) (Dai et al., 2012)

P== [ [n?()—nfldr (V1.15)

Where P is the time-dependent order parameter of a component I, V is the cell volume,
n?(r)is the local density distributions of a component within the sampling distance r and

n? the average system density distribution of the component beads.

An increase in the value of P indicates a larger extents of phase separation. The decrease of
this value indicates a good miscibility and a more randomly mix behavior. A P value of 0
indicates that all compounds are ideally miscible. The behavior of miscibility or phase
separation of all the compounds can be followed over time.

2.2. Materials

Quercetin hydrate (>98%), different types of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA 75/25;
PLGA 65/35 and PLGA 50/50), polyvinyl alcohol PVA 87-89% hydrolyzed and acetone
(>99.9%) were purchased from Sigma Aldrich. High quality water purified in a Milli-Q plus

system was used in all experiments.

2.3. Nanoparticle preparation

PLGA nanoparticles loaded with quercetin were prepared by the solvent displacement method
as given by Fessi et al. with minor modifications (Fessi et al., 1989; Alvarez-Roman et al.,
2001). The organic phase was formed by the dissolution of various amounts of PLGA (1 to 10
g/L) and Q (0.1 to 2 g/L) in a water miscible solvent (acetone) under magnetic stirring for 30
min at 25°C. The aqueous solution contains various amounts of PVA (0.5 to 5%). PVA was
solubilized in water for 24 h under stirring at 25°C, than the mixture was heated at 90°C for
30 minutes under a constant stirring rate. The PLGA solution was then poured slowly into the
aqueous solution under stirring with a syringe. The addition of the organic phase results of a
spontaneous emulsification and the formation of PLGA-Q nanodroplets. The organic phase
was then removed by evaporation under reduced pressure at 37°C. A colloidal suspension of

PLGA-Q nanoparticles in water was obtained.
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The effect of the concentration of PLGA and Q in the organic phase, the concentration of
PVA in the aqueous phase and lactide to glycolide (LA:GA) ratio of PLGA was studied. All
experiments were conducted by varying one parameter and keeping the others at standard
values (10 g/L of PLGA, 0.5 g/L of Q and 0.5% of PVA). The aqueous-to-organic phase
volume ratio was 2:1 (40 ml of water and 20 ml of acetone). Three batches of each solution as

well as comparison samples (PLGA nanoparticles without quercetin) were prepared.

2.4. Particle size measurements

The mean particle diameter and polydispersity index (PI) of the nanoparticles were
determined by dynamic light scattering DLS (Zetasizer V7.11, Malvern Instruments UK). The
samples were diluted with distilled water to ensure that the number of particles counted per
second was within the range of the instrument’s sensitivity. Measurements were made at an
angle of 90° for 180s at 25°C. Measurements were made in triplicate, and the results are

shown as mean + standard error.

2.5. Morphology of the particles

The morphology of the PLGA-Q nanoparticles was examined by transmission electron
microscopy TEM (Philips CM200, 200 kV). Samples were placed on a copper grid. After 3
minutes, the excess was removed and samples (nanoparticle suspensions) were stained by an
aqueous solution of uranyl acetate 2% (w/v). After 1 minute, the excess was removed and the

grid was dried for 5 minutes before introducing the sample into microscope.
3. Results and discussion

MesoDyn simulations and experimental studies were conducted with various PLGA, Q and
PVA concentrations and with three types of PLGA depending on the lactic to glycolic acid

ratio.

3.1. Study of aggregation phenomena by MesoDyn simulations

3.1.1. Effect of PVA concentration on aggregation phenomena
PVA is used as an emulsifier in nanoparticles formation process. It’s also used as a stabilizer

(Rosenblatt et Bunjes, 2009) to avoid coalescence phenomena between particles.

In order to study the role of PVA in the PLGA/Q/PVA/water system, MesoDyn simulations
were conducted with 3 different PVA concentrations (0.5%, 1% and 5%). All the other
variables were kept constant at standard conditions (PLGA75/25 10 g/L and quercetin 0.5
g/L). Indeed, the MesoDyn method was unable to simulate systems with PVVA concentrations
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beyond 0.5% (Figure V1.3). Those results can be explained by the low diffusivity of quercetin
and PLGA in the system. The order parameter P obtained for PVA 0.5% was 0.018, which

indicates an important phase separation and aggregation.

(A) (B) ©)
Figure V1.3 : Phase separation over time at final simulation step for different PVA
concentrations (A) 0.5% PVA (B) 1% and (C) 5%

In our study, aggregation means the formation of particles. From MesoDyn simulations the
organization of different beads in the particles can be observed. As shown in Figure 1V .4, the
two beads of quercetin B1 and B2 are surrounded by LA beads then GA beads in water.
Quercetin is not soluble in water but interacts effectively, via hydrophobic interactions, with
PLGA and especially with the LA part (Jain, 2000). The GA part is less hydrophobic than the
LA part. This can be the reason why GA is found in the extremities of the bead, in contact

with water (FigurelV.4).

=
Q@ v

Figure V1.4 : Organization of different system beads in one aggregate

For experimental validations, nanoparticles were formed on the same conditions.
Nanoparticles were only obtained at 0.5% of PVA. In fact, in the literature, two opposite
results can be obtained while varying PVA concentration. At high concentrations, PVA can be
oriented at organic solvent/water interface to reduce the interfacial tension. Consequently, an

increase in the net shear stress at a constant energy density was observed leading to the
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formation of smaller emulsion droplets (Galindo-Rodriguez et al., 2004; Nandi et al., 2001;
Tesch et al., 2002). Budhian et al. (Budhian et al., 2007) reported that the increase of PVA
concentration enhance the agueous phase viscosity and leads to reduced net shear stress and
consequently bigger particles. In our case, the determinant behavior of the PVA
concentration, was the increase in viscosity which dominated the interfacial tension effect.
Beyond 0.5%, particles with 496.2 nm of diameter and polydispersity index Pl > 0.5 were
obtained with DLS. These results are in accordance with those obtained by song et al. (Song
et al., 2008).

3.1.2. Effect of quercetin concentration on aggregation phenomena

In order to elucidate the role of quercetin in the PLGA/Q/PVA/water system, MesoDyn
simulations were done with Q concentrations of 0.1 g/L, 0.5 g/L and 2 g/L. The phase
separation of different beads is described by the order parameter P (table VI.3). A slight
increase in P values was observed with the increase of the quercetin concentration leading to a
phase separation (0.006, 0.018 and 0.09 for 0.1, 0.5 and 2 g/L, respectively). Aggregation
between Q and PLGA is observed and the separation phase particularly with water was

followed over time (Figure VI.5).

(A)

(B)
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©)
Figure V1.5 : Phase separation over time with different Q concentrations (A) 0.1 g/L (at 0, 82000
and 100000 simulation step respectively) (B) 0.5 g/L (at 0, 80000 and 100000 simulation step
respectively) and (C) 2¢/L (at 0, 43000 and 100000 simulation step respectively) with 10g/L
PLGA and 0.5%PVA

Table V1.3 : Order parameter and time step of the beginning of separation at different Q
concentrations

Q (g/L) Time step order parameter
0.1 84000 0.006
0.5 1000 0.018
2 | 44000 0.09

Experimentally, PLGA-Q nanoparticles were prepared using Q concentration of 0.1 g/L, 0.5
g/L, and 2 g/L. PLGA and PVA concentrations are kept at 10 g/L and 0.5%, respectively. The
TEM observations (Figure VI1.7) showed spherical particles for the different quercetin
concentrations as it is indicated in Figure V1.5 provided by MesoDyn simulation. Figure V1.6
shows that the mean diameter of nanoparticles of PLGA-Q increased with quercetin
concentration (216.1 + 2.4 nm for 0.1 g/L of Q, 236.9 + 1.4 nm for 0.5 g/L of Q and 265.2 £
0.7 nm for 1 g/L of Q). This resultas are in contradiction with that reported by Song et al.
(Song et al., 2008). Those authors indicated that the amount of initial quercetin has no effect

on the PLGA - Q particles size obtained by O/W emulsion solvent evaporation method.
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Figure V1.6 : Effect of the Q concentration on the nanoparticles mean-diameter

Figur.:hol of nanoparticles in the case of 0.1 g/L of Q at different manificat-ion
3.1.3. Effect of PLGA 75/25 concentration on aggregation phenomena

The effect of PLGA concentration on the organization of the system PLGA/Q/PVA/water was
evaluated using 0.5 g/L of quercetin and 0.5% of PVA in water.

Three MesoDyn simulations were conducted with different PLGA concentrations equal
respectively tol g/L, 2 g/L and 10 g/L. The phase separation between the different beads in
the system was described by the order parameter P. An increase in P was observed with the
increase of the PLGA concentration which indicates a phase separation. Also the amount of
required time steps to observe the beginning of phase separation decreased with the increase
of PLGA concentration (Table V1.4.). The aggregation between Q and PLGA is observed and
the phase separation particularly with water was highlighted (Figure V1.8.). The follow-up of
phase separation over time illustrates that higher is the concentration of PLGA higher is the

aggregates quantity.
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(A)

(®
Figure V1.8 : Phase separation over time with different PLGA75/25 concentrations (A) 1g/L (at
80000, 95000 and 100000 simulation step respectively) (B) 2 g/L (at 0, 7000 and 100000
simulation step respectively) and (C) 10 g/L (at 1000, 4000 and 100000 simulation step
respectively) with 0.5¢g/L of Q and 0.5% PVA

Table V1.4 : Order parameter and time step of the beginning of separation at different PLGA
75/25 concentrations

PLGA 75/25 (g/L) Time step order parameter
1 | 90000 0.007
2 5000 0.01
10 1000 0.018

For the experimental validation, Figure V1.9 shows that the mean diameter of nanoparticles of
PLGA-Q increased significantly with the increase of PLGA. The TEM observations (Figure
V1.10) showed spherical particles for the three different concentrations like seen in Figure
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VI.7. The size of particles has increased from 206.8 £ 1.3 nm with 1 g/L of PLGA to 236.9 +
1.4 nm with 10 g/L of PLGA. This result can be explained by the increase of the viscosity in
the organic medium proportionally to PLGA concentration. The enhancement of the viscosity
decreases the net shear stress and led to larger droplets that gave larger nanoparticles after
solvent evaporation. Also, the increasing concentration of PLGA can make the PVA
contained in the aqueous phase insufficient to cover all the droplets completely which leads to
coalescence between droplets and aggregation between particles after solvent evaporation. In
the same way, Song et al. (Song et al., 2008) found that the increase of PLGA concentration
enhances the PLGA-Q nanoparticles size (Song et al., 2008).

250
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220 216.5
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200
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190

180
1 2 10
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Figure V1.9 : Effect of the PLGA 75/25 concentration on the nanoparticles mean-diameter with
0.5 g/L of Q and 0.5% of PVA
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3.1.4. Effect of LA: GA ratio of PLGA on aggregation phenomena

PLGA is a copolymer, it can be polymerized into many different ways based on the
composition of lactic and glycolic acid monomers (Hines et Kaplan, 2013).

The influence of LA: GA ratio of PLGA on aggregation and phase separation was
investigated by MesoDyn simulations and verified experimentally. The LA ratio used was
50%, 65% and 75% respectively. A series of simulations of different systems composed by
PLGA/PVA in water and with the different PLGA types with and without quercetin, were
conducted. All types of PLGA showed a phase separation leading thus to aggregates
development. Figure VI1.11 shows the behavior of phase separation of the three PLGA types
nanoparticles (case of quercetin free particles). The rapidity of phase separation was

proportional to the LA ratio in the copolymer. The above results are also confirmed by the

behavior of the time evolution of the order parameter P of each system (0.009, 0.01 and 0.014
for 50%, 65% and 75% LA respectively). (Table VI.5).
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(C)
Figure VI.11 : Phase separation over time with different PLGA nanoparticles (quercetin free)
(A) PLGAT5/25 (at 0, 4000 and 20000 simulation step respectively) (B) PLGA 65/35 (at 0, 6000
and 20000 simulation step respectively) and (C) PLGA 50/50 (at 0, 8000 and 20000 simulation
step respectively) with 10g/L PLGA and 0.5%PVA

Table V1.5 : Order parameter and time step of the beginning of separation with different PLGA
types without quercetin

PLGA Time step order parameter
50/50 6500 0.009
65/35 5400 0.01
75125 | 3750 0.014

Experimentally under standard conditions (10 g/L of PLGA, 0.5 g/L of Q and 0.5% of PVA)
the DLS results indicated that the particles size is increased slightly with the LA amount
contained in the polymer. The difference between 50% and 65% LA wasn’t significant but the
LA effect was obvious with 75% of LA (191.1 nm, 184.2 nm, 236.9 nm for 50% LA, 65% LA
and 75% LA, respectively). With particles containing only PLGA/PVA in water,
nanoparticles with mean diameters of 121 nm, 128.7 nm and 138 nm were formed with 50%
LA, 65% LA and 75% LA respectively (Figure V1.12). It is clear that the presence of the LA
part of PLGA favors the interaction between quercetin and PLGA.

VI.157



236.900

€
< 191.700
5] = 184.200
© I
€
% M PLGA nanoparticles
= PLGA-Q nanoparticle
5 138.000 Q nanoparticles
[ -
PLGA 50/50 PLGA 65/35 PLGA 75/25

PLGA LA:GA ratio

Figure V1.12 : PLGA particles and PLGA-Q loaded particles mean diameters for
different PLGA types

In order to compare the behavior and the shape of particles, different PLGA types with and
without quercetin were studied. MesoDyn simulations showed that PLGA nanoparticles are
formed first, than quercetin is lodged inside the PLGA particle already formed (Figure V1.13).
Quercetin has only a size effect on the formed nanoparticles. Experimentally, PLGA
nanoparticles without quercetin present the same smooth spherical shape as for PLGA-Q
nanoparticles (Figure V1.14). Pool et al. (Pool et al., 2012) observed similar spherical smooth
shape for PLGA-nanoparticles without drug with SEM. Quercetin without PLGA present a
rod shaped particles in water (Figure VI1.14). Thus, the PLGA is the principal cause of

nanoparticle shape and thus quercetin has only a size effect on the nanoparticles.

Figure VI1.13 : Phase separation over time for PLGA75/25 10g/L, Q 0.5¢g/L and PVA 0.5%
system at (1000, 3000 and 4000 simulation steps respectively)
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©
Figure VI1.14 : Morphology of different nanoparticles with (A) PLGA-Quercetin free
nanoparticles (B) Quercetin without PLGA and (C) PLGA - Q loaded nanoparticles

Conclusion

Mesoscale modeling (MesoDyn) was used in order to study aggregation phenomena in
PLGA/PVA/Q/W system. The obtained results were compared to experimental ones.
Mesoscale simulations and experimental data led to similar conclusions. The PVA
concentration should not exceed 0.5% to avoid the increase of viscosity in the aqueous phase.
Also, the increase of the concentration of both PLGA and Q, leads to a rapid aggregation
phenomena and an increase of the particles size. But, the effect of the PLGA is more
pronounced than that of quercetin. Moreover, the LA: GA ratio has a significant effect on the
particle size. In fact, the higher is the LA content in the copolymer, the higher is the

nanoparticle size. This behavior can be explained by the fact that the hydrophobicity of LA
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favors the affinity with Q and enhances the phase separation. MesoDyn simulations showed
that the system is composed in this order: B1/B2/LA/GA/PVAIW

The excellent concordance between MesoDyn simulations and the experimental results
indicates that the use of MesoDyn is a reliable way to help predict the behavior of quercetin

and PLGA and this methodology can be enlarged to the study of other systems.
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Contribution de I’article

L’effet de I’ajout d’un copolymere biodégradable et stable physiquement le PLGA a un
flavonoide aglycone, la quercétine, en milieu aqueux a été étudié. Quatre facteurs de
formulation (la concentration de I’émulsifiant, la concentration du polymeére, la concentration
de la quercétine et la composition du polymeére en AL/AG) ont été variés pour évaluer leur
effet sur le systeme PLGA-Q.

La premiere partie, a porté sur I’étude des différents systemes PLGA-Q par les outils de la
modélisation moléculaire (calcul des parameétres d’interactions issus des parametres de
solubilité) et par méso-modélisation (évaluation de la séparation de phase au cours du temps
et suivi du parametre d’ordre P) afin de comprendre le comportement de la quercétine en
présence du PLGA au cours du temps en fonction de la variation de différents parametres de
la formulation. La deuxiéme partie, était une validation expérimentale des résultats issus de la
modélisation moléculaire et de la méso-modélisation par la formation des nanoparticules de
PLGA - Q dans les mémes conditions par la méthode de I’émulsion-évaporation du solvant.

La taille et la morphologie des nanoparticules formees ont été caractérisées par DLS et MET.

La comparaison des résultats obtenus par modélisation moléculaire et méso-modélisation du
systeme PLGA/Q/PVA/W aux résultats issus de I’approche expérimentale montre une parfaite

concordance entre ces deux approches.

La simulation a permis de montrer que la concentration du PVA ne doit pas dépasser 0,5 %
pour éviter I’effet di a l’augmentation de la viscosité en phase aqueuse. En outre,
l'augmentation de la concentration du PLGA et de la Q, a conduit a une augmentation de la
taille des particules et a une séparation de phase plus rapide et plus importante. En effet, on a
obtenu un parameétre d’ordre P de 0,018 et une taille de 236,9 nm pour un systéme composé
de 10 g/L de PLGAT75/25, 0,5¢/L de Q et de 0,5% de PVA. L’effet de la concentration de
PLGA est plus remarqué que celui de la concentration de la quercétine. De plus, le rapport
AL: AG a un effet significatif sur la taille des particules. Plus le contenu du polymere en AL
est important plus la taille, la séparation de phase et le paramétre d’ordre observés sont
importants. Cela est d0 a I’hydrophobicité de I’AL et donc a son affinité avec la Q. Il a été
constaté egalement, que le PLGA est responsable de la forme sphérique et lisse des particules
dans toutes les conditions testées. Aussi les détails du processus de la formation des agrégats
ont été étudiés par MesoDyn. Cette étude approfondie a montré que la quercétine avec ses
deux parties B1 et B2 vient se loger dans les particules déja formés par le PLGA du coté de
I’acide lactique. Ce qui confirme I’affinité de la quercétine et plus précisément la partie Q2 a
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I’AL. Le PVA vient protéger la surface des particules pour éviter les phénomeénes de

coalescences et pour stabiliser les particules dans I’émulsion.

On peut donc déduire que les simulations a échelle mésoscopique sont un moyen fiable pour
aider a prédire le comportement de la quercétine et du PLGA en milieu aqueux et de
comprendre I’organisation du systéme au sein des particules. Cette approche peut étre élargie
a d’autres systemes complexes et constitue un bon outil d’aide a la décision dans les étapes de

formulation et de vectorisation des biomolécules.

VI.166



Conclusion géenérale

Les flavonoides sont des métabolites secondaires tres répandus dans le milieu végétal. Leurs
propriétés antioxydantes et antiradicalaires font d’eux des biomolécules de choix dans
differents domaines en lien avec la santé et le bien-étre. Mais I’incorporation de ces molécules
dans différentes formulations alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques est freinée par la
faible solubilité et stabilité en milieux aqueux de certaines d’entre-elles. De nombreux auteurs
se sont intéressés a la solubilité et a la stabilité des flavonoides et différentes méthodes
(fonctionnalisation, encapsulation, cristallisation, ajout d’adjuvants, choix du solvant ...) ont

été proposées pour pallier ces problemes.

C’est dans ce cadre, que se situait le travail mené dans cette these. On a commencé par une
comprehension des phénomeénes de solubilité et du comportement des flavonoides dans
difféerents solvants avant d’ajouter un polymere et de suivre le comportement du flavonoide en
fonction de la nature et la concentration du polymére. Dans cette étude, on a choisi comme
flavonoides modeéles i) la quercétine, qui est trés répandu dans le regne végétal doté d’un
potentiel antioxydant trés important qui lui confere des effets thérapeutiques et anti-
radicalaires tres étudiés dans la littérature et ii) et ses deux formes glycosilées la rutine et
I’isoquercétine. Ces molécules ont aussi des propriétés trés intéressantes.

Aprés un screening de plusieurs types de polymeres, notre choix c’est porté sur un
copolymére biodégradable, stable, solide physiquement et trés utilisé pour I’encapsulation et
le contréle de la libération des petites molécules. La phase continue du systeme est composée
de deux familles différentes de solvants, en I’occurrence I’eau et un solvant organique.

Tout au long de ce travail, on s’est intéressé a la solubilité de flavonoides dans différents
solvants en absence et en presence de polymeéres.

L’approche sélectionnée pour étudier la solubilité des flavonoides en présence et en absence
d’adjuvants, est une approche multi-échelle utilisant différentes approches i) une modélisation
moléculaire dédiée a I’obtention des parameétres de Flory Huggins qui sont des indicateurs de
la miscibilité dans un mélange binaire et des données nécessaires pour réaliser des simulations
par méso-modélisation, ii) une méso-modélisation pour comprendre les interactions et les
affinités entre différentes perles de molécules définies en modeles gros grains par dynamique
de la particule dissipative (perles de flavonoide et perles de solvant) et les phénomenes de
séparation de phase et de dispersion au cours du temps ainsi que I’organisation des agrégats
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observés en cas de separation de phase par la simulation MesoDyn basée sur la méthode
MFDFT ( flavonoide — solvant et flavonoide — polymére en milieux aqueux) iii) une
validation expérimentale des résultats de la simulation moléculaire (suivi de la solubilité ,
formation de nanoparticules , MET, DLS ...).

Pour la premiére partie de ce travail, des simulations de la dynamique moléculaire utilisant le
champ de force COMPASS ainsi que des simulations par la dynamique de la particule
dissipative et par MesoDyn ont été utilisees pour étudier la dissolution de trois flavonoides
(quercétine, rutine et isoquercetine) dans differents solvants organiques. Ces simulations ont
confirmé les données expérimentales rapportées dans des travaux antérieurs pour comprendre
la compatibilité / incompatibilité des mélanges flavonoide / solvant. On a déduit que la partie
B2 formée par un noyau benzénique (cycle B) et commune aux trois flavonoides est la
responsable de leur comportement de solubilité dans les différents solvants testés. En effet, le
parametre de Flory Huggins calculé a 50°C pour les interactions B2-M2B2 et B2-ACN pour
les trois flavonoides testés était de 0.67 et -3.55 respectivement, ces données indiquent une
bonne miscibilité de la perle B2 dans le premier solvant et une faible miscibilité dans le
deuxiéme. La fonction de la distribution radiale obtenue par DPD, pour les interactions
intermoléculaires au sein du systéme quercétine / alcool ter-amylique indique également que
les paires de perles B1-MB et B2-MB sont immiscibles. Pour le méme systéme, le paramétre
d'ordre P a montré une séparation de phase, expliquant ainsi les agrégats observés

experimentalement de la quercétine en présence de I’alcool tert-amylique.

Cette premiére partie de I’étude nous a permis de comprendre par simulation méso-
moléculaire le comportement observé expérimentalement de la quercétine, la rutine et
I’isoquercétine dans une large famille de solvants organiques. Pour affiner nos connaissances
et développer des outils d’aide a la decision dans les étapes de formulation et de vectorisation
des flavonoides, nous nous sommes intéressés dans une 2°™ partie & I’étude de I’effet de
I’ajout d’un polymeére aux flavonoides en milieu agueux comme moyen d’amélioration de leur
solubilité, stabilité et disponibilité. Quatre variables de formulation (la concentration de
I’émulsifiant, la concentration du polymeére, la concentration de la quercétine et la
composition du polymeére en AL/AG) ont été étudiées dans une large gamme de variation de
concentrations. Pour chaque combinaison de ces variables, leur effet sur I’évolution et la
stabilité du systeme PLGA-Q a été quantifié. Ainsi, dans un premier temps, I’étude des
differents systemes PLGA-Q a été effectuée par I’application des différents outils de la

modélisation et de la méso-modélisation. La modélisation moléculaire nous a permis
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d’accéder aux parametres d’interactions par la méthode de la densité de I’énergie cohésive et
la méso-modélisation nous a renseignés sur la séparation de phase au cours du temps et le
suivi du parameétre d’ordre P. Ces informations nous ont permis de comprendre le
comportement de la quercétine en présence du PLGA au cours du temps en fonction des

differents parametres de formulation.

La deuxiéme partie était une validation experimentale des resultats issus de la modélisation
moléculaire et de la méso-modélisation grace a la préparation expérimentale de nanoparticules
de PLGA - Q dans les mémes conditions par une méthode simple qui est I’émulsion-
évaporation du solvant. La taille et la morphologie des nanoparticules formées ont été
caractérisées par DLS et MET. Les résultats expérimentaux ont validé avec une grande
précision des résultats issus de différentes simulations. Apres avoir varier la concentration du
PVA de 0,5% a 5%, le seuil de PVA optimal a été fixé a 0,5% pour eviter I’augmentation de
la viscosité en phase aqueuse. La concentration du PLGA était variée de 1g/L a 10g/L et celle
de la quercétine de 0,1g/L a 2g/L. L'augmentation de la concentration du PLGA et de la Q, a
conduit a une separation de phase plus rapide et plus importante et a une augmentation de la
taille des particules. En guise d’exemple, on a obtenu un parametre d’ordre P de 0,018 et une
taille de 236,9 nm pour un systéeme composé de 10g/L de PLGA75/25, 0,5¢/L de Q et de 0,5%
de PVA contre un paramétre d’ordre de 0,007 et une taille de 206,8 nm pour 1g/L de PLGA
75/25 en conservant les mémes conditions dans le mélange. Il a été démontré que I’effet du
PLGA est plus important que celui de la quercétine sur la formation d’agrégats et la taille des
nanoparticules. Le rapport AL: AG a également un effet significatif sur la taille des particules
ainsi que les phénomenes de séparation de phase. L’importance de phénoméne de séparation
de phase, la valeur du parameétre d’ordre P et la taille des particules formées évoluent avec
I’augmentation en acide lactique dans le systeme étudie. Ce comportement est di a
I’hydrophobicité de I’AL et donc son affinité accrue avec la Q. Il a été constaté également,
que le PLGA est responsable de la forme sphérique et lisse des particules et que la quercétine
ne joue que sur la taille des nanoparticules dans toutes les conditions testées. Aussi la
formation des agrégats Q-PLGA obtenus, a été étre caractérisée plus finement par MesoDyn,
ce qui nous a permis de démontrer que la quercétine avec ses deux parties B1 et B2 vient se
loger a I’intérieur des particules de copolymeére déja formées et plus précisément c’est I’unité

Q2 de la quercétine qui interagit avec I’acide lactique du polymere.

Les simulations par dynamique moléculaire et & échelle mésoscopique sont un moyen fiable

pour aider a prédire le comportement de la quercétine et du PLGA en milieu aqueux et de
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comprendre d’une maniére approfondie la formation des agrégats et les affinités entre

différentes perles des molécules composant le systéeme étudié.

Comme perspectives a ce travail, il sera intéressant i) d’élargir I’étude de la solubilité a
d’autres flavonoides et d’autres solvants afin de mettre au point une méthodologie d’aide a la
prédiction des interactions entre flavonoides et différents solvants utilisés dans la formulation
ou la mise au point des systéemes réactionnels pour fonctionnaliser ces flavonoides, ii)
compléter les études menées par intégration du solvant dans les systemes étudiés au cours des
simulations moléculaires et mésoscopiques. Ainsi le systeme devient solvant - flavonoide -
polymere et iii) continuer I’étude des interactions polymeéres — flavonoides par dynamique de
la particule dissipative pour avoir plus de détails sur les affinités et les interactions entre
differentes perles de nos modeles gros grains. Il est aussi possible de mener une stratégie
visant a développer un outil d’aide a la décision aussi bien pour prédire la solubilité et la
dispersibilité des flavonoides dans différentes préparations a utiliser dans des applications

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.
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Développement d’une approche multi-échelle pour I'étude de la solubilité des flavonoides et leur
assemblage avec les polyméres

Résumé :

Depuis quelques décennies, les flavonoides sont de plus en plus utilisés dans différents domaines d’applications
alimentaires et non alimentaires. Cet engouement est di principalement a leurs activités antioxydantes.
Cependant, la solubilisation, la dispersion et la stabilisation de ces molécules sont variables et constituent un
frein & leur utilisation. L’objectif de ce travail est de pallier cet inconvénient en visant a comprendre les
interactions entre ces composeés et leur milieu en absence et en présence de polymeres, par une double approche
expérimentale et par modélisation et mésomodélisation moléculaire. Dans un premier temps les interactions
entre 3 flavonoides la quercétine et ses deux formes glycosilées la rutine et I’isoquercétine dans différents
solvants organiques ont été étudiées. Les résultats obtenus (parameétre de Flory Huggins et fonction de la
distribution radiale) ont montré que la partie B2 commune aux trois flavonoides avec des valeurs de paramétres
de Flory Huggins proche de 0.5 dans le M2B2 et plus importantes dans I’acétonitrile est la responsable du
comportement des flavonoides dans le solvant. Les simulations par DDFT ont montré une agrégation de la
quercétine dans le M2B2 contre une dispersion dans I’acétonitrile. Toutes ces observations ont été validées
expérimentalement (étude de la solubilité et observations microscopiques). Dans un deuxiéme temps on a etudié
la quercétine en présence d’un bioploymere le PLGA dans I’eau. Des nanoparticules ont été formées en variant
la concentration des différents composes et le ratio acide lactique / acide glycolique du PLGA. Les méthodes de
la modélisation moléculaire et de la mésomodélisation (calcul du parametre de solubilité par dynamique
moléculaire et observation de la dispersion ou de la séparation de phase par DDFT) ainsi que I’approche
expérimentale (DSC, MET ...) nous ont menées a la méme constatation. En effet la taille des particules
augmente avec la concentration du PLGA et le taux d’acide lactique dans le polymere. Aussi la concentration de
I’émulsifiant dans le milieu joue un réle important dans la formation d’agrégats PLGA-Q. Plus sa concentration
est importante, plus la formation des particules est difficile comme il joue un réle sur la viscosité du milieu et par
conséquence la diffusivité des molécules dans I’eau. Tous les résultats obtenus par modélisation moléculaire et
par mésomodélisation ont été validés expérimentalement. On peut donc conclure que la méthodologie adoptée en
simulation peut constituer un outil d’aide a la prédiction du comportement des flavonoides.

Mots clés : Flavonoides ; polyméres ; approche multi-échelle ; mésomodélisation ; DPD ; MesoDyn
Development of a multi-scale approach to study flavonoids solubility and their assembly with polymers
Abstract:

Over the past few decades, flavonoids have become increasingly used in different food and non-food
applications due to their important antioxidant activities. However, the solubilization, dispersion and
stabilization of these molecules are variable and constitute a brake on their use in different formulations. The
objective of this work is to overcome those limitations by understanding the interactions between these
compounds and their environment without and with the add of polymers, by a multi-scale approach approach
(molecular modeling and mesoscale modeling and experimental study). Initially, interactions between 3
flavonoids (quercetin, rutin and isoquercetin) in various organic solvents, were studied. The obtained results
(mainly Flory Huggins parameter and radial distribution function RDF) showed that the B2 part common to the
three flavonoids (For example Flory Huggins parameter values were close to 0.5 in the M2B2 and much more
important in acetonitrile) is responsible for the miscibility behavior of the flavonoids in the solvent. DDFT
simulations showed aggregation of quercetin in M2B2 against dispersion in acetonitrile. All these observations
were confirmed experimentally (study of solubility and microscopic observations). Then, quercetin was studied
in the presence of a biopolymer, PLGA in water. Nanoparticles were formed by varying the concentration of the
various compounds and the lactic acid / glycolic acid ratio in the PLGA. The tools of molecular modeling and
mesoscale modeling (calculation of the solubility parameter by molecular dynamics and observation of the
dispersion or the phase separation by DDFT) as well as the experimental approach (DSC, MET ...) led us to the
same conclusions. Indeed, the particle size increases with the concentration of PLGA and the rate of lactic acid
in the polymer. Also the concentration of the emulsifier in the medium has an important role in the formation of
PLGA-Q aggregates. The higher its concentration, the more difficult the formation of the particles as it affects
the viscosity of the medium and consequently the diffusivity of the molecules in the water. All the results
obtained by molecular modeling and by mesoscale modeling have been confirmed experimentally. We can
therefore conclude that the methodology adopted in the simulations can be considered as a tool to help on
predicting the behavior of flavonoids in different medium.

Key words : flavonoids; polymers; multiscale approach ; mesoscale modeling; DPD; MesoDyn
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