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NOUVEAU PROCEDE DE PREPARATION DE
NANOPARTICULES DE CHITINE

La présente invention a pour objet un nouveau procédé de préparation
de nanoparticules de chitine, ainsi que les nanoparticules susceptibles d’étre
obtenues par un tel procédé.

La vectorisation de principes actifs est une technique qui a pris un essor
considérable et fait 'objet de nombreuses recherches ces derniéres années,
aboutissant a la conception de diverses formes de particules colloidales,
associant une molécule active et un support. Dans le domaine médical,
I'utilisation de vecteurs médicamenteux présente l'avantage de pouvoir
intervenir sur le processus de distribution du principe actif dans I'organisme
et d’en augmenter l'efficacité. La molécule a activité pharmaceutique portée
par le matériau support peut étre orientée spécifiquement vers la cible &
traiter ou sa concentration est alors localement élevée. L'efficacité est ainsi
accrue, tout en diminuant les doses nécessaires et par 1a aussi les risques
d’effet secondaire par imprégnation d'autres organes.

Différents types de vecteurs colloidaux ont été développés, on peut
citer les nanoparticules, les nanocapsules, les liposomes...

Les biopolymeres, tel que le chitosane, présentent des propriétés
biologiques intéressantes et sont utilisés dans diverses applications, comme
l'encapsulation de principe actif permettant d’obtenir une libération
controlée, et également d’améliorer la biodisponibilité de certaines drogues.
(U. Gaur et al. Tumour targeted delivery of encapsulated dextran-doxorubicin
conjugate using chitosan nanoparticules as carrier, Journal of controlled
release 72, 317-323, 2001; C. L. Bell et N. A. Peppas, Modulation of drug
permeation through interpolymer complexed hydrogels for drug delivery
applications, Journal of controlled release 39, 201-207, 1996).

Le chitosane est une fibre d'origine naturelle biodégradable et
biorésorbable, obtenue apres désacétylation de la chitine. La chitine est un

biopolymere de haut poids moléculaire, non toxique, biodégradable et
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biorésorbable, et c’est avec la cellulose, le polysaccharide le plus répandu
dans la nature.

La chitine est constituée d'une chaine co-polymére lindaire dont la
structure contient des monoméres de type glucosamine (GIcN) et des
monomeres N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) liés par une liaison f,(1—4).
L'extraction de la chitine a partir de carapace de crustacés et/ou
d’endosquelettes de calamars, se fait usuellement par voie chimique, puis la
transformation par désacétylation de la chitine dans de la soude concentrée
permet d’obtenir du chitosane. Le chitosane est donc obtenu en enlevant
suffisamment de groupements acétyles pour permettre a la macromolécule
d‘étre soluble dans la plupart des acides dilués.

Il n‘existe pas, a ce jour, de nomenclature officielle différenciant la
chitine du chitosane en fonction de son DA. Il est cependant admis que le
chitosane est défini comme un copolymére d'unités de répétition GIcNAC et
GlcN  soluble dans des solutions aqueuses dans des conditions
stoechiométriques ou avec un léger exces d'acide (par exemple, un excés de
10 % en acide par rapport aux unités GIcN est utilisé) lorsque la chitine ne
sera soluble que dans le diméthylacétamide (DMAC) contenant 5 ou 8 % de
LiCl (Terbojevich M. et al. dans Carbohydr. Res. 1988, 180, 73-86 ou dans
Adv. Chitin Sci. Domard A. et al. - G.A.F. Eds. 1996, 1, 333-339). ou la M
méthylpyrrolidone (NMP) (Austin P.R. et a/. Chitin and Chitosan, Skjak-Brack
et al. - P. Eds. 1989, 749-755). La condition de solubilité du chitosane est
satisfaite dans la plupart des cas pour des DA < 40 %. Cependant, le DA
critique ou le chitosane devient soluble dans I'eau faiblement acide dépend
de nombreux parametres comme son degré de polymérisation moyen en
masse (DPy), son pK intrinseque (pKo) (Sorlier P. et al. Biomacromol. 2001,
2, 765-772) le pH et la force ionique (Anthonsen M. et a/. Carbohydr. Polym.
1994, 25, 13-23) de la solution, mais surtout du procédé d’obtention du
copolymere (Sannan T. et al. dans Makromol. Chem. 1975, 176, 1191-1195
ou dans Makromol. Chem. 1976, 177, 3589-3600; Ottoy M.H. et a4l
Carbohydr. Polym. 1996, 29, 17-24). Si la réaction de désacétylation de la
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chitine en chitosane permet de solubiliser le copolymére pour un DA inférieur
ou €gal a 40 % environ, la réacétylation (réaction inverse de la précédente)
du chitosane en chitine ne reprécipite le copolymére que pour un DA
superieur a 77%. Cette différence de solubilité vient, entre autre, du fait que
la désacétylation de la chitine, préparée en milieu hétérogéne, meéne a un
copolymere a longues séquences d'unités GIcNAc et GlcN, alors que la
réacétylation du chitosane aboutit a un copolymére statistique.

Dans la suite de la description, on nommera indifféremment chitine ou
chitosane un copolymere de glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liées
par une liaison B, (1-4).

De par sa structure chimique intrinseque, une nanoparticule & base de
chitine est parfaitement compatible avec les milieux biologiques et sa haute
tolérance biologique est connue depuis longtemps, ce qui en fait donc un
matériau de prédilection pour la constitution de vecteurs de principes actifs,
notamment, dans le domaine thérapeutique, diagnostique, agroalimentaire et
cosmétique.

Il existe différents procédés de préparation de nanoparticules de
chitine. Ces procédes font généralement appel a I'utilisation d'un coréactif.
On peut citer des procédés de gélification ionique avec du TPP, de
complexation avec un polyanion comme I'ADN ou des métaux. Il est
€galement possible d'opérer par réticulation a laide d'un polymére
synthétique. Par ailleurs, quelques publications récentes ont étudié la
formation d’agrégats de chitosane avec le chitosane seul.

Tout dabord, la conformation des agrégats formés avec le chitosane
seul en solution, par microscopie électronique a transmission (MET) et
diffusion de la lumiére statique a été étudiée dans une publication de
Carbohydr.Polym. 1994, 25, 13-23. Les objets formés sont en forme de
batonnets et sont tres disperses en taille. Plus récemment, les inventeurs de
la présente demande de brevet se sont intéressés dans Biomacromol. 2003,
4, 641-648 au comportement en solution du chitosane en fonction de son DA

et pour un DP unique de 1000.
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Dans Langmuir, 2003, 19(23), 9896-9903, les inventeurs ont utilisé
différents chitosanes de DP,, = 1 000 et de DA différents, qui sont solubilisés
en solution dans des conditions Iégerement acides. La solution est ensuite
neutralisée a l'aide d'une base jusqu’a un pH critique par lequel la solution
commence a précipiter, pour former des coacervats qui ne sont stables que
pour une fenétre de pH tres restreint. De plus, avec cette méthode, il est
impossible de concentrer les solutions obtenues, afin d’atteindre des taux de
solide importants.

Enfin, les inventeurs ont étudié dans Biomacromolecules 2005, 6, 131-
142, dans un tampon d'acétate de sodium a pH = 4,5, les propriétés
physicochimiques de 4 séries différentes de chitosane avec des degrés
d’acétylation (DA) et des degrés de polymérisation moyen en poids (DP,,)
variant respectivement entre 0 et 70 % et entre 650 et 2600.

Jusqu’a présent, aucun de ces travaux n‘a permis d‘aboutir & un
procédé de préparation de nanoparticules de chitine sphériques qui soit
simple, économique et facilement industrialisable et qui, de plus, conduise a
une stabilité améliorée des nanoparticules formées, et ce sans ajout de co-
réactif.

C'est justement un des objectifs que se propose d‘atteindre la présente
invention.

Dans ce contexte, la présente invention a pour objet un procédé de
préparation de nanoparticules de chitine dans lequel des chaines copolymére
de glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liées par une liaison B,(1—4),
qui présentent un degré moyen d'acétylation DA supérieur ou égal & 50 % et
un degré de polymérisation moyen en poids DP,, supérieur ou égal a 1500,
sont dispersées a une concentration C au moins égale a la concentration C*
d'enchevétrement des chaines copolyméres, dans une solution aqueuse dont
le pH est compris entre 1 et 8, ladite solution aqueuse étant obtenue par

mélange en solution aqueuse d'un acide et d’un sel.
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Selon des variantes préférées de linvention, le dit procédé présente
une ou plusieurs des caractéristiques techniques suivantes prises en
combinaison, lorsqu'elles ne s’excluent pas l'une l'autre :

- l'acide est choisi parmil'acide chlorhydrique, I'acide perchlorique,

5 l'acide acétique, l'acide formique, I'acide chloroacétique, I'acide
citrique, l'acide picrique, lacide ascorbique et les acides gras
comprenant jusqua 12 atomes de carbone ; l'acide acétique est
préférentiellement utilisé,

- le sel est choisi parmi les sels des acides énoncés ci-dessus ;

10 I'acétate d'ammonium est préférentiellement utilisé,

- la solution aqueuse contient de 0,05 a 5 mol/L de sel, de préférence

de 0,1 a 0,5 mol/L de sel,

- la solution aqueuse présente un pH compris dans la gamme allant

de 2 a 7,5, de préférence dans la gamme allant de 4,53 7,5,
15 - les chaines de copolymeres sont statistiques,
- les chaines de copolymeres présentent un indice de polymolécularité
Ip inférieur a 2, de préférence inférieur a 1,6 et préférentiellement
inférieur a 1,3,
- la concentration C est comprise dans la gamme allant de 5 fois C* 3
20 10 fois C*,
- la concentration C est comprise dans la gamme allant de 6 fois C* 3
7 fois C*,
- la concentration C est inférieure ou égale a 7 fois C*, |'apparition de
nanoparticules se faisant alors spontanément,
25 - apres apparition de nanoparticules, la concentration C en
copolymere est abaissée par dilution,
- la concentration C est supérieure a 7 fois C* et aprés apparition d’'un
gel ou de nanoparticules, la concentration C en copolymére est
abaissée par dilution,

30 - la dilution est choisie de fagon a ajuster la taille des nanoparticules,
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- les nanoparticules formées présentent un diamétre moyen compris

entre 50 nm et 1 ym.

La présente invention a également pour objet des nanoparticules
susceptibles d'étre obtenues selon le procédé ci-dessus défini, ainsi que des
vecteurs de molécules dintérét biologique comportant de telles
nanoparticules en association avec au moins une molécule d'intérét
biologique.

Avant de décrire plus en détails linvention, certaines définitions des
termes employés vont étre rappelées.

Dans le cadre de l'invention, on nommera nanoparticules de chitine, des
objets sphériques de taille nanométrique formés d’une association de chaines

copolymeres de glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liés par une

- liaison B, (1—4). Ces nanoparticules sont solvatées en solution aqueuse et

présentent un diamétre moyen, par exemple, compris entre 50 nanométres
et 1 micrométre, et de préférence compris entre 200 et 400 nanométres.

Le degré d'acétylation d'un copolymére de chitine est la fraction molaire
X 100 des unités GIcNAc sur le nombre total d’'unités GIcN et GIcNAc. Les DA
peuvent étre déterminés par spectroscopie RMN*H comme décrit par Hirai et
al. Polym. Bull. 1991, 26, 87.

Les degrés moyens de polymérisation en poids DPy des copolyméres de
chitine sont déterminés par diffusion de la lumiére en mode batch comme
décrit dans Bjiomacromolecules, 2005, 6(1), page 133, en utilisant les
valeurs du rapport dn/dc comme décrit par Schatz et al. Biomacromolecules,
2003, 4, 641.

La concentration C* d’enchevétrement des chaines copolyméres peut
étre définie comme la concentration a partir de laquelle les chaines
copolymeres ne sont plus isolées en solution. Cette concentration est
déterminée selon la méthode décrite dans la publication Biomacromolecules,
2005, 6(1) 133, a laide d'un viscosimetre capillaire (du type Ubellohde
automatique présentant un diametre interne de 0,53 mm) ou un viscosimétre

dynamique, en considérant que C* correspond a 1/viscosité intrinséque.



WO 2007/007014 PCT/FR2006/050712

10

15

20

25

30

La description qui suit, en référence aux figures annexées, permet de
mieux comprendre |'invention.

Les figures 1 a 3 sont des vues au microscope électronique a
transmission de nanoparticules obtenues selon le procédé de I'invention.

La figure 1 montre des vues de nanoparticules obtenues dans les
mémes conditions, avec un copolymére de chitine de DA = 50% et de DP,, =
2600 (image de gauche), et avec un copolymére de chitine de DA = 70% et
de DP,, = 2600 (image de droite).

La figure 2 montre, des vues de nanoparticules obtenues dans les
mémes conditions, avec un copolymére de chitine de DA = 70% et de DP,, =
2200 (image de gauche), et avec un copolymére de chitine de DA = 70% et
de DP,, = 2600 (image de droite).

La figure 3 montre l'influence de la concentration C en copolymére de
chitine. Limage de gauche montre les nanoparticules obtenues avec une
concentration C supérieure a C*. Les images suivantes montrent I’évolution
des nanoparticules quand, une fois les nanoparticules de l'image de gauche
obtenue, on abaisse la concentration C, par addition de solvant, pour obtenir
une concentration inférieure a C*,

Selon une des caractéristiques essentielles de I'invention, le copolymére
de chitine doit étre dispers€é a une concentration supérieure & sa
concentration C* d'enchevétrement. Une fois les nanoparticules formées, il
est alors possible de diminuer cette concentration.

Le procédé selon l'invention est extrémement simple puisqu'il consiste 3
disperser des chaines copolymére de glucosamine et de N-acétyl-D-
glucosamine liés par une liaison B,(1—4) de DA et DP particulier dans une
solution aqueuse, en particulier dans une solution aqueuse tamponnée
d'acide acétique et d'acétate d’ammonium, par exemple constituée d‘acide
acétique 0,2 M et dacétate d'ammonium 0,15 M. Contrairement aux
techniques de I'art antérieur, aucun co-réactif n’est utilisé pour la formation
des nanoparticules. Le copolymere de chitine mis en ceuvre doit remplir les

conditions suivantes :
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- il doit présenter un degré moyen d'acétylation DA supérieur ou égal
a 50 %. Ce parametre joue non seulement sur la sphéricité des
particules qui perdent de leur sphéricité pour des DA plus faibles,
mais également, a moindre échelle, sur la taille des nanoparticules
qui sont plus petites pour des DA plus faibles, comme illustré figure
1,

- Le degré de polymérisation moyen DPy des chaines de copolymére
doit étre supérieur ou égal a 1 500, et de préférence supérieur ou
égal a 1 600. Ce paramétre joue non seulement sur la sphéricité des
particules, qui sont moins sphériques pour des DP plus faibles, mais
également, a moindre échelle, sur leur taille qui diminue pour des
DP faibles comme illustré figure 2,

- Le copolymére utilisé est de préférence statistique, ce qui favorise la
solubilité des copolymeéres pour les DA et DP élevés tels que définis
ci-dessus.

La concentration en copolymeres au sein de la solution est également
un parametre extrémement important. Le polymére doit étre trés concentré
lors de la solubilisation/dispersion, et il est introduit dans la solution aqueuse
avec une concentration supérieure @ sa concentration critique
d’enchevétrement C*,

Lorsque la concentration de solubilisation du polymére est trés
concentrée, les objets obtenus perdent en sphéricité et présentent des tailles
importantes et sont disperses en taille. Une fois les nanoparticules formées, il
est alors possible d‘abaisser la concentration, voire en dessous de la
concentration C*, en ajoutant de la solution aqueuse pour obtenir alors des
nanoparticules parfaitement sphériques de plus petite taille et pratiquement
monodisperses. Par contre, si I'on opére a des concentrations initiales
inférieures a la concentration C*, il est quasi impossible de former des
nanoparticules. Linfluence de la dissolution sur la taille des particules

obtenues est présentée figure 3.
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La solution dans laquelle le copolymére est dissout est une solution
aqueuse de pH compris entre 1 et 8. Cette solution pourra étre une solution
tamponnée. L'acide permettant d'obtenir la solution aqueuse est, par
exemple, choisi parmi l'acide chlorhydrique, l'acide perchlorique, I'acide
acétique, l'acide formique, l'acide chloroacétique, I'acide citrique, l'acide
picrique, 'acide ascorbique et les acides gras comprenant jusqu’a 12 atomes
de carbone ; l'acide acétique est préférentiellement utilisé. En tant que sel,
on peut notamment utiliser les sels des acides susmentionnés, tel que
l'acétate d’ammonium. En particulier, on utilisera un couple acide/sel
correspondant. Avantageusement, l'acide acétique et I'acétate d’ammonium
seront préférentiellement utilisés. Le sel est introduit de facon & obtenir au
final dans la solution aqueuse de 0,05 a 5 mol/L de sel, de préférence de 0,1
a 0,5 mol/L de sel. Par ailleurs, la solution aqueuse présente un pH compris
dans la gamme allant de 1 a 8, avantageusement, un pH compris dans la
gamme allant de 2 a 7,5, de préférence dans la gamme allant de 4,5 a 7,5.
Une solution tampon d’acétate d’ammonium et d’acide acétique de pH 4,5
environ est préférentiellement mise en ceuvre.

La dispersion des chaines de copolymeéres de chitine dans la solution
aqueuse est généralement obtenue sous agitation vive, par exemple, au
moyen de tout moyen mécanique approprié, avantageusement avec une
vitesse de 1000 a 2000 rpm.

On assiste, tout d abord a une solubilisation des chaines de
copolymere, mais tres rapidement, les nanoparticules se forment, le plus
souvent, de maniere spontanée. Pour les concentrations trés élevées en
copolymere, un gel est formé au lieu des nanoparticules, notamment pour
des systemes trés concentrés dont la concentration est supérieure & 7 fois
C*. 1l est alors possible de diluer I'échantillon a des concentrations plus
faibles, de fagon a former des nanoparticules. Une fois le gel ou les
nanoparticules formées, la concentration en polymére ne joue un role que
sur la taille, la forme et le nombre des nanoparticules formées. Par

conséquent, il est possible de solubiliser un chitosane de DA 70 %, de DP de
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1 600 a une concentration de 9C* pour former un gel, puis de le diluer pour
former des nanoparticules, par exemple a une concentration égale a 5 fois
C*, puis de redescendre encore cette concentration pour arriver a former des
nanoparticules plus petites, plus sphériques et moins disperses en taille
jusqu’a une concentration inférieure a C*. Pour des concentrations finales
correspondant a 0,1 C*, on peut atteindre des particules de taille trés
petites, par exemple de l'ordre de 50 nm.

Une fois les nanoparticules formées, il est également possible de
diminuer la force ionique de la solution, par exemple jusqu‘a 0,01 mol/L de
sel, avec le méme sel, ou bien il est également possible de changer de sel et
d’utiliser du NaCl par exemple, notamment par transfert de solvant avec une
cellule d'ultrafiltration. Ces variations ont une influence sur la taille, le
nombre et la forme des nanoparticules finales obtenues.

Par ailleurs, les nanoparticules formées sont stables dans le temps,
dans le solvant de formation. Il est possible également de les concentrer par
ultrafiltration sans qu'elles collapsent et il est également possible de les
centrifuger et de les redisperser. De fagon avantageuse, les nanoparticules
obtenues sont isodisperses en diametre, c'est-a-dire que la distribution en
taille d’'un ensemble de nanoparticules obtenue par diffusion laser dynamique
est tres resserrée. Notamment, on obtiendra une dispersion de
nanoparticules dans laquelle au moins 90% des particules ont un diamétre
compris entre le diamétre moyen dsp (diamétre en dessous duquel on trouve
50% de la masse des particules) de la dispersion, plus ou moins 20% du dsy.

Les nanoparticules de chitine selon linvention peuvent comporter une
ou plusieurs molécules dintérét biologique. Les molécules d'intérét
biologique peuvent étre complexées en surface de la nanoparticule ou
piégées dans cette derniere. L'association de la molécule d'intérét biologique
aux chaines copolymeres se fait, par exemple, par force de Van der Wals ou
interaction ionique. La ou les molécules d'intérét biologique peuvent donc
étre introduites soit sur les nanoparticules déja formées, soit lors de leur

préparation. Il est par exemple possible de disperser les chaines de
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copolymeres dans une solution contenant déja une molécule dintérét
biologique.

Les particules formées pourront étre utilisées dans des applications trés
variées dans de nombreux domaines industriels notamment : en médecine
humaine et vétérinaire, cosmétique, chimie, agrochimie, alimentaire. La
molécule d'intérét biologique sera alors choisie en fonction de I'application. A
titre d'exemple, on peut citer, les protéines, ADN, fragments d’ADN,
antibiotiques, hormones, oligoéléments de nature organique ou sous forme
d’ions métalliques ...

Les copolymeres de DA et de DP désirés sont préparés selon la
méthode décrite dans la publication Biomacromolecules, 2005, 6, 131-142.
Les lots présentés au tableau I (lot 114 présentant un DA de 59,9 et de 66,
lot 124 présentant un DA de 59,7 et de 71 et lot 154 présentant un DA de
60,1 et de 70,5 sont dissous dans un tampon acétique
AcOH(0,2M)/AcONH4(0,15M) a différentes concentrations supérieures a C*,
notamment comprises entre 5 et 7 fois C*.

Le pH du tampon acétique est 4,5. Aprés agitation vigoureuse, les
nanoparticules se forment spontanément dans la solution.

Les nanoparticules sont caractérisées en solution par SLS (diffusion de
la lumiere statique) et par DLS (diffusion de la lumiére dynamique) et aprés

élimination de la solution par microscopie électronique a transmission (MET).

Exemple 1 : Formation de nanoparticules de chitosane de taille
comprise entre 450 et 550 nm

Une solution aqueuse d'acide acétique (CH3COOH) et d'acétate d’ammonium
(CH3COONH,) est préparée en mélangeant :

11 mL d'acide acétique et 11,6 g d’acétate d’ammonium dans 1 litre d’eau
distillée désionisée pendant environ 30 min. Le pH final de la solution
obtenue est égal a 4,5.

Une solution de chitosane obtenu par réacétylation, de concentration égale &

7 fois C* est préparée a partir 0,45 g de chitosane de degré de
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polymérisation égal a 2600 et de degré d'acétylation égal & 70% introduit
dans 100 mL de la solution aqueuse décrite ci-dessus. L'ensemble est placé
sous agitation mécanique a 1250 rpm pendant 8 h. Les nanoparticules
obtenues ont un diametre moyen compris entre 450 et 550 nm.
Exemple 2 : Formation de nanoparticules de chitosane de taille
comprise entre 50 et 100 nm
Une solution aqueuse d’acide acétique (CH3COOH) et d’acétate d’ammonium
(CH3COONH,) a pH 4,5 est préparée comme dans I'exemple 1.
Une solution de chitosane obtenu par réacétylation, de concentration égale a
9 fois C* est obtenue en partant de 0,58 g de chitosane de degré de
polymérisation égal a 2600 et de degré d'acétylation égal & 70% introduit
dans- 100 mL de la solution aqueuse dacide acétique et d'acétate
d'ammonium décrite dans I'exemple 1. L'ensemble est placé sous agitation
mécanique a 1250 rpm pendant 8 h. Cette solution est ensuite diluée en
ajoutant 900 mL (C= 0,9 C*) de la solution aqueuse a pH=4,5 a la solution
précédente. L'ensemble est agité pendant une heure. On obtient alors des
nanoparticules de diametre moyens compris entre 50 et 100 nm.

La taille, la dispersion et la forme des nanoparticules obtenues aux
exemples 1 et 2 ont été appréciées par microscopie électronique 3
transmission, et les données obtenues confirment la taille analysée en

diffusion statique et dynamique de la lumiére.
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REVENDICATIONS

1 - Procédé de préparation de nanoparticules de chitine dans lequel des
chaines copolymére de glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liés par
une liaison B,(1—4), qui présentent un degré moyen d'acétylation DA
supérieur ou égal a 50 % et un degré de polymérisation moyen en poids DP,,
supérieur ou égal a 1500, sont dispersées a une concentration C au moins
€gale a la concentration C* d’enchevétrement des chaines copolyméres, dans
une solution aqueuse dont le pH est compris entre 1 et 8, la dite solution
étant obtenue par mélange en solution aqueuse d’un acide et d’un sel.

2 - Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'acide est
choisi parmi l'acide chlorhydrique, |'acide perchiorique, I'acide acétique,
I'acide formique, l'acide chloroacétique, l'acide citrique, l'acide picrique,
I'acide ascorbique et les acides gras comprenant jusqua 12 atomes de
carbone.

3 - Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que lacide est
I'acide acétique.

4 - Procédeé selon 'une des revendications 1 a 3, caractérisé en ce que le
sel est un sel de l'acide chlorhydrique, de I'acide perchlorique, de I'acide
acetique, de I'acide formique, de I'acide chloroacétique, de l'acide citrique, de
I'acide picrique, de I'acide ascorbique ou d’un acide gras comprenant jusqu’a
12 atomes de carbone.

5 - Procedé selon la revendication 4, caractérisé en ce que le sel est
I'acétate d’ammonium.

6 - Procédé selon I'une des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que la
solution aqueuse contient de 0,05 a 5 mol/L de sel, de préférence de 0,1 a
0,5 mol/L de sel.

7 - Procédé selon I'une des revendications 1 a 6, caractérisé en ce que la
solution agueuse présente un pH compris dans la gamme allant de 2 & 7,5,
de préférence dans la gamme allant de 4,5 & 7,5.

8 - Procedé selon I'une des revendications 1 & 7, caractérisé en ce que les

chaines de copolymeres sont statistiques.
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9 - Procéde selon |'une des revendications 1 a 8, caractérisé en ce que les
chaines de copolymeres présentent un indice de polymolécularité Ip inférieur
a 2, de préférence inférieur a 1,6 et préférentiellement inférieur a 1,3.

10 - Procedé selon I'une des revendications 1 & 9, caractérisé en ce que
la concentration C est comprise dans la gamme allant de 5 fois C* & 10 fois
C*.

11 - Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que la
concentration C est comprise dans la gamme allant de 6 fois C* & 7 fois C*.

12 - Procédé selon l'une des revendications 1 a 11, caractérisé en ce que
la concentration C est inférieure ou égale a 7 fois C*, |apparition de
nanoparticules se faisant alors spontanément.

13 - Procédé selon l'une des revendications 1 & 12, caractérisé en ce
gu’apres apparition de nanoparticules, la concentration C en copolymére est
abaissée par dilution.

14 - Procédé selon l'une des revendications 1 a 10, caractérisé en ce que

~la concentration C est supérieure a 7 fois C*, et en ce quaprés apparition

d’un gel ou de nanoparticules, la concentration C en copolymére est abaissée
par dilution.

15 - Procédé selon la revendication 13 ou 14, caractérisé en ce que la
dilution est choisie, de fagon a ajuster la taille des nanoparticules.

16 - Procédé selon 'une des revendications 1 a 15, caractérisé en ce que
les nanoparticules formées présentent un diamétre compris entre 50 nm et 1
Km.

17 - Nanoparticules susceptibles d'étre obtenues selon le procédé tel que
défini a I'une des revendications 1 a 16.

18 - Vecteurs de molécules d'intérét biologique comportant des
nanoparticules selon la revendication 17 en association avec au moins une

molécule d'intérét biologique.
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FIG.1

DA =70 %, DP =2 200 DA =70 %, DP =2 600

FIG.2

] . s
Concentration polymere > C*

Concentration polymeére < C*, aprés dissolution de la
solution précédente

FIG.3
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