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INTRODUCTION

Les émulsions doubles sont des systémes encore peu utilisés en pharmacie mais dont 1’intérét
grandi avec I’augmentation des principes actifs hydrosolubles et peu perméables. Ces émulsions sont
composées d’une phase interne contenant généralement le principe actif, d’une phase intermédiaire
agissant comme une membrane et d’une phase externe. Les plus intéressantes sont les émulsions eau
dans huile dans eau (W/O/W) car elles permettent d’encapsuler des molécules solubles dans 1’eau.
De plus, leur phase externe aqueuse permet une utilisation et une administration facilitée par leur

faible viscosité.

A Theure actuelle, il n’existe pas de médicament commercialisé sous la forme d’émulsion
double. En effet, ces systemes sont particulierement instables et ne permettent pas une durée de con-
servation suffisante pour leur commercialisation. Ainsi, plusieurs voies ont ¢té¢ explorées afin de ré-
soudre ce probléme de stabilité : augmenter la viscosité de la phase intermédiaire, utiliser de nou-

velles familles de molécules stabilisant I’émulsion, etc.

L’une de ces méthodes fait appel a un domaine encore peu connu dans 1’industrie pharmaceu-
tique : la microfluidique. Cette science, relativement jeune, a pu se développer grace aux besoins de
I’analytique, de la biologie moléculaire et de la micro-¢électronique. Les phénomenes physiques dé-
crivant les écoulements en microcanaux et la formation des gouttelettes en écoulement polyphasiques
sont de mieux en mieux connus et permettent la formulation d’émulsions aux propriétés clairement
définies. En diminuant les dimensions des systémes de formation des émulsions, il est possible de
créer des gouttelettes individuelles parfaitement calibrées tout en réduisant fortement 1’énergie né-
cessaire a la production des émulsions. Le résultat obtenu est une émulsion multiple monodisperse
dont la taille des gouttes est maitrisée. Ainsi, la microfluidique intéresse de plus en plus I’industrie

pharmaceutique et permettrait d’envisager de nouvelles formes galéniques.

Les recherches portant sur la fabrication d’émulsions doubles par des systemes microflui-
diques sont en plein développement. Cette technique est utilisée dans le but de créer des médica-
ments a libération contrdlée et permettant de protéger les principes actifs lors du passage dans le trac-
tus digestif. C’est également une méthode utilisée en tant qu’intermédiaire de formulation afin de

former des microcapsules ainsi que des systémes vésiculaires (liposomes, polymérosomes).

Dans cette étude, nous avons cherché a développer nos propres systémes microfluidiques afin
de former des émulsions doubles permettant d’envisager ces formes dans de nouvelles applications

pharmaceutiques. La principale difficulté a résidé dans la nécessité¢ de former des systémes aux pro-
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priétés de surface contrdlées. Les systemes devaient présenter une hydrophilicité variable en fonction
du type de phase qui était en contact avec les parois. Nous avons donc réalisé différents traitements
de surface (hydrophiles et hydrophobes) sur différents matériaux. Les mesures d’angle de contact ont
permis de caractériser les surfaces et d’étudier la stabilité¢ des traitements effectués. Nous avons en-
suite choisi le traitement approprié et I’avons adapté afin de ne traiter que les zones du systéme sou-
haitées tout en protégeant les zones restantes. Nous avons enfin pu réaliser des émulsions doubles

afin de prouver I’efficacité de nos systeémes.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1 LES EMULSIONS DOUBLES

1.1 Caractérisation des émulsions doubles

1.1.1 Définition

Les émulsions sont des préparations généralement liquides, destinées a étre administrées
telles quelles ou a étre utilisées comme excipient. Elles sont constituées par la dispersion d'un liquide
sous forme de globules dans un autre liquide non miscible. Le liquide sous forme de gouttelettes est
appelé phase dispersée, phase discontinue ou phase interne. L’autre liquide est appelé phase disper-
sante, phase continue ou phase externe. Généralement, I'une des phases est hydrophobe, c’est la
phase huileuse ou organique. L’ autre phase est hydrophile, c’est la phase aqueuse. Chacune des deux

phases peut contenir un ou plusieurs principes actifs ainsi que divers adjuvants.
Le Tableau I présente les symboles affectés a chaque phase.

Tableau I : Symboles descriptifs des émulsions

Phase lipophile Phase hydrophile

Symbole Signification Symbole Signification
L Lipophile H Hydrophile
H Huile E Eau
o Oil w Water

Les émulsions multiples sont des émulsions d’émulsions. On distingue la phase interne, la
phase intermédiaire et la phase externe. Chaque phase peut contenir des principes actifs différents,
ceci permet de conjuguer des molécules incompatibles : I'une dans la phase interne et ’autre dans la
phase externe. Ces émulsions peuvent également assurer la protection d’un principe actif ou séparer
des ingrédients solubles ne devant pas étre en contact (Garti, 1997). On envisage de plus en plus de
les utiliser dans le développement de médicaments a libération modifiée ou comme intermédiaire de

formulation pour la préparation de microcapsules ou des systémes vésiculaires.
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1.1.2 Description

Les émulsions sont caractérisées par différents paramétres que nous allons maintenant détail-

ler :

- Leur aspect ;

- Leur concentration ;

- Leur granulométrie ;
- Leur aire interfaciale ;
- Leur rhéologie ;

- Leur texture.

Puis nous verrons les spécificités des émulsions multiples (Doumeix, 2011).

Aspect

L’aspect des émulsions est un caractere organoleptique dépendant de :

- Lataille des gouttelettes de phase dispersée ;

- La concentration de I’émulsion ;

- Le rapport d’indice de réfraction entre les phases.

L’aspect de I’émulsion dépend du rapport entre lumiére transmise et lumiere diffusée. Plus la

taille des gouttelettes est grosse, plus la diffusion est importante et plus I’émulsion présentera un as-

pect opalescent, blanc. Dans le cas des micro-émulsions, le systéme est translucide. Le Tableau II

nous montre I’aspect des émulsions en fonction de la taille des globules.

Tableau II : Taille des gouttes et aspect des émulsions

Taille des gouttelettes = Aspect de ’émulsion

> 100 pm Gouttes visibles
10 — 100 pm Blanc laiteux
0,1 =10 um Opalescent

<0,1 um Translucide
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Concentration

Le terme de « concentration de I’émulsion » se rapporte en fait a la concentration de la phase
dispersée. Cette concentration est mesurée par la fraction volumique de phase dispersée ou taux de
rétention.

Vb

b=—"
Vp + Ve
Avec Vp le volume de phase dispersée et V¢ le volume de phase continue.

Ce parametre est déterminant pour la stabilité de 1’émulsion, sa fabrication et ses propriétés
macroscopiques. En effet, il est représentatif des interactions observées entre gouttelettes. Trois types

d’émulsions sont définis par ce parameétre (Tableau III) :

Tableau III : Type d'émulsion en fonction de la concentration

()] Type d’émulsion

<0,2 Emulsion diluée
[0,2;0,74 ] Emulsion concentrée
> 0,74 Emulsion trés concentrée

Les émulsions concentrées (© > 0,3) présentent des interactions non-négligeables entre les
gouttelettes, ce qui leur confeére des propriétés rhéologiques particulieres. Les gouttelettes ne sont

alors plus sphériques mais facettées.
Granulométrie

La granulométrie définit la taille des gouttelettes de phase dispersée. On définit une distribu-
tion de taille et un diametre moyen. La distribution peut étre monomodale ou bimodale, monodis-

perse ou polydisperse (cas le plus courant).

La distribution de taille est continue, cependant les données sont généralement exprimées en
classes granulométriques (Figure 1). Les résultats peuvent étre exprimés en nombre de gouttes par
classe (n;) ou en fréquence (f;). Il est possible de modéliser les distributions granulométriques par une

loi log-normale.
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40 -
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Drop Diameter (um)
Figure 1 : Exemple de distribution granulométrique en volume d’une émulsion double W/O/W (Garti & Aserin, 1996)

Nous pouvons également utiliser le pourcentage en surface et le pourcentage en volume pour
représenter I’émulsion. La représentation cumulative est également utilisée. Nous obtenons ainsi une
courbe en S variant de 0% a 100%. Le diametre correspondant a 50% des particules est appelé dia-

metre médian.

L’une des notions importantes pour définir la granulométrie de I’émulsion est le diametre
moyen. Nous pouvons définir ce diamétre moyen différemment en fonction de ce que nous voulons

faire ressortir.

- Le « nombre-longueur » noté d;o correspond a la moyenne arithmétique des diamétres des
particules. C’est le diamétre moyen de la distribution en nombre.

- Le «diametre de Sauter » noté ds, correspond au diameétre moyen de la distribution en
surface. Il est proportionnel au rapport entre le volume total (Vi) des particules (considé-
rées sphériques) et leur surface totale (So).

_ 6Viot _ Yin.d;
Stot i diz

d32

- Le diamétre moyen en volume noté d4; est le plus sensible a la présence des grosses parti-
cules. Le suivi de ce parameétre permet de mettre en évidence les phénomenes de flocula-

tion ou de crémage. Il permet donc de vérifier la stabilité de I’émulsion.
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L’autre parametre important est la largeur de la distribution. Il correspond a I’écart-type

VV = {/¥;(V; — V)2 de la distribution exprimé en volume de gouttes et nous renseigne sur la disper-
sion de la taille des gouttelettes. Le caractére monodisperse ou polydisperse de la population est éva-
lué en rapportant 1’écart-type au diamétre moyen. Si le rapport VV/d est inférieur & 10%, I’émulsion
est considérée comme monodisperse. Ce paramétre influe notamment sur les propriétés rhéologiques

de la préparation.

Aire interfaciale

L’aire interfaciale (A) correspond a I’aire des particules calculée a partir du diametre de Sau-

ter :
A= Tt. d%z

Nous définissons également une aire interfaciale spécifique (a), qui correspond a I’aire inter-
faciale rapportée a une unité de volume.

6D

a =——
ds;

Cette grandeur permet de déterminer la quantité¢ d’émulsifiant et 1’énergie a fournir pour

I’émulsification. Plus I’aire interfaciale est grande, plus le procédé a été efficace.

Rhéologie

La rhéologie est I’étude des écoulements soumis a des contraintes mécaniques. Entre le fluide
newtonien (fluide idéal dont la viscosité ne dépend pas du cisaillement) et le solide élastique (solide
qui se déforme sous sollicitation, qui reprend sa forme initiale en I’absence de contrainte, mais qui ne
s’écoule pas) se situent les fluides visco-¢lastiques. Les émulsions font partie des fluides au compor-
tement intermédiaire : les fluides viscoélastiques. La viscosité de la préparation détermine son condi-
tionnement, son utilisation et certains caractéres organoleptiques. La rhéologie est déterminée par la

composition et la structure de 1’émulsion.

La viscosité dynamique du systeme est étudiée en imposant une contrainte de cisaillement.
En faisant varier la contrainte, nous obtenons des rhéogrammes permettant de caractériser le fluide.
Si la viscosité ne dépend pas de la contrainte, le fluide est Newtonien, si sa viscosité augmente avec
la contrainte il est rhéoépaississant et si elle diminue avec la contrainte il est rhéofluidifiant. Il existe
d’autres cas plus complexes comme les fluides a seuim (se comportant comme des solides élastiques

en dessous d’un seuil de contrainte pouvant induire 1’écoulement) ou les fluides thixotropes (dont la
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viscosité dépend de « I’histoire » du fluide). La Figure 2 nous illustre les différents types de fluide

que nous pouvons observer.

Contrainte = Fluide newtonien

A
Fluide rhéofluidifiant

r Fluide rhéoépaississant

-~ Fluide a seuil

[
Cd

——  Fluide thixotrope
Viscosité

Contrainte Contrainte

A A

> ~
z Cd

Viscosité Viscosité
Figure 2 : Comportement rhéologique des émulsions
La viscosité d’une émulsion dépend a la fois de paramétres propres a sa composition :
- Sa concentration ;
- Sa granulométrie (les émulsions fines et monodisperses sont plus visqueuses) ;
- La viscosité de la phase continue ;

- Satension interfaciale ;

- La viscosité de la phase dispersée ;
Et des parameétres extérieurs :

- Latempérature ;

- L’historique de cisaillement (notamment dans le cas des fluides thixotropes).
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Texture

La notion de texture est généralement employée pour les solides. Cependant, les émulsions
ont un comportement intermédiaire entre le fluide et le solide. L’étude de texture se rapporte donc a
I’étude de I’ensemble des propriétés mécaniques (a 1’exception de la viscosité). Ces études permet-

tent de définir les caractéristiques sensorielles de la formule.

Cas des émulsions multiples

Les émulsions multiples sont généralement composées de trois phases. Il est donc nécessaire
de définir des parametres supplémentaires afin de décrire le systeme dans sa globalité. Ces para-
metres sont notamment le diamétre des gouttelettes internes (W/O), celui des globules d’émulsion
secondaire (W/O/W), la fraction volumique des gouttelettes d’eau dans les globules d’huile et la

fraction volumique des globules d’huile dans la phase externe.

1.1.3 Controles réalisés

Comme toute forme galénique, les émulsions doubles sont soumises a un certain nombre de
controles. En I’absence de monographie a la Pharmacopée Européenne, nous pouvons tout de méme
référencer un certain nombre de contréles qui sont classiquement employés pour les émulsions

simples.

Les controles réalisés sur les émulsions sont : le sens de I’émulsion, 1’analyse granulomé-

trique, la stabilité physique, I’étude rhéologique et la texture (Salager, 2000).

Sens de [’émulsion

Le sens d’une émulsion (W/O ou O/W) peut étre déterminé de trois manieres. La conductimé-
trie est la plus courante. Elle consiste a mesurer la conductivité de la phase continue. Une phase
aqueuse contenant un surfactant ionique comme le SDS peut présenter une conductance supérieure

ou égale a 1 mS. En revanche, celle d’une phase lipophile est presque nulle.

Deux autres tests rapides sont référencés : la lavabilité a I’eau et la méthode des colorants. La
lavabilité a I’eau est un test simple et rapide. Une petite quantité d’émulsion est déposée sur la peau.
Si I’émulsion se rince facilement a I’eau, cela signifie qu’elle est de type O/W. Enfin la méthode des
colorants est basée sur la diffusion de poudres de colorants dans un échantillon. Un colorant hydro-
phile et un lipophile sont utilisés. Le colorant qui réussit a diffuser dans I’émulsion nous informe de

la composition de la phase externe.
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Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique permet de déterminer la taille et la dispersité des gouttelettes. La
technique principale utilisée est la granulométrie laser. En général, il est nécessaire de diluer
I’échantillon afin d’obtenir un échantillon analysable. Cependant il faut veiller & ne pas descendre en
dessous de la concentration micellaire critique (CMC) des tensioactifs pour ne pas déstabiliser
I’émulsion et fausser les résultats. L une des possibilités, notamment utilisée pour les mesures effec-
tuées avec le mastersizer (Malvern) est de diluer I’émulsion dans la phase continue et non dans 1’eau

distillée.

Stabilité physique

La stabilité de I’émulsion est étudiée en temps réel et en temps accéléré. La mesure en temps
réel consiste a vérifier le maintien de la dispersion dans des conditions normales de stockage afin
d’en observer le vieillissement naturel. L’étude en temps accéléré consiste en revanche a stocker la
solution dans des conditions de stress (température élevée, variations de température, accélération

centrifuge) afin d’observer une démixtion plus rapidement.

Rhéologie

L’¢tude rhéologique permet de quantifier la viscosité de I’émulsion en fonction des con-
traintes de cisaillement appliquées. La viscosité qui est généralement renseignée est la viscosité¢ au

repos.
Texture
Les études de texture comprennent entre autres la fermeté, la cohésion, I’adhérence et

I’élasticité.

1.2 Molécules assurant la stabilisation des émulsions

Les émulsions sont par nature des systémes hors équilibre thermodynamique. Il est donc né-
cessaire de recourir a des molécules permettant de les stabiliser. Afin d’assurer cette fonction, il est
possible d’agir sur I’interface entre les phases a 1’aide d’émulsifiants, ou de modifier la viscosité de

la phase externe grace aux agents de viscosité.
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1.2.1 Les tensioactifs

Les tensioactifs (également appelés surfactants ou agents de surface) sont les molécules
émulsifiantes les plus utilisées. Elles sont classées par leurs propriétés chimiques ou physicochi-

miques (Larpent, 1995).

Roles dans la stabilisation des émulsions

Les tensioactifs sont de petites molécules amphiphiles ayant des propriétés émulsifiantes. De
par la présence d’un pdle hydrophile et d’un pdle lipophile, ces molécules se placent a I’interface
entre les phases de I’émulsion. Du c6té hydrophile de I’interface, le tensioactif établit des liaisons
hydrogenes et des liaisons ioniques avec la phase aqueuse. Du c6té lipophile, la molécule établit des
liaisons de Van der Waals et des interactions hydrophobes avec la phase grasse. Cette disposition
permet de diminuer la tension interfaciale du systéme, ce qui favorise 1’émulsification (diminution de

I’énergie a apporter) et stabilise I’émulsion.

D’autres phénomenes interviennent sur la stabilisation par les tensioactifs. C’est le cas par
exemple des tensioactifs non ioniques a longue chaine hydrophile qui stabilisent le systéeme par ré-
pulsion stérique. Nous pouvons €galement citer le cas des tensioactifs ioniques qui s’opposent au

rapprochement des gouttelettes par répulsion €lectrostatique.

Classification chimique

Les tensioactifs sont répartis en deux classes chimiques : les tensioactifs ioniques et non io-

niques. Cette classification est réalisée en fonction de la structure du pole hydrophile.

En ce qui concerne les tensioactifs ioniques, la charge du pole hydrophile dépend du pH. Leur
utilisation est donc limitée a certaines conditions physicochimiques, ce qui rend leur utilisation
moins courante. Nous distinguons les tensioactifs anioniques et cationiques. Parmi les émulsifiants
utilisés en pharmacie, les sels alcalins et les alkylsulfates sont des tensioactifs ioniques. Il est impor-

tant de savoir que ces molécules sont incompatibles entre elles car elles forment des complexes inso-

lubles.

Les tensioactifs non ioniques sont plus courants car leurs propriétés ne dépendent pas du pH.
Ils sont en général classés en fonction de la nature de la liaison entre le pdle hydrophile et le pdle

lipophile (esters de polyéthylene glycol, monoglycérides, esters de sorbitane, etc).

Classification physicochimique

Les tensioactifs peuvent également étre classés en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques. Ces propriétés sont exprimées au travers d’un nombre adimensionnel : le HLB (Hydro-
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philic-Lipophilic Balance). Le HLB représente le pourcentage en masse du pole hydrophile par rap-
port a la masse du tensioactif. La premiére échelle établie par Griffin (Griffin, 1949) permettait de
classer les tensioactifs entre 0 et 20. Une autre échelle, basée sur la contribution des différents poles,

a été ensuite développée par Davies (Davies, 1957). Cette échelle s’étend aux tensioactifs ioniques et

permet d’obtenir des valeurs de HLB allant jusqu’a 50.

La classification des tensioactifs selon leur HLB nous donne une indication sur leur role
(Tableau IV) :

Tableau IV : Role des tensioactifs en fonction de leur HLB

Réle ’
3-6 Emulsifiant W/O
7-9 Mouillant
8-18 Emulsifiant O/W
13-15 Détergeant
15-18 Solubilisant

Comportement en solution

En solution, les tensioactifs sont susceptibles de s’organiser spontanément en différentes

structures : les micelles, les micelles inverses et les bicouches (Figure 3).

b <ff' ¢ °®
£ e
Y
N 888ee
Micelles Micelles inverses Bicouche

Figure 3 : Organisation des tensioactifs en solution

L’organisation prise dépend de la concentration en tensioactif de la phase externe et de la
température (Figure 4). La conformation en micelles se forme a partir de la concentration micellaire
critique (CMC) et de la température de Krafft (Ty). Si la formulation se situe sous la CMC, le film

interfacial n’est pas saturé en tensioactifs et la stabilisation du systéme est insuffisante. Au-dessus de
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la CMC, le systeme est stable car saturé¢ en tensioactif. De plus, ’exces de tensioactif peut apporter

des propriétés intéressantes pour la formule (propriétés solubilisantes des micelles).

Concentration en tensioactif

N

Cristaux +

Micelles +
eau

eau

CMC  f------

Monomeéres +
eau

Y

T Température

Figure 4 : Diagramme de phase simplifié d'un tensioactif

1.2.2 Biopolymeres amphiphiles

La stabilisation par les biomolécules s’effectue grace a leur interaction avec les surfactants
hydrophobes. Le complexe formé se comporte comme un film qui rend I’interface élastique donc
plus difficile a rompre. Le film améliore la résistance mécanique et diminue les phénomenes de coa-

lescence par ’encombrement stérique des molécules (Garti & Bisperink, 1998).

Pour jouer le role d’émulsifiant, un biopolymeére doit avoir une proportion de groupements
hydrophiles et lipophiles équilibrés. Les principaux biopolymeéres utilisés sont des protéines ou des

polyosides greffés.

Les protéines

Les protéines peuvent jouer un rdle de stabilisateur des émulsions. Pour cela, il faut que les

radicaux hydrophiles et hydrophobes soient répartis de maniere a remplir leur rdle.

Leur pouvoir stabilisant est exprimé par ’index d’activité émulsifiante (EAI) exprimant I’aire
interfaciale par unité de masse de protéine. Ce parametre dépend de la température, du pH et de la
force ionique du milieu. En effet, la dénaturation des protéines favorise leur pouvoir stabilisant. Les
dénaturations partielles tendent a augmenter les interactions hydrophobes, alors que les dénaturations

brutales favorisent les agglomérats.
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Les polyolosides

Ces molécules sont naturellement hydrophiles, mais peuvent étre greffées avec des composés
hydrophobes. Leur activité reste toutefois assez faible, ils doivent donc étre utilisés a forte concentra-

tion.

1.2.3 Solides finement divisés

Il est possible d’utiliser des poudres insolubles dans les deux phases comme émulsifiant
(Pickering, 1907). Les particules vont se positionner a I’interface et ainsi limiter le phénomene de
coalescence. Les émulsions stabilisées par cette technique sont appelées émulsions de Pickering. Les
particules utilisées sont principalement d’origine minérale (talc, etc.) et peuvent €tre fonctionnalisées

pour les rendre amphiphiles.

1.2.4 Additifs de viscosité

La stabilisation de I’émulsion peut également étre obtenue par augmentation de la viscosité
de la phase continue. Le choix de I’additif dépend de la nature de cette phase (Florence & Whitehill,
1982).

Les additifs W/O les plus employés sont les hydrocolloides. Ils permettent de stabiliser la
phase aqueuse a faible concentration grace a leurs propriétés €paississantes ou gélifiantes. La plupart
sont des glucides (gomme arabique, agar, amidons), mais il existe également des protéines (gélatine)

ou des molécules de synthese (polymeres carboxyvinyliques) pouvant remplir ce role.

Les additifs O/W sont majoritairement synthétiques ou semi-synthétiques (silices col-
loidales). Ils sont moins employés que les additifs W/O car les phases huileuses ont une viscosité
plus ¢élevée que I’eau et qu’il est souvent plus facile de modifier la composition de la phase grasse

plutot que d’ajouter des additifs de viscosité.

1.3 Formulation

La premiére étape de la formulation consiste a choisir les différentes phases de 1I’émulsion.
Les phases hydrophiles sont toujours aqueuses, mais la phase grasse peut étre variable. Le choix de
cette phase dépend a la fois des propriétés physico-chimiques souhaitées de 1I’émulsion, du contexte
réglementaire, du colt et de I’aspect marketing. I1 faut ensuite choisir les émulsifiants appropriés afin
d’obtenir une stabilité optimale. Dans le cas des émulsions fines et notamment des microémulsions,

il est nécessaire de travailler avec des couples de tensioactifs.
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La quantité de tensioactifs employés dépend de la taille des gouttelettes que 1’on souhaite ob-
tenir, de la stabilité¢ voulue et de I’efficacité du procédé d’émulsification. Dans le cas des émulsions
doubles, un premier tensioactif hydrophile est utilisé en large excés (10-30% de la phase aqueuse) en
association avec un co-surfactant hydrophobe a faible concentration (0,5-5% de la phase organique).
Ce systéme peut encore étre amélioré par les autres molécules de stabilisation que nous venons de

voir (Garti & Aserin, 1996).

1.3.1 Méthodes de formulation

Regle de Bancroft

Cette regle énoncée en 1913 permet de prévoir le sens d’une €émulsion en fonction de

I’affinité du tensioactif employé comme émulsifiant (Bancroft, 1913).

D’apres cette regle, la phase continue sera celle ayant le plus d’affinité avec le tensioactif. En
d’autres termes, un composé hydrophile permettra de former des émulsions O/W, alors qu’un com-

posé hydrophobe formera des émulsions W/O.

Il existe toutefois des exceptions a cette regle. C’est notamment le cas avec les tensioactifs

dont les propriétés varient avec la température ou dans le cas des émulsions trés concentrées.
Méthode HLB

La méthode HLB basée sur la classification mise au point en 1949 par Griffin (Griffin, 1949)
permet d’orienter le choix des tensioactifs. Son but est de déterminer la formulation la plus stable
sans avoir a réaliser un nombre trop important d’essais. L’ hypothése de base qui est réalisée stipule
que pour une phase grasse donnée, il existe un HLB optimal permettant d’obtenir une stabilité

maximale.

En général, les tensioactifs sont utilisés en mélange, ce qui permet d’ajuster la valeur de HLB
du systeme. La notion de HLB requis par la phase grasse est également introduite. Ce parametre est
déterminé expérimentalement en préparant plusieurs systemes dont le seul paramétre variable est la
valeur de HLB du mélange de tensioactifs. Afin d’obtenir une stabilité optimale, le HLB requis de la

phase grasse doit étre égale au HLB du mélange de tensioactifs selon la formule :
HLB,equis = x.HLB; + (1 — x).HLB,

Avec x la proportion massique du tensioactif 1, HLB; le HLB de ce tensioactif et HLB, le

HLB du second tensioactif.
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Le couple choisi doit comporter une espeéce hydrophobe (HLB < 10) et une espéce hydrophile
(HLB > 10) qui sont compatibles entre elles. Cependant, cette méthode néglige beaucoup de para-
metres comme la température, la force ionique ou la stabilité¢ de I'interface. De plus, I’efficacité du
procédé n’est pas prise en compte non plus. Il est donc indispensable de réaliser des essais de formu-

lation.

Rapport R de Winsor

En 1954, Winsor synthétisa ses travaux sur les systémes comportant des tensioactifs (Winsor,
1954). 11 explique que le comportement des systémes eau / huile / surfactant peut étre prédit par le
calcul du rapport R. Ce rapport compare les interactions eau — surfactant aux interactions huile —
surfactant. On distingue trois types de comportement dépendant du rapport R et menant a trois dia-

grammes de phases (Figure 5) :

- Si R est inférieur a 1, Dinteraction moléculaire du surfactant se fait préférentiellement
avec la phase eau. La majorité des molécules de surfactant se situe dans cette phase. Nous
obtenons un diagramme de Winsor de type I.

- Si R est supérieur a 1, D’interaction moléculaire du surfactant se fait préférentiellement
avec la phase huile. La majorit¢ des molécules de surfactant se situe dans cette phase.
Nous obtenons un diagramme de Winsor de type II.

- Si R est égal a 1, I’interaction moléculaire est équilibrée entre la phase eau et la phase
huile. Il existe alors une zone triphasique constituée d’une micorémulsion comportant la
majorité du surfactant, une phase eau et une phase huile presque pures. Nous obtenons un

diagramme de Winsor de type III.
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Diagramme de Winsor Diagramme de Winsor Diagramme de Winsor
de type | de type Il de type Il
R<1 R>1 R=1

[ ‘tphase
2 phases
:l 3 phases

Figure 5 : Diagrammes de Winsor (Salager, et al., 2001)

Ces travaux montrent que le comportement de ces systémes dépend en fait du rapport
d’interactions entre le surfactant et son environnement. Cependant, le rapport R ne peut pas étre cal-

culé ni déterminé expérimentalement.
Méthode HLD

Afin de compléter le concept de formulation des émulsions, Salager a développé le concept

de HLD (Hydrophilic-Lipophilic Deviation) en 2001 (Salager, et al., 2001).

Le HLD est un nombre sans dimension pouvant s’exprimer de maniére différente en fonction

du type de tensioactif. Si celui-ci est ionique, le HLD s’exprime :
HLD = o + In(sel) + kACN + tAT + aA
S’il est non ionique, il s’exprime :
HLD = a — EON + bsel — kACN + tAT + aA
Avec : EON : nombre de groupes « oxyde d’éthyléne » des surfactants non ioniques éthoxylés
sel : la salinité du milieu en pourcentage massique de NaCl
ACN : le nombre d’atomes de carbones dans la molécule de n-alcane
AT : la différence de température par rapport a la température de référence (25°C)
A : le pourcentage pondéral de I’alcool éventuellement ajouté

%, a, k, t : des parameétres caractéristiques du surfactant
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a : la constante caractéristique de 1’alcool et du type de surfactant
b : la constante caractéristique du sel éventuellement ajouté

L’avantage de ce concept est qu’il permet de comparer de maniére quantitative 1’influence

des différents parametres.

1.3.2 Composition des émulsions multiples

Les émulsions multiples sont composées d’une phase interne, d’une phase intermédiaire,

d’une phase externe et de divers excipients permettant d’assurer la stabilité du systéme.

La plupart des solvants lipophiles utilisés dans les émulsions simples peuvent entrer dans la
composition des phases huileuses. La concentration a peu d’importance. En revanche, il est néces-

saire de prendre en compte la densité et la viscosité de ces solvants.

Pour le choix des agents de surface, il vaut mieux privilégier les agents non ioniques. Ces sur-

factants doivent répondre a deux impératifs :

- Respecter un équilibre des concentrations entre les agents hydrophiles et lipophiles afin
d’empécher qu’ils se solubilisent et déstabilisent ainsi I’émulsion ;

- Garder une valeur de HLB limitée afin d’éviter I’inversion de phase.

Les phases aqueuses sont toujours constituées d’eau. Il est possible d’y ajouter des sels ou des
sucres afin de servir de traceur. Le suivi du passage de ces molécules dans la phase externe nous ren-

seigne sur la stabilité de I’émulsion.

Enfin il est possible d’ajouter des additifs a la formulation afin de modifier les propriétés des
phases. Nous notons notamment 1’emploi de sérum albumine, de dérivés cellulosiques ou de dérivés
vinyliques dans la phase aqueuse ; ’emploi d’alcools gras ou de stéarate d’aluminium dans la phase
huileuse et ’emploi de monomeres destinés a étre polymérisés dans les mélanges de tensioactifs (De

Luca, et al., 1991).

Le Tableau V nous indique les différents excipients autorisés dans la formulation des émul-

sions, ainsi que leurs réles (Rowe, et al., 2009).
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Tableau V : Excipients utilisables pour la préparation des émulsions pharmaceutiques

Acacia Emulsifiant
Agar Emulsifiant
Anionic emulsifying wax Emulsifiant
Calcium alginate Emulsifiant
Calcium stearate Emulsifiant
Carbomers Emulsifiant
Carboxymethylcellulose calcium Emulsifiant
Carrageenan Emulsifiant
Cellulose, microcrystalline and carboxymethylcellulose sodium Stabilisant

Cetostearyl alcohol Emulsifiant
Cetyl alcohol Emulsifiant
Cholesterol Emulsifiant
Colloidal silicon dioxide Stabilisant

Diethanolamine Emulsifiant
Ethylene glycol palmitostearate Emulsifiant
Glycerin monostearate Emulsifiant
Glyceryl monooleate Emulsifiant
Hectorite Emulsifiant
Hydrophobic colloidal silica Stabilisant

Hydroxypropyl cellulose Emulsifiant
Hydroxypropyl starch Emulsifiant
Hypromellose Stabilisant

Hypromellose Emulsifiant
Lanolin Emulsifiant
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Lanolin alcohols Emulsifiant
Lanolin, hydrous Emulsifiant
Lauric acid Emulsifiant
Lecithin Emulsifiant
Linoleic acid Emulsifiant
Medium-chain triglycerides Emulsifiant
Methylcellulose Emulsifiant
Mineral oil and lanolin alcohols Emulsifiant
Monobasic sodium phosphate Emulsifiant
Monoethanolamine Emulsifiant
Myristic acid Emulsifiant
Myristyl alcohol Stabilisant

Nonionic emulsifying wax Emulsifiant
Octyldodecanol Emulsifiant
Oleic acid Emulsifiant
Oleyl alcohol Emulsifiant
Palmitic acid Emulsifiant
Pectin Emulsifiant
Phospholipids Stabilisant

Phospholipids Emulsifiant
Poloxamer Emulsifiant
Poly(methylvinyl ether/maleic anhydride) Stabilisant

Polycarbophil Emulsifiant
Polyethylene glycol Stabilisant
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Polyoxyethylene alkyl ethers Emulsifiant
Polyoxyethylene castor oil derivatives Emulsifiant
Polyoxyethylene sorbitan fatty acid esters Emulsifiant
Polyoxyethylene stearates Emulsifiant
Polyoxylglycerides Emulsifiant
Potassium alginate Emulsifiant
Propylene glycol alginate Emulsifiant
Safflower glycerides Emulsifiant
Saponite Emulsifiant
Self-emulsifying glyceryl monostearate Emulsifiant
Sodium borate Emulsifiant
Sodium citrate dihydrate Emulsifiant
Sodium lactate Emulsifiant
Sodium lauryl sulfate Emulsifiant
Sorbitan esters Emulsifiant
Stearic acid Emulsifiant
Sunflower oil Emulsifiant
Tragacanth Emulsifiant
Triethanolamine Emulsifiant
Vitamin E polyethylene glycol succinate Emulsifiant
Xanthan gum Emulsifiant
Zinc acetate Stabilisant
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1.3.3 Stabilité des émulsions

Par définition, une émulsion n’est pas un systéme a 1’équilibre thermodynamique (égalité des
potentiels chimiques entre les deux phases). La stabilité des émulsions vient de la formulation qui
ralentit ou inhibe les mécanismes physiques causant la démixtion des phases non-miscibles. Nous

allons ici aborder ces mécanismes de déstabilisation (Brochette, 1999).

Miirissement d’Ostwald

Le muirissement d’Ostwald dépend a la fois de la granulométrie et de la surpression de La-
place. En effet, la taille des gouttelettes n’est pas homogene au sein des émulsions. Dans chaque
classe de taille, la surpression de Laplace est différente, augmentant lorsque la taille des gouttelettes
diminue. Ceci indique que le potentiel chimique est plus élevé dans les grosses gouttes. Le retour
vers 1’équilibre thermodynamique s’accompagne d’un transfert de matiére des petites particules vers
les grosses a travers la phase continue. Au cours du transfert, les classes de faible taille disparaissent,

c’est le mirissement d’Ostwald (Figure 6).

@ -.'°-.:> . ®
Py

Figure 6 : Miirissement d'Ostwald

Floculation

Il arrive que les gouttelettes se regroupent pour former des grappes, c’est le phénomene de
floculation (Figure 7). La floculation est due a I’adhésivité des gouttelettes, provenant de la compéti-
tion entre agitation thermique et forces de Van der Waals. On distingue plusieurs cas entrainant la

floculation :

- La floculation par interaction de Lifshitz — Van der Waals mettant en jeu I’énergie
interfaciale des liquides.
- La floculation par déplétion, induite par la présence de micelles ou de polymeres,

intervient entre deux gouttes trop proches pour accommoder les micelles ou les pe-
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lotes de polymeéres. Il y a alors appauvrissement du film liquide en objets solvatés.
Ceci entraine localement une différence de pression osmotique qui chasse la phase
continue entre les gouttes et favorise I’accolement.

- La floculation par pontage est provoquée par 1’adsorption de polyméres de haute

masse moléculaire a I’interface des gouttes.
. @
L] . [ ]
.
® . ®. >

Figure 7 : Phénomeéne de floculation

Sedimentation et crémage

La sédimentation et le crémage sont dus a la force gravitaire et dépendent de la densité des
gouttes par rapport a la densité de la phase continue. La force gravitaire entre en compétition avec
I’agitation brownienne, ce qui entraine I’inhomogénéité de I’émulsion au repos. Dans la plupart des

cas, le culot de sédimentation ou la collerette de crémage sont redispersibles, ce sont des phéno-
o @ °

Sédimentation Crémage

menes réversibles.

Figure 8 : Phénomeénes de sédimentation et de crémage
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Coalescence

La coalescence est un phénoméne de dégradation des émulsions irréversible. Lors de la coa-
lescence, les gouttes fusionnent afin de grossir. I1 y a progressivement démixtion de la phase disper-

J4

SCC.
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Figure 9 : Phénoméne de coalescence

Spécificité des émulsions multiples

Il semble évident que les émulsions multiples sont des systémes encore moins stables que les

¢mulsions simples. Nous y distinguons des voies de dégradation particulieres :

- La coalescence des gouttelettes de phase interne ;
- La coalescence des globules de phase intermédiaire ;
- L’expulsion des gouttes de phase interne vers la phase externe ;

- La pénétration de la phase externe dans la phase interne.

La cause principale d’instabilité est le gradient de pression osmotique entre la phase interne et
la phase externe. Si une substance est contenue dans la phase interne, la phase externe va tendre a
pénétrer dans la phase interne et va rompre la membrane intermédiaire. A I’inverse, si la substance se
situe dans la phase externe, la phase interne va sortir des globules et entrainer la contraction des

gouttelettes internes. Le suivi de ces phénomenes peut étre réalisé par 1'utilisation d’un traceur.

Il existe plusieurs solutions permettant d’accroitre la stabilité des émulsions multiples en mo-
difiant les propriétés des différentes phases. Afin de stabiliser la phase interne, nous pouvons former
des microémulsions ou augmenter la viscosité de la phase intermédiaire. Il est également possible de
« rigidifier » I’interface en ajoutant des polymeres émulsifiants, des macromolécules amphiphiles ou

des particules solides colloidales (Kumar, et al., 2012).
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Ces phénomenes sont également a la base de la libération des principes actifs par I’émulsion.
En effet, la libération doit se faire au travers d’une membrane grasse dans laquelle est dispersée une
double couche de tensioactifs. La libération du principe actif dépend a la fois des facteurs physico-
chimiques propres a sa structure (pKa, coefficient de partage, diffusibilité) et de ceux propres a
I’émulsion (pH, viscosité, tensioactifs, taille des gouttelettes). Nous reviendrons plus en détail sur les

mécanismes de libération du principe actif dans le paragraphe 1.5.

1.4 Procédés classiques de fabrication

Nous dénombrons quatre procédés classiques utilisés pour la fabrication des émulsions mul-

tiples (De Luca, et al., 1991). Le plus commun et le plus souvent employé est le procédé a deux

¢tapes. Cependant, d’autres méthodes peuvent étre employées.

1.4.1 Procédé a deux étapes

Ce proceédé est le plus courant, car c’est le plus simple et le plus facile a maitriser. Une pre-
miere émulsion (O/W ou W/O) est réalisée. Cette émulsion est ensuite immédiatement dispersée
dans la phase externe contenant un surfactant approprié. Le point critique de cette préparation est la
deuxieéme étape. 11 semble que le surfactant compris a I’interface interne joue le réle de stabilisant, et

que le surfactant de I’interface externe ait un réle important dans la dispersion des globules.

1.4.2 Procédé en continu en une étape

Ce procédé est plus complexe car il nécessite une formulation particuliére ainsi qu’un maté-
riel trés performant. Les différents ¢léments de la formule sont ajoutés au systéme tout en maintenant
une agitation trés rapide. En raison des contraintes de cisaillement trés ¢élevées, les gouttelettes
d’huiles injectées s’allongent et forment des structures concaves qui encapsulent ainsi des goutte-

lettes d’eau.

Ce procédé est peu courant car tres difficile a controler. I1 dépend en particulier, dans la quan-
tité¢ de tensioactif lipophile, du taux de cisaillement, des viscosités des deux phases et de la tension

interfaciale.

1.4.3 Procédé par inversion de phases

Ce procédé est également rare car complexe a mettre en ceuvre et nécessite un matériel spéci-
fique. Une premic¢re émulsion W/O est préparée. Puis une phase aqueuse contenant un tensioactif

hydrophile est ajoutée progressivement jusqu’a atteindre un seuil de quantité d’eau. Au moment ou
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ce seuil est atteint, ’apport d’eau est arrété, formant ainsi une émulsion W/O/W stable. Cette mé-

thode nécessite une grande précision lors de I’ajout de la phase aqueuse.

1.4.4 Procédé utilisant les diagrammes ternaires

Ce procédé, parfois compliqué, nécessite la préparation de trois solutions initiales (Figure

10) :

- un isotrope aqueux ;
- un isotrope huileux ;

- une mésophase cristalline.
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Figure 10 : Représentation schématique d'un diagramme de phase ternaire de type eau / huile / émulsionnant

Ces trois phases sont ensuite mélangées dans des proportions définies afin de former une
émulsion multiple. Il est également possible d’obtenir des microémulsions multiples par ce procédé.
Un isotrope huileux contenant de petites quantités d’eau est mélangé a une solution aqueuse conte-
nant un tensioactif hydrophile dans des proportions bien définies. Il se forme alors une microémul-

sion double.
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1.5 Mode de libération des principes actifs

Nous venons de voir les principes régissant la formulation des émulsions. Nous allons main-
tenant nous intéresser aux modes de libération des molécules encapsulées au niveau de la phase in-
terne. La compréhension de ces phénomenes et des parametres dont ils dépendent est en effet essen-

tielle afin de maitriser le profil de libération de la formulation réalisée.

La libération des principes actifs contenus dans la phase interne des émulsions doubles résulte
de la superposition de plusieurs mécanismes dont I’influence dépend a la fois des propriétés physico-
chimiques du principe actif encapsulé et de la membrane grasse. Plusieurs études ont démontré que
la cinétique globale de libération du principe actif était du premier ordre. La présence d’émulsifiants
joue un role sur le coefficient de diffusion de 1’espece au travers de la membrane, il a notamment été

observé que la présence de surfactants ayant une valeur de HLB ¢élevée facilitait la diffusion.

Deux mécanismes ont été proposés afin d’expliquer la diffusion du principe actif hydroso-
luble a travers la membrane grasse : le transport par micelles inverses et la diffusion simple de

I’espece chimique (Garti & Bisperink, 1998).

1.5.1 Transport par micelles inverses

Méme lorsque la pression osmotique est équilibrée de part et d’autre de la membrane, nous
pouvons observer un phénomeéne de coalescence. Ce phénomeéne est dii au transport par micelles

nverses.

Le mécanisme de transport par micelles inverses dépend de la viscosité et de la nature de la
phase intermédiaire huileuse. Il est similaire a celui observé par Higuchi lors de 1’étude des matrices
polymériques. Ce phénomene dépend également de la nature du principe actif encapsulé et du surfac-

tant employé¢.

Meécanisme de libération

L’¢étude des paramétres influencant le phénomeéne de transport par micelles inverses a permis
d’éclaircir le comportement des différentes phases de I’émulsion lors de la libération (Sela, et al.,

1995).
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Le processus se décompose en trois étapes (Figure 11) :

- Une phase de latence pendant laquelle les micelles se forment. Le temps de latence
diminue lorsque la concentration en surfactant hydrophobe augmente.

- Une phase de libération rapide par transport micellaire. Cette phase est accélérée par
I’augmentation de la concentration en surfactant hydrophobe.

- Une phase ou la libération ralentie. Il se crée un équilibre di a 1’égalisation des

pressions osmotiques de part et d’autre de la membrane.

Taux de libération

Temps (j)

Figure 11 : Exemple de cinétique de libération d'un principe actif par transport par micelles inverses

(Sela, et al., 1995)

Intérét des tensioactifs de bas poids moléculaire

Ce phénomene est principalement observé pour des tensioactifs monomériques. En effet,
I’emploi de polyméres défavorise le transport par micelles inverses. Lorsque I’émulsion est stabilisée
par ces molécules, elles se placent aux interfaces pour former des barrieres empéchant le transport
par micelles inverses. La stabilité des émulsions doubles stabilisées par les surfactants de bas poids
moléculaire reste assez faible (de ’ordre de quelques semaines) et ne semble pas suffisante pour une

application courante.
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1.5.2 Diffusion / Perméation

Le transport par diffusion et / ou perméation est le seul observé lorsque I’émulsion est stabili-
sée par des polymeres. Ce phénomeéne est également observé pour les tensioactifs lorsque leur con-
centration est inférieure a une valeur seuil. Cette valeur seuil est de 1 CMC pour les tensioactifs trés
hydrophiles (HLB > 30). Elle est de 100 CMC pour les tensioactifs moins hydrophiles (10 < HLB <
30).

Lorsque la libération est controlée par le phénoméne de diffusion / perméation, il est possible

de quantifier le coefficient de perméation grace a la loi d’ Arrhenius :

_Ea
P = Ho.exp(k T)

Avec : P : coefficient de perméation
[1, : facteur pré-exponentiel
E. : énergie d’activation
T : température

Il a été démontré que ce phénomene est beaucoup plus dépendant de la nature du polymere
employ¢ que de celle de la phase grasse (Pays, et al., 2002). A titre d’exemple, pour un systéme sta-
bilisé par des surfactants de petite taille (SDS, Span 80), il a été mesuré Iy = 2,8.10° m/s et E, =
20kT; (T; = 298 K). Alors que pour un systeme stabilis¢ par des polymeres amphiphiles (Arlacel
P135, Symperonic PE/F68), il a été mesuré 11, = 1,8. 107 m/s et E, = 20kT,.

L’avantage de ce mode de libération est qu’il permet d’obtenir une libération prolongée dans
le temps. Le contréle du profil de libération passe donc par une meilleure compréhension des phé-

nomeénes de passage au travers de la membrane grasse.

1.6 Intérét des émulsions doubles

L’intérét pour les émulsions multiples a émergé depuis plusieurs années. En effet, ces sys-
témes particuliers sont considérés comme de potentiels réservoirs a membrane liquide. La phase in-
termédiaire forme une barriére a perméabilité modifiable. Cette barriere peut étre utilisée afin de
controler la libération d’un principe actif encapsulé dans la phase interne. Ces systémes sont égale-

ment envisagés afin de piéger des substances contenues dans le milieu environnant.

Il a été montré que ces systémes ont un potentiel intéressant pour favoriser 1’adsorption orale

de principes actifs hydrosolubles mais peu perméables. Dans un premier temps, la phase externe
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aqueuse se mélange aux fluides digestifs. Les gouttelettes O/W dispersées dans le tube digestif ser-

vent alors de promoteurs d’adsorption au niveau des villosités intestinales (Engel, et al., 1968).

Grace aux émulsions doubles, nous pouvons encapsuler des principes actifs fragiles, notam-
ment des peptides. Ceux-ci sont protégés de la dégradation par protéolyse grace a la phase intermé-

diaire (Silva Cunha, et al., 1997).

Ces systémes ont permis d’obtenir un profil de libération prolongé en utilisant des additifs de

formulation appropriés (Mishra & Prandlt, 1990).

Il est également possible de concevoir des systemes contenant plusieurs principes actifs non
compatibles inclus dans les différentes phases. Une formulation pour application cutanée a par
exemple été¢ développée selon ce principe (Raynal, et al., 1993) . La phase interne contenait du lac-
tate de sodium, la phase intermédiaire de la spironolactone et la phase externe de la chlorhexidine.
Une stabilité d’au moins 6 mois a été démontrée, prouvant que ce type de systéme est potentielle-

ment commercialisable.

Enfin, du fait de la phase externe aqueuse, ces systémes présentent une faible viscosité. Ils

sont donc faciles a administrer et & manipuler (Matsumoto, 1986).

1.7 Exemple d’application : I’insuline par voie orale

Comme nous I’avons vu, les émulsions doubles sont en particulier envisagées dans 1’espoir
de pouvoir utiliser certains principes actifs fragiles ou a faible biodisponibilité par voie orale. C’est
ainsi que plusieurs équipes ont essayé¢ de développer des émulsions doubles d’insuline pour
I’administration par voie orale. Cette molécule présente deux problémes : elle est dégradée dans le
tractus digestif et elle a des difficultés a passer la barrieére intestinale. Si nous pouvions résoudre ces
problémes et administrer 1’insuline par voie orale, cela permettrait d’augmenter le niveau d’insuline

portal et de diminuer I’hyperinsulinémie associée au traitement (Kennedy, 1991).

L’insuline est une molécule hydrosoluble et peu perméable. D’apres la classification DCS
(Developability Classification system), ¢’est une molécule de classe III (Butler & Dressman, 2010).
Il est donc nécessaire d’ajouter a la formulation des amplificateurs d’adsorption. L’utilisation
d’acides gras ou de terpénes permet de jouer ce rdle. L’ajout de ces molécules au niveau de la phase
intermédiaire permet d’augmenter la perméabilité membranaire. Il est ainsi observé qu’apres admi-
nistration au niveau de I’ileum, I’adsorption de I’insuline est augmentée et que cette adsorption est

durable sur quelques heures (Morishita, et al., 1998).
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Afin d’obtenir des formules stables, il est nécessaire d’ajouter des additifs. Des formulations
particulieres comportant des complexes surfactant - chaine hydrophile dans la phase interne ont per-

mis d’obtenir des systémes relativement stables (Cole & Whatley, 1997).

L’administration par voie orale nécessite cependant d’ajouter des molécules s’opposant a la
dégradation et a I’agglomération du produit. Ainsi, 1’ajout d’inhibiteurs de protéase montre une cer-
taine efficacité pour augmenter I’effet de I’insuline (Silva-Cunha, et al., 1998). Les émulsions prépa-
rées contiennent également des triglycérides a chaine moyenne afin d’augmenter la biodisponibilité

de I’insuline.

L’administration chez le rat en dose unique a montré une efficacité de 1’effet hypoglycémiant
de la préparation, et a donc prouvé que ces systemes permettaient la protection et I’adsorption intes-
tinale de I’insuline. Cependant, il a été¢ remarqué que la forte proportion d’huile dans la formule en-
trainait des problémes lors de I’administration chronique : diarrhées, stéatorrhées, etc. L’ utilisation
de formules comportant une proportion plus faible d’huile a été testée avec succes (Cournarie, et al.,
2004). La baisse de stabilité du systeme a pu €tre compensée en modifiant les surfactants employés

afin d’obtenir des stabilités de 2 ans.

Il semble donc qu’a travers un exemple particuliecrement complexe, mais a 1’enjeu extréme-
ment fort, le champ de recherche des émulsions doubles se présente comme une solution a des pro-
blémes de développement encore difficiles. Bien que les études n’aient pas encore dépassées le stade
du préclinique, nous pouvons espérer que cette solution viendra s’ajouter aux techniques de la galé-

nique afin d’exploiter le potentiel de molécules solubles et peu perméables.
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2 APPORTS DE LA MICROFLUIDIOQUE

2.1 Généralités sur la microfluidique

2.1.1 Définition et essor de la microfluidique

La microfluidique désigne la science qui étudie 1’écoulement des fluides dans des canaux de
I’ordre du micrométre. Elle désigne également la technologie de fabrication de systémes microflui-
diques, c’est a dire de systémes constitués de canaux de taille micrométrique (de quelques dizaines a

quelques centaines de micrometres).

La microfluidique a permis la miniaturisation des systémes, et ainsi de diminuer les volumes
utilisés. Grace a ses systémes, le rapport surface sur volume des réactifs est fortement augmenté
permettant d’utiliser des quantités de réactifs trés faibles (10° a 10™® L). Ces propriétés ont permis

de travailler a I’échelle de I’infiniment petit.

Les principaux avantages ayant permis 1’essor de la microfluidique sont (Huebner, et al.,

2008) :

- La grande maitrise des conditions expérimentales (température, débits, écoulements
laminaires ...) ;

- Un acces important pour les mesures optiques et les observations visuelles du fait de
la transparence des systémes microfluidiques ;

- L’amélioration des performances analytiques (séparation, résolution, sensibilité) ;

- La minimisation des conditions (volume, pH, concentration en sels) ;

- La diminution des cofits par la possibilité de travailler sur de petites quantités.

2.1.2 Domaines d’application

La microfluidique s’est développée suite aux besoins de quatre domaines : 1’analytique,

I’immunologie, la biologie moléculaire et la microélectronique.

L’analytique a été le premier domaine d’expansion de la microfluidique. La chromatographie
en phase gazeuse, 'HPLC et I’¢électrophorese capillaire couplées a la détection laser ont révolutionné
la chimie analytique en permettant d’obtenir a la fois une grande sensibilité et une excellente résolu-

tion tout en utilisant des quantités tres faibles d’échantillons.
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La chimie et la biologie s’y sont ensuite intéressées afin de concevoir des détecteurs d’attaque
chimique ou biologique lors de la guerre froide. La biologie moléculaire a utilisé¢ la microfluidique

dans le but de développer le séquengage d’ADN.

Enfin, la microélectronique a permis de développer de nouveaux matériaux pour la fabrica-

tion de microsystémes. Ces matériaux devaient a la fois étre stables chimiquement et thermiquement

(Whitesides, 2006).

Ce n’est que récemment que la pharmacie s’est intéressée a la microfluidique, d’abord pour le
développement du criblage a haut débit, puis pour le développement de médicaments a libération

modifiée via les microémulsions.

2.2 Particularités des écoulements en microcanaux

Contrairement a 1’échelle macrométrique, la physique des écoulements micrométriques ne
peut pas utiliser certaines simplifications communément admises. L’analyse des forces impliquées
doit prendre en compte la tension interfaciale du systeéme. Ceci entraine 1’existence de régimes

d’écoulement propres aux jonctions microfluidiques.

2.2.1 Forces mises en jeu

Le changement d’échelle modifie I’importance relative des forces régissant 1’écoulement. En
effet, dans les systémes microfluidiques, la vitesse de circulation des fluides est généralement de
I’ordre du centimétre par seconde et les canaux sont de ’ordre du micrométre. Ainsi, le nombre de
Reynolds, représentant le rapport des forces inertie sur les forces de viscosité volumique, est trés
faible. Le régime d’écoulement est donc laminaire (sauf dans de rares exceptions). Ainsi les forces

d’inertie peuvent étre négligées (Garstecki, et al., 2005).

p.-u.D
U

Re =

Avec : Re le nombre de Reynolds
p la masse volumique du fluide ;
u la vitesse du fluide ;
D la dimension caractéristique ;

u la viscosité du fluide.
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En revanche, du fait de la faible largeur des canaux, les forces superficielles ne peuvent plus
étre négligées. Le nombre de capillarité, représentant le rapport des forces de viscosité sur les forces
superficielles, est ainsi utilis€¢ pour caractériser la dynamique de rupture des gouttelettes lors de leur
fabrication (Christopher & Anna, 2007). Lors d’un déséquilibre des forces capillaires, nous obser-
vons la formation de gouttelettes de plus petite taille appelées gouttelettes satellites. Ces gouttelettes
peuvent causer un probléme de polydispersité, que le systéme microfluidique cherche justement a
¢viter. En revanche, il est possible de les séparer afin d’obtenir deux émulsions monodisperses de
granulométrie différentes (Carrier, 2012). Ce phénomene peut étre controlé en augmentant la viscosi-

té de la phase intermédiaire, formant ainsi un film « rigide » qui stabilise le systeme.

U.
Ca=—u
o

Avec : u la vitesse du fluide ;
u la viscosité du fluide ;
o la tension interfaciale.

La géométrie de canaux employée est déterminante pour la gamme de nombre de capillarité

et pour la gamme de débits permettant de former des gouttelettes.

Il a récemment €té mis en évidence qu’un autre parametre influengait la formation des goutte-
lettes et leur taille : I’¢lasticité interfaciale (Zhao, et al., 2011). L’augmentation de I’¢lasticité interfa-

ciale entraine la suppression des gouttelettes satellites et la diminution du diameétre moyen.

2.2.2 Régimes d’écoulements en jonction flow-focusing

Afin de simplifier cette section, nous ne parlerons que des fluides newtoniens, représentatifs

des fluides utilisés pour la fabrication d’émulsions (Carrier, 2012).

Dans le cas d’une émulsion W/O, deux régimes principaux nous intéressent : le régime
« bouchon » et le régime « petites gouttes ». Dans le premier cas, la phase dispersée envahit peu a
peu le canal jusqu’a totalement 1’obstruer et former une gouttelette de longueur supérieure a la lar-
geur du canal. Dans le second cas, la phase dispersée n’obstrue pas totalement le canal et les goutte-
lettes obtenues sont plus petites, mais leur longueur ne descend pas en dessous de la largeur du canal.
Ce régime est obtenu pour des rapports Q./Qq supérieurs. La Figure 12 nous présente une photogra-

phie prise au microscope confocal lors de la formation de gouttelettes W/O en régime bouchon.
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Figure 12 : Exemple de régime bouchon observé lors de la formation de gouttelettes d'eau dans I'huile de silicone

avec un rapport Qd/Qc =1/20
Les mémes observations sont faites sur les émulsions O/W.

Il existe également d’autres régimes, mais ils ne permettent pas de former des gouttelettes.
Un régime particulier, dit de « filament » ou « écoulement stratifié », est observé au-dela du nombre
de capillarité critique Ca = 107 dans les deux cas. Ceci est étonnant au vu de I’inversion du rapport

des viscosités.

2.3  Formation des gouttelettes en jonction flow-focusing

De plus, le comportement des fluides est différent en fonction de I’échelle étudiée. Dans le
cas des émulsions, il s’agit de faire circuler deux fluides immiscibles dans une géométrie de canaux
particuliére entrainant I’augmentation de la surface interfaciale. Nous allons maintenant aborder les

mécanismes de la formation des gouttelettes dans une jonction flow-focusing.

2.3.1 Particularités de la jonction flow-focusing

A T’échelle macroscopique, la formation des gouttelettes peut étre expliquée différemment en

fonction du régime observe :

- En régime quasi-statique, la formation est due a la rupture d’équilibre entre forces
superficielles et forces d’entrainement (i.e. contrainte visqueuse ou contrainte de
pression éventuellement poids / poussée d’ Archimede ;

- En régime inertiel, le débit de phase dispersée entre en jeu ;

- En régime de jet, la formation est due a ’instabilité de Rayleigh-Plateau.

Cependant, a I’échelle micrométrique, les forces volumiques et le confinement deviennent

négligeables dans la formation des gouttelettes.

A faible nombre de capillarité, la formation des gouttelettes en jonction flow-focusing résulte

du « squeezing » ou « étranglement » du doigt de la phase a disperser par la phase continue arrivant
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latéralement. Pour des débits plus importants, il y a transition d’un régime de « plugging » ou « bou-
chon » vers un régime de formation de « dripping » ou « petite goutte ». Il est possible alors de dé-
terminer un nombre de capillarité critique, de I’ordre de 107, au-dela duquel le phénoméne de rup-

ture entrainant la formation des gouttes est principalement dirigé par les forces de cisaillement.

Il est possible d’exprimer la taille des gouttelettes a partir de corrélations prenant en compte

le ratio des débits de phases et le nombre de capillarité (Tan, et al., 2008).

k(3

Avec : L la dimension caractéristique de la gouttelette ;
a, k, o, B des constantes empiriques ;
Q. le débit de phase continue ;
Qq le débit de phase dispersée ;

Ca le nombre de capillarité.

2.3.2 Parameétres critiques

Toutefois, la formation des gouttelettes est un phénomeéne complexe est multifactoriel. Les

débits d’introduction des différentes phases est le premier facteur influencgant la taille des gouttes.

Tension interfaciale

La tension interfaciale est un parametre important. L utilisation de tensioactifs n’est pas a
proprement parlé¢ nécessaire a la formation des gouttelettes dans le cas de I'utilisation de systémes
microfluidiques mais elle est importante pour la stabilité des émulsions formées. Ces molécules per-
mettent par ailleurs de diminuer la taille des gouttes obtenues. On note qu’en plus de la tension a
I’équilibre, la tension interfaciale dynamique peut intervenir dans la cinétique de formation des gout-
telettes. Le temps nécessaire a I’adsorption du tensioactif a I’interface peut devenir un parameétre
influent, que ce soit sur la stabilisation ou sur la dynamique des phénomenes observés. Ainsi, il est
nécessaire d’avoir un temps de formation des gouttelettes correspondant au moins au temps

d’adsorption du tensioactif.

Rapport de viscosité

Le rapport de viscosités des fluides utilisés détermine également la taille des gouttelettes for-
mées. Ce parametre influence le volume et la dispersion des gouttes. Plus la viscosité de la phase

continue est élevée, plus la taille des gouttes est faible. De plus, pour des fluides de viscosité faible,
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le rapport des débits présente une plus grande importance lorsque le fluide continu est peu visqueux.
Ce parametre est enfin couplé a la géométrie des canaux : angle de la jonction, rapport hauteur sur

longueur, etc (Carrier, 2012).

2.4 Interactions liquide - paroi

Comme nous I’avons vu précédemment, les phénoménes aux parois ne peuvent plus étre né-
gligés dans un systéme de faibles dimensions. Il existe en effet une interaction entre le liquide et la

paroi qu’il faut prendre en compte.

Phénomene de glissement a la paroi

Si nous considérons une molécule proche de la paroi, nous voyons qu’elle est soumise aux
forces de Van der Waals qui I’attirent a la surface. Ces forces tendent a piéger la molécule au niveau
d’un site moléculaire. A cette force s’ajoute la contrainte de cisaillement liée a I’écoulement dans le
canal. Cette seconde force entraine au contraire la molécule loin de la paroi. Nous définissons ainsi
une contrainte de cisaillement limite au-dela de laquelle nous observons un phénomeéne de glisse-
ment (Thompson & Troian, 1997). Ce phénomene a pour conséquence un décalage du profil des vi-

tesses qui tend a réduire les pertes de charges dans le systéme.

Mouillabilité des canaux

Le principal probléme qui se pose a nous est celui de la mouillabilité de la paroi des canaux
(Li, et al., 2007; Dreyfus, et al., 2003). La mouillabilité est mesurée par 1’angle de contact 0 (Figure
13), défini par la relation de Laplace-Young :

Oy €0S0 = 0y, — 0y

Avec : oy, : la tension interfaciale entre le liquide et le gaz
0 : ’angle de contact observé entre le liquide et le solide
O : la tension interfaciale entre le solide et le gaz

oy : la tension interfaciale entre le solide et le liquide

Figure 13: Angle de contact (Tadmor, 2004)
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L’angle de contact est un parameétre accessible simplement et qui traduit I’ensemble des phé-
nomenes interfaciaux. C’est pour sa facilité d’acces et son caractére intuitif que nous 1’avons choisi
comme indicateur des propriétés de surface. Il est généralement considéré que le mouillage est mau-
vais si ’angle de contact est supérieur a 90°. La mouillabilité est un parameétre particulierement im-
portant dans le cas des écoulements polyphasiques. La surface des canaux doit étre parfaitement

mouillée par la phase continue mais pas par la phase dispersée.

Nous voyons que I’énergie de surface du solide (paroi des canaux) intervient dans 1’équation
de Laplace-Young. Le matériau constituant le systeme microfluidique détermine donc le type
d’émulsion qui pourra y étre formé. Cependant, dans le cas des émulsions doubles, un méme systeme
doit comprendre des parois hydrophiles (pour les gouttelettes O/W) et des parois lipophiles (pour les

gouttelettes W/O). Il est donc nécessaire de modifier localement les propriétés des parois.

2.5 Modification des propriétés de surface

Un grand nombre de méthodes ont été¢ développées afin de modifier les propriétés de surface
des matériaux. La plupart des techniques employées en microfluidiques sont en réalité issues d’autres
domaines plus proches du génie des matériaux. Nous allons effectuer ici un rapide état de I’art con-

cernant ce domaine trés étudié au cours des 10 derni€res années.

2.5.1 Hydrophilisation

Nous avons recens¢ cinq principales voix d’hydrophilisation des canaux.

Traitement au plasma oxygéné

Un moyen simple et efficace d’augmenter le caractére hydrophile du PDMS est de réaliser un
traitement au plasma oxygéné (Diaz-Quijada & Wayner, 2004; Cortese, et al., 2009). Cette technique
permet d’obtenir une surface trés hydrophile, mais seulement pour un temps limité (de I’ordre de 30

min).

La réaction qui se produit est une oxydation de la surface, transformant les groupements mé-

thyle du PDMS en groupements hydroxyde.
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Figure 14 : Oxydation du PDMS par le plasma oxygéné (Xiao, et al., 2002)

Si cette méthode n’est pas efficace pour un traitement a long terme, elle peut servir de pré-

traitement pour faciliter une autre réaction.

Greffage de molécules hyvdrophiles par polymérisation

La polymérisation est un procédé consistant a greffer des monomeres par une réaction radica-

laire a la surface des polymeres en présence d’UV. Cette réaction nécessite un photo-initiateur, la

benzophénone.
Excitation BP —) [BP]® — [BP]T
Photoreduction [BP]"+ PH —> Ph-C(OH)™-Ph + P
Initiation P+ CH2=CH-COOH - PCH2-CH'-COOH
Grafted
Polymerization PCH2-CH-COOH + nCH2=CH-COOH —» Polyacrylic Acid

(PAA)
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Figure 15 : Réaction de polymérisation (Yang & Ranmby, 1996)

Le développement de ce greffage a été réalisé pour plusieurs types de polymeres et avec plu-
sieurs monomeres (Rohr, et al., 2003). Les premiers procédés ont consisté a greffer des chaines de
polyacrylamide (Lin & Burns, 2005) ou d’acide polyacrylique (Seo, et al., 2007). L’utilisation d’un
masque a base d’oxyde de fer a été proposée afin de restreindre la réaction aux zones voulues (Wang,
et al., 2005). Enfin, une autre solution technique est d’effectuer un pré-traitement permettant
I’adsorption de benzophénone dans les canaux avant d’y faire circuler la solution de traitement con-
tenant le polymere a été effectué. L’ajout de NalOy4 (periodate de sodium) est également proposé en
tant que piégeur d’oxygeéne afin d’améliorer les performances de la réaction (Wu, et al., 2011;

Schneider, et al., 2010).

Dépot de polyélectrolytes ou « Layer-by-layer »

Le « layer-by-layer » est un procédé qui consiste a déposer des couches successives de po-
lyallylamine hydrochloride (PAH) et de polystyréne sulfonate (PSS). La premiére réaction lie les
molécules de PAH a la surface par une liaison covalente. La seconde forme une liaison ionique entre

le PAH et le PSS.
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Figure 16 : Réaction de "layer-by-layer" sur le polycarbonate (Derszi, et al., 2011)
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La réaction a été développée avec plusieurs polymeres a différentes concentrations afin
d’obtenir un angle de contact minimal et une stabilit¢é maximale (Decher, et al., 1994). Le protocole

de marquage a également été adapté afin de traiter directement les canaux (Bauer, et al., 2010)

(a) ."‘ - PE tube

~ microchannel

air plug

Figure 17 : Adaptation du procédé "layer-by-layer" pour le traitement des canaux (Bauer, et al., 2010).
Silanisation
La silanisation consiste a greffer des molécules contenant un groupement silane et une chaine

hydrophile sur le PDMS.
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Figure 18 : Réaction de silanisation (Xiao, et al., 2002)

Les molécules fixées permettant d’obtenir I’angle de contact le plus faible avec 1’eau ont été

choisies (Thiele, et al., 2010; Nisisako, et al., 2005; Hellmich, et al., 2005). Afin d’augmenter la sta-
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bilité du traitement dans le temps et de fonctionnaliser la surface pour des applications particulicres,
il est également possible de réaliser un post-greffage sur les silanes (Barbier, et al., 2006; Hwang, et

al., 2012; Sharmaa, et al., 2007; Sui, et al., 2006).

« Sol-gel »

L’intérét du procédé « sol-gel » est de créer une barriére chimique a la surface du PDMS et
d’en augmenter la robustesse (Abate, et al., 2008). Le procédé consiste a former une couche compo-

sée de silanes et de silicates afin d’obtenir des propriétés proches du verre.

"
-

H H
ch—(l:—cn;, H3C-(I:—-CH3
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Figure 19 : Schéma du procédé sol-gel (Wen, et al., 2011)

Cette réaction rend le PDMS encore plus hydrophobe. Une réaction de polymérisation permet

ensuite de rendre la surface hydrophile (Abate, et al., 2008; Abate & Weitz, 2009).

Autres méthodes

D’autres méthodes sont proposées dans la littérature. L’ajout de surfactant directement dans
le PDMS permet un traitement a long terme (Yao & Fang, 2012). Le traitement par des oxydes de
métaux permet également de réduire I’énergie de surface : I'utilisation de titane permet d’augmenter
I’adhésion d’autres molécules pour un pré-traitement mais diminue la transparence du matériau et

I’étain permet un traitement durable qui renforce également la robustesse des canaux (Yaghoubi, et
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al., 2010; Jankowski, et al., 2013). D’autres méthodes d’activation de la surface (Maji, et al., 2012)
ou de dépdt de molécules hydrophiles a la surface (Lee & Wang, 2012; Lim, et al., 2006) ont égale-

ment ¢été évoqueées.

2.5.2 Hvdrophobisation

La principale méthode d’hydrophobisation évoquée dans la littérature est 1’utilisation d’un
agent hydrofuge : I’Aquapel® (Holtze, et al., 2008; Romanowsky, et al., 2012). D’autres méthodes
sont également possibles comme le greffage de silanes ou d’amines a chaine hydrophobe
(Jankowski, et al., 2011). Cependant ces méthodes sont plus complexes a mettre en ceuvre et moins

durables.

2.6 Intéréts des systemes microfluidiques

Nous venons de voir les aspects théoriques a prendre en compte lors de 1’utilisation de sys-
temes microfluidiques. Mais quelle place a cette science dans une industrie pharmaceutique ou les
procédés ont jusqu’a présent été développés a 1’échelle macroscopique ? Nous allons voir dans la
partie qui suit, qu’en plus de s’inclure dans une démarche d’optimisation des procédés, tout en ame-
liorant les performances en termes de stireté, la microfluidique pourrait permettre de développer des
formulations polyphasiques plus stables et donc de proposer de nouvelles formes galéniques au tra-

vers des émulsions multiples.

2.6.1 Intéréts pour les procédés pharmaceutiques

Le monde de la microfluidique commence peu a peu a intéresser les industries pharmaceu-
tiques. En 2016, on estime que I’investissement dans des systémes microfluidiques devrait atteindre
les 4 milliards d’euros (Breussin, 2012). Les plus grands laboratoires pharmaceutiques ont déja fran-
chi le pas des microréacteurs : GSK, Novartis, Merck, etc. Les avantages techniques de cette techno-
logie ainsi que la diminution des colts d’investissement liés au développement du marché devraient
pousser peu a peu les autres industriels a changer leur facon d’envisager le développement et la pro-

duction de leurs prochains médicaments.

L’intérét des industries pharmaceutiques pour la microfluidique reste encore principalement
limité aux étapes de recherche et développement. La Figure 20 ci-dessous nous montre les diffé-

rentes applications des techniques microfluidiques dans le domaine de la pharmacie.
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Human clinical studies
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Drug Discovery Today

Figure 20 : Champs d'application des techniques microfluidiques dans l'industrie pharmaceutique (Kang, et al., 2008)

Voyons plus en détail les champs d’applications de ces techniques (Kang, et al., 2008).

Sélection de la cible

En début de développement, la recherche de la cible est fondamentale afin de définir la molé-
cule médicament permettant d’agir efficacement sur la pathologie visée. Les systemes microflui-
diques permettent de travailler avec des quantités tres faibles de produit. Ces techniques sont ainsi
employées pour I’analyse cellulaire, la séparation ou la cristallisation des protéines permettant leurs

caractérisations ou encore pour I’étude ligand — récepteur.

Choix du « hit » et optimisation

Dans le domaine de la sélection des candidats — médicaments afin de passer des « hits » aux
« leads » vers le médicament final, les systémes microfluidiques permettent d’accélérer les étapes de
sélection en diminuant les temps de réaction et les quantités de réactifs. Leur développement com-
prend a la fois le choix de la synthése et I’analyse du composé produit et le screening haut débit des

candidats.

FEtudes pré-cliniques

Les tests pré-cliniques comprenant les études toxicologiques et pharmacologiques bénéficient
¢galement de la miniaturisation des systémes. Par exemple dans le cas des études toxicologiques, il
est possible de créer des surfaces mimant les différents organes afin d’étudier les interactions cellules
— médicament. Lors des tests in vivo, ces systemes vont permettre I’analyse de trés petites quantités

des fluides biologiques issus des animaux traités.

Etudes cliniques

Lors des études cliniques, la microfluidique a surtout une place lors des étapes de formulation

et pour le prélevement des échantillons a analyser. Du point de vue du formulateur, les systémes mi-
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crofluidiques ne sont pour le moment utilisés que pour des dispositifs spécifiques permettant une
libération contrdlée des principes actifs via une stimulation externe. En ce qui concerne
I’échantillonnage des prélévements sanguins, des microsystémes sont envisagés pour réduire les

quantités prélevées en intégrant I’analyse.
Production

Les systémes microfluidiques sont également envisagés pour la production du produit. En ef-
fet, plusieurs spécificités des systémes microfluidiques en font de potentiels candidats pour le déve-

loppement de procédés a la fois sirs et peu coliteux.

L’utilisation de micro-réacteurs permet d’assurer une sécurité intrinseque du fait du confine-
ment des systéemes. Les quantités circulant dans les canaux sont tres faibles, ce qui permet de travail-
ler dans des conditions opératoires difficiles (température et pression €levées) et de manipuler des

produits dangereux (principes actifs, réactifs) en controlant les risques.

Ces installations permettent également de diminuer les cofits des unités de production. En ef-
fet, on observe que le CAPEX (colt d’investissement) et ’OPEX (colt opérationnel) sont réduits
d’au moins 30% sur ce type de procédé. Ce sont des systemes permettant une flexibilité et une adap-
tabilit¢ du procédé avantageuses. En effet, les puces sont assemblées comme des briques €lémen-
taires que 1’on peut facilement ajouter, déplacer, changer. La transposition d’échelle est d’autant plus
simple qu’il ne s’agit pas de « scale-up » (augmentation d’échelle), mais de « number-up » (augmen-

tation du nombre d’unités).

Enfin le procédé qui est utilisé est trés avantageux. La faible dimension des puces permet une
réaction « mole & mole » assurant un excellent contact entre les especes. Ceci permet de diminuer le
temps de contact et d’augmenter les concentrations utilisées. Nous obtenons ainsi un meilleur ren-
dement ainsi qu'une plus grande pureté du produit. Un dernier avantage non négligeable des sys-
temes microfluidiques est qu’ils permettent de passer d’un procédé discontinu a un procédé continu.
Nous obtenons ainsi un plus grand tonnage et une conduite de procédé simplifiée tout en assurant
une qualité de produit par le maintien du systéme au régime permanent (faible impact du démarrage

et de ’extinction de I’installation).

Management du cycle de vie du produit

Afin d’augmenter la durée de vie du médicament, il est nécessaire d’envisager de nouvelles
cibles, de nouvelles formulations, etc. C’est I’étape du management du cycle de vie. Le screening de
nouvelles formulations bénéficie des tests rapides en systeme microfluidique. D’autres applications

reprennent les techniques précédemment évoquées.
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2.6.2 Intérét dans le développement des émulsions

Si la microfluidique a pu se développer dans le domaine des émulsions multiples, c’est avant
tout parce que ses systemes permettent d’obtenir une taille de particules controlée et monodisperse.
En effet, nous avons vu que la polydispersité posait beaucoup de problémes pour la stabilité des for-
mules. Or, dans un systéme microfluidique, il est possible de contrdler la dispersité granulométrique

en modifiant les débits d’entrée des phases (Anna, et al., 2003).

Une nouvelle approche dans la formation d’émulsions doubles par systéeme microfluidique
consiste a utiliser un procédé en une seule étape au lieu de deux (Abate, et al., 2011). En jouant sur
I’instabilité de goutte, ce procédé permet de créer des systemes avec une phase intermédiaire plus
visqueuse et fine que le procédé classique a deux étapes (Figure 21). Ce systeme ouvre donc la voie a
la formation de particules contenant des polymeres viscoélastiques, qui pourraient permettre de

mieux controler la stabilité des émulsions doubles.
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Figure 21 : Schéma du procédé microfluidique a une étape

(Abate, et al., 2011)

Si I’utilisation d’émulsions doubles en tant que tel reste assez difficile a cause de leur instabi-
lité, elles sont de plus en plus utilisées comme intermédiaire de préparation. Les microcapsules et
notamment les polymérosomes sont les systémes les plus explorés. En effet, ces systémes sont parti-
culierement intéressants pour 1’encapsulation de biopolymeres et sont beaucoup plus stables que les

émulsions (Zhao, 2013).

A T’heure actuelle, aucun médicament n’a été développé sur la base d’une émulsion-double.

Cependant I’apport des systémes microfluidiques permet d’envisager de nouveaux développements.
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ETUDE EXPERIMENTALE

3 DEVELOPPEMENT DE MICROCANAUX POUR LA FA-
BRICATION D’EMULSIONS DOUBLES

Dans cette étude, nous avons cherché a développer des microsystémes permettant la fabrica-
tion d’émulsions doubles. Nous avons choisi des systemes formés de deux jonctions « flow-
focusing » consécutives. Les canaux sont formés par des matériaux divers. L’¢tude a porté sur la
modification locale des propriétés de surface de ces systemes afin d’obtenir une mouillabilité opti-
male des parois en fonction de la phase externe. Nous avons d’abord choisi la méthode de modifica-
tion de la mouillabilité des parois en fonction de ses performances et de sa stabilité. Nous avons en-
suite adapté la réaction choisie afin de ne traiter que partiellement les canaux concernés. Nous avons

finalement étudié les émulsions doubles préparées grace a nos systémes.

3.1 Fabrication des microcanaux

La fabrication des microcanaux est un aspect critique du développement, car de la qualité de
ces canaux dépendent les performances de nos systémes. Les systémes utilisés sont formés de canaux
de section carrée de 40 a 300 um. Il est donc nécessaire de les fabriquer dans des conditions limitant
la présence de particules susceptibles d’encrasser le systéme. Dans cette partie, nous allons dévelop-

per la méthode de fabrication employée.

3.1.1 Matériel utilisé

Les canaux fabriqués sont constitués de PDMS (polydiméthylsiloxane), de formule brute
(C,HgOSi),. C’est un polymere présentant de nombreux avantages pour la microfabrication (Clarson

& Semlyen, 1993) :

- Il est liquide a température ambiante,
- Il devient solide avec 'utilisation d’agents réticulants,
- C’est un polymére couramment utilisé et bien connu,

- I1 est transparent dans le domaine du visible.

La structure en PDMS est produite a partir d’un kit commercial : Sylgard™ 184 (Dox Cor-
ning). Le kit est composé de deux produits : le silicone liquide et un agent réticulant. Le systéme

microfluidique est fermé grace a une lame de verre.

STAUFFER Fanny Page 49



Préparation d’émulsions doubles par un systéme microfluidique

Le moule des microcanaux est formé de résine SU8 (Micro-Chem) déposée sur un support en
silicium. Il s’agit d’une résine photosensible négative qui se durcit sous I’influence d’UV. Afin de
donner la forme des canaux a la résine, nous utilisons un masque (Harvard University) constitu¢ d’un

dépot de chrome sur un support en verre.

D’autres polyméres ont été testés: le polycarbonate (PC) de formule brute
(OC(OC¢H4)2,CMey), et le polyméthylméthacrylate (PMMA) de formule brute (CsO,Hs),, plus com-
munément appelé Plexiglas®. Ces polyméres ont été choisis car ce sont de bons candidats pour une
fabrication des microcanaux a I’échelle industrielle. Les systéemes composés de ces matériaux sont

formés par microfraisage.

|
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Figure 22 : Formule semi-développée des polyméres utilisés

3.1.2 Procédés de fabrication

Plusieurs méthodes de fabrication des microcanaux existent. A 1’échelle du laboratoire, nous
utilisons une technique appelée photolithographie. Elle consiste a éclairer, a travers un masque, une
résine photosensible. Le procédé¢ de fabrication est inspiré de celui proposé dans I’ouvrage de Patrick

Tabeling (Tabeling, 2003).

La fabrication des canaux est précédée d’une étape de nettoyage des supports afin d’obtenir
des canaux les plus propres possibles. Les supports en silicium et les lames de verre sont plongés
pendant 5 min dans de I’acétone afin d’¢éliminer tout résidu organique de la surface. Ils sont ensuite
plongés dans un bain a ultrasons pendant 5 min et séchés. Une deuxiéme étape de nettoyage consiste
a les plonger dans de 1’éthanol pendant 5 min, puis de nouveau dans un bain a ultrasons 5 min. Les

supports et lames sont enfin séchés.

La premicre étape de fabrication des canaux consiste a créer le moule des canaux a I’aide de
la résine SUS. La résine est d’abord étalée sur le support en silicium a I’aide d’une tournette, le
SPIN150 de la société SPS. La tournette fonctionne d’abord a 500 rpm pendant 10 s avec une accélé-

ration de 100 rpm/s, puis a 2000 rpm pendant 30 s avec une accélération de 100 rpm/s. Le dépot est
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cuit 45 min a 95°C sur une plaque chauffante de la marque POLOS. Le masque permettant de tracer
les canaux est déposé sur la résine. L ensemble est ensuite irradié par des rayons UV de 365 nm pen-
dant 2 min a une puissance d’environ 12,5 mW par un appareil congu pour la photolithographie,
I’UV-KUB de la société Kloé. Le moule formé est immédiatement cuit 15 min a 95 °C afin de faire
ressortir I’image du masque sur la résine. La résine est enfin développée par dissolution des zones
non irradiées dans du développeur SU8 pendant 15 min. Nous obtenons ainsi un moule pour fabri-

quer nos canaux.

La seconde étape est la fabrication du microsystéme en lui-méme. Le PDMS est fabriqué en
réalisant un mélange silicone liquide - agent réticulant 10:1 (m/m). Ce mélange est dégazé sous vide
afin de ne pas avoir de bulles d’air dans notre systéme. Le mélange est déposé sur le support en sili-
cium ou a été formé le moule en résine. Afin d’activer ’agent réticulant, il faut le faire cuire. Le sys-

teme est donc passé au four a 120°C pendant 1 heure.

Systeme d’irradiation UV

i

Plaque chauffante

Figure 23 : Poste de préparation des microcanaux

Les microcanaux doivent a présent étre démoulés délicatement et nettoyés a 1’éthanol afin
d’enlever les éventuels restes de résine. Le PDMS ainsi que la lame de verre sont placés dans une
enceinte a plasma (plasma cleaner). La pression de I’enceinte est abaissée a 0,2 mbar grace a une
pompe a vide. Nous injectons ensuite de ’oxygene jusqu’a 300 mbar afin d’éliminer I’azote et les

autres gaz pouvant s’opposer a I’oxydation des surfaces. Cette opération est recommencée une nou-
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velle fois, puis la pression est abaissée a 0,1 mbar. Nous formons alors le plasma et le maintenons
pendant 40 s en gardant une pression inférieure a 1 mbar. Le plasma est arrété et le vide est cassé par
injection d’oxygeéne. Le systéeme en PDMS est collé¢ a la lame de verre par simple pression pendant
30 s. Le collage est réalisé par les liaisons oxygeénes formées par le plasma. Cette technique permet

d’éviter I'usage de colle qui risquerait de boucher les canaux.

Figure 24 : Plasma cleaner

3.1.3 Caractérisation des canaux obtenus

Les canaux obtenus sont formés de deux jonctions « flow-focusing », c’est a dire des jonc-
tions en croix (Figure 25). Au niveau de la premiére jonction, la phase interne (en rouge) est injectée
par le canal central et la phase intermédiaire (en vert) est injectée par les canaux latéraux. Dans la
seconde jonction, I’émulsion interne est injectée par le canal central et la phase externe (en bleu) est

injectée par les canaux latéraux.

Dans cette premicre €tape de fabrication, les canaux ont des propriétés de surface homogenes,
dépendant du polymere. Les systémes sont caractérisés en termes de dimension des canaux et

d’énergie de surface.

1st junction

2nd junction

reservoir

Figure 25 : Géométrie "flow-focusing" (Pannacci, et al., 2008)
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En utilisant la méthode de soft lithographie que nous avons détaillé précédemment, nous
pouvons obtenir des canaux d’une profondeur maximale de 150 um en PDMS (Figure 26). Lorsque
nous souhaitons utiliser des canaux de taille supérieure, I’atelier du LRGP fabrique par microfraisage

des systemes en PC ou PMMA (Figure 27).

Figure 26 : Systéme en PDMS formé de canaux de 41 pm de profondeur

Figure 27 : Microsystéme en polycarbonate et plexiglas®
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3.2 Mesure des angles de contact

3.2.1 Systéme de mesure

L’énergie de surface est estimée par la mesure des angles de contacts réalisée a 1’aide d’un
dispositif OCA20 (Dataphysics) couplé au logiciel SCA20. Ce systéme est composé d’un porte-
¢chantillon, d’un pousse-seringue électrique, d’une caméra vidéo a inclinaison réglable et dun sys-
teme d’éclairage. Le logiciel SCA20 permet de contrdler le pousse-seringue, de mesurer les angles
de contact statiques et dynamiques, de mesurer les tensions interfaciales et les énergies de surfaces

selon différents modeles.

Le principe de la mesure consiste a déposer une goutte de liquide de 4 uL sur la surface du
matériau a 1’aide d’un pousse-seringue automatique. Cinq liquides ont été utilisés pour réaliser les
mesures, dont deux contenant un surfactant :

- L’eau déionisée,

- Une solution de sodium dodecyl sulfate (SDS) a 2% (m/v) dans 1’eau déionisée,

- L’huile de silicone 5 c¢St,

- Le phytosqualane,

- Une solution de span 20 dans le MC30.

Dans un premier temps, I’angle de contact formé entre 1’interface solide — liquide — air est
mesuré pour chaque liquide. Ces mesures permettent de caractériser le matériau (hydrophile ou lipo-
phile). L’angle de contact solide — eau déionisée — air va €galement servir de base pour les études de

stabilités réalisées pour chaque traitement.

Dans un second temps, les angles de contact formés a I’interface solide — liquide — liquide
non miscible sont mesurés. Ceci nous permet de savoir si la phase interne risque de s’accrocher aux

parois de canaux, et de géner la fabrication des émulsions.

La mesure de I’angle de contact formé est réalisée par un systeéme d’acquisition d’images. La
caméra enregistre I’image de la goutte. Un logiciel trace la ligne de base formée par le solide, puis
I’arc de cercle qui délimite I’interface entre la goutte et le milieu environnant (air ou liquide) en
s’appuyant sur le contraste de I'image. Il mesure ensuite I’angle formé a I’intersection entre la ligne

de base et ’arc de cercle des deux cotés de la goutte. Nous obtenons ainsi ’angle de contact.

La justesse du résultat est estimée en se basant sur I’écart entre les délimitations définies par

le logiciel et les contours réels observés par I’opérateur. Les angles de contact de part et d’autre de la
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goutte doivent étre identiques et la surface la plus plane possible. La Figure 28 nous montre le sys-

téme de mesure utilisé.

Caméra

Figure 28 : Systéme de mesure de I'angle de contact

3.2.2 Angles de contact des polymeres non-traités

Les tableaux suivants (Tableau VI, Tableau VII, Tableau VIII, Tableau IX) présentent les

angles de contact qui sont obtenus pour nos différents polymeres.

Tableau VI : Angles de contact de différents produits sur différents substrats polyméres a l'interface solide - liquide - air

Eau 90,5 65,2 77,5
SDS 2% 70,8 21,4 32,9
MC30 + span 38,0 mouillage total  mouillage total
Phytosqualane 37,4 mouillage total  mouillage total
Huile de silicone 40,3 mouillage total  mouillage total

STAUFFER Fanny Page 55



Préparation d’émulsions doubles par un systéme microfluidique

Tableau VII : Angles de contact a l'interface PDMS - liquide — liquide non-miscible

Huile silicone

mouillage total

Phytosqualane

mouillage total

MC30 + Span

mouillage total

Eau

non mouillant

SDS

non mouillant

Tableau VIII : Angles de contact a I'interface PC - liquide - liquide non-miscible

Huile silicone 92,5

Phytosqualane 89

MC30 + Span 67

Eau 74
SDS 85

Tableau IX : Angles de contact a I'interface PMMA - liquide - liquide non-miscible

Huile silicone 73,4

Phytosqualane 58,2

MC30 + Span non mouillant

Eau non mouillant
SDS 107,3

Nous voyons donc que les polymeres utilisés sont tous hydrophobes et permettent en général
a la phase interne d’adhérer aux parois des canaux. Il est donc nécessaire de modifier les propriétés

de surface des polymeres avant de pouvoir y réaliser des émulsions doubles.
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33 Modification des propriétés de surfaces des canaux

Dans un premier temps, nous avons réalisé les tests sur des plaques de polymeres brutes. Ces

tests nous ont permis de choisir le procédé de greffage le plus efficace.

3.3.1 Traitement hydrophile par greffage par polymérisation

Principe

Le greffage de molécules hydrophiles par la réaction de polymérisation a été le premier testé.
En effet, ce procédé est celui qui a été le plus développé dans la littérature. La chimie de cette réac-
tion a été étudiée afin de mieux comprendre et contrdler les mécanismes mis en jeu (Xiao, et al.,
2002; Yang & Ranmby, 1996). Le principe consiste a créer des liaisons chimiques entre le polymere
activé par les rayons UV et les monomeres afin de former des chaines de polymeéres. Cependant,
nous avons observé un résultat non satisfaisant dans un premier temps avec une surface tres peu hy-
drophile. Nous avons donc décidé d’activer la surface par un pré-traitement au plasma oxygeéné. En
effet, dans le cas du PDMS, le plasma oxygéné permet de transformer les groupements méthyles
présents en surface par des groupements hydroxydes beaucoup plus réactifs. Nous avons nettement

amélior¢ les performances obtenues pour le PDMS mais pas pour les autres matériaux.

Materiel utilisé — étapes du développement

Les molécules contenues dans la solution de traitement de surface sont :

- Un photo-initiateur : la benzophénone,
- Le monomere : I’acide acrylique ou I’acrylamide,

- Un tensioactif : le pluronic F68.

L’ensemble des réactifs utilisés ont été achetés aupres de la société Sigma-Aldrich. La lampe
UV utilisée est une Lightningcure LCS de la société Hamamatsu capable de fournir 3500 mW/cm? a
une longueur d’onde de 365nm. La lampe est également équipée d’une fibre optique et d’un systeme

optique de lentilles permettant d’obtenir un faisceau parfaitement focalisé.

Nous avons d’abord comparé les performances obtenues en greffant de ’acide acrylique
(Seo, et al., 2007) ou de I’acrylamide (Lin & Burns, 2005) sur du PDMS. Nous avons ensuite réalisé
ces tests sur les trois polymeres (PDMS, PMMA et PC). Nous avons également testé 1’ajout d’un
piégeur d’oxygene : le périodate de sodium (NalOy), qui a pour but d’améliorer les performances de
la réaction (Schneider, et al., 2010). Cependant, nous avons observé un emballement de la réaction

s’opposant a notre volonté de contrdler le phénomene.
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Protocoles de traitement

La solution de travail utilisée pour le greffage de monomeéres d’acrylamide est réalisée a par-

tir de trois solutions meres :

1. Solution de benzophénone dans 1’éthanol 3,3% (m/v),
2. Solution d’acrylamide dans I’eau déionisée 40% (m/v),

3. Solution de pluronic F68 3,3% (m/v).

Chaque solution est maintenue sous agitation magnétique pendant 30 min a 300 rpm afin de

garantir son homogénéite et la dissolution des réactifs.

Le mélange final est obtenu en mélangeant la solution 2, la solution 1, la solution 3 et de
I’eau déionisée dans les proportions 7,5 : 1 : 1 : 0,5. La solution est également maintenue sous agita-
tion magnétique pendant 30 min a 300 rpm afin d’obtenir un mélange homogene. Le résultat final est
filtré juste avant utilisation car nous observons toujours un faible début de polymérisation. Si elle
n’est pas utilisée immédiatement, elle est conservée au maximum un mois a température ambiante et

a I’abri de la lumiére pour limiter les risques de polymérisation.

La solution de travail utilisée pour le greffage de monomeres d’acide acrylique est réalisée en

mélangeant :

- Benzophénone 0.39% (m/m),

- Pluronic F68 0,37% (m/m)

- Acide acrylique 17.27% (m/m),
- Tertiobutanol 31,78% (m/m),

- Eau déionisée 50,20% (m/m).

Cette solution est maintenue une heure sous agitation a 300 rpm afin de permettre la solubili-
sation des réactifs et d’assurer son homogénéité. De méme que pour la solution d’acrylamide, le mé-

lange est filtré avant utilisation et est conservé au maximum un mois dans les mémes conditions.

Le traitement de surface est précédé d’une activation au plasma oxygéné. Le pré-traitement
est réalisé suivant le méme protocole que pour coller les canaux aux plaques de verre que nous avons
évoqué au paragraphe 3.1.2. Les plaques sont ensuite immédiatement immergées dans la solution
choisie et irradiées 15 min par les UV a 365 nm avec une puissance de 40 mW afin de ne pas perdre
I’effet du pré-traitement. En fin de traitement, les plaques sont rincées abondamment a 1’eau distillée

pendant au moins 10 min.
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Résultat au temps initial

Afin d’estimer les performances de la réaction d’hydrophilisation, nous avons mesuré diffé-

rents angles de contact.

Les premiers tests ont été réalisés avec le PDMS et sans pré-traitement au plasma oxygéné.
Nous obtenions un angle de contact a I’interface air / eau / solide de 1’ordre de 70°. Ce résultat était
en accord avec la littérature (Rohr, et al., 2003), mais il était jugé insuffisant pour nos critéres. Nous
avons donc décidé de réaliser de nouveaux tests en incluant une étape d’activation de la surface par
le plasma oxygéné. Nous avons comparé les résultats obtenus en utilisant 1’acide acrylique ou
I’acrylamide comme monomeres. Dans les deux cas, I’angle de contact mesuré était de 1’ordre de
40°, soit 30° de moins qu’en I’absence d’activation de la surface. Enfin, nous avons testé le dévelop-
pement de cette méthode en réalisant d’abord I’activation par le plasma, puis en adsorbant une solu-
tion de benzophénone dans 1’acétone a la surface du polymere, et enfin en réalisant la réaction de
traitement avec une solution de monomére. Ces résultats se sont montrés aussi intéressants, voir
meilleurs dans les premiers jours. Les mesures réalisées a ’interface air / liquide / solide sont présen-
tées dans le Tableau X. Celles réalisées a I'interface liquide externe / liquide interne / PDMS se trou-

vent dans le Tableau XI.

Tableau X : Mesure des angles de contact aprés polymérisation a l'interface air / liquide / solide

Eau mouillage total 54,8 23,55

Eau + SDS 2% mouillage total 22,6 18
MC30 + span mouillage total mouillage total mouillage total
Phytosqualane mouillage total 37,7 12,6
Huile de silicone mouillage total 21,4 mouillage total

Tableau XI : Mesure des angles de contact aprés polymérisation a l'interface liquide externe / liquide interne / solide

Huile silicone non-mouillant non-mouillant

Phytosqualane non-mouillant non-mouillant

MC30 + Span non-mouillant non-mouillant

Eau mouillage total
Eau + SDS 2% 20
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Nous observons de bien meilleurs résultats avec le PDMS qu’avec les autres polymeéres. En
effet, ’angle de contact formé a I’interface air / eau / PDMS est inférieur a 10° et des gouttes
d’huiles contenues dans une phase aqueuse (avec ou sans SDS) n’adhérent pas a la surface. Ce der-
nier résultat nous montre que la polymérisation est une bonne voie pour obtenir des canaux hydro-

philes destinés a contenir la phase externe aqueuse. Les images de la Figure 29 nous montrent les

photos réalisées lors des mesures d’angle de contact.

1 2

w
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Figure 29 : Mesure des angles de contact pour le PDMS aprés polymérisation. 1. Interface air / eau / PDMS. 2. Interface air /
huile de silicone / PDMS. 3. Interface huile de silicone / eau / PDMS. 4. Interface eau / huile de silicone / PDMS.

Les autres polymeéres présentent des résultats similaires avec ou sans pré-traitement par plas-
ma oxygéné. Nous pouvons donc supposer qu’ils n’ont pas de fonction susceptible d’étre oxydée
pour faciliter le greffage des polymeres. Nous voyons que ces résultats ne sont pas suffisants et
qu’un traitement de surface par la réaction de polymérisation n’est pas adapté pour les autres poly-

meres.

FEtude de stabilité

Plusieurs tests de stabilité ont été réalisés. Afin de les réaliser, nous avons suivi I’évolution de
I’angle de contact a I'interface air / eau / solide. Un premier test a consisté a comparer I’influence du
milieu de conservation sur la stabilité du greffage. Nous avons vu que le traitement perd son efficaci-
té au bout de 8 jours a I’air libre, alors qu’il reste actif plus d’un mois dans I’eau distillée (Figure 30).

Nous avons donc choisi I’eau distillée comme milieu de conservation pour nos échantillons.
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Figure 30 : Influence du milieu de conservation sur la stabilité du traitement par une solution d'acrylamide.

Nous avons également comparé la stabilité du greffage des chaines d’acide polyacrylique et
des chaines de polyacrylamide. Nous voyons que le traitement par 1’acide acrylique est moins stable,
puisqu’il n’est actif qu’une semaine, contre un mois pour 1’acrylamide (Figure 31). Nous avons donc

choisi de garder I’acrylamide comme monomere pour notre formule de traitement.
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Figure 31 : Comparaison des stabilités obtenues avec le polyacrylamide et avec I'acide polyacrylique

Enfin, nous avons réalisé 1’étude de stabilité pour le traitement précédant par 1’adsorption du

photo-initiateur a la surface du polymere (Figure 32).
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Figure 32 : Stabilité du traitement par polymérisation final
Nous avons observé une efficacité treés nette et durable dans le temps pour le PDMS, mais les
résultats sont beaucoup moins intéressants pour les autres polymeres. Nous concluons donc de ces
différentes études que I'utilisation d’un traitement par polymérisation est une bonne solution, mais

qu’elle est restreinte au PDMS.

3.3.2 Dépot de polyéclectrolytes ou « Layer-by-Layer » PAH / PSS

Principe

La réaction de « Layer-by-Layer » est une succession de dépots de molécules en surface du
polymére. La chimie de cette réaction a été particuliérement bien étudiée dans le cas du polycarbo-
nate (Derszi, et al., 2011), mais le mécanisme de liaison entre les différentes couches peut étre trans-
posé quelque soit le support. Une premiere couche de PAH se lie de fagon covalente au polymére,
puis une couche de PSS se fixe par des liaisons ioniques a la couche de PAH. Il est possible de réali-
ser un systéme multicouche en réalisant plusieurs fois le protocole de greffage. Les résultats que

nous avons obtenus montrent 1’efficacité du traitement mais une stabilité limitée.

Materiel utilisé — étapes du développement

Les composés intervenant dans les solutions de traitement sont le PAH de masse moléculaire
900000 g/mol, le PSS de masse molaire 70000 g/mol et du NaCl. Ces composés sont tous achetés
aupres de la société Sigma-Aldrich. Cette réaction est également précédée d’une étape d’activation

au plasma oxygéné.
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Dans une premiere étape, nous avons utilisé un temps de contact court et nous n’avons dépo-
sé qu’une seule couche PAH/PSS. Nous avons ainsi obtenu des résultats satisfaisants pour le PC et le
PMMA, mais insuffisants pour le PDMS. Nous avons donc ensuite utilisé un temps de réaction supé-
rieur en accord avec la publication d’origine (Decher, et al., 1994) et avons déposé deux couches

PAH/PSS. Nous avons ainsi obtenu de meilleures performances avec le PDMS.

Protocole de traitement

Les solutions de travail utilisées sont :

- Une solution de 0,1% (m/v) de PAH dans une solution de NaCl1 0,5 M ;
- Une solution de 0.1% (m/v) de PSS dans une solution de NaCl1 0,5 M ;
- Une solution de NaCl1 0,1 M.

Les plaques sont d’abord activées par le plasma oxygéné selon le méme protocole que décrit
au paragraphe 3.1.2. Immédiatement apres leur activation, les plaques sont immergées dans la solu-
tion de PAH pendant 10 min pour le PC ou le PMMA ou 40 min pour le PDMS. Les plaques sont
séchées et rincées avec la solution de NaCl 0,1 M afin d’enlever toute trace de PAH. Elles sont en-
suite immergées dans la solution de PSS pendant le méme temps que pour le traitement au PAH,
séchées et rincées avec la solution de NaCl 0,1 M. Cette séquence est répétée autant de fois que I’on

souhaite former de couches. En fin de traitement, les plaques sont rincées a 1’eau déionisée.

Résultat au temps initial

Les résultats que nous avons obtenus nous montrent que le traitement par LbL permet
d’obtenir une surface trés hydrophile quelque soit le polymére employé (Tableau XII). Les angles de
contact sont trés faibles, tant pour les huiles que pour les phases aqueuses. La réaction est toutefois

plus facile avec le PC et le PMMA puisque 10 min suffisent & marquer la surface.

Les angles de contact mesurés a I’interface liquide externe / liquide interne / solide (Tableau
XIII) nous montrent que les gouttes d’huile contenues dans une phase aqueuse n’adhérent pas a la
surface du polymere. Cette solution semble donc a priori convenir pour le traitement des canaux

hydrophiles devant contenir la phase externe aqueuse.

STAUFFER Fanny Page 63



Préparation d’émulsions doubles par un systéme microfluidique

Tableau XII : Mesure des angles de contact aprés dépot du couple PAH/PSS a l'interface air / liquide / solide

Eau 25,1 Mouillage total 27

Eau + SDS 2% Mouillage total Mouillage total Mouillage total
MC30 + span Mouillage total Mouillage total Mouillage total
Phytosqualane 19,7 10,0 Mouillage total
Huile de silicone 19,9 8,0 Mouillage total

Tableau XIII : Mesure des angles de contact aprés dépot du couple PAH/PSS a l'interface liquide externe / liquide interne /

La Figure 33 nous montre les photos prises lors des mesures d’angle de contact.
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Figure 33 : Mesure des angles de contact pour le PC aprés dépét du couple PAH/PSS. 1. Interface air / eau / PC. 2. Interface

air / huile de silicone / PC. 3. Interface huile de silicone / eau / PC. 4. Interface eau / huile de silicone / PC.
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Etude de stabilité

Pour la réalisation de I’étude de stabilité, nous avons suivi I’évolution de 1’angle de contact a
I’interface air / eau / solide (Figure 34). Les échantillons ont été conservés a I’air ou dans 1’eau distil-
Iée. Ceux conservés a I’air libre ont perdu leurs propriétés au bout de quelques jours. Nous avons
observé que méme dans 1’eau distillée, les échantillons n’ont plus une mouillabilité suffisante au
bout d’a peine une semaine. Ceci est trés largement insuffisant pour les canaux que nous souhaitons
réaliser. L’augmentation du nombre de couches n’a pas prolongé la stabilit¢ du traitement. Nous
avons donc décidé de garder cette méthode pour le traitement des canaux en PC ou PMMA car elle
présente tout de méme de meilleurs résultats que le greffage de polyacrylamide ou d’acide polyacry-

lique par polymérisation.
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Figure 34 : Stabilité des échantillons traités par aprés dépot du couple PAH/PSS
3.33 Dépot de polvélectrolytes ou « Layer-by-Layer » PAH / PAA
Principe

Dans les étapes précédentes du développement, nous avons vu que le traitement par greffage
par polymérisation présente I’inconvénient d’étre spécifique au PDMS. Le traitement par dépot de
polyélectrolytes permet de traiter une gamme plus importante de matériaux, mais est limité par sa
faible stabilité¢ dans le temps. Nous avons donc décidé de rechercher plus spécifiquement les para-

metres critiques du procédé afin de mieux les maitriser.

Tout d’abord, nous avons remarqué que la plupart des traitements entrainaient des irrégulari-
tés dans les propriétés de surface. Nous avons donc mis en place un systeme de nettoyage de la ver-

rerie servant a préparer et conserver les solutions de traitement. Le nettoyage est effectué grace a une
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solution de piranha : 50% d’eau oxygénée a 30% v/v et 50% d’acide sulfurique a 98% v/v (Zhao, et

al., 2011). La verrerie et ensuite rincée abondamment a I’eau milliQ.

Il s’avére que le pH est un paramétre critique qui intervient sur le repliement des chaines de
polymeére (Choi & Rubner, 2005). Les informations recueillies concernant le couple PAH / PAA
(acide polyacrylique), nous avons utilisé ce nouveau couple afin de préparer les solutions de dépot.
Le pH des solutions a été ajusté a 8,5 afin d’obtenir un bon compromis entre 1I’épaisseur de la couche

déposée et le degrés d’ionisation des molécules.

Enfin le nombre de couche est déterminant sur I’homogénéité de la surface traitée. Les spé-
cialistes de ce type de traitement préconisent un minimum de cinq couches afin d’obtenir une surface

uniforme. C’est donc le nombre que nous avons retenu.

Materiel utilisé

Les composés intervenant dans les solutions de traitement sont le PAH de masse moléculaire
900000 g/mol, le PAA de masse molaire 1250000 g/mol et du NaCl. Le pH est ajusté grace a des
solutions de NaOH et de HCI 1M. Ces composés sont tous achetés aupres de la société¢ Sigma-

Aldrich. Cette réaction est également précédée d’une étape d’activation au plasma oxygéné.

Les solutions ont été filtrées sur filtre-seringue de 3um afin d’¢limer les poussicres et parti-

cules résiduelles.

Protocole de traitement

Le protocole de traitement est inspiré des travaux effectués dans le domaine des piles a com-
bustibles (Alem, et al., 2007). En effet, ce domaine utilise également le dépot de couches de polyé-

lectrolytes afin d’obtenir des surfaces hydrophiles. Les solutions de travail utilisées sont :

- Une solution de PAH & 10 M unité monomére ajustée 4 pH 8,5 ;

- Une solution de PAA & 10 M unité monomére ajustée a pH 8,5.

Les plaques sont d’abord activées par le plasma oxygéné selon le méme protocole que décrit

au paragraphe 3.1.2. Le cycle de dép6t des couches polyélectrolytiques est ensuite effectué 5 fois :

1) Dépot de la solution de PAH :
- Contact de la solution pendant 10 min ;
- Ringage continu a I’eau milliQ pendant 10-15 s ;
- Trois passages continus de 5 s ;
- Passage continu de 15 s.

2) Dépot de la solution de PAA selon le méme protocole.
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Chaque étape est suivie d’une injection d’air afin de chasser la solution. Les plaques sont

stockées a I’air libre.

Résultat au temps initial

Encore une fois, les angles de contact sont trés faibles, tant pour les huiles que pour les
phases aqueuses (Tableau XIV). Au vu de la similitude des résultats obtenus pour les deux couples

de polyélectrolytes, nous n’avons pas réalisé les tests aux interfaces liquide / liquide / solide.

Tableau XIV : Mesure des angles de contact aprés dépot du couple PAH/PAA a l'interface air / liquide / solide

Eau 39.4 23.3 23.4

Eau + SDS 2% Mouillage total Mouillage total Mouillage total

Huile de silicone Mouillage total Mouillage total Mouillage total
Etude de stabilite

Pour la réalisation de I’étude de stabilité, nous avons suivi I’évolution de I’angle de contact a
I’interface air / eau / solide (Figure 35). Les échantillons ont été conservés a I’air libre. Nous obser-
vons une treés bonne stabilité du traitement dans le temps. Nous avons donc décidé de conserver ce

traitement pour la suite des expériences car il est a la fois efficace, stable et biocompatible.
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Figure 35 : Stabilité des échantillons traités par aprés dépot du couple PAH/PAA
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3.3.4 Traitement hydrophobe par Aquapel®

Principe

Le traitement d’hydrophobisation par Aquapel® est un simple recouvrement de la surface par
des molécules fluorées hydrophobes. Aquapel® est un agent hydrofuge commercial utilisé sur les
pare brises de voiture. Le produit est conditionné dans des ampoules en verre contenues dans un sys-
téme qui permet de casser ’ampoule et d’imbiber une éponge avec le liquide. Afin de réaliser nos
traitements, nous devons ouvrir le conditionnement extérieur pour extraire I’ampoule, la casser et
récupérer le liquide qu’elle contient. Ce produit est irritant, il doit donc étre manipulé de fagon a évi-

ter le contact direct avec la peau et ne doit pas étre inhalé.

Protocole de traitement

Le traitement par Aquapel® est simple. En effet, il suffit de déposer le liquide a la surface du
matériau a traiter et de sécher le produit a I’air. Un temps de contact de 5 minutes suffit a obtenir un

matériau hydrophobe. La méthode employée est celle indiquée par la notice du produit.

Résultat au temps initial

Nous avons observé que 1’hydrophobicité des polymeres était effectivement augmentée (Ta-
bleau XV). Cependant, I’angle de contact formé par le PDMS n’est pas tres différent, avec ou sans
Aquapel®. En revanche, lorsque nous essayons de faire adhérer une goutte d’eau contenue dans une
phase externe d’huile de silicone, nous voyons que cette goutte n’adhére pas. Si la goutte contient du
SDS, elle peut adhérer, mais ce phénomene nécessite un temps de contact de quelques minutes, ce
qui est trop long par rapport a la dimension de nos canaux (Tableau XVI). Ce résultat montre donc

I’intérét de I’emploi d’Aquapel® pour les canaux hydrophobes.

Tableau XV : Mesure des angles de contact aprés traitement par Aquapel® a I'interface air / liquide / solide

Eau 101,1 108,6 114,5
Eau + SDS 2% 83,2 76,2 97,2
MC30 + span 68,1 55,9 69,3
Phytosqualane 44,3 55,9 73,4
Huile de silicone 47,3 10,7 54,5
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Tableau XVI : Mesure des angles de contact apreés traitement par Aquapel® a l'interface liquide externe / liquide interne/

solide
Interne \ Externe eau huile silicone
Huile silicone 73,4
Phytosqualane 58,2
MC30 + Span non-mouillant
Eau non-mouillant
Eau + SDS 2% 107,3

La Figure 36 nous montre les photos prises lors des mesures des angles de contact suite au

traitement par Aquapel®.

Figure 36 : Mesure des angles de contact pour le PDMS aprés traitement par Aquapel®. 1. Interface air / eau / PDMS. 2. Inter-
face air / huile de silicone / PDMS. 3. Interface huile de silicone / eau / PDMS. 4. Interface eau / huile de silicone / PDMS.

Etude de stabilité

Les échantillons ont été conservés soit dans 1’eau distillée, soit a I’air libre. Les mémes résul-

tats ont été obtenus dans les deux cas. L’étude de stabilité a duré un mois et nous n’avons pas obser-
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vé de diminution de I’efficacité du traitement sur cette durée (Figure 37). Le traitement par Aquapel®

est donc une bonne solution pour rendre hydrophobes les canaux contenant la phase intermédiaire.
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Figure 37 : Stabilité des échantillons traités par Aquapel®

34 Développement du procédé en traitement local

L’étape suivante a consisté a adapter les procédés de traitement afin de ne modifier que les
propriétés de surface des canaux souhaités. La difficulté de cette étape résidait dans la nécessité de
traiter localement les canaux d’intéréts, tout en protégeant les canaux qui devaient avoir d’autres

propriétés.

3.4.1 Adaptation du procédé de greffage par polymérisation

Afin d’adapter le procédé de greffage par polymérisation, nous avons séparé les différentes
¢tapes. Le procédé peut a priori étre transposé facilement, puisqu’il suffit de protéger les canaux qui
ne doivent pas étre modifiés par un élément qui ne laisse pas passer les UV. Cependant, il s’est avéré
délicat de choisir un temps de réaction suffisant pour obtenir le résultat souhaité, tout en ne bouchant

pas les canaux par des chaines polymériques trop longues.

Afin de diminuer les risques de boucher le systéme, nous avons suivi le méme mode opéra-

toire que nous avions précédemment défini :

- Pré-traitement au plasma oxygéné afin de coller le systéme et d’activer la surface ;
- Circulation d’une solution a 10% (m/v) de benzophénone dans I’éthanol pendant 10

s pour adsorber le photo-initiateur dans le polymere ;
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- Séchage a I’air pour enlever les résidus non adsorbés et éviter, dans le canal, une
réaction non localisée a la paroi ;

- Circulation d’une solution a 20% (m/v) d’acrylamide dans 1’eau distillée ;

- Traitement aux UV a 40mW ;

- Séchage a I’air pour enlever les molécules n’ayant pas réagi ;

- Nettoyage a I’éthanol pendant 1 heure ;

- Nettoyage a I’eau a pH 10 pendant 1 heure.

Avant d’injecter les solutions dans le systeme, nous les filtrons sur un tamis ayant une ouver-
ture de maille de 25 pm. Nos canaux ayant une dimension comprise entre 40 et 300 wm, ceci nous
permet de ne pas colmater notre systeme avec des particules se trouvant dans la solution. Afin de

protéger les canaux des UV, nous recouvrons I’extérieur de scotch noir.

Cette méthode s’est avérée particulierement délicate car la réaction de polymérisation est tres
rapide et les canaux sont bouchés treés rapidement par les chaines de polymere formées. En quelques
secondes, le canal de 40pum est totalement obstrué et inutilisable. En revanche, I’induction de la réac-
tion par les UV permet une parfaite maitrise des zones traitées sans devoir prévoir une méthode

d’obstruction des canaux. Un simple masque obscurcissant permet d’obtenir le résultat escompté.

En conclusion, cette méthode peut s’avérer tout a fait intéressante du fait de la stabilité du
traitement et de la facilité¢ de localisation de la réaction. Cependant, elle est trés difficile a mettre en
ceuvre a cause de la faible dimension des canaux et de la difficulté a contrdler la réaction de polymé-

risation.

3.4.2 Adaptation du procédé « Layer-by-Laver » PAH / PSS

En ce qui concerne ce procédé, nous nous sommes basés sur les travaux réalisés en 2010 par
I’équipe de Bauer (Bauer, et al., 2010). Dans ce cas, nous injectons les différentes solutions du trai-
tement grace a un pousse-seringue ¢électrique tout en protégeant les autres canaux par un flux d’eau
distillée. Le canal D doit étre rendu hydrophile ; c’est par cette entrée que les solutions sont injectées
a un débit de 50 pL/h. Le canal C est fermé par une guillotine. Le canal B est alimenté en eau distil-

lée & un débit de 100 pL/h. Le canal A nous sert de sortie (Figure 38).
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Figure 38 : Schéma du systéme a deux jonctions flow-focusing

Au niveau du canal D, nous injectons les différentes solutions que nous avons précédemment

conditionnées dans un tube d’alimentation de la fagcon suivante :

- 5 cm de solution de PAH 0,1% m/v dans le NaCl a 0,5 M;
- 1 cm d’air ;

- 2,5cmde NaCla 0,1 M ;

- 1 cm d’air ;

- 5 cm de solution de PSS 0,1% m/v dans le NaCl a 0,5 M;
- 1 cm d’air ;

- 2,5cmde NaCla 0,1 M ;

- 1 cm d’arr.

Ce traitement est réalisé deux fois afin de former deux couches. Lors du traitement, nous ob-
servons que le flux de solution de traitement n’entre pas dans le canal B (Figure 39). Le traitement
est ainsi confiné au canal souhaité. De plus, ’observation du comportement du liquide a I’intérieur
de ce canal lors des essais d’émulsification nous montre que les parois sont bien hydrophiles et que

les gouttelettes de phase intermédiaire ne s’accrochent pas a la surface.
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Figure 39 : Observation microscopique de la deuxiéme jonction lors du traitement par LbL

Cette méthode est donc trés simple a mettre en ceuvre, bien qu’assez longue. Elle nécessite
que les étapes se succedent sans temps d’attente et un bon controle du pH et des phases afin d’obtenir
des propriétés de surfaces conformes a nos attentes. Elle est enfin trés simple a contrdler et il est en-

visageable de réaliser un nombre de couches plus important en fonction des propriétés souhaitées.

3.4.3 Adaptation du procédé « Layer-by-Layer » PAH / PAA

Dans le cas de ce procédé, nous avons préféré utiliser une adaptation manuelle et non automa-
tisée du traitement afin de contrdler précisément les temps de dépots. En effet, les temps de circula-
tion sont de I'ordre de la seconde. L’utilisation de pousses-seringues ne permet pas une telle préci-

sion.

Les solutions sont injectées par le canal de sortie afin de traiter uniquement la partie hydro-
phile. Les autres canaux sont protégés par un flux d’air continu afin de ne pas contaminer le reste du
canal. Nous pouvons cependant noté que des expériences réalisées en traitant la totalité des canaux
pour qu’ils deviennent hydrophiles, puis en recouvrant les canaux hydrophobes par la solution de
traitement spécifique, ont montré des résultats trés satisfaisants. Il peut donc étre envisageable de

simplifier le procédé grace a cette méthode.

3.4.4 Adaptation du traitement par Aquapel®

Dans un premier temps, nous avons cherché a automatiser le traitement par utilisation du

. .. , ® 5 s A .
pousse-seringue en injectant I’Aquapel” dans les canaux d’intéréts, et en protégeant le reste du sys-
teéme par un flux d’air. Cependant, lors du traitement des canaux, nous avons observé des zones qui

ne fixaient pas le produit. Ceci entrainait des irrégularités dans les propriétés de surface. Nous avons
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ainsi pu voir les gouttelettes W/O se former puis se rompre au niveau des irrégularités, voire ne pas
se former, en fonction de la position des zones plus hydrophiles. Nous avons également observé
qu’une couche aqueuse tres fine recouvrait ces portions et qu’il était tres difficile de I’enlever. Nous
en avons déduit qu’il était nécessaire d’avoir un séchage trés efficace. Deux conclusions ont décou-
lées de ces observations : le systéme doit étre parfaitement sec avant d’injecter I’ Aquapel® et le dépot

n’est pas régulier.

Le protocole qui a découlé de ces conclusions est un traitement manuel. Tout d’abord, les
systemes sont séchés par un flux d’air continu durant une journée avant d’étre traités. Ensuite,
I’ Aquapel® est injectée dans le canal. Il est laissé au repos pendant 1 min puis est ré aspiré. Un flux
d’air est ensuite injecté pour nettoyer le canal. Cette opération est réalisée 3 fois afin d’obtenir un
dépot efficace et homogene. Nous avons pu voir que cette méthode permettait d’obtenir les proprié-

tés de surface souhaitées.

L’encrassement des systemes est un autre gros probleme de ce traitement. En effet,
I’ Aquapel® est contenu dans une bouteille en verre qu’il faut casser pour ouvrir. Le liquide recueilli
contient donc des bris de verre. Cependant, nous ne pouvons pas faire une filtration tres fine du pro-
duit car il attaque les filtres. Il est donc fréquent que des petites particules viennent obstruer les ca-
naux. Afin de limiter ce probleéme, le systéme est enticrement lavé a 1’éthanol aprés traitement. Nous
voyons ainsi que les dépéts (fibres, Aquapel® et particules) sont évacués et laissent un canal parfai-
tement propre. Cependant, si une particule trop grosse venait a boucher le canal pendant le traite-

ment, le systéme n’est plus utilisable et il faut recommencer le traitement entier.

3.4.5 Conclusion sur le procédé de traitement des canaux

Au vue des résultats obtenus, il nous a semblé particulierement pertinent d’employer le trai-
tement par le couple PAH / PAA pour rendre les canaux hydrophiles. En effet, ce traitement présente
des avantages majeurs : il est simple d’utilisation, il est efficace quelque soit le matériau formant les

canaux et il est biocompatible.

L’ Aquapel® est utilisé pour le traitement hydrophobe. Cependant, nous avons vu que ce trai-
tement peut entrainer des problémes comme 1’obstruction du microcanal lors de la fonctionnalisation
de surface. De plus, en considérant I’effet de ce produit sur les filtres plastiques, nous pouvons nous
poser la question de la pertinence de ce produit pour une utilisation pharmaceutique. Nous avons
récemment entendu parler d’un autre traitement, basé sur le couple PAH / PAA, qui permettrait de
rendre les surfaces hydrophobes par I’ajout d’un simple catalyseur. Cette réaction ne sera pas traitée

dans cette étude mais fera I’objet d’un travail de recherche complémentaire a cette étude.
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3.5 Fabrication d’émulsions doubles

Afin de valider notre méthode de traitement, nous avons réalis€ des émulsions doubles
W/O/W. Les émulsions réalisées sont des émulsions modéles permettant de prouver I’efficacité des

systemes.

3.5.1 Matériel

La phase aqueuse utilisée est I’ecau distillée. La phase organique utilisée est 1’huile de sili-
cone. Nous n’avons pas utilisé de tensioactifs pour que le résultat obtenu soit le plus sensible pos-
sible aux effets des parois. Ceci nous permet de détecter immédiatement les irrégularités dans le trai-

tement de surface.

Afin d’observer les écoulements et de mesurer le champ de vitesses lors de la formation des
gouttelettes, nous utilisons des particules blanches de latex calibrées de 1 um. Ces particules sont
placées successivement dans les différentes phases afin d’obtenir les champs de vitesses des diffé-

rentes phases lors de la formation des gouttelettes.

Les systémes sont observés par microscopie optique et filmés par caméra rapide. Les images
sont extraites et traitées par le logiciel micro-PIV Flow Manager (vélocimétrie par image de parti-

cules) afin de calculer les champs de vitesse.

3.5.2 Protocole de fabrication

Les émulsions sont fabriquées par injection des différentes phases dans les canaux appro-
priées. Les phases aqueuses sont injectées dans les canaux A et C et la phase huileuse est injectée

dans le canal B (Figure 40).

Figure 40 : schéma des systémes microfluidiques employés
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Les liquides sont injectés grace a des pousses-seringues programmables Harvard Apparatus
permettant de contrdler le débit d’injection de manicre précise. Plusieurs débits sont testés afin
d’obtenir la formation d’émulsions doubles. L’observation se fait en temps réel grace a un micros-
cope optique. Les images sont enregistrées et peuvent étre extraites grace a un logiciel d’acquisition

approprié.

Figure 41 : Fabrication des émulsions doubles

3.5.3 Analyse par micro-PI1V

La PIV est une technique optique permettant de mesurer les champs de vitesse dans un li-
quide a I’aide de particules tragcantes. Dans notre cas, il s’agit d’une technique de pPIV, c’est a dire
I’adaptation de la PIV pour des systémes microscopiques. Le fluide est éclairé et I’image est grossie
sur un microscope. Ici, le systéme est placé entre la source de lumiére et ’objectif du microscope.
Les particules créent une ombre captée par le microscope et les images sont enregistrées par la camé-
ra. L’utilisation d’images trés rapprochées permet de mesurer le mouvement de chacune des parti-

cules et d’obtenir les champs de vitesse par corrélation croisée.
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Le systéme utilis¢ est une uPIV Dantec Dynamics couplé a un microscope Leica DM ILM.
La caméra utilisée est une caméra digitale double image Flowsense dont les images sont traitées par

le logiciel FlowManager version 4.71.

3.54 Résultats obtenus

Dans le cadre de cette étude, une émulsion double W/O/W composée de gouttes monodis-
perses a été obtenue sans 'utilisation de tensioactifs (Figure 42). Le systéme utilisé est composé de
canaux de section carrée de 150um. Les zones hydrophiles on été traitées par PAH / PAA et les
zones hydrophobes par de I’ Aquapel®. Les débits d’injection des phases ont été fixés 4 100 pL/min.

La coalescence de la phase aqueuse au niveau du réservoir final est due a I’absence de tensioactifs.

Phase interne : Phase intermédiaire : Phase externe :
Eau distillée Huile de silicone Eau distillée

Figure 42 : Emulsion W/O/W formée par notre systéme
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Alors que les émulsions sont une forme bien connue en galénique, le développement des
émulsions doubles a, jusqu’a présent, été freiné par la difficulté a stabiliser ces formes dans le temps.
Cependant, I’intérét commence a resurgir suite au développement dune nouvelle technologie : la

microfluidique.

Cette science, qui a vu son développement croitre grace aux besoins de I’analytique, de la
biologie moléculaire et de la microélectronique, a pris peu a peu ses marques dans le milieu particu-
lier de I’industrie pharmaceutique. La connaissance des phénomeénes régissant les écoulements mi-
crofluidiques et les avantages économiques de ces systémes en ont fait un excellent candidat pour de

nouvelles applications.

Depuis quelques années, I’étude de la formation des gouttelettes en microcanaux a permis
d’envisager la formation d’émulsions multiples. Cependant, a I’échelle du micrométre, il n’est plus
possible de négliger les effets de paroi. Il est donc nécessaire de réaliser des traitements permettant
de modifier localement les propriétés de surface des canaux. Ainsi, les canaux dans lesquels circulent
les fluides hydrophiles doivent étre hydrophiles et les canaux dans lesquels doivent circuler les

fluides hydrophobes sont hydrophobes.

Nous avons développé des systémes microfluidiques constitués de deux jonctions flow-
focusing afin de réaliser des émulsions doubles monodisperses. Les canaux en PDMS présentent une
section carrée de 40 a 300 um. La taille des gouttelettes formées est contrdlée en jouant sur les dé-
bits d’alimentation des différentes phases. Plusieurs méthodes d’hydrophilisation et
d’hydrophobisation des polymeéres formant les canaux ont été testées. Nous avons étudié 1’efficacité
et la stabilité de ces traitements grace aux mesures d’angles de contact. Les traitements hydrophili-
sants employés sont le greffage par polymérisation in situ de chaines hydrophiles et le dépdt de
couches de polyélectrolytes (Layer-by-Layer) avec le couple PAH / PSS et le couple PAH /PAA. Le
traitement hydrophobe que nous avons choisi est le dépot d’un agent hydrofuge commercial :
I’ Aquapel®. Nous avons ainsi pu comparer les différentes méthodes afin de choisir la plus adéquate

en fonction du matériau employ¢ pour la fabrication des canaux.

Nous avons ensuite cherché a développer les traitements afin des les appliquer localement a
certains canaux tout en protégeant les autres. Dans le cas du traitement par polymérisation, nous
avons obtenu un traitement trés facile a cibler grace a 'utilisation d’un masque empéchant I’action

des UV sur les canaux a protéger. Cependant, la réaction est tellement rapide qu’en quelques se-
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condes, le canal peut se boucher par la polymérisation des chaines. Dans le cas du traitement par
dépot d’¢électrolytes, le dépdt s’est avéré trés simple a réaliser, tout en protégeant les autres canaux
par un flux de fluide empéchant la pénétration de la solution de traitement. Enfin concernant la mé-
thode d’hydrophobisation par Aquapel®, le traitement s’est avéré délicat car il nécessite une surface

parfaitement propre et séche, un dépot multicouche et un nettoyage des surfaces apres traitement.

Suite aux tests, nous avons pu obtenir une méthode de fabrication des microcanaux simple et
stable. En regroupant les différentes informations puisées dans la littérature, nous avons réalisé des
systemes dont les propriétés de surface sont conformes a nos besoins et varient tout au long du canal.
Les tests de stabilité que nous avons effectués ont permis de connaitre les conditions d’utilisation et

de conservation.

La fabrication des émulsions doubles représente 1’aboutissement de cette étude. En effet, nous
avons réalisé un test final qui consiste a former des émulsions doubles qui ont été observées sous
microscope. Les émulsions réalisées étaient des essais permettant de prouver la faisabilité de la for-
mation d’émulsions doubles en microsystémes. L’étude qui suivra devra permettre de réaliser des
émulsions doubles présentant une stabilité suffisante dans le temps et des propriétés permettant

d’envisager un usage pharmaceutique.

Plusieurs axes d’études a long terme peuvent étre envisagés. Le premier s’intéressera a
I’¢tude de I’encapsulation de substances d’intérét pharmaceutique afin de transformer les systémes
inertes que nous avons développés en vecteurs médicamenteux. Il serait également intéressant
d’utiliser des surfaces modifiées mimant 1’endothélium afin d’étudier le comportement de ces sys-
temes lors de leur utilisation. De méme une étude de la résistance de ces émulsions pour une admi-
nistration par voie orale ou parentérale serait intéressante. Il appartient aux lecteurs de cette étude de
déterminer si celle-ci peut étre retenue comme le préliminaire d’un projet de recherche portant sur
I’étude des propriétés de ces molécules actuellement difficilement exploitables mais pleines de pro-
messes pour développer et commercialiser les médicaments de demain. Nous voyons donc que cette
¢tude n’est que le commencement d’un vaste projet qui pourrait permettre d’envisager des voies
d’exploitations de certaines molécules dont les propriétés ne permettent pas actuellement un déve-

loppement commercial.
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Préparation d’émulsions doubles par un systéme microfluidique
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RESUME :

Cette étude porte sur la production d’émulsions doubles dans des systémes microfluidiques. Les émulsions
doubles sont des systémes comportant une phase intermédiaire dispersée dans une phase continue non-miscible,
et comportant elle-méme une phase interne non-miscible. Cette forme est souvent délaissée du fait de sa trop
faible stabilité. Cependant, les émulsions doubles pourraient s’avérer étre un atout majeur pour 1’encapsulation
de principes actifs hydrosolubles fragiles ou de faible perméabilité. En effet, depuis quelques années, la
microfluidique s’est imposée comme une science particuliérement intéressante afin de résoudre les problémes
liés a I’inhomogénéité des systémes. Les recherches effectuées dans le domaine de la formation de gouttelettes
en microcanaux ont montrées I’intérét de cette technologie pour la production en continue d’émulsions simples.
Nous nous proposons de réunir les domaines de la galénique et de la microfluidique en développant des systémes
permettant de produire des émulsions doubles eau / huile / eau monodisperses, ceci permettrait d’accroitre leur
stabilité en diminuant leur vitesse de vieillissement.

En partant de la définition des émulsions doubles, leurs propriétés et leurs potentielles utilisations en
pharmacie seront présentées dans ce travail de thése. Nous discuterons ensuite de I’intérét de la microfluidique
pour I’industrie pharmaceutique et, plus particuliérement, pour le développement d’émulsions doubles en tant
que vecteurs médicamenteux. Enfin, nous présenterons nos travaux portant sur les systémes microfluidiques
permettant de produire des émulsions doubles monodisperses. Ces travaux comprennent notamment 1’étude des
différents procédés de fonctionnalisation de surface permettant d’obtenir des canaux dont la mouillabilité
favorise 1’orientation spontanée de 1’émulsion dans le sens souhaité. La stabilité des traitements ainsi que leur
adaptation en traitement local seront étudi¢es. Enfin la production d’émulsions modéles permettra de prouver
I’efficacité des systémes développés pour la production d’émulsions doubles présentant une trés faible dispersion
de taille de goutte.
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