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Résumé

Le développement de différentes formes colloidales pour la thérapie et le diagnostic médical ul-
trasonore connait un intérét croissant depuis de nombreuses années. En particulier, les micro-
bulles de perfluorocarbone (PFC) sont des agents de contraste intéressants, car le gaz est un puis-
sant réflecteur des ultrasons. Plus récemment, les gouttelettes de PFC ont été proposées pour de
nouvelles applications acoustiques. Suite a une impulsion acoustique, les ultrasons induisent un
changement de phase de I'état liquide a I'état gazeux. Ce phénomene est appelé la vaporisation
acoustique de gouttelettes. Pour toutes ces nouvelles applications, le développement de nouvelles
techniques de préparation offrant un controle précis de la taille des particules formées lors de la
production reste un enjeu primordial. Ainsi, de nouvelles méthodes de préparation basées sur des
dispositifs membranaires sont particulierement intéressantes. L'objectif de la these porte donc
sur le développement de nouvelles techniques 2 membrane pour la formulation de microbulles
et de microgouttelettes de taille controlée, en vue d’applications en imagerie et thérapie ultra-
sonore. Dans ce travail, I'émulsification membranaire directe avec un module membranaire de
type cross-flow a été utilisée pour la préparation de microbulles stabilisées par des tensioactifs
solubles, tandis qu'un module de type microkit a permis I'obtention de microbulles stabilisées
par des phospholipides. Dans un second temps, I’émulsification membranaire par prémix a per-
mis de formuler des microgouttelettes de PFC monodispersées. Pour les différentes formes colloi-
dales préparées, nous avons documenté I'influence des parametres du procédé (pression, débit
et contrainte de cisaillement), des parametres de formulation (molécules stabilisatrices, type de
PFC de la phase dispersée) et des parameétres de la membrane (taille des pores) sur la forma-
tion des microbulles et microgouttelettes. Nous avons finalement démontré la fonctionnalité des
microbulles et microgouttelettes formées, par leur caractérisation acoustique, et montré qu’elles

présentent des propriétés compatibles pour les applications biomédicales.



Abstract

The development of various colloidal forms for therapy and diagnosis in medical ultrasound is of
great interest since many years. In particular, microbubbles of perfluorocarbon (PFC) are interes-
ting as contrast agents because their gas core is a strong ultrasound reflector. More recently, PFC
droplets have been proposed for novel acoustic applications. Indeed, after an acoustic pulse, the
ultrasound waves induce a phase change from the liquid state to the gaseous state. This pheno-
menon is called the acoustic vaporization of droplets. For all these new applications, the deve-
lopment of new techniques of preparation offering a precise control of the particle size is of great
necessity. Novel methods of preparation based on membrane devices are particularly interesting
for this purpose. The aim of the thesis is the development of new membrane process for the for-
mulation of microbubbles and droplets with tight control of their size, to meet requirements for
ultrasound applications in imaging and therapy. In this work, the direct membrane emulsification
with a cross-flow membrane module was used for the preparation of microbubbles stabilized by
soluble surfactants, while a microkit module was used to fabricate microbubbles stabilized by
phospholipids. In a second step, the membrane emulsification by premix was used to formulate
monodispersed droplets of PFC. For the various colloidal forms prepared, we documented the
influence of the process parameters (pressure, flow rate and shear stress), the formulation para-
meters (surfactants, type of PFC of the dispersed phase) and the membrane parameters (pore size)
on the formation of microbubbles and droplets. Finally, we demonstrated the functionality of mi-
crobubbles and droplets, by an acoustic characterization, and showed that they have properties

that could be compatible for biomedical applications.



Remerciements

Avant toute chose je tiens a remercier les membres du jury Hervé Duval et Huai-Zhi Li d’avoir
accepté d’étre rapporteurs, a Samir Cherkaoui d’avoir accepté d’étre examinateur, ainsi qu’a Sté-
phanie Briancon de m’avoir fait ’honneur de présider le jury. Merci pour notre échange et I'intérét
que vous avez porté a mon travail.

Ce travail de these a été réalisé en grande partie au sein du Laboratoire d’Automatique, de Génie
des Procédés et de génie Pharmaceutique (LAGEPP). Je remercie les directeurs successifs Hatem
Fessi et Stéphanie Briancon, pour leur accueil. Une partie de la these a également été réalisée
pour un certain nombre d’expériences acoustiques au Laboratory of Therapeutic Applications
of Ultrasound (LabTAU) dirigé par Cyril Lafon. Merci Cyril pour ton accueil dans I'univers des
biophysiciens.

Bien sir, je tiens également a dire un grand merci a mes encadrants de these : Catherine Char-
cosset et Frédéric Padilla. Merci a tous les deux pour m’avoir confié ce sujet de these. Catherine,
merci pour ton soutien, ta grande disponibilité, et merci de m’avoir fait confiance tout au long de
la these. Frédéric, merci pour toutes les discussions, ta sympathie et ton savoir que tu partages
avec nous.

Je voudrais remercier également le personnel du LAGEPP, qui ont rendu ce travail plus agréable
grace a leur aide et leur sympathie au quotidien. Merci Nadia Chapel, pour m’avoir facilité les dé-
marches administratives et pour ta grande gentillesse. Cette these faisant partie d'un projet multi-
disciplinaire, toutes les expériences réalisées sur la préparation des agents de contraste n’auraient
pu étre menées a bien sans I'expertise de Jean-Pierre Valour et Sébastien Urbaniak. Merci pour vos
disponibilités et tout ce que vous m’avez appris. Je remercie également le service technique ana-
lyse et instrumentation, Géraldine Agusti Moret et Quentin Lelong, pour la mise en place d’équi-
pements scientifiques performants afin d’étre dans les meilleures conditions pour réaliser les ex-
périences.

Mes remerciements s’adressent également a Noureddine Lebaz pour avoir consacré du temps
pour me former au logiciel Latex ainsi que pour tes conseils et nos discussions scientifiques et
humoristiques. Nina Papaya, tu as été une super stagiaire et je te remercie pour le travail que tu as
fourni et pour I'expérience d’encadrement que tu m’as apportée.

Je n'oublie pas, bien siir, mes collégues avec qui j'ai passé d’agréables moments au laboratoire
comme a I'extérieur : Laura Birba, Flavia Carton, Gheghiani Manis, Gonzalez Francisco, Khadem
Behnam, Magnano Greta, Mesnier Aline, Michaud Aline, Rosso Annalisa, Tarnowska Malgorzata,
Zitte Bertrand, Pierre Verlhac, Alexandre Terrand-Jeanne, Louis Lefebvre, Alexis Zenner, Marc-
Aurele Lagache, et Alexandre Hiver.

Mes remerciements vont également a tous mes collegues du Labtau : Cécile Fant, Teymour Kangot
et Jennifer Wischhusen , et particulierement Ali Zorgani, pour son investissement pour m’aider a
la caractérisation acoustique des agents de contrastes ultrasonores.

Au cours de cette theése, j'ai également eu la chance d’obtenir un contrat d’ACE pour I'encadre-

ment de travaux pratiques pour les étudiants en licence et Master. Je remercie chaleureusement



les jeunes maitres de conférence pour vos précieux conseils dans le monde de l'enseignement;
Emilie Gagniere, Elodie Chabanon, Giovanna Lollo, Stéphane Labouret et Claudia Cogne.

Je garderai un souvenir mémorable de cette période grace aux personnes qui ont rendu I'am-
biance agréable au laboratoire, en particulier Joris Arnault, Océane Alliod, Joélle Balegamire et
Camille Dumont. Tous nos fous rires et nos délires resteront a jamais gravés (QPUC, Déguise-
ment, Basket, Jeux, Chasse au trésor, Randonnée.. .).

Je tiens a remercier tous mes amis et toutes les personnes qui m’'ont encouragé tout au long de
mon parcours : Benjamin, Ewan, Jules, Elodie, Teddy, Margot, Cyril, Fatema, Alexandra, Yann,
Matthieu, Patrick, Geoffrey...

Cette these n’aurait pu étre menée a bien sans le soutien et les encouragements de ma famille.
Merci pour vos conseils, votre amour et votre force que vous savez me transmettre depuis toujours
afin de me dépasser et d’atteindre mes objectifs. Maman, merci pour m’avoir toujours encouragé
et d’avoir toujours essayé de comprendre ce que je faisais. Papa, merci pour ton envie de vouloir
toujours faire plaisir et me m’avoir permis d’étre dans les meilleurs conditions pour réaliser cette
thése. Une fois de plus merci a vous deux pour m’avoir soutenu tout au long de mes longues
études, et de s’étre toujours sacrifié pour que mon frére et moi puissions réaliser nos réves.

Je tiens a dédier ce travail a mon frere, Victor. Je suis fier d’avoir été un modele pour toi mais sache
que tu as accompli bien plus que moi et sache que je serai toujours présent pour étre a tes cotés
pour continuer a nous surpasser pour atteindre nos objectifs. La complicité qui nous unit nous
permet de rester liés malgré les centaines de kilometres qui nous séparent.

Pour terminer, Elodie, je n'ai pas assez de mots pour te remercier de m’avoir tant soutenu, durant
ces trois années. Merci d’avoir été la personne me permettant de toujours garder la motivation,
I'esprit positif, de t'étre intéressé a mon travail, de m’avoir patiemment écouté, soutenu, aidé et
encouragé.

Une nouvelle page va enfin pouvoir commencer...

ii



Préambule

Le travail décrit dans cette these a été réalisé au laboratoire d’automatique, génie des procédés
et génie pharmaceutique (LAGEPP) a I'Université Claude Bernard Lyon 1. En tant que doctorant
contractuel, j’ai eul’opportunité de pouvoir exercer une activité complémentaire d’enseignement
(ACE) en plus de la réalisation de mes travaux de recherches. Le manuscrit est basé sur deux pu-
blications en anglais, qui forment le chapitre 3 et le chapitre 5. Chaque publication scientifique

est introduite par un préambule mais le contenu des publications reste inchangé.

Publications scientifiques :

1. R. Melich, J-P. Valour, S. Urbaniak, E Padilla and C. Charcosset Preparation and charac-
terization of perfluorocarbon microbubbles using Shirasu Porous Glass (SPG) membranes,
Colloids and Surfaces A : Physicochemical and Engineering Aspects, Article accepté le 19

septembre 2018

2. R.Melich, E Padilla, A. Zorgani and C. Charcosset Preparation of perfluorocarbon emulsions
by premix membrane emulsification for acoustic droplet vaporization in biomedical appli-

cations, Journal Of Materials Chemistry B, Article soumis en octobre 2018

Présentations scientifiques :

¢ R. Melich, E Padilla and C. Charcosset Preparation of perfluorocarbon emulsions by premix
membrane emulsification for acoustic droplet vaporization in biomedical applications, Eu-

romembrane, July 9?"-13", 2018, Valencia, Espagne (Oral)

¢ R. Melich, E Padilla and C. Charcosset Influence of surfactants and gas properties for the
preparation of microbubbles by membranes, Bubble & Drop, June 26'"-30", 2017, Lyon,

France (Poster : 3¢™¢€ Prix)

¢ R. Melich, E Padilla and C. Charcosset Les bulles : Agents de contraste ultrasonores en ima-
gerie médicale, Journée régionale des innovations thérapeutiques, 25 Janvier 2017, Lyon,

France (Oral)






Table des matieres

Résumé
Remerciements
Préambule

Table des matiéres
Liste des figures

Liste des tableaux
Nomenclature
Introduction générale

1 Partie bibliographique
1.1 Ultrasons pour applications médicales . . .. ... ... ... ... ... ........
1.1.1 Généralités sur I'imagerie ultrasonore . . . . . . ... ... ... ... ......
1.1.1.1 Ondesultrasonores . . . .. .. ... ... ...,
1.1.1.2 Echographie. . . . . . ... ... . .. .
1.1.1.3 Agents de contraste ultrasonores (ACUs) . . . .. .. ... .......
a)Généralités . . . . ... L
b) Différents types d’agents de contraste . . .. ..............
1.1.2 Microbulles . . . . . .. ... e
1.1.2.1 Généralités . . . . . . . . . e e
1.1.2.2 MicrobullesentantquACUs . . . . .. ..................
1.1.23 Composition . . .. ... ... .. . e
a) Compositiondugaz . . . ... ... ... ... .
b) Compositiondel'enveloppe . . . . . ... ... . ... ...,
1.1.2.4 Propriétésacoustiques . . . .. ... ... ...
1.1.25 Applications. . . . . . .. ... e
1.1.3 Emulsions . . . . . . . .
1.1.3.1 Généralités . . . . . . . . . e
1.1.3.2 Emulsionsentantqu’ACUs . . . . . .. .. ... . ... ........

a) Composition . . . . . . . L e

iii

iii

xvii

xviii

© © N o o o O



TABLE DES MATIERES

iv

b) Parametres influencant la vaporisation. . . . .. ... ... ...... 20

1.1.3.3 Applications. . . . .. .. ... . L 22

1.2 Physico-chimie des systemes dispersés . . . . . ... ... ... ... .. ... 22
1.2.1 Principales propriétés physico-chimiques . ... ... ... .. ... ... ... 23
1.2.1.1 Interfaces liquide/liquide et gaz/liquide . . ... ... ... . ... .. 23

1.2.1.2 Tensioactifs . . ... ... ... .. .. .. .. 24

1.2.1.3 Concentration micellaire critique . . . . ... ... ... ........ 24

1.2.1.4 Pressiondelaplace . ... . ... ... .. .. ... ... . . ... .. 25

1.2.1.5 Angledecontact . .. ... ... ... ... .. 25

1.2.2 Stabilité des systemes dispersés . . . . .. .. ... .. ... .. 25
1.2.2.1 Pourlesémulsions . . . ... ..... ... ... ... ... ... 26

1.2.2.2 Pourlesmicrobulles . . . . . ... ... ... ... L. 26

1.3 Procédésdefabrication . ... ... .. ... . ... ... 29
1.3.1 Procédés utilisant I'agitation mécanique . . . ... ... ... .. ... ..... 30
1.3.1.1 Homogénéisateur rotor-stator . . . . . . ... .. ... ... ... .. 30
1.3.1.2 Amalgameur . . ... ... .. ... e 31

1.3.2 Procédés utilisant les ultrasons (sonication) . . ... ... ... ......... 31
1.3.3 Procédés microfluidiques . . . . ... ... ... ... ... .. 33
1.3.4 Autres procédés de fabrication . . .. ... ... ... ... ... ... 34
1.3.4.1 Procédés d’atomisation électrohydrodynamique coaxiale (CEHDA) . 34
1.3.4.2 Condensation de microbulles . ... ................... 34

1.4 Procédésmembranaires . . . . . . .. . ... .. e 35
141 Généralités. . . . . . . . . 35
1.4.1.1 EMDversusEMP . . . . . ... ... ... 36

1.4.1.2 Comparaison avec les autres procédés . . . ... ... ... ...... 36

1.4.2 Membranes . . . . . .. . .. 37
1.4.2.1 MembranesSPG . . . . ... ... . ... e 38

1.4.3 Modules . . . . . . 39
1.4.3.1 Micro-kitSPG . . . . . . . .. 40
1.4.3.2 Cross-flowSPG . . . . . . .. ... . . e 41

1.4.4 Emulsification membranaire directe (EMD) . . .. ... ... .......... 42
1.4.4.1 Mécanismes de génération de microbulles/gouttelettes . . . . . . . . 42
1.4.4.2 Influence des différents parametres . . . . . ... ... ... ...... 43

a) Parametresduprocédé . ... ... . ... ... ... .. 43

b) Parametres delamembrane . . .. ... ... ... Lo Lo 45

c) Parametres de formulation . . . .. .. .. ... .. .. ... ... 47

1.4.5 Emulsification membranaire par prémix (EMP) . . ... .. ... ... ..... 48
1.4.5.1 Mécanismes de génération de gouttelettes . . . . . .. ... ... ... 48

a) Cisaillementalaparoidespores. . . . ... ............... 48

b) Forces de cisaillement localisées . . . ... ............... 49

c) Instabilités de tension interfaciale . . . . . . ... ... ... .. .... 50

d) Obstacle stérique entre les gouttelettes . . . . . .. ... .. ... ... 50



TABLE DES MATIERES

1.4.5.2 Influence de différents parametres . ... ................ 50

a) Parametresduprocédé . . ... ... ... .. ... ... 50

b) Parametres delamembrane . ... ... ... ... ........... 51

c) Parameétres de formulation . . . ... ... ... ... ... oL, 51

1.5 Conclusion . . . . . . .. e 52
2 Méthodes expérimentales 55
2.1 MicrobullesdePFC . . . . . . . . . 56
2.1.1 Matériels . . . . . . L 56
2.1.1.1 Tensioactifssolubles . . . . . ... ... ... ... ... ... ... ... 56

2.1.1.2 Tensioactifs insolubles (phospholipides) . . . . ... ... ....... 57
Lyophilisation . . . . ... ... ... .. .. 58

2.1.1.3 GazZ . . . o e 59

2.1.2 Procédésmembranaires . . . . . . ... ... e 60
2.1.2.1 Modules et membranesSPG . ... ... ... ... ........... 60

2.1.2.2 Procédé d’émulsificationdirecte . . . . . ... ... ... .. ... ... 60
a)Méthode . . . . ... .. L 60

b) Formulation de microbulles . . .. ... ... ... ........... 64

2.2 EmulsionsdePFC. . . . . . . . 65
2.2.1 Matériels . . . . ... 65
2.2.1.1 Tensioactifs . . ... .. ... ... . ... .. 65

2.2.1.2 Liquide de perfluorocarbone . . . . . ... ... ... ... .. ... 65

2.2.1.3 Huile triglycéride a chaines moyennes . . ... ... ... ....... 65

2.2.2 Procédé d’émulsification parprémix . .. ... ... ... .. .. ... ... .. 66
2.2.2.1 Pompe seringue a haute pression . . . . ... .............. 66

2.2.22 Formulationd’émulsions . . . ... ... ... ... ... ... ... .. 68

2.2.2.3 Procéduredenettoyage . . . . . ... ... 69

2.3 Caractérisation physique . . ... ... ... . ... 70
2.3.1 Tensionsuperficielle . . . . ... ... ... ... ... . .. 70
2.3.1.1 Microbulles . . .. ... ... . ... e 71

23.1.2 Emulsions . . . .. .. ... e e 71

2.3.2 Mesure de taille et de distributionentaille . . . .. ... ... .......... 71
2.3.2.1 Microscopieoptique . . . . . . .. ... ..o 71

2.3.2.2 Diffractionlaser . ... ... ... .. ... ... . 72

2.4 Caractérisation acoustique . . . . . . . .. . .. e 74
2.4.1 Verasonicetsondeacoustique . ... ... . ... . ... ... 74
2.4.2 Réponses harmoniques des microbulles . . ... ................. 75
2.4.3 Vaporisation in vitro des gouttelettes . . . .. ... ... ... .. 0. 75
2.4.4 Détermination du seuil de vaporisation. . . . .. ... ... ... ........ 76

3 Preparation and characterization of perfluorocarbon microbubbles using Shirasu Po-
rous Glass (SPG) membranes 79
3.1 Préambule . . . . . . ... 80



TABLE DES MATIERES

vi

3.2
3.3
3.4

3.5

3.6

ADSITact . . . . . . e e e e 80
Introduction . . . . . . . .. e e e e 81
Materialsandmethods . . . . . . .. .. .. ... . e 83
3.4.1 Materials . . . . ... 83
3.4.2 SPG membranes and membranemodule . . . . .. ... ... ... ... ... . 83
3.4.3 Surface tension measurements . . . . . . . .. .. 83
3.4.4 Preparation of microbubbles . . .. ... ... ... ... ... ... ... ..., 84
3.4.4.1 Probe-type sonicationmethod . . . . . ... ... ... ... ...... 84
3.4.4.2 Membrane process using a cross-flowsystem . . . . ... ... .. .. 84
3.4.5 Characterization of microbubbles . . . . ... ... ... ... .......... 86
3.4.5.1 Laser diffraction measurement . . .................... 86
3.4.5.2 Optical MiCroSCOPY .« .« . v v v v v e e e e e 87
Resultsand discussion . . . . .. .. .. .. . L L 87
3.5.1 Comparison of sonication and membrane technique . . . . ... ........ 87
3.5.2 Influence of process parameters . . . . . . . . . .. .o v i v u i 89
3.5.2.1 Influence of the transmembrane pressure . . ... ... ........ 89
3.5.2.2 Influence of thewall shearstress. . . . ... ... ............ 91
3.5.2.3 Influenceoftheporesize . .. ... ... ... ... ... ........ 93
3.5.3 Influence of the surfactanttype ... ... .. ... ... ... ... ....... 94
3.5.4 Influenceofthegaseousphase . . . ... ... ... .. .. .. .. .. ...... 95
3.5.,5 Microbubblesstability . . . ... .. .. .. ... .. .. .. . 96
Conclusion . . . . . . . . e e e 98

Préparation de microbulles de PFC stabilisées par des phospholipides en utilisant un

procédé membranaire 101
4.1 Introduction . . . . . . . . . e e e 102
4.2 Mesures de tensions superficielles . . . . . ... ... ... L o oL 103
4.3 Influence duPEG40S . . . . . . . . . e 105
4.4 Influence dudiametredespores . . . . . . . . . i it e 108
4.5 Influencedelatempérature . . . . . . . . . . . . . i i 108
4.6 Influence d’hydrotropes . . . . . . . . . . . . . e 109
4.7 Stabilité desmicrobulles . . . . . . .. L L 111
4.8 Réponse harmonique . .. ... ... . ... ... 111
4.9 Conclusion . . . . . . . . e e 113

Preparation of perfluorocarbon emulsions by premix membrane emulsification for acous-

tic droplet vaporization in biomedical applications 115
5.1 Préambule . . . . . . . .. e 116
5.2 ADSIract . . . . . . o e e e 116
5.3 IntroducCtion . . . . . . . . . . i e e 116
5.4 Experimental . . . ... . . ... e e 118

5.4.1 Materials . . . . . . . . e e e 118

5.4.2 SPG membranes and membranemodule . . . ... ... ... .. ........ 118



TABLE DES MATIERES

5.4.3 Experimental set-upand procedure . . . . ... ... ... ... ... .. ..., 119
5.4.4 Preparationofemulsions . . ... ... ... ... ... ... . . . ... 119
5.4.5 Physical characterization . . ... ... ... ... . ... ... ... .. 121
5.4.5.1 Laser diffraction measurement . ..................... 121

5.4.5.2 Optical characterization. . . . .. ... ... ... ............ 121

5.4.6 Interfacial surface measurement . . . . . ... ... ... ... ... ... ... 121
5.4.7 Acoustical characterization . . . .. ... ... ... ... oo 122
5.4.7.1 Acousticaldevice . . . . . ... ... . L 122

5.4.7.2 Determination of the vaporization threshold . ... ... .. .. ... 122

5.5 Resultsanddiscussion . . . .. ... ... . ... .. e 123
5.5.1 Influence of process parameters . . . . . . . . .. .. ..o i v 123
5.5.1.1 Effect of membraneporesize. .. ... ... ... . ... ... ..... 123

55.1.2 Effectofflowrate . . . .. ... ... .. .. .. .. .. .. .. . ... 124

5.5.1.3 Effect of dispersed phasetype .. ... ... ... ... ......... 126

5.5.2 Acoustical droplet vaporization . .. ....... ... .. ... .. ... . ... 126
5.5.2.1 Effect of process on the droplet vaporization threshold . . ... ... 129

5.5.2.2 Effectofdiameter . ... ... .. .. ... .. .. .. .. .. .. .. .. 130

5.5.2.3 Effectofthetemperature . .. ... ...... ... ... ......... 131

5.5.2.4 Effect of perfluorocarbontype . . ... ... ... ... ... ...... 131

5.5.2.5 Effect of the presenceofoil . . .. ... ... ... ... ... ... ... 132

56 Conclusion . . . ... ... 133
Conclusion générale 135
Bibliographie 150

vii



LISTE DES FIGURES

viii



Liste des figures

1.1
1.2
1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

Echographie en mode B d'un feetus de 10 semaines chez une femme enceinte [1] . . 7
Photographie d'un échographe pour application en imagerie médicale ultrasonore [2] 8

Détection d'un carcinome hépatocellulaire chez une femme de 60 ans atteinte du
virus de 'hépatite B, (a) Le sonogramme en mode B traditionnel montre une petite
masse hypoéchogene (fleche) dans le lobe droit du foie, (b) Limage apres injection
d’ACUs au maximum de I'amélioration de la phase artérielle montrant une hyper-

vascularité classique de la tumeur hépatique [3] . . . . . .. .. ... . ... .. .... 10

Représentation schématique des différents types d’agents de contraste ultrasonores,

microbulles, gouttelettes et particules solides (Schéma adaptéde [4]) . ... ... .. 12

A gauche, observation au microscope optique de microbulles (Objectif x20). A droite,
représentation schématique de microbulles de gaz stabilisées par des tensioactifs

(Coupe transversale d'une MB présentant le cceur gazeux) . . . . .. ... ... .. .. 13

Observation du comportement linéaire d'une microbulle. Soumise & une onde ul-
trasonore présentant des pressions positives et négatives, la bulle oscille par com-

pression/dilatation duvolume gazeux. . . . . . .. ... .. ... L L. 16

Représentation schématique d'une microbulle utilisée en imagerie ultrasonore clas-

sique, moléculaire ou en thérapie (Figure adaptéede [5]) . ... ... ... ...... 17

Opacification de la cavité ventriculaire gauche : (a) Vue du ventricule gauche (LV :
left ventricle) d'un patient sans agent de contraste, (b) la méme vue apres une injec-
tion de bolus d'un agent de contraste de microbulles. Le LV, le bord endocardique
(LV/ENDO) et le muscle papillaire (PAP) sont maintenant visualisés avec précision,
permettant d’évaluer I'épaississement du myocarde [6] . . ... ... ......... 18
Principales configurations d’'une émulsion : simple ou double. a) huile dans eau
(H/E); b) eau dans huile (E/H); c) Eau dans huile dans eau (E/H/E); d) Huile dans
eaudans huile (H/E/H) . . . . . . . . . e e e e e e e e 19

1.10 Représentation schématique du procédé de vaporisation acoustique de gouttelettes

(ADV). La vaporisation de gouttelettes de PFC suite a I'exposition a des impulsions

ultrasonores entraine la formation d'une bulledegaz . .. ... ... ......... 20

1.11 Représentation schématique de I'évolution de la tension superficielle en fonction

du temps montrant I'adsorption dynamique de tensioactif a une interface jusqu’a
atteindre une saturation totale de la surface par les molécules, caractérisées par une

tension superficielle al'équilibre . . . ... ... ... ... .. .. L L. 23

ix



LISTE DES FIGURES

1.12 Représentation schématique de I'évolution de la tension superficielle en fonction de
la concentration logarithmique du tensioactif afin de déterminer la concentration

micellaire critique (CMC) . . . . . . . . e 24
1.13 Angle de contact et mouillage d'une goutte/bulle déposée sur une surface solide . . 25

1.14 Représentation schématique des divers mécanismes de déstabilisation d'une émul-

sion (Figure adaptée [7]) . . . . . . . . o e e 27

1.15 Rayon des microbulles en fonction du temps pour trois différentes compositions :
microbulles non stabilisées d’air et de PFC et microbulles de PFC stabilisées par des
tensioactifs [8]) . . . . . . L 29

1.16 Principe schématique du procédé d’homogénéisation de type rotor-stator . . . . . . 30

1.17 VIALMIX® est le dispositif d’activation pour Definity®, utilisé pour générer les mi-
crobulles stabilisées par des phospholipides avant leur utilisation en échocardiogra-

phiedecontraste . . . .. . ... . ... 31

1.18 Le sonicateur Q55 génere des ondes ultrasonores grace a trois dispositifs : le géné-
rateur électrique qui transforme le courant alternatif en énergie électrique a haute
fréquence, le générateur qui convertit I'énergie électrique en vibrations mécaniques

etlasonde qui fournitlesultrasons . ... ... ... ... ... ... ... . ... ... 32

1.19 Tllustration schématique des trois principales géométries développée pour les dis-
positifs microfluidiques utilisée pour la formation des gouttelettes/microbulles, a)

co-flow, b) flow focusing et c) cross-flow technique (jonctionT) . ... .. ... ... 33

1.20 Schéma des deux principales configurations pour I'émulsification membranaire, a)
Emulsification membranaire directe (EMD), dans laquelle la phase dispersée est
poussée a travers la membrane dans une phase continue, b) Emulsification mem-

branaire par prémix (EMP) dans laquelle le prémix est poussé a travers la membrane 36

1.21 Images microscopiques des principales membranes utilisées en émulsification mem-
branaire a) Membranes Shirasu Porous Glass observées au microscope électronique
a balayage, b) Membranes métalliques observées au microscope optique, ¢) Mem-
brane polymériques observées au microscope électronique a balayage (PC: Polycar-
bonate, PES : Polyéthersulfone, CA : Cellulose acétate, Echelle: 1 pm [9,10]) . . . .. 38

1.22 Principales étapes de fabrication d'une membrane Shirasu Porous Glass (SPG) (SPG
Technology Co.,Ltd [11] . . . . . . . . . e e e e e 39

1.23 Modules utilisés en émulsification membranaire a) Cellule agitée commercialisée
par Micropore Technologies, b) Procédé d’extrusion mettant sous pression une sus-

PENSION . . . . o o i e e e e e e e e e e e e e 40

1.24 Vue schématique des modules membranaires Shirasu Porous Glass a) Systéme micro-

kit SPG de pression externe, b) Systéme SPG cross-flow . . . ... ... .. ... ... 41

1.25 Forces agissant sur une microbulle/gouttelette a la sortie d'un pore de la membrane
pendant I'émulsification membranaire. Fy : force de tension superficielle, Fp : force
de cisaillement (pour Drag force), Fg : force de flottabilité (Buoyancy force) et F; :

force d'inertieet pression [12] . . . . . . . . . .. Lo e 43



LISTE DES FIGURES

1.26 Taille moyenne des gouttelettes, Dz, en EMD (lignes pointillées) par rapport a la
taille moyenne des pores, D, et flux transmembranaire, J. 1) D4 vs. ] en EMD controlé
par la force de cisaillement, 2) D; vs. ] en EMD contro6lé par la force de tension su-
perficielle, 3) D vs. D, en EMD controlé par la force de tension superficielle, 4) Dy
vs.Jen EMP 5) D vs. Dp en EMP [13] . . . . . . e

1.27 Mécanisme de rupture de gouttelettes en EMP : a) AP;,,<P.;; : rétention des gout-
telettes a la membrane, b) AP;,,>P.;; : rupture modérée a des contraintes de ci-
saillement modérées, c) AP;,,> > >P.,;; : rupture intensive sous forte contrainte de

cisaillement . . . . . . . .. e

2.1 Caractéristiques physico-chimiques des principaux tensioactifs utilisés (CMC : Concen-

tration Micellaire Critique a25°C) [14,15] . . . . . . . . . . o i v it i i i
2.2 Lyophilisateur Cryonext; Image de flacons avant/apres la lyophilisation . . ... ..

2.3 Membranes SPG hydrophiles et tubulaires, a gauche pour module cross flow d'une

longueur de 125 mm et a droite pour module microkit d'une longueur de 20 mm . .
2.4 Module de type cross flow en acier inoxydable fourni par SPG Technology Co. Ltd . .
2.5 Module de type microkit en acier inoxydable fourni par SPG Technology Co. Ltd

2.6 Procédé membranaire pour la préparation de microbulles avec un module de type
cross flow. En rouge les éléments controlant la phase dispersée et en bleu celui contro-

lantlaphase continue . ... .. ... ... . ... ...

2.7 En haut, deux images montrant la tige de PTFE a I'intérieur d'une membrane SPG
permettant d’augmenter la force de cisaillement a la surface de la membrane. En

bas une représentation schématique du dispositifréalisé . . ... ... ... .....

2.8 Procédé membranaire pour la préparation de microbulles avec un module de type

microkit . . . . . . e e

2.9 Image du procédé d’émulsification membranaire par prémix développé au sein du
laboratoire. 1) Module membranaire, 2) Pompe haute pression et 3) Ordinateur pour

les commandes et 'acquisitiondesdonnées . . . . ... ... ... ... .. ......

2.10 Résistance hydraulique (Rh) déterminée par le coefficient directeur de la droite pour

une membrane de 125 mm avec un diametre de porede 1,1 pm . . .. ... ... ..

2.11 Trois étapes de I'évolution de la pression résultante en fonction du volume injecté
par la pompe a un débit constant de 200 mL/min pour la préparation de gouttelettes

de PFC a travers une membrane SPG d'un diametre de porede 1,1 ym . .. ... ..

2.12 Trois étapes principales pour la préparation de gouttelettes de PFC monodisperses

par émulsification membranaire par prémix . . . .. ... ... ... ... ... ...

2.13 Schéma du tensiometre DSA-10 Mk2 (Kriiss) présentant les deux types de configu-
ration pour la mesure de la tension superficielle avec la méthode de la goutte pen-
dante. 1) Source lumineuse, 2) Cuve en quartz contenant la phase continue, 3) Se-
ringue contenant la phase dispersée, 4) Systeme pousse seringue, 5) Caméra CMOS,
6) Ordinateur pour 'acquisition. Deux types de configuration possibles : a) aiguille

droite et b) aiguille courbée en formedecanne ... .. ... ... ... ........

57

60
61
61



LISTE DES FIGURES

2.14 a) Chambre de comptage Malassez (Marienfeld-Superior) permettant d’observer et
compter les microbulles/gouttelettes en suspension, b) Observation de ’ACU Sono-

vue® au microscope optique (Objectif x20) . . ... ... ... ... ... ... ...

2.15 a) Mastersizer 3000 avec deux modes de dispersion : en voie seche (a gauche) et en
voie liquide (a droite) et b) Représentation schématique de la diffraction des grosses

etpetitesparticules . . . . . . ..

2.16 a) Systeme d’imagerie ultrasonore Verasonics Vantage 256, b) Sonde échographique
linéaire L12-3Vde 7,813 MHz a 196 éléments [16] . . . . . . . . . . . . . .. ... ...

2.17 Représentation schématique de I'installation utilisée pour I'observation des réponses

harmoniques des microbulles et de la vaporisation les gouttelettes de PFC dans 'eau 75

2.18 Sélection de la région d’intérét avec Image]J sur une image en mode B afin de déter-

miner 'amplitude moyenne d’écho (MEA) . . . ... ... . ... ..........

3.1 Schematic diagram of the membrane process principle where a gaseous phase is
injected into the continuous phase composed of surfactants which stabilized the

newinterface . ... .. ... .. L
3.2 Scanning electron micrograph of the surface of the hydrophilic SPG membrane with
amean pore diameterof 0.2 um . . . .. ... e
3.3 Experimental set-up to produce microbubbles using a tubular SPG membrane and
to measure their size distribution by laser diffraction particle size analysis . . . . . .

3.4 Comparison of the size of microbubbles generated by sonication and membrane
with a mean pore diameter of 1.1 um. For both experiments, the continuous phase

used was 1.0 wt% SDS in water and the dispersed phasewasCzFg . . ... ... ...

3.5 Immediate observation by optical microscopy of the size distribution of microbubbles

generated by the membrane with a mean pore diameter of 1.1 um. The continuous

phase used was 1.0 wt% SDS in water and the dispersed phase was C3Fg . . .. ...

3.6 Influence of transmembrane/bubble point pressure ratio, AP/Pgp, on the gaseous
phase flux, J, microbubble diameter, D5, and span of the distribution. Experimental
conditions : gaseous phase was C3Fg, mean pore of 1.1 pm, with 1.0 wt% of SDS and

alowshearstress . . . . . . . . . e e e e

3.7 Influence of shear stress, 1,, (a) on the microbubble diameter and (b) on the CV%
for membrane mean pore size 1.1 pm at experimental conditions : continuous phase

1.0 wt% SDS in water, gaseous phase CsFg, and ratio AP/Pgp:1.1. . . . .. ... ...

3.8 Influence of mean pore size (0.2, 0.5 and 1.1 pm) on the microbubble diameter,
Dsg, at experimental conditions : continuous phase 1.0 wt% SDS in water and ra-
HOAP/Pp i L1 . . oo e

3.9 Influence of the surfactants at a concentration of 1.0 wt% on the microbubble size
distribution. Experimental conditions : gaseous phase was C3Fg, membrane mean

poresize 1.1 pmandratio AP/Pgp: 1.1 . . . .. . ... ..

3.10 Surface tension at the gaseous/liquid interface for various surfactants at 1.0 wt% and

air or C3Fg at room temperature (PFC: Perfluorocarbon) . .. .............



LISTE DES FIGURES

3.11 Influence of the gaseous phase on the microbubble size distribution stabilized with
1.0 wt% (a) SDS, (b) Tween 20 and (c) PEG40S. Experimental conditions : membrane

mean pore size 1.1 um and ratio AP/Pgp : 1.1 (PFC: Perfluorocarbon) . . . . ... ..

3.12 Variation of microbubble diameter, D5, as a function of time for various surfactants
with C3Fg or air. Experimental conditions : membrane mean pore size 1.1 pm and
ratio AP/Pgp : 1.1 (PFC: Perfluorocarbon) . ... ... ... ... ... .........

3.13 Variation of concentration MBs/ml as a function of time for various surfactants with
CsFg or air. Experimental conditions : membrane mean pore size 1.1 um and ratio
AP/Pgp : 1.1 (PEC: Perfluorocarbon) . . . . . . . . . . . . . . i

4.1 Meécanismes d’adsorption de phospholipides a I'interface, a) adsorption d’'un mo-
nomere via un échange vésicule-monomere et b) adsorption directe des vésicules a

Iinterface [17] . . . . . . . o L o
4.2 Evolution de la tension superficielle en fonction du temps (PG : Propyléne glycol) . .

4.3 Cinétique d’adsorption de différentes phases continue contenant le phospholipide
DPPG alinterfaced'ungazdePFC . ... .. .. ... .. .. .. .. .. .. .. ...,

4.4 Procédé membranaire en configuration microkit pour la préparation de bulles a par-
tir d'une phase continue contenant seulement du DPPG avec une membrane pré-
sentant un diametre de pore de 1,1 um, a) AP/Pgp<1 : aucune microbulle n’est pro-
duite, b) et c) AP/Pgp>1 : la pression de gaz exercée est supérieure a la pression de

point de bulle. Les fleches rouges indiquent la formation de macrobulles . . . . . . .

4.5 Préparation de microbulles stabilisées par un mélange de 0,5 wt% DPPG :PEG40S
(9 :1) avec une membrane présentant un diameétre de pore de 1,1 um, a) AP/Pgp<1:
aucune microbulle n’est produite, b) AP/Pgp=1 : la pression de point de bulle mini-
male est atteinte et les premiere microbulles apparaissent, c) AP/Pgp=1,1 : produc-

tiondemicrobulles . . . . . . ... e

4.6 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par pro-
cédé membranaire utilisant une membrane SPG avecun Dore=1,1 pm et AP/Pgp=1,1
(0,5 wt% DPPG :PEG40S). a) graphique représentant le nombre de microbulles en
fonction du diameétre a partir b) des images obtenues par microscopie optique (Ob-
jectif x20) . .. e

4.7 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par soni-
cation (0,5 wt% DPPG :PEG40S). a) Avant b) Aprés décantation par une ampoule a
décanter (Objectif x20) . . . . . . . . . . e

4.8 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par pro-
cédé membranaire en fonction de trois diametres de pore de membranes SPG 1,1;
0,8et0,6 pm (0,5 wt% DPPG:PEG40S) . . . . . . . . . .. .. . .

4.9 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par pro-
cédé membranaire en fonction de la température 25°C et 50°C (0,5 wt% DPPG :PEG40S
€tDpore=0,6 M) . . . ...



LISTE DES FIGURES

Xiv

4.10 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une

phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S et 10 vol% GPW. a) objectif x20,
b) objectif x40, c) distribution en taille des microbulles (GPW : Glycérol, Propyléne
glycol, eau; Dpore=1, 1 m) . . ... ..o 110

4.11 Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une

phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S et 10 vol% PG. a) objectif x20, b)
distribution en taille des microbulles (PG : Propylene glycol; Dpore=1,1 pm) . . . . . 110

4.12 a) Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une

phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S, b) Observation de la distribution

en taille du méme échantillon apres avoir été placé pendant 7 joursa4°C. . . . . . . 111

4.13 Comparaison des réponses harmoniques dans un bécher rempli d’eau a) en ab-

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

sence, b) en présence de microbulles avec une pression acoustique de 16 Volts et

une fréquence fondamentale émise a fo=5 MHz (f}, : fréquence harmonique) . ... 112

Experimental set-up of premix membrane emulsification with a high pressure sy-
ringe pump and SPG membrane (top). Perfluorocarbon droplet size distribution of
the premix emulsion obtained by ultra turrax and monodisperse emulsion obtained
by premix membrane emulsification with a membrane pore size of 1.1 pm at 200
mL/min. Observation by optical microscopy of both emulsions with a optical objec-
tive (40x) (bottom) . . . . . . .. L 120

Perfluorocarbon droplet size distribution (top), droplet size and resulting pressure
(bottom) of monodisperse emulsions obtained at different pore sizes 3.1, 1.1 and 0.8

pm by membrane emulsification at 200 mL/min (top) . . . . ... ... ... ... .. 124

Effet of flow rate on the droplet size distribution (top) and the resulting pressure
(bottom) for the preparation of MCT oil droplets by premix emulsification with mem-

branne of 1.1 pum pore size, for flow rates of 10, 50, 100, 200 ml/min . . ... ... .. 125

Resulting pressure as function of the dispersed phase type for the preparation of
droplets by premix emulsification with pore size of 1.1 um, for PFHex : PFHexane
(CgF14), PFHep : PFHeptane (C7F;5), MCT oil, and a mix of PFHex :MCT oil (50/50v01%).
On the histogram bars is the interfacial tension at the equilibrium, y.4, between the
dispersed phase and the continuous phase of 2.0 wt% Tween :PEG40S . . . . . . . .. 127

Droplet size as function of various dispersed phase types PFHex, PFHep, MCT oil
and mixture of PFHex :MCT oil (50/50 vol%) prepared by premix emulsification with
pore size of 1.1 pm at 200 mL/min. Above the histogram bars are the coefficient of

variation of the droplet size distribution . ... ... ... ... ... .......... 127

Optical and acoustic images of beaker filled with a PFHex droplet solution at 37°C
before and after the ADV threshold vaporization. The droplet vaporization and for-

mation of microbubbles opacified the solution and increased the echogenicity . .. 128



LISTE DES FIGURES

5.7

5.8

5.9

a) Acoustic observation of the vaporization of monodispersed and polydispersed
sample containing PFHex droplets in the region of interest of the transducer at ul-
trasound pressure corresponding at 50 V, and b) at increasing ultrasound pressure. c)
Relative echo amplitude (REA) for monodispersed and polydispersed sample contai-
ning PFHex droplets as function of ultrasound probe driving voltage. d) Influence of
PFHex droplet size on the ADV threshold at 37°C prepared by premix emulsification
at200mL/min . . . ...
Influence of temperature on the ADV process : Vaporization response in the region
of the interest of PFHex droplets (top) and Relative echo amplitude (REA) (bottom)
as function of ultrasound propbe driving voltage, at 25°Cand 37°C . . . . . . ... ..
Optical microscopy observation of the dual-phase (PFHex :MCT oil) droplets from

premixemulsionsample . . . . ... L L L L L L



LISTE DES TABLEAUX




Liste des tableaux

1.1

1.2

1.3
1.4

1.5

2.1

3.1

5.1

Parametres acoustiques de différents tissus du corps humain, de I'air et de I'’eau dis-
tillée [18] . . . . . o e e e
Comparaison des trois principaux agents de contraste ultrasonores sous forme de
microbulles commercialisés pour 'imagerie médicale ultrasonore [19,20] . . .. ..
Facteurs influencant le seuil de vaporisation ADV . . . . ... ... ... ........

Caractéristique de I'air et des gaz perfluorés pour la stabilisation de microbulles [21,

Principales propriétés des PFC liquides : PFHexane et PFHeptane a 25°C [24]

Measured values of surface tensions, Yo, at t=0 s, and at the equilibrium, y.4, bet-
ween gas-liquid interface for surfactant solutions, and the calculated Pgp(Theo) and
the observed Pgp(Exp) values of pression of bubble point with a mean pore size of

1.1 pm (Theo : Theoretical and Exp : Experimental) . . . . .. ... ... ... .....

Influence of the various parameters on the ADV threshold (Dgrp/e; : Droplet dia-

xvii



NOMENCLATURE

xviii



Nomenclature

Abréviations

ADV Acoustic droplet vaporization

CsFg Octafluoropropane

CEHDA Coaxial electrohydrodynamic atomisation
CMC Concentration micellaire critique

Cv Coefficient de variation

EMD Emulsification membranaire directe

EMP Emulsification membranaire par prémix
EPR Enhanced premeability and retention
MEA Amplitude moyenne d’écho

PEG40S Polyoxyethylene (40) stearate

PFC Perfluorocarbone

PFHep Perfluoroheptane, C;F 4

PFHex Perfluorohexane, CgF4

PFP Perfluoropentane, C5F;»

PRF Fréquence de répétition des impulsions
PTFE Polytetrafluorethylene

REA Amplitude d’écho relative

ROI Région d’intérét

SDS Sodium dodecyl sulfate

SPG Shirasu Porous Glass

Tm Température de transition de phase
Tween20 Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate
us Ultrason

Xix



NOMENCLATURE

Lettres grecques

AP
oP

APpore

APréduction

Pression transmembranaire (bar)
Pression de Laplace (Pa)
Pression dans les pores (bar)

Pression de réduction (bar)

AP résulrante Pression résultante (bar)

APruyaux Pression dans les tuyaux (bar)

Yo Tension superficielle a t=0 s (mN.m™)

Yeq Tension superficielle a I’équilibre (mN.m™ 1)
v Viscosité dynamique(Pa.s)

Tw Contrainte de cisaillement (Pa)

€] Angle de contact

€ Porosité de la membrane

0 Fraction volumique de la phase dispersée

& Tortuosité des pores

Lettres latines

A Air effective membranaire (m?)

Dg Diametre des microgouttelettes (um)

D; Diametre dans la classe i (um)

DwmBs Diameétre des microbulles (ium)

D Diametre des pores (pum)

Dy Diffusivité des gaz dans I'eau (m?.s™!)

J Flux transmembranaire (m3.m=2.s™1)

L Coefficient d’Ostwald

n; Nombre de microbulles/microgouttelettes dans la classe i
P* Pression en exces (Pa)

Parm Pressure atmosphérique (Pa)

Ppp Pression de point de bulle (Bar)

Q Débit volumique de la phase gazeuse (m3.s™1)
r Rayon d’une microbulle

R&Ry Rayon intérieur du tube membranaire (m)



NOMENCLATURE

Ry Rayon de la tige (m)
R Résistance membranaire
t Temps (s)

Vy Vitesse moyenne de la phase continue dans le tube (m.s™!)



NOMENCLATURE

xxii



Introduction générale



INTRODUCTION GENERALE

Les bulles et les gouttelettes sont deux types de systemes dispersés, d'un gaz ou d'un liquide dans
un liquide non miscible. Lorsque leur taille est inférieure a 100 um, ils sont appelés microbulles
et microgouttelettes. Grace a leur petite taille, ils présentent une trés grande surface a 'interface
gaz/liquide ou liquide/liquide par unité de volume leur conférant des caractéristiques intéres-
santes. En effet, les microbulles comme les microgouttelettes offrent de nombreuses applications

notamment dans les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

Une des applications de ces agents dans le domaine médical est pour I'imagerie ultrasosnore, ou
échographie. En effet, depuis la premiére utilisation des microbulles en échographie par Gramiak
et Shah, il y a 50 ans, les agents de contraste ultrasonores, ou ACUs, sous forme de microbulles
ont été développés et sont maintenant utilisés en routine clinique pour le diagnostic en imagerie
médicale ultrasonore. L'utilisation de ces agents dans des essais thérapeutiques est actuellement
en phase d’essai clinique. En général, les ACUs sont des microbulles composées de gaz, stabilisées
par une enveloppe biocompatible. Les principales molécules utilisées sont les phospholipides, les
protéines et les tensioactifs. Le gaz composant la microbulle peut étre de I'air, de I'azote ou des gaz
inertes tels que les perfluorocarbones (PFCs), qui augmentent fortement la demi-vie des micro-
bulles en réduisant leur temps de dissolution. Les propriétés physico-chimiques de 'enveloppe
et du gaz des microbulles peuvent étre optimisées afin d’améliorer leur stabilité, leur biofurtivité,
leur capacité de cibler un tissu pathologique mais aussi leur capacité d’encapsulation et d’admi-
nistration de molécules. Afin de permettre une utilisation optimale des agents de contraste, les
microbulles doivent remplir certaines conditions : elles doivent étre administrées par voie intra-
veineuse, en bolus ou par infusion, étre suffisamment petites et stables pour assurer leur passage
dans les capillaires pulmonaires et leur durée de vie doit étre assez longue pour permettre d’ef-
fectuer 'examen échographique et 'acquisition des images. Pour cela, les microbulles utilisées
comme ACUs en imagerie médicale, ont une distribution de taille comprise entre 1-10pum. Cette
taille est proche du diameétre des globules rouges. Les microbulles présentent ainsi des proprié-
tés rhéologiques similaires dans les micro-vaisseaux et capillaires sanguins. Elles sont par consé-

quent injectables par voie intraveineuse, et restent confinées dans le compartiment vasculaire.

Suite a une impulsion acoustique, les microbulles modifient le contraste de I'image, grace a leur
forte échogénicité, principalement causée par le gaz, ce qui permet de mettre en évidence les
vaisseaux sanguins, et un meilleur diagnostic via une amélioration du contraste échographique.
Les agents de contraste fournissent une nouvelle dimension en imagerie ultrasonore puisqu’ils
rendent possible la visualisation en temps réel, d'une partie du corps humain observée. Les mi-
crobulles médicales ont une durée de vie en circulation de I'ordre de quelques minutes, puis sont
éliminées de la circulation par dissolution ainsi que par le systéme immunitaire pour les molé-
cules qui stabilisent I'interface gaz/liquide. Une alternative aux microbulles qui a été proposé ces
dernieres années sont les microgouttelettes de PFC. Ces gouttelettes, composées de PFC liquide,
peuvent étre vaporisées sous I'action d’ondes acoustiques, et présentent un intérét pour des ap-
plications potentielles en imagerie et en administration de médicaments, grace a leur plus grande

stabilité dans le milieu environnant.

La taille et la distribution en taille de ces ACUs sont fondamentalement importantes en raison de
la relation entre le diametre des microbulles et la fréquence de résonance. En effet, la capacité

d'une microbulle a diffuser une onde ultrasonore est corrélée a ses propriétés physiques (taille,
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compression du gaz), mais aussi au milieu environnant ainsi qu’aux parametres ultrasonores ap-
pliqués sur 'agent de contraste (fréquence, pression acoustique). Lintensité de diffusion des mi-
crobulles est proportionnelle au rayon de la microbulle a la puissance six. Les microbulles de
plus grand diametre fournissent une meilleure intensité de diffusion que les plus petites. Dans
ce sens, un lot d’ACUs présentant une distribution en taille polydisperse générera la diffusion de
différentes intensités tandis qu'une réponse homogene sera obtenue avec une distribution mo-
nodisperse. Les microbulles de grande taille présentent une forte échogénicité, cependant elle
seront piégées dans les capillaires pulmonaires. Pour cela, la taille des microbulles doit étre infé-
rieure a 10 um. Pour les nouveaux agents de type microgouttelettes, la distribution en taille est un
facteur important dans la détermination de la pression seuil de vaporisation, c’est-a-dire la pres-
sion acoustique nécessaire pour les faire passer d'un état de gouttelettes a un état de microbulles.
Dans cette technique, les plus grosses gouttelettes nécessitent moins d’énergie pour se vaporiser
que les plus petites. Ainsi, les gouttelettes monodispersées peuvent étre vaporisées a une pres-
sion acoustique déterminée puisque toutes les gouttelettes répondent de la méme maniere. Cette
propriété permet d’atteindre un rendement de vaporisation maximal a une pression acoustique
donnée. L'une des applications les plus étudiées utilisant les gouttelettes de PFC est I'embolothé-
rapie, permettant I'occlusion de vaisseaux sanguins afin de limiter le flux sanguin dans un tissu
spécifique, par exemple pour traiter le carcinome rénal par réduction de 'apport sanguin dans les
tumeurs hypervasculaires. Ainsi, des gouttelettes monodispersées sont nécessaires pour cibler un

diametre vasculaire spécifique et éviter I'occlusion non désirée des autres vaisseaux.

Les procédés de fabrication actuels pour la préparation de microbulles/gouttelettes, comme I'agi-
tation mécanique ou les ultrasons, ne contrdlent pas précisément la taille et la distribution en
taille des ACUs formés. Lors de la conception d'un procédé, le controle de la taille et de la dis-
tribution en taille est un parametre important afin que les ACUs soient suffisamment petits pour
générer un signal ultrasonore suffisamment élevé et qu’ils puissent traverser facilement les ca-
pillaires sanguins. Pour cela, des méthodes de tri sont souvent ajoutées aux procédés classiques
afin de réduire les distributions en taille des agents de contraste. Cependant, 'augmentation de
la monodispersité se fait au détriment du rendement et des diametres spécifiques sont difficiles
aisoler a partir d'une population polydispersée. Plus récemment, les dispositifs microfluidiques
ont été proposés afin de controler la taille et la distribution en tailles des microbulles/gouttelettes.
Cependant, un inconvénient majeur de ces dispositifs est leur faible rendement de production.
Afin d’augmenter les rendements, il est possible de mettre en paralléle plusieurs dispositifs mi-
crofluidiques, mais le colmatage des microcanaux par la phase continue et la phase dispersée est

fréquent.

Afin d’obtenir un meilleur contréle des propriétés des ACUs, de nouvelles technologies de prépa-
ration doivent étre développées. Les procédés membranaires semblent étre une voie prometteuse
dans le controle de la fabrication de potentiels ACUs. Ces procédés ont 'avantage de permettre
un contrdle précis de la taille des colloides préparés et de leur homogénéité, grace aux pores de
la membrane. L'objectif général de cette these est de développer des procédés membranaires et
de déterminer les parameétres de procédé, de membrane et de formulation pouvant influencer la
préparation de microbulles ou de microgouttelettes, avec des caractéristiques compatibles pour

des applications en imagerie médicale ultrasonore en tant qu’'agents de contraste.
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Le manuscrit comporte cing chapitres et s’articule autour de deux principaux axes, la préparation
de microbulles et celle de microgouttelettes.

Le premier chapitre expose les éléments bibliographiques sur le sujet. Une premiere partie pré-
sente les concepts généraux sur 'imagerie médicale ultrasonore utilisant les ACUs. Les généralités
etles applications des microbulles et des émulsions en tant qu’ACUs sont ensuite détaillées. Nous
présentons dans une seconde partie les principales propriétés physico-chimique des systémes
dispersés utilisés. Ensuite, dans une troisieme partie, les différents procédés d’émulsification sont
présentés. Enfin, la quatrieme partie du chapitre donne une description plus approfondie des
procédés membranaires utilisés dans ce travail.

Le deuxieme chapitre est consacré aux matériels et méthodes utilisés. Il est divisé en quatre par-
ties, les deux premieres parties présentent les deux principaux procédés membranaires dévelop-
pés au laboratoire. Il est ensuite décrit la méthode de préparation de microbulles en utilisant
I’émulsification membranaire directe puis les étapes de fabrication des microgouttelettes de PFC
avec I’émulsification membranaire par prémix. Les troisieme et quatrieme parties concernent les
techniques et les méthodes de caractérisation physico-chimiques et acoustiques des ACUs en dis-
tinguant les microbulles et les microgouttelettes.

Le troisiéme chapitre en anglais, présente les résultats obtenus concernant la préparation de mi-
crobulles de PFC avec le procédé membranaire utilisant un module de type cross flow. Les mi-
crobulles produites dans ce chapitre sont stabilisées par des tensioactifs solubles. L'influence de
trois types de parameétres (procédé, membrane et formulation) sur la formation des microbulles
est décrite dans ce chapitre. Ces travaux ont fait I’objet d'une publication intitulée « Preparation
and characterization of perfluorocarbon microbubbles using Shirasu Porous Glass (SPG) mem-
branes», publiée dans le Journal Colloids and Surfaces A : Physicochemical and Engineering Aspects
560 (2018) 233-243.

Le quatrieme chapitre présente les résultats obtenus sur la préparation de microbulles de PFC
stabilisées par des phospholipides en utilisant un procédé membranaire avec un module de type
microkit. Une premiere caractérisation acoustique a été réalisée en observant les réponses har-
moniques des microbulles suite a une impulsion acoustique.

Le cinquieme chapitre en anglais décrit les résultats obtenus sur la préparation de microgoutte-
lettes monodispersées par procédé membranaire, en utilisant la méthode d’émulsification mem-
branaire par prémix. Dans ces travaux, I'influence de différents parametres a été observée sur la
formation des microgouttelettes. Nous avons ensuite démontré la fonctionnalité des gouttelettes
obtenues a se vaporiser a partir une pression acoustique seuil. Egalement, nous avons mis en
évidence l'influence de divers parametres sur ce seuil de vaporisation tels que la taille des goutte-
lettes, la température, le type de PFC, et la présence d’'une couche d’huile entourant la goutte de
PFC. Ces travaux ont fait 'objet d'un article soumis dans le Journal of Materials Chemistry B.
Dans la conclusion, nous dressons le bilan des principaux résultats. Enfin, nous proposons plu-
sieurs perspectives d’études pour le développement de techniques de préparation et d’applica-
tions des ACUs obtenus. Enfin, la littérature citée tout au long du manuscrit est répertoriée dans

la section Bibliographie.
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CHAPITRE 1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Ultrasons pour applications médicales

Dans cette partie sont présentés les principes physiques de I'utilisation d’ultrasons dans le do-
maine de I'imagerie médicale. Aprés une description générale de I'imagerie médicale ultrasonore,
nous nous intéressons a I’échographie de contraste basée sur I'utilisation d’agents de contraste
permettant d’augmenter I’échogénicité et ainsi améliorer la qualité de I'image et le diagnostic
meédical. Enfin, nous décrirons ces agents de contraste ultrasonores (ACUs), principalement des
microbulles mais aussi sous la forme de gouttelettes, qui présentent des propriétés intéressantes

permettant de nouvelles applications médicales.

1.1.1 Généralités sur 'imagerie ultrasonore

Les techniques ultrasonores appliquées a la médecine ont été développées vers les années 1950
et ont commencé a étre utilisées pour le traitement d'images dans les années 1970. Limagerie
ultrasonore présente de nombreux avantages techniques mais aussi pour le patient, et est actuel-
lement la deuxiéme technique d’imagerie médicale la plus utilisée en clinique apres 'imagerie
par rayons X.

D’'un point de vue technique, 'imagerie ultrasonore représente une solution peu cofiteuse et
moins onéreuse que d’autres techniques d'imagerie (entre 30 000 et 200 000 euros pour un appa-
reil 2D et plus de 500 000 pour un scanner ou un dispositif d'imagerie par résonnance magnétique
(IRM) [18]. Limagerie ultrasonore, aussi appelée « échographie », est trés employée, du fait de sa
simplicité de mise en ceuvre, sa portabilité, le cotit modéré des appareils, et ses performances. Elle
offre la possibilité de donner des informations en temps réel sur la morphologie et la vascularisa-
tion des tissus, avec une haute résolution [25, 26].

Cet examen médical est non-invasif, inoffensif et n'induit pas effets secondaires notables. C’est
pourquoi I'imagerie ultrasonore est une technique médicale a laquelle les médecins ont recours
généralement dans un premier temps et dans de nombreux cas cliniques. De plus I'innocuité et
I’absence de contre-indication expliquent son utilisation courante, notamment lors de I’examen
échographique obstétrical pour le suivi de grossesse chez la femme enceinte. Un exemple d’écho-
graphie pour cette application est donné a la figure 1.1. Ces caractéristiques font de I'imagerie
ultrasonore une technique largement utilisée aussi pour d’autres applications, telles que dans
le diagnostic de pathologies cardio-vasculaires afin d’obtenir des informations sur la morpholo-
gie et la fonction des différentes structures composant le cceur et les vaisseaux sanguins (valves,
myocarde, aorte, veines caves...). Egalement, cette technique est employée dans la détection des
tumeurs, dans les organes situés dans I'abdomen : foie, pancréas par exemple, mais aussi dans le

cancer du sein chez la femme.

1.1.1.1 Ondes ultrasonores

L'ultrason est une onde de pression, mécanique et élastique, qui se propage de maniére longi-
tudinale dans un milieux par une alternance de compression et extension du support le long de
la direction de propagation [27]. En effet, une onde acoustique se propage dans les tissus moux

et 'eauy, et se déplace tres difficilement dans I'air et les tissus osseux. La vitesse a laquelle 'onde
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+ Nuchal Thick=0.12 cm

FIGURE 1.1 — Echographie en mode B d’un feetus de 10 semaines chez une femme enceinte [1]

se déplace dépend de la nature du milieu traversé. La propagation a travers des interfaces entre
deux milieux différents est fortement influencée par les variations de vitesses du son et aussi de
densité, entre les deux milieux.

Les ultrasons sont une gamme spécifique de sons inaudibles chez 'homme. On distingue quatre
classes de sons, caractérisées par leur fréquence propre (f) : les infrasons (f < 20 Hz), les sons
audibles (20 Hz < f < 20 kHz), les ultrasons (20 kHz < f < 1 GHz), et les hypersons (f > 1 GHz). Pour
les applications médicales, les ondes acoustiques ont des fréquences situées entre 1 a 50 MHz
[28].

La génération d'ondes ultrasonores se fait par I'intermédiaire d'une sonde échographique pou-
vant étre par exemple linéaire, convexe, sectorielle en fonction de 'application. Ces sondes sont
constituées d’éléments piézoélectriques capables de générer des ultrasons sous I'effet d'une im-
pulsion électrique. Puis, la sonde convertit les ondes réfléchies aux différentes interfaces en si-
gnaux électriques qui sont envoyés a I’échographe. La sonde est a la fois un émetteur et un récep-
teur d’ultrasons.

Dans le cas d'un milieu homogene, les ultrasons se propagent facilement en ligne droite et ne sont
pas diffractés. Cette structure uniforme ne permet pas la réflexion des ondes acoustiques et donc
la formation d'un écho. Dans un support hétérogene, au niveau de I'interface entre deux milieux
présentant des caractéristiques acoustiques différentes, une partie de I'énergie est transmise et
une partie est réfléchie. Les échos sont détectés et transformés en signal électrique par la sonde.
Le délai entre I’émission de 'onde acoustique et de 'écho est directement lié a la distance de

I'objet rencontré par 'onde ultrasonore.

1.1.1.2 Echographie

L'échographe est I'appareil nécessaire pour réaliser un examen échographique. Il est composé
principalement des éléments suivants : une sonde échographique pour I’émission et réception
des ultrasons, une console de commande, et un moniteur pour la visualisation de 'image (Figure
1.2).



CHAPITRE 1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

FIGURE 1.2 — Photographie d'un échographe pour application en imagerie médicale ultrasonore
(2]

Dans le corps humain, la sonde échographique génére une onde acoustique qui est réfléchie par
les tissus biologiques a I'interface entre deux milieux d'impédances acoustiques différentes. Lhé-
térogénéité des tissus présentant des densités variables et des propriétés de compressibilité diffé-
rentes engendre un déséquilibre d'impédance acoustique a 'interface entre les tissus. De ce fait,
une partie de I'énergie de I'onde acoustique est rétrodiffusée puis réceptionnée par la sonde pour
ainsi former un contraste sur une image a l'interface entre les tissus. Chaque tissu a sa propre
impédance acoustique, c’est a dire sa capacité a réfléchir les ondes ultrasonores entrainant des
variations d’énergie de 'onde réfléchie. Les propriétés acoustiques des tissus soumis aux ondes
ultrasonores sont a I'origine de I'intensité du signal qui est détecté par la sonde échographique
(Tableau 1.1).

Tissus Densité (kg/m3) | Vitesse (m/s) | Impédance acoustique (kg/m?/s)

Graisse 0,92x103 1446 1,33x106

Muscle 1,07x103 1542-1626 1,65-1,74x10°
Sang 1,06x10° 1566 1,66x10°
Foie 1,06x103 1566 1,66x108
Rein 1,04x103 1567 1,62x108
Rate 1,06x103 1566 1,66x108

Os 1,38-1,81x103 2070-5350 3,75-7,38x10°
Poumon 0,4x103 650 0,26x10°
Air 1,2 333 0,4x103
Eau distillée 1,00x103 1480 1,48x106

TABLEAU 1.1 — Parametres acoustiques de différents tissus du corps humain, de I'air et de I'eau
distillée [18]

Limagerie ultrasonore peut étre réalisée suivant différents modes, par exemple le Mode A scan
en amplitude, et le Mode B scan en intensité. Le mode B pour brillance est le plus couramment

utilisé. Cette méthode fournit une image a partir d'une collection d’échos pour chaque ligne
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dans la direction de propagation de I'onde. Le temps nécessaire pour réceptionner 1'écho (émis-
sion/réception) transmet une information majeure sur la profondeur spatiale d'un point sur'image
reconstruite, et 'intensité de I’écho détermine la luminosité du pixel.

Bien que cette technique présente de nombreux avantages, I'imagerie ultrasonore montre une
certaine limite en terme de résolution lorsque la distance entre 1'organe cible et la sonde écho-
graphique augmente. En effet, les ondes ultrasonores a hautes fréquences de I'ordre de 10 MHz
présentent une bonne résolution mais une faible pénétration dans les tissus de 'organisme (en-
viron 2 cm), tandis que les basses fréquences (3,5 MHz), fournissent une bonne pénétration pour
I'évaluation d’organes profonds réduisant la résolution de I'image. Pour les hautes fréquences,
la profondeur de pénétration des ondes est réduite due a I'atténuation, qui augmente linéaire-
ment avec la fréquence. Par conséquent, la fréquence optimale utilisée est toujours un compro-
mis entre la profondeur et la résolution de I'image. Le tableau 1.1 montre également que les tissus
biologiques ont des propriétés acoustiques assez proches apportant parfois une difficulté supplé-
mentaire pour I'interprétation par le médecin. Tous les organes peuvent étre observés par image-
rie ultrasonore sauf le squelette et les poumons qui contiennent une trop grande quantité de gaz
[26]. Le gaz en effet présente une impédance acoustique tres faible comparé aux tissus mous. Une
interface tissu mous/gaz va agir comme un miroir, réfléchissant pratiquement toute les ondes
ultrasonores incidentes.

Par ailleurs, il est possible de coupler I'imagerie ultrasonore a la technique Doppler, afin d’appor-
ter une évaluation précise des écoulements du sang dans les vaisseaux d'une taille proche de 100
pm. Cependant, une limitation a I'imagerie ultrasonore conventionnelle est liée a la une faible
différence d’'impédance acoustique entre le sang qui circule, le sang diffusant les ultrasons tres
faiblement, et les tissus environnants. Ainsi I'évaluation de débit dans de trés petits vaisseaux
sanguins (inférieur a 100 pm) comme les veinules et artérioles se révele difficile [29]. Afin d’amé-
liorer le diagnostic de I'imagerie par ultrasons, des ACUs peuvent étre injectés dans le systeme

vasculaire du patient et ainsi fournir un meilleur contraste.

1.1.1.3 Agents de contraste ultrasonores (ACUSs)

a) Généralités Les ACUs présentent un intérét majeur pour I'imagerie médicale ultrasonore.
Leur utilisation a augmenté ces derniéres années, ce qui explique que le Comité de Sécurité des
Produits de Contraste (CMSC) de la Société Européenne de Radiologie a décidé d’examiner la sé-
curité des agents de contraste échographiques chez ’homme et d’élaborer des lignes directrices.
Les ACUs sont considérés comme un médicament pour des examens échographiques a usage
de diagnostic, afin d’améliorer le rapport signal/bruit. Ladministration intraveineuse des ACUs
est réalisée pour augmenter I’échogénicité du sang, fournissant au praticien une meilleure qua-
lité de I'image échographique afin d’améliorer le diagnostic médical, comme dans la détection
d’une hypervascularité d'une tumeur hépatique (Figure 1.3) [3, 29]. Ils sont utilisés chez les pa-
tients pour lesquels 'examen échographique sans amplification de contraste ne permet pas de
conclure. Apres injection chez un patient, ils permettent par exemple lors d'un examen écho-
cardiographique, I'opacification échographique des cavités cardiaques, et ainsi 'obtention d'une
meilleure définition du relief endocardique du ventriculaire gauche. La dose administrée dans

la circulation sanguine chez I’adulte ne doit présenter aucune toxicité et est de 'ordre de 2-3 mL
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avec une concentration d’environ 10 x10*8

ACUs/dose injectée en fonction de ’ACU commercia-
lisé [20, 30]. D’autres propriétés semblent importantes comme leur capacité a étre dégradés par
les voies métaboliques, tout en ayant un temps de circulation dans le systeme sanguin suffisam-
ment long pour réaliser un examen clinique (environ 5-10 min). Les ACUs approuvés en clinique
sont bien tolérés et de trés rares effets indésirables mineurs sont observés, notament maux de

téte, nausées, et sensation de chaleur.

FIGURE 1.3 — Détection d'un carcinome hépatocellulaire chez une femme de 60 ans atteinte du
virus de I'hépatite B, (a) Le sonogramme en mode B traditionnel montre une petite masse hypo-
échogene (fleche) dans le lobe droit du foie, (b) Limage apreés injection d’ACUs au maximum de
I'amélioration de la phase artérielle montrant une hypervascularité classique de la tumeur hépa-
tique [3]

Leur découverte est assez récente puisque c’est en 1968, que le premier agent de contraste par ul-
trasons a été découvert par accident. Gramiak et Shah [31] ont en effet observé lors d'un examen
intracardiaque, une augmentation significative du contraste sanguin en échographie. Ce rehaus-
sement du contraste était di a I'injection de microbulles d’air provenant d'une solution saline
préalablement agitée. Cependant, le temps de vie des microbulles était trop court par rapport
au temps nécessaire pour pratiquer I'examen médical, puisqu’aucune molécule ne stabilisait les
bulles de gaz et ainsi évitait leur dissolution rapide dans le sang. Les microbulles sont les pre-

mieres générations d’ACUs qui ont été développées pour faciliter le diagnostic par échographie.

b) Différents types d’agents de contraste 1l est possible de distinguer trois classes d’ACUs
sous forme de gaz, solide ou liquide (Figure 1.4). En clinique, les ACUs sont constitués d'une sus-
pension de microbulles stabilisées et avec un diamétre de quelques microns, de sorte qu’elles
peuvent circuler en toute sécurité dans les plus petits vaisseaux sanguins. Les microbulles sont
des ACUs idéaux puisqu’elles sont extrémement échogéniques et biocompatibles. De nos jours,
les microbulles sont couramment utilisées en clinique pour évaluer la perfusion cardiaque. Les
principaux ACUs commercialisés sont présentés dans le tableau 1.2. Ils différent par la composi-
tion de I'enveloppe, constituée de phospholipides pour Sonovue® et Definity®, contrairement a
Optison® enveloppé par des protéines de sérum albumine humaine. Une autre différence peut-

étre observée concernant la distribution en taille, ot1 une plus large distribution est obtenue pour
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Optison® contrairement aux deux autres ACUs, Sonovue®présentant la distribution en taille la
plus étroite. Pour les trois agents de contrastes commercialisés, un gaz fluoré (CsFg ou SFg) forme

le cceur des microbulles. Ces agents de contrastes formés a partir de gaz inertes sont détaillés dans

la partie 1.1.2.

Lumason®/Sonovue® | Definity®/Luminity® | Optison®

Compagnie Bracco Diagnostics Lantheus Medical | GE Healthcare

Imaging
Enveloppe Phospholipides Phospholipides Protéine HSA réti-
culée

Gaz Hexafluorure de | Octafluoropropane Octafluoropropane
soufre (SFg) (C3Fg) (C3Fg)

Diametre 1,5-2,5 um 1,1-2,5 um 3-4,5 pym

Distribution 99‘7? <10 pn.l 98‘7? <10 pITl 95‘7? <10 pn.l
(Taille maximale : 20 | (Taille maximale : 20 | (Taille maximale :
pm) pm) 32 um)

Utilisation clinique| 2001/2014 2001/2006 1998

TABLEAU 1.2 — Comparaison des trois principaux agents de contraste ultrasonores sous forme de
microbulles commercialisés pour I'imagerie médicale ultrasonore [19, 20]

D’autres types d’ACUs composés de particules solides ou liquides ont aussi été développés (Figure
1.4) [4]. Des particules solides poreuses contenant du gaz dans les pores ont permis I'augmenta-
tion du contraste de I'image dans le foie par la production d’ondes rétrodiffusées détectables par
I’échographe [32]. Un autre systéme formulé par Straub et al. 2005 [33], constitué de micropar-
ticules poreuses chargées par le gaz decafluorobutane avec une taille moyenne de 2,3 um ont
montré une échogénicité élevée, et une certaine stabilité dans le temps lors d'une exposition aux
ultrasons. Cependant, les particules solides ont tendance a étre moins échogénes que les micro-
bulles car elles sont tres faiblement compressibles et oscillent trés peu avec I'onde ultrasonore.
Elles conviennent donc aux applications impliquant des ultrasons a fortes fréquences.

D’autres formes d’ACUs ont été proposés, comme les liposomes echogéniques [34, 35] similaires
aux microbulles au niveau de leur composition, mais ils présentent une structure en bicouche
lipidique améliorant leur stabilité [36]. Les liposomes échogeniques semblent étre un outil inté-
ressant pour la délivrance de principes actifs sur des zones ciblées. Cependant, de fortes doses
doivent étre injectées afin de retrouver un niveau équivalent a une amélioration de contraste en
raison de la faible quantité de gaz encapsulé [37].

Pour I'imagerie ultrasonore, les microbulles restent le premier choix en raison de leur plus grande
quantité de gaz encapsulé offrant une meilleure oscillation et ainsi un plus fort contraste. Cepen-
dant, grace a leur tres petite taille, les nanobulles sont capables de quitter le systéme vasculaire
sanguin par extravasation et de s’accumuler dans un tissus tumoral présentant un environne-
ment vasculaire différent de celui d'un tissu sain. Ce phénomene est connu sous le nom d’effet
"Enhanced Permeability and Retention" (EPR). Pour extravaser dans la tumeur, les bulles doivent
avoir un diametre inférieur a 700 nm [38]. Les nanoparticules, les liposomes échogéniques, et les

nanobulles présentent des caractéristiques pharmaco-cinétiques intéressantes, grace a leur taille
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Particule
solide

Microbulle

B Gouttelette de PFC

FIGURE 1.4 — Représentation schématique des différents types d’agents de contraste ultrasonores,
microbulles, gouttelettes et particules solides (Schéma adapté de [4])

submicronique. Contrairement aux objets micrométriques, ils peuvent ainsi persister plus long-
temps dans la circulation sanguine et cibler de maniere passive les tumeurs. Les nanobubbles
semblent étre, elles aussi, un outil efficace et prometteur pour I'administration guidée par ultra-
sons de médicaments [39].

Une autre approche consiste a utiliser des émulsions liquides. La phase dispersée formant les
gouttelettes est en général un PFC liquide stabilisé par des molécules tensioactives. Cette couche
de molécules a I'interface aide a stabiliser les gouttelettes contre leur agrégation, coalescence et
grossissement. Un de leurs avantages est que le liquide perfluoré est fortement hydrophobe, ce
qui les rend plus stables que les microbulles. Une application de ces émulsions de PFC est leur
possible vaporisation en microbulles suite a une exposition spécifique aux ultrasons engendrant

une augmentation de leur échogénicité dans le milieu environnant [40, 41, 42].

1.1.2 Microbulles

1.1.2.1 Généralités

Les bulles sont composées d'un ceeur gazeux stabilisé par des molécules tensioactives réduisant la
tension superficielle a I'interface des deux milieux. Le gaz peut étre de 'air, ou tous autres types de
gaz dispersés dans une solution aqueuse. Les microbulles sont des bulles de diametre de I'ordre
du micrometre (Figure 1.5) et présentent une large gamme d’applications, notamment en image-
rie ultrasonore (détaillées dans la partie 1.1.2.5), mais également pour la fabrication de nombreux
produits alimentaires tels que les gateaux, les glaces et les boissons gazeuses. Lintroduction de
microbulles dans les aliments offre de nombreux avantages, notamment dans I'amélioration de
I'apparence ou de la texture des produits alimentaires [43]. Les microbulles trouvent des appli-
cations en tant qu’agents nettoyants pour purifier 'eau contaminée [44]. En effet, les bulles gé-
nérées sont utilisées pour le traitement de I’eau potable afin d’éliminer des contaminants volatils
dans la phase aqueuse et la séparation des matieres particulaires [45, 46]. En microflottation, les

microbulles sont utilisées en raison de leur grande surface et de leur vitesse de montée relative-
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ment lente qui engendre la mise en contact avec les polluants organiques et d’autres particules de
faible densité pour former une couche de mousse a la surface pour des procédés de séparation et

de purification.
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FIGURE 1.5 - A gauche, observation au microscope optique de microbulles (Objectif x20). A droite,
représentation schématique de microbulles de gaz stabilisées par des tensioactifs (Coupe trans-
versale d'une MB présentant le coeur gazeux)

1.1.2.2 Microbulles en tant qu'ACUs

Une microbulle pour étre un ACU doit présenter certaines caractéristiques. En effet, un cahier des
charges doit étre scrupuleusement respecté notamment sur leur taille, la composition du gaz et
de 'enveloppe. La composition des agents de contraste sous forme de microbulles est soigneu-
sement choisie pour leur inertie biologique et la biocompatibilité des molécules utilisées. TACU
consiste en une suspension de microbulles pouvant étre administrée par voie intraveineuse soit
par bolus ou par perfusion et présente un temps de demi-vie plasmatique assez court (quelques
minutes) [47]. La taille des microbulles est un parametre critique qui doit étre controlé entre des
limites bien définies. Un compromis doit étre réalisé entre I'’échogénicité du signal recu et la taille
maximale des microbulles pouvant étre administrées. En effet, 'échogénécité, caractérisant les
propriétés d'un objet a réfléchir les ultrasons, sera d’autant plus grande que son diameétre sera
grand. Par conséquent, les microbulles de plus grand diametre diffusent beaucoup plus d’éner-
gie que les petites. Cette intensité de rétrodiffusion des microbulles est proportionnelle au rayon
de la bulle a la puissance six [47]. Par conséquent, une faible diminution du diameétre moyen en-
gendre une réduction significative de 'énergie ultrasonore réfléchie. Cependant, la limite de taille
supérieure acceptable pour leur administration est déterminée par la capacité des microbulles a
traverser les plus petits capillaires pulmonaires, afin d’éviter un risque d’embolie pulmonaire [48].
Les tailles optimales acceptées actuellement sont comprises entre 1 et 10 um, avec une distribu-
tion de taille la plus étroite possible. Les microbulles sont des systemes dispersés sensibles a leur
environnement (température, pression hydrostatique), il est donc nécessaire de mettre en place
des stratégies permettant de maintenir un diametre constant pour répondre efficacement aux

ondes ultrasonores. Le tableau 1.2 liste les principales microbulles commercialisées.
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1.1.2.3 Composition

a) Composition du gaz Les agents de contraste de premiére génération développés dans les
années 1990 étaient composés d’air, comme par exemple Albunex® et Levovist®. En raison de la
grande solubilité de I'air dans I'eau, ces microbulles se dissolvent rapidement dans la circulation
sanguine [47], sous |'effet combiné de plusieurs phénomenes : la pression de Laplace, la pression
acoustique des ondes ultrasonores et la pression artérielle. L'instabilité de ces microbulles dans
leur milieu environnant rendait difficile I'examen échographique.

La seconde approche a été d’utiliser des gaz présentant une faible solubilité dans le sang, avec une
faible diffusivité et un poids moléculaire élevé. Cette stratégie aboutit a augmenter la stabilité et le
temps de circulation des agents de contraste. Pour cette raison, les microbulles de deuxiéme géné-
ration utilisent des gaz de type PFC ou hexafluorure de soufre (SFg). Ces gaz sont biologiquement
inertes, ils ne sont pas métabolisés par I'organisme et sont exhalés par les capillaires pulmonaires
en quelques minutes [49]. IIs sont hydrophobes, renfor¢cant leur interaction avec les chaines car-
bonées hydrophobes de I'enveloppe et ont une tres faible solubilité dans I’eau de 'ordre de 0,19
mol.m ™3 pour le C3Fg, par comparaison avec I'oxygene a 1,32 mol.m ™3 et 'azote & 0,63 mol.m 3.
Par ailleurs, leur poids moléculaire est plus élevé (188 g/mol pour le C3Fg; 30 g/mol pour N»), ils
diffusent donc plus difficilement a travers ’enveloppe. Le poids moléculaire et la faible solubilité
de ces gaz produisent une concentration de vapeur élevée a I'intérieur des microbulles contre-
balancant la pression de Laplace et la pression sanguine. Ceci a pour conséquence d’augmenter
la stabilité des microbulles dans la circulation sanguine. Plusieurs agents de contraste a base de
PFC sont disponibles dans le commerce depuis quelques années. Deux d’entre eux sont compo-
sés d’octafluoropropane (C3zFg) comme Optison® et Definity®, ou constitué d'un gaz hexaflorure

de soufre (SFg) pour Sonovue®.

b) Composition de 'enveloppe Une autre stratégie mise en place pour augmenter la stabilité
des microbulles a été d’utiliser une enveloppe capable de réduire la dissolution et la coalescence
des microbulles. Cette enveloppe a pour fonction de stabiliser I'interface gaz/liquide. Cependant,
bien que le gaz soit responsable de la majorité des propriétés acoustiques des microbulles, I'enve-
loppe d'une épaisseur d’environ quelques nanometres, ajoute une rigidité mécanique et réduit la
compressibilité du gaz. Les enveloppes des microbulles peuvent étre classées en deux catégories
en fonction du type de molécules qui stabilisent I'interface : les enveloppes rigides qui permettent

d’obtenir des microbulles avec un temps de demi-vie plus long et les enveloppes dites souples.

Enveloppes rigides Les microbulles stabilisées par une enveloppe d’albumine humaine réti-
culée étaient la premiére formulation approuvée par la Food Drug Administration sous le nom
de Albumex®, puis Optison® (Ge Healthcare). L'utilisation de la sonication pour produire les mi-
crobulles avec de I'albumine, engendre la dénaturation thermique de la protéine grace aux fortes
températures créés par la cavitation acoustique. Cette dénaturation génére des liaisons disulfures
entre les cystéines de I'albumine formant une coque solide et rigide [50].

Par ailleurs, El-Sherif et Wheatley [51] ont préparé des microcapsules formées de copolymere bio-
dégradable poly (D, L-lactide-co-glycolide) (PLGA) a partir d'une double émulsion (eau/huile/eau)

suivie de I’évaporation de solvant. Un autre type d’ACU a base d’acide poly-lactique (PLA) a été
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proposé pour I'imagerie ultrasonore [52]. Malgré une stabilité améliorée des microbulles par ces
enveloppes rigides, I'inconvénient majeur est la réduction des oscillations des microbulles qui
abaisse fortement le signal rétrodiffusé et rendent ces ACUs moins intéressants pour I'imagerie

meédicale.

Enveloppes souples Certaines enveloppes souples offrent un compromis plus favorable entre
I'amélioration du contraste et la stabilité. La grande majorité des composants formant ce type
d’enveloppe sont de type lipidique. Plusieurs formulations de microbulles de seconde génération
enrobées de phospholipides sont disponibles dans le commerce et ont été approuvées pour une
utilisation clinique : Definity® et Sonovue®. En particulier, les phospholipides ont la possibilité
de s’auto-assembler spontanément formant une monocouche a l'interface gaz/eau. La tension
superficielle est un phénomene physico-chimique a I'interface entre deux phases non miscibles.
Une faible tension superficielle présente au niveau de la monocouche lipidique stabilise les mi-
crobulles. Il existe aussi des interactions faibles comme les forces de Van der Waals et I'attraction
hydrophobe des chaines hydrophobes qui renforcent la cohésion des lipides et contribuent ainsi
a I'amélioration de la stabilité, empéchant la diffusion du gaz a travers I'enveloppe. Les enve-
loppes souples présentent également la caractéristique d’étre résistantes a la rupture, en raison
de leur grande flexibilité. Un autre avantage est leur capacité a pouvoir étre modifiées en surface
par fonctionnalisation de ligands, afin de cibler un tissu pathologique.

Il est intéressant aussi d’observer que d’autres types de molécules ont été utilisés pour stabiliser
les microbulles, comme les tensioactifs présentant une seule chaine hydrocarbonée. Notamment,
Wheatley et al. [53] ont mis au point une série de microbulles tres stables nommeées ST68, stabili-
sées par des tensioactifs de type monostéarate de sorbitan (Span 60) et polysorbate 80 (Tween 80)
avec différents ratios moléculaires [54]. Ces microbulles d'un diametre inférieur a 10 pm ont mon-
tré une stabilité pendant plusieurs semaines ainsi qu'une forte échogénicité en imagerie ultraso-
nore (B-mode) [53]. Levovist®, constitué d'une enveloppe contenant un saccharide (galactose) et
'acide palmitique stabilisant une bulle d’air a montré une bonne augmentation du contraste lors
d’essais cliniques en échocardiographie. A 'heure actuelle, Levovist® n’est plus approuvé pour
une utilisation clinique [19]. Une autre étude a montré le développement d'un ACU en utilisant
un mélange de monostéarate de sorbitan (Span 60) et de polyoxyéthyléne 40 stéarate (PEG40S)
par stabilisation d'une bulle de gaz de PFC avec un diametre moyen d’environ 2 pm [55].

En résumé, la stabilité des microbulles de seconde génération est obtenue grace a la réduction
de la pression de Laplace, causée par une tension superficielle plus faible des molécules amphi-

philes, et aussi par une réduction de la perméabilité au niveau de I'interface gaz/liquide.

1.1.2.4 Propriétés acoustiques

Les mécanismes par lesquels les microbulles engendrent un rehaussement du contraste par rap-
port au tissu environnant peuvent étre classés en deux catégories; rétrodiffusion passive et active.
Tout d’abord, la microbulle va réfléchir passivement I’onde ultrasonore incidente principalement
grace a la différence d'impédance acoustique entre I'’environnement et 'agent de contraste. Les
gaz comme I'air, présentent une impédance acoustique élevée par rapport au sang et tissus hu-

mains (Tableau 1.1). Lorsqu’'une onde ultrasonore excite une microbulle, une partie de I'énergie
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incidente est rétrodiffusée de maniére forte dans toutes les directions, ainsi les microbulles ga-
zeuses constituent un puissant réflecteur d’ultrasons.

Le second mécanisme est lié a la capacité des bulles de gaz de se comprimer, entrainant des os-
cillations radiales en réponse aux ondes incidentes (Figure 1.6). Cette alternance de compres-
sions/expansions génere un écho important sous l'effet de I'impulsion ultrasonore. L'agent de
contraste se conduit alors comme un réflecteur actif, devenant une source d’'ultrasons. Une pres-
sion acoustique positive engendre une diminution du diametre des microbulles, tandis qu'une
expansion est observée pendant la phase de décompression de I'onde ultrasonore. Les propriétés
viscoélastiques liées a la composition de la couche stabilisatrice des microbulles peuvent modi-
fier cette oscillation. Laugmentation significative du signal réfléchi est majoritairement causée
par ce phénomene vibratoire. Pour de faibles pressions acoustiques, une oscillation symétrique
(linéaire) est observée, ou la taille de la microbulle varie légérement, mais linéairement avec 'am-
plitude de la pression. Pour des impulsions ultrasonores de pression plus élevée, les microbulles
oscillent de maniere non linéaire, conduisant a un plus grand degré d’expansion que de com-
pression, jusqu'a entrainer finalement un effondrement de la microbulle, un processus appelé
cavitation inertielle [29]. En effet, suite a I'oscillation non linéaire en réponse a un champ ultraso-
nore conducteur, I’écho non linéaire réceptionné permet la visualisation et la quantification de la

perfusion d’organes [56].

Pression positive Pression négative
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FIGURE 1.6 — Observation du comportement linéaire d’'une microbulle. Soumise a une onde ultra-
sonore présentant des pressions positives et négatives, la bulle oscille par compression/dilatation
du volume gazeux

1.1.2.5 Applications

Le développement de microbulles en tant qu’ACUs a également ouvert la voie a de nouvelles ap-
plications. Sur la figure 1.7, sont représentées de facon schématique les trois applications ma-
jeures de 'utilisation des microbulles en imagerie ultrasonore. La principale application des mi-
crobulles en clinique concerne la visualisation et la quantification de la perfusion sanguine dans
des organes comme le cceur. En effet, les microbulles ont une taille similaire a celle des globules

rouges (<10 pm) et présentent donc des propriétés rhéologiques similaires, ce qui les rend utiles

16



CHAPITRE 1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

pour évaluer le flux sanguin et la perfusion dans les organes. La figure 1.8 montre une image écho-
graphique d'un ceeur chez un patient avant (a) et apres (b) I'arrivée d'une injection intraveineuse
d’'un bolus d’ACUs. L'agent de contraste a rendu possible 'opacification des cavités cardiaques et
a amélioré la définition du relief endocardique du ventricule gauche [6]. En regardant le cceur
en mouvement, le muscle cardiaque qui fonctionne normalement s’épaissit a mesure qu’il se

contracte tandis qu'un muscle cardiaque fonctionnant de maniére anormale bouge moins et ne
s’épaissit pas.
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FIGURE 1.7 — Représentation schématique d'une microbulle utilisée en imagerie ultrasonore clas-
sique, moléculaire ou en thérapie (Figure adaptée de [5])

Lors d'un examen Doppler, il est possible grace a 'utilisation d’ACUs d’augmenter la qualité de
I'image Doppler du flux sanguin et la durée du rehaussement du signal utile lors de 'examen de la
veine porte chez’adulte. On retrouve également une amélioration dans la visualisation de la vas-
cularisation de lésions du foie et du sein lors d’examens Doppler, permettant une caractérisation
plus spécifique des lésions.

La sensibilité de la détection des microbulles par cette technique a facilité le développement d’ap-
plications d’'imagerie moléculaire ciblées pour le diagnostic de maladies au niveau moléculaire.
Limagerie moléculaire par ultrasons a été introduite par Klibanov et ses collegues a la fin des
années 1990 [57]. Les ligands se trouvant a la surface des microbulles permettent une recon-
naissance moléculaire en se liant spécifiquement a des biomarqueurs de la paroi des vaisseaux

sanguins. L'approche ici consiste a injecter des microbulles ciblées par voie intraveineuse, puis
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FIGURE 1.8 — Opacification de la cavité ventriculaire gauche : (a) Vue du ventricule gauche (LV :
left ventricle) d'un patient sans agent de contraste, (b) la méme vue apres une injection de bolus
d’un agent de contraste de microbulles. Le LV, le bord endocardique (LV/ENDO) et le muscle pa-
pillaire (PAP) sont maintenant visualisés avec précision, permettant d’évaluer I'épaississement du
myocarde [6]

d’attendre un certain temps pour que les microbulles circulant librement soient éliminées, pour
ensuite réaliser une image des microbulles liées spécifiquement aux molécules surexprimées a la
surface des cellules d'un tissu pathologique [58]. Par exemple, BR55 est une microbulle ciblant le
récepteur du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire 2 (VEGFR2) pour le diagnostic du
cancer de la prostate [59, 60].

L'usage des microbulles n’est pas seulement limitée au diagnostic, mais peut étre utilisée pour
des applications thérapeutiques (Figure 1.7). Des microbulles peuvent également étre chargées
avec des médicaments, des peptides ou des genes puis détruites par des impulsions ultrasonores
pour libérer localement les principes actifs. Par ailleurs, les oscillations des microbulles peuvent
induire de nombreux autres phénomenes acoustiques dans le milieu environnant. Au voisinage
d’'une membrane cellulaire, elles induisent une augmentation temporaire de la perméabilité de la
membrane. Ce procédé, appelé sonoporation, est tres prometteur en thérapie notamment pour
I'administration de genes et de médicaments [4, 25, 61, 62]. Cette technique est aujourd’hui en
cours d’essais cliniques, pour I'ouverture de la barriere hémato-encéphalique, afin de délivrer des

chimiothérapies pour traiter des tumeurs du cerveaux [63].

1.1.3 Emulsions

1.1.3.1 Généralités

Les émulsions sont des systemes dispersés constitués de deux phases liquides non miscibles. Elles
sont le résultat d'une dispersion d'un liquide, sous forme de petites gouttelettes sphériques, dans
un autre liquide. La taille des gouttelettes varie selon les conditions de formulation et de procédé
de I'ordre de 0,1 a quelques dizaines de micrometres.

Il existe deux types d’émulsions dites simples, contenant seulement deux phases (Figure 1.9) :

e Emulsions huile dans eau (H/E) pour lesquelles la phase huileuse est dispersée dans la
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phase aqueuse.

¢ Emulsions eau dans huile (E/H) qui sont une dispersion de la phase aqueuse dans la phase

huileuse.

Les émulsions doubles sont également courantes. Ce sont des émulsions d'une émulsion simple,

comme une émulsion eau dans huile dans eau (E/H/E) ou huile dans eau dans huile (H/E/H).

Emulsion simple Emulsion double

| |

®
... Eau.

FIGURE 1.9 - Principales configurations d'une émulsion : simple ou double. a) huile dans eau
(H/E); b) eau dans huile (E/H); c) Eau dans huile dans eau (E/H/E); d) Huile dans eau dans huile
(H/E/H)

En fonction du domaine d’utilisation de I'’émulsion, ces phases peuvent contenir différentes sub-

stances, lipophiles ou hydrophiles. Les émulsions sont produites dans de nombreuses industries :
¢ Industrie cosmétique (cremes, shampoings)
¢ Industrie pharmaceutique (vaccins)
¢ Industrie alimentaire (mayonnaise, vinaigrette, dessert)
¢ Industrie pétrochimique (fluides de forage, bitume).

Pour la suite de la these, seulement les émulsions qui ont une configuration huile dans eau (H/E)

seront étudiées.

1.1.3.2 Emulsions en tant qu'ACUs

La phase dispersée est généralement huileuse, mais tout autre type de liquide non-miscible peut
étre utilisé. C’est le cas de gouttelettes de PFC dispersées dans une phase aqueuse, offrant la possi-
bilité de nouvelles applications en imagerie ultrasonores. En effet, ces derniéres années, les émul-
sions de PFC sont apparues comme une alternative possible aux microbulles, puisqu’il est pos-
sible de convertir une gouttelette de PFC en microbulle par exposition aux ultrasons. Ce phéno-
mene a été décrit a partir des années 2000 par Kripfans et al. [41] par le terme « Acoustic Droplet
Vaporization ». Dans la littérature, ce mécanisme est aussi nommé «phase-shift emulsion». La
conversion du ceeur liquide en gaz ne peut se réaliser qu’a partir d'une exposition aux ultrasons
au-dela d’'un seuil de pression acoustique, nommé seuil de vaporisation ADV (Figure 1.10) [41].
Il a été montré que ce seuil de vaporisation dépendait de la fréquence d’excitation des ultrasons
[41] et de la taille des gouttelettes [64].

Lors de l'exposition aux ultrasons au-dessus du seuil ADV, la nucléation et/ou la cavitation du
gaz sont initiées et déclenchent la transition de phase. Les ultrasons servent de détonateur pour

déclencher la vaporisation des gouttelettes de PFC de maniére controlée, non invasive et localisée.

19



CHAPITRE 1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Microbubble

PFC gas

PEC liquid

FIGURE 1.10 — Représentation schématique du procédé de vaporisation acoustique de gouttelettes
(ADV). La vaporisation de gouttelettes de PFC suite a I'exposition a des impulsions ultrasonores
entraine la formation d’'une bulle de gaz

Comparées aux microbulles, les gouttelettes de PFC sont plus stables, et donc peuvent circuler
plus longtemps. Cette propriété unique d’activation acoustique sélective fait des gouttelettes un

outil potentiellement utile a la fois pour I'imagerie diagnostique et la thérapie [65].

a) Composition Comme pour les microbulles, les gouttelettes de PFC pour applications ultra-
sonores peuvent étre stabilisées par des protéines (principalement I'albumine), des polymeres,
des phospholipides et des tensioactifs [66]. Les PFCs liquides sont particulierement attractifs car
ils présentent comme les PFCs gazeux une faible solubilité dans I’eau liée a une forte hydropho-
bicité, et sont des liquides inertes sans effet toxique associé lorsqu’ils sont injectés par voie intra-
veineuse. Le PFC le plus souvent utilisé est le perfluoropentane (PFP, C5F;2) mais sont également
possibles le perfluorohexane (PFHex, CgF14), et le perfluoroheptane (PFHep, C;F15). Le PFP a une
température d’ébullition de 29°C et présente un intérét particulier puisqu’il est possible de main-
tenir des gouttelettes stables a température physiologique (37°C) sans vaporisation, grace a une

pression de Laplace élevée.

b) Parametres influencant la vaporisation La température de vaporisation des gouttelettes
de différentes tailles peut étre estimée a partir de I’équation de pression de vapeur d’Antoine [67,
68, 69] :

LogP =A- (1.1)

T+C

ou P estla pression, T estla température et A, B et C sont des constantes dépendantes du gaz. Cette
équation lie la pression exercée sur la gouttelette, P, et la température nécessaire pour induire la
transition de phase, avec:

2y

P:Pamb"‘AP:Patm"‘Pcorps"'E (1.2)

ol AP estla pression de Laplace, ol1 y et R sont la tension superficielle et le rayon, respectivement.
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Facteurs | Relation avec le seuil ADV | Références
Facteurs environnementaux
Température ambiante Inverse 42,71, 72]
Viscosité du milieu Direct [41, 42]
Composition des gouttelettes
Température d’ébullition du PFC Direct (42, 67, 73]
Diametre Inverse (42, 67, 72]
Tension superficielle Direct [70]
Concentration Inverse [71]
Parametres acoustiques
Fréquence Inverse 41, 72]
Longueur du pulse Inverse (71, 74]
Fréquence de répétition des impulsions Inverse (jusqu’a 25 Hz) [42]

TABLEAU 1.3 — Facteurs influencant le seuil de vaporisation ADV

Pamp est la pression ambiante pouvant étre définie comme la somme de la pression atmosphé-
rique, P4, et la pression intravasculaire a I'intérieur du corps humain, Peo/ps.

A partir des équations 1.1 et 1.2, '’équation 1.3 est obtenue :

B B
T= T
A—-Log(Parm+Pcorps+ 1)

(1.3)

L'équation 1.3, permet de mieux comprendre les mécanismes de vaporisation de gouttelettes. En
effet, 1a pression de Laplace est une fonction inverse de la taille des gouttelettes, ainsi les goutte-
lettes plus petites ont une température d’ébullition plus élevée et nécessitent donc une énergie
d’activation plus grande que les gouttelettes plus larges [70]. Par ailleurs, en fonction des proprié-
tés de I'enveloppe, une tension superficielle plus grande peut entrainer une augmentation de la
pression exercée, ce qui augmente la température de vaporisation de la gouttelette. Le tableau 1.3
regroupe d’autres facteurs influengant la pression ultrasonore nécessaire pour induire la vapori-
sation d'une gouttelette de PFC. Dans tous les cas répertoriés, la vaporisation des gouttelettes a
été réalisée a partir d'un échantillon polydisperse en taille, qui est principalement di ala méthode
d’émulsification. Les facteurs influencant le seuil d’ADV peuvent étre divisés en trois catégories :
les facteurs environnementaux, la composition des gouttelettes et les parametres acoustiques. Un
grand nombre d’applications des émulsions de PFC découlent de ces propriétés.

Une fois que la gouttelette de PFC est vaporisée, la bulle résultante augmente théoriquement son
diametre d’environ 3 a 6 fois, en fonction de la taille initiale des gouttelettes, de la pression am-
biante et de la densité du PFC sélectionné [41]. Le taux d’expansion diminue avec la diminution
de la taille des gouttelettes en raison de 'augmentation de la pression de Laplace [67]. Divers phé-
nomenes, décrits ci-dessous, interviennent dans I’augmentation de la taille des bulles lors de la

vaporisation du PFC induite par ultrasons :

¢ La transition du liquide en phase gazeuse a I'intérieur d'un espace confiné entraine une

augmentation du diametre d’environ cinq fois

¢ La coalescence de gouttelettes avec des bulles ou coalescence de bulles entre elles
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¢ La diffusion de gaz dissous et/ou du PFC a partir de petites bulles dans les grosses bulles
(Mirissement d’Oswald) [75]

1.1.3.3 Applications

Les microbulles issues de gouttelettes de PFC sont stables et répondent aux ultrasons, ce qui les
rend aptes a étre utilisées comme ACU pour 'imagerie en mode B [76, 77]. Echogen (Sonus Phar-
maceuticals), une émulsion de PFP, a été 'une des premieres applications de gouttelettes de PFC
pour I'amélioration du contraste par ultrasons. Une fois vaporisés, les agents ADV sont facilement
détectables par un systéme d’imagerie, méme a de faibles concentrations.

Les principales applications thérapeutiques d’émulsions de PFC, au-dela de 'augmentation de
I’échogénicité post-vaporisation, sont liées a la taille des gouttelettes : celles de taille micromé-
trique et celles dans la gamme nanométrique. Pour les deux gammes de taille, les gouttelettes
peuvent étre administrées par voie intra-artérielle, ou intraveineuse, puis vaporisées.

Les gouttelettes de taille microscopique sont confinées au systeme vasculaire sanguin. Elles offrent
des possibilités uniques pour I'occlusion ciblée [41, 76], la correction des aberrations ultrasonores
[76] et la création de marqueurs internes pour le guidage préopératoire [78]. Dans quelques cas,
les applications proposées pour les gouttelettes a I’échelle nanométrique sont similaires a celles
des gouttelettes a ’échelle micrométrique, telles que 'administration de médicaments au niveau
d’'une tumeur. Cependant, les gouttelettes nanométriques sont principalement congues pour tirer
parti de 'effet "Enhanced Permeability and Retention" des tumeurs. Enfin, des nanogouttelettes
ont été proposées pour d’autres applications comme I'imagerie diagnostique [79] et 'améliora-
tion du rendement de I’ablation thermique par ultrasons [80, 81].

L'embolothérapie est 'une des applications les plus étudiées des agents ADV. Une fois vaporisées,
les gouttelettes ayant un diameétre proche de 5 um produisent des microbulles de I'ordre de 20-30
pm, permettant ainsi la création intentionnelle d’'une occlusion dans un tissu spécifique rédui-
sant fortement le flux sanguin. Ainsi, la vaporisation de gouttelettes a permis de réduire la perfu-
sion rénale de 70% chez le lapin [82]. La réduction du flux sanguin par occlusion est ainsi utilisée
pour induire une hypoxie dans les tumeurs. L'occlusion a base d’ADV semble offrir une oppor-
tunité significative en ce qui concerne 'administration de médicaments. Le temps de résidence
des médicaments pourrait étre augmenté grace a une réduction du flux sanguin, ce qui permet
une diffusion accrue dans une région ciblée [83]. Fabiilli et al. 2010 [83] ont développé des agents
ADV composés de deux phases dispersées (huile et PFC) capables, I'une de se vaporiser (PFC) et
I'autre de pouvoir véhiculer un anticancéreux, le chlorambucil. D’autres approches utilisent des
gouttelettes fonctionnalisées avec des ligands moléculaires pour cibler des cellules spécifiques,

combinant la destruction mécanique des cellules avec I'administration de médicaments [77].

1.2 Physico-chimie des systemes dispersés

Cette partie introduit les concepts généraux relatifs a la physico-chimie des systémes dispersés.
D’apparence, ces systemes sont opaques, en raison du phénomene de diffusion de la lumiére par

les particules présentes en suspension. Par ailleurs, a I'’échelle microscopique, les gouttelettes et
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microbulles sont caractérisées par une tres grande interface qui sépare deux milieux non mis-
cibles [84].

1.2.1 Principales propriétés physico-chimiques

1.2.1.1 Interfaces liquide/liquide et gaz/liquide

La tension superficielle est une grandeur physique qui quantifie le défaut énergétique provoqué
par la création d’'une interface entre deux milieux. Généralement, elle est nommée tension in-
terfaciale entre deux liquides non miscibles et la tension superficielle (ou de surface) entre un
gaz et un liquide. Le systeme tend vers un équilibre correspondant a la configuration présentant
la plus faible énergie, nécessitant le moins de molécules a la surface. Pour cela, il va modifier
sa géométrie et prendre la forme d'une sphere afin de diminuer au maximum l'aire de cette in-
terface. La tension superficielle, notée vy, est définie comme une énergie par unité de surface et
correspond a la dimension d'une force par unité de longueur qui s’exprime en N/m. En général,
la tension interfaciale entre deux liquides est plus faible que la tension superficielle entre un gaz
et un liquide, ce qui s’explique par une plus forte interaction intermoléculaire cohésive au sein
des liquides. La tension superficielle entre ’eau et I'air est de 72 mN/m. Des lors que 'on ajoute
dans 'eau des molécules, notamment des tensioactifs, cette tension diminue fortement en rai-
son de 'adsorption de ces molécules a l'interface. Cette adsorption moléculaire entre les deux
milieux ne se fait pas de maniere instantanée, et la tension superficielle évolue sur un temps plus
ou moins long avant de stabiliser la nouvelle interface. Cette dynamique d’adsorption dépend du
tensioactif et de sa concentration en solution. En effet, lorsqu'une nouvelle interface est générée,
il est observé une diminution de la tension superficielle en fonction du temps qui correspond a
I’adsorption progressive des tensioactifs a cette interface jusqu’a atteindre une tension superfi-
cielle aI’équilibre (Figure 1.11). Al’équilibre, le tensioactif ne demeure pas a l'interface, et il existe
un mouvement permanent d’adsorption et désorption des molécules a 'interface. La dynamique

d’adsorption/désorption a I'interface est caractéristique du tensioactif utilisé.

>

\

Tension superficielle a I’équilibre

Tension superficielle (mN/m)

temps

FIGURE 1.11 — Représentation schématique de I'évolution de la tension superficielle en fonction du
temps montrant 'adsorption dynamique de tensioactif a une interface jusqu’a atteindre une satu-
ration totale de la surface par les molécules, caractérisées par une tension superficielle al’équilibre
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1.2.1.2 Tensioactifs

Un tensioactif est une molécule amphiphile constituée d’'une téte polaire hydrophile et d'une
queue hydrophobe composée d'une ou plusieurs chaines aliphatiques carbonées. Cette struc-
ture particuliere leur confere la propriété de pouvoir s’adsorber en monocouches aux interfaces
eau/huile ou eau/gaz. Ils se positionnent de maniere a ce que leur partie hydrophile s’oriente vers
la phase aqueuse afin d’établir des liaisons hydrogenes et ioniques, tandis que des liaisons de Van
der Waals se forment dans la phase lipophile. En se plagant a I'interface, les tensioactifs stabilisent
la surface et réduisent la tension superficielle jusqu’a ce que celle-ci soit saturée de molécules. 11
existe quatre grandes classes de tensioactifs qui different en fonction de la charge présente au
niveau de la partie hydrophile : les anioniques (chargés négativement), les cationiques (chargés
positivement), les zwittérioniques (charges positives et négatives sur la téte polaire) et les non

ioniques.

1.2.1.3 Concentration micellaire critique

La Figure 1.12 montre I'évolution de la tension superficielle en fonction de la concentration en
tensioactif. La répartition des tensioactifs entre I'interface et la solution aqueuse dépend de la
concentration en tensioactif. Pour de faibles concentrations, 'interface est partiellement cou-
verte de molécules avec une répartition autant a l'interface qu’en solution. Au fur et a mesure
que la concentration en tensioactif augmente, I'interface est de plus en plus recouverte de ten-
sioactifs jusqu’a atteindre une saturation. Au-dela de cette concentration, les tensioactifs vont
former des agrégats sous forme de micelles (structures sphériques), dans lesquels les queues
hydrophobes seront orientées vers l'intérieur et les tétes polaires en interaction avec la phase
aqueuse. La concentration a laquelle se forme la premieére micelle est appelée concentration mi-
cellaire critique (CMC). Elle s’obtient en déterminant la concentration en tensioactif a partir de
laquelle la tension superficielle cesse de diminuer. Au-dela de la CMC, la tension superficielle

reste constante.

R
o

Tension de surface (mN/m)

cMC Concentration (log)
FIGURE 1.12 — Représentation schématique de I'évolution de la tension superficielle en fonction

de la concentration logarithmique du tensioactif afin de déterminer la concentration micellaire
critique (CMCQC)
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1.2.1.4 Pression de Laplace

La tension superficielle tend a minimiser la surface entre deux milieux non miscibles séparés
par une interface. La sphere est la forme adoptée pour réduire la surface entre les deux milieux.
Cette configuration entraine une différence de pression a I'intérieur par rapport a I'extérieur de la
sphére, ol11a pression a I'intérieur est plus grande. Cette pression est appelée pression de Laplace,
AP, et est proportionnelle a la tension superficielle et inversement proportionnelle au rayon R des

microbulles/gouttelettes :

_ 2y
"R

AP (1.4)

Cette équation traduit la concurrence entre la tension superficielle y, qui tend a réduire la cour-
bure, etla différence de pression qui tend au contraire a courber I'interface. La pression de Laplace
aura tendance a augmenter pour les plus petites microbulles/gouttelettes due a 'augmentation

de la courbure.

1.2.1.5 Angle de contact

Lorsqu’une gouttelette ou une microbulle est déposée sur un support solide, la forme sphérique
générée entre les deux premiéres interfaces est modifiée par la présence du solide. Un angle se
forme entre le support liquide et les deux milieux non miscibles (Figure 1.13). La mesure de I’angle
de contact rend compte de 'aptitude d’un liquide a s’étaler sur une surface solide par mouillabi-
lité. En cas de mouillage total, caractérisé par un étalement sur la surface, I'angle de contact est

égal a 0°. Plus 'angle de contact augmente, plus le mouillage devient partiel.

Mouillage total Mouillage partiel

e mE——

©e=0° ©6<90° © >90°

FIGURE 1.13 — Angle de contact et mouillage d’'une goutte/bulle déposée sur une surface solide

1.2.2 Stabilité des systémes dispersés

Aucun systéme dispersé n’est réellement stable. Les tensioactifs ont pour role d’augmenter la sta-
bilité en créant des forces de répulsion entre les particules. Les deux principaux mécanismes qui
interviennent sont la répulsion électrostatique grace aux charges présentes sur les tétes polaires,
etlarépulsion stérique avec 'utilisation d'une macro molécule de polyéthyléne glycol (PEG). Il est
également possible de favoriser la stabilité des systemes dispersés par 'augmentation de la visco-
sité de la phase continue réduisant ainsi la mobilité et la probabilité de déstabilisation comme la

fusion entre deux gouttelettes. Dans le cas des microbulles, la nature du gaz utilisé peut aussi étre
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un parametre favorisant la stabilité. Les phénomenes de déstabilisation des systémes dispersés

sont décrits ci-dessous.

1.2.2.1 Pour les émulsions

Du fait de leur nature, les émulsions sont thermodynamiquement instables. Les principaux phé-

nomenes de déstabilisation des émulsions sont représentés sur la figure 1.14 et détaillés ci-dessous:

e Crémage : la phase dispersée, généralement de 'huile, est moins dense que I'eau ce qui a

pour effet la migration des gouttelettes vers la surface.

e Sédimentation : la phase dispersée peut étre plus dense que la phase continue, il se produit
une sédimentation, comme avec l'utilisation de PFC sous forme liquide (par exemple le
PFHex a une densité de 1.63). Egalement, les particules agrégées donc plus grosses tombent

vers le fond du récipient sous I'effet de la gravité.

e Floculation : 'agglomération de particules en suspension due a la présence de forces at-

tractives forme des particules plus grosses, appelées agglomérats.

Pour ces trois types de déstabilisation, il n'y a pas de rupture du film interfacial. Par conséquent,
I'intégralité individuelle des gouttelettes est préservée et ces phénomenes sont non destructifs.
En effet, une simple agitation manuelle permet de remettre en suspension les gouttelettes afin de
retrouver 'état initial de I'émulsion.

Cependant, ces phénomeénes sont précurseurs a la destruction irréversible des gouttelettes en

favorisant le phénomene de coalescence.

* Coalescence : les gouttelettes ont tendance a se réunir par rupture du film entre deux gout-
telettes, de manieére a réduire la surface de contact entre les deux liquides, et donc I'énergie

de surface.

Un autre phénomene de déstabilisation est le mtrissement d’Ostwald, qui contrairement a la coa-

lescence, ne nécessite pas la proximité des gouttelettes.

e Mirissement d’Ostwald : le phénomene représente la diffusion de la phase dispersée des
petites gouttelettes vers les plus grandes via la phase continue, en raison d'une pression de
Laplace plus grande pour les plus petits diametres. Ce transfert de masse entre les goutte-
lettes va entrainer la disparition complete des petites gouttelettes et donc une augmenta-

tion de la taille moyenne des gouttelettes dispersées dans I’émulsion.

e Linversion de phase : c’est un phénomeéne rarement observé durant le stockage et corres-
pond a un processus ou une émulsion eau dans huile se transforme en huile dans eau, et
inversement. Cette déstabilisation est principalement causée par un changement de condi-

tion comme la température, ou bien I'utilisation d'un tensioactif non adapté.

1.2.2.2 Pour les microbulles

Une microbulle n'est pas un objet figé. Elle est aussi thermodynamiquement instable, puisque

I'énergie libre du systeme est réduite au minimum lorsque la phase gazeuse se sépare totalement
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FIGURE 1.14 — Représentation schématique des divers mécanismes de déstabilisation d’'une émul-
sion (Figure adaptée [7])

du milieu liquide pour former deux phases distinctes. Les microbulles présentent aussi des méca-
nismes de déstabilisation semblables aux émulsions tels que le phénomene de coalescence et le
mirissement d’Ostwald. La pression du gaz a I'intérieur d'une microbulle est égale a la somme de
la pression atmosphérique et de la pression de Laplace. Selon la loi de Henry, la quantité de gaz
dissous est proportionnelle a sa pression. La surpression augmente la solubilité locale du gaz a
la surface des microbulles, créant ainsi un gradient de potentiel chimique. Ainsi pour une micro-
bulle d’air, I’équilibre qui est atteint avec le gaz atmosphérique dans la solution et dans la micro-
bulle engendre un flux gazeux vers I'extérieur responsable d'un dégonflement de la bulle. Ainsi, ce
gradient de pression entraine la dissolution totale de la microbulle. Lorsque le gaz quitte la bulle,
elle se contracte et la pression de Laplace augmente, ce qui accélere le taux de dissolution du gaz
et le rétrécissement des microbulles qui en résulte. Epstein et Plesset ont établit une équation qui

permet de décrire la cinétique de dissolution d'une bulle dans un milieu [21, 85] :

R _ LDy P*+§ ][1+ ! ] (1.5)
dt v 4y 'R Dytn '
Patm+3_R

ol R est le rayon de la microbulle, t est le temps, L est le coefficient d’'Ostwald de partage du gaz
entre la phase gazeuse et la phase aqueuse (calculé comme le rapport entre la solubilité du gaz
dans le liquide et la densité du gaz), D, le coefficient de diffusion du gaz dans ’eau, v, la tension
superficielle, P, la pression atmosphérique, et P*, la pression en exces. L'équation d’Epstein-

Plesset prédit qu'une microbulle d’air non stabilisée par des tensioactifs se dissout completement
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en 1 s dans de I'eau saturée (Figure 1.15).

Une approche pour augmenter la stabilité des microbulles consiste a utiliser des gaz hydrophobes,
tels que des hydrocarbures perfluorés (tableau 1.4), qui ont un coefficient d’Ostwald et un coef-
ficient de diffusion du gaz dans I'eau inférieurs de plusieurs ordres de grandeur par rapport aux
coefficients de l'air [21, 22]. Ce type de gaz semble étre idéal pour augmenter la stabilité des mi-
crobulles, grace a leur faible solubilité dans I’eau et leur faible vitesse de diffusion due a un poids
moléculaire élevé. Par exemple, la solubilité de C3Fg dans 'eau a 20°C est sept fois inférieure a
celle de I'air dans I'’eau. Un autre exemple est le SFg qui est la plus petite molécule des gaz per-
fluorés, avec en conséquence une diffusivité, une perméabilité, une solubilité plus grande et donc
un temps de dissolution le plus court comme pour l'air. Pour les autre gaz perfluorés, lorsque la
longueur de la chaine carbonée augmente, la solubilité, la diffusivité et la perméabilité diminuent,

ce qui augmente le temps de dissolution des microbulles.

Gaz | Masse moléculaire | Solubilité dans | Coefficient | Coefficient de diffusion
(g.mol_l) I'eau (mol.m™3) | d’Ostwald, L | dans!’eau, D,, (m?.s™1)
Air 29 1,32 1,71 x1072 2,05 x107?
SFg 146 0,27 5,4 x1073 1,2 x107?
CsFg 188 0,19 5,2 x1074 7,45 x10710
C4F1g 238 0,021 2,02 x1074 6,9 x1071°
CsF1o 288 4x1073 1,17 x107* 6,3 x1071°
CsF14 338 2,7 x1074 2,3 x107° 5,8 x10710

TABLEAU 1.4 — Caractéristique de I'air et des gaz perfluorés pour la stabilisation de microbulles
(21, 22]

Lafigure 1.15 montre qu'un gaz PFC hydrophobe augmente la durée de vie d'une microbulle dans
un milieu saturé, toutefois la microbulle se dissout puisque la tension superficielle est élevée.
Lorsque la microbulle de PFC est placée dans une solution aqueuse, la variation du diametre se
fait en deux étapes. Dans un premier temps, le diameétre augmente dii a l'influx de gaz dissous
dansl’eau (N et Oy) dans la microbulle de PFC [86]. Dans un deuxiéme temps, I'efflux de gaz per-
fluoré entraine le mécanisme de dissolution, et donc la diminution du diametre des microbulles.
A mesure que le gaz quitte la microbulle, en raison du gradient de pression, la bulle se contracte
et la pression de Laplace augmente, ce qui accéléere le phénomeéne de dissolution du gaz et ainsi le
rétrécissement des microbulles. Le flux de diffusion entraine généralement la croissance de plus
grandes microbulles et le rétrécissement des microbulles plus petites en raison de 'augmentation
de la pression de Laplace.

Cependant, la durée de vie d'une microbulle de PFC non encapsulée reste faible et insuffisante
pour la plupart des applications. Ainsi, une encapsulation est nécessaire pour augmenter forte-
ment la stabilité de la microbulle (Figure 1.15). Lorsque la microbulle est stabilisée par des molé-
cules, la cinétique de dissolution est fortement ralentie. En effet, le tensioactif a 'interface gaz/eau
réduit la tension superficielle abaissant ainsi la pression de Laplace. Pour les tensioactifs solubles,
cette diminution de la tension superficielle n’est pas suffisante et modifie 1égerement la diffusion

du gaz al'interface [87]. En effet, la stabilité de microbulles est obtenue a la fois par une réduction
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FIGURE 1.15 — Rayon des microbulles en fonction du temps pour trois différentes compositions :
microbulles non stabilisées d’air et de PFC et microbulles de PFC stabilisées par des tensioactifs

(81)

de la pression de Laplace et une réduction de la perméabilité du gaz a I'interface gaz/liquide. Par
ailleurs, il existe un phénomene d’adsorption/désorption des tensioactifs a I'interface qui crée
des surfaces sans tensioactifs a court terme, permettant le transfert dans cette zone de molécules
de gaz. Pour un tensioactif insoluble, comme par exemple un phospholipide, qui présente une
trés faible CMC (présence de vésicules lipidiques a de tres faibles concentrations), cet échange de
tensioactifs a 'interface est tres fortement réduit, voir inexistant dii a une forte interaction entre
les molécules au niveau des chaines carbonées hydrophobes [88]. La durée de vie des microbulles
stabilisées avec des phospholipides augmente donc considérablement. Ce type de tensioactifs a
montré une réduction de la perméabilité du gaz et ainsi une meilleure résistance au transfert des

molécules de gaz a I'interface [89].

1.3 Procédés de fabrication

Un apport d’énergie est nécessaire pour formuler un systéme dispersé stable. L'énergie appli-
quée permet de déformer I'interface entre les deux phases jusqu’a la formation de microbulles ou
gouttelettes. Différents procédés ont été développés pour émulsifier deux phases non-miscibles.
Ces procédés a haute énergie nécessitent un taux de cisaillement suffisant pour réduire la taille
de I'élément dispersé. Cependant, un désavantage de ce type de procédés est leur absence de
controéle de la taille et de la distribution en taille des microbulles/gouttelettes formées. Dans ce
travail, nous présentons successivement les procédés utilisant I’agitation mécanique, les ultra-
sons, les dispositifs microfluidiques, ainsi que d’autres types de procédés innovants. Un dernier
type de procédé qui nécessite I'utilisation de membranes, nommé émulsification membranaire

est présenté et détaillé dans la partie 1.4.
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1.3.1 Procédés utilisant I'agitation mécanique

1.3.1.1 Homogénéisateur rotor-stator

Le rotor-stator est un dispositif couramment utilisé pour générer des émulsions. Il est constitué
d’'une partie mobile, le rotor, qui tourne a grande vitesse a I'intérieur d’'une partie immobile, le
stator (Figure 1.16). La forte contrainte de cisaillement crée un vide qui induit une circulation de
I’émulsion a travers I'appareil et la réduction de la taille des gouttelettes formées. Les parametres
qui influencent la taille des gouttelettes et la distribution de la taille peuvent étre : la distance entre
le rotor et le stator, la vitesse du rotor et le temps de traitement. En fonction de la composition,
du volume de I'’émulsion et de la taille des gouttelettes ciblées, un choix judicieux de la géométrie
du rotor-stator doit étre effectué afin d’optimiser I'émulsification. Les gouttelettes formées sont
généralement de I'ordre de quelques microns et présentent une certaine polydispersité en taille

pouvant étre réduite avec I'utilisation de filtres.

N ° e
oo.oﬂo. ¢
'..o...o.o...:~/5tator

@]
..:..... ¥ Rotor

FIGURE 1.16 — Principe schématique du procédé d’homogénéisation de type rotor-stator

Ce procédé permet de formuler des ACUs soit de manieére directe pour la préparation d’émul-
sions de PFC, soit de maniere indirecte pour la préparation de microbulles injectables. En effet,
un brevet de la société Bracco décrit I'utilisation ce procédé d’émulsification a haut cisaillement
pour la préparation d'une formulation lyophilisée et conditionné pour reformuler des ACUs [90].
Lapproche est basée sur la production d'une émulsion huile dans eau (H/E) suivie d'une lyophi-
lisation. Dans ce cas, la phase dispersée est un solvant organique non miscible a l'eau, capable de
"s’évaporer” lors de la lyophilisation. Lors de I'étape de lyophilisation, les phases aqueuse et orga-
nique volatiles sont éliminées, laissant la matrice d’émulsion sous forme d'un gateau (lyophilisat)
blanc. Le flacon de lyophilisation est ensuite remplie d'un gaz, SFs. L'ajout d'une solution saline
ainsi qu'une agitation manuelle permet la reconstitution des microbulles. Cette méthode est aussi
appliquée a la préparation de microbulles revétues de polymeres, qui nécessite une étape supplé-
mentaire pour I’évaporation du solvant solubilisant le polymere provoquant sa précipitation pour

ainsi former des microspheres [91, 92].
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1.3.1.2 Amalgameur

Lagitation mécanique a 'aide d'un amalgameur est une méthode principalement utilisée pour
formuler des microbulles stabilisées par des phospholipides. Cette procédure d’émulsification est
apliquée pour générer une dispersion par rupture de l'interface entre un gaz hydrophobe dans
une solution aqueuse contenant des tensioactifs. Cette méthode est couramment utilisée pour
préparer le produit commercial Definity® et nécessite deux étapes. Premiérement, une suspen-
sion de liposomes est préparée puis introduite dans les flacons et ’espace libre est rempli d'un gaz
PFC. Puis, ces flacons sont placés dans un agitateur mécanique (Vialmix® for Definity®) et agités
a plusieurs milliers d’oscillations par minute générant une suspension de microbulles blanchéatre
(Figure 1.17). Dans la littérature, ce type d’agitateur mécanique est également décrit pour la pro-
duction rapide de gouttelettes de PFC stabilisées par 'albumine [41]. Une étape supplémentaire
de filtration a 'aide d'une membrane de polycarbonate peut-étre nécessaire afin de réduire la
distribution en taille des gouttelettes produites avec cet appareil [73]. Un controle des parametres
comme le temps d’agitation, la viscosité de la suspension, la température, la concentration de li-
pides et la proportion en gaz dans le flacon permet d’optimiser I'obtention de microbulles pour
applications biomédicales. Cette technique est efficace pour générer rapidement les microbulles
avant leur injection au patient, réduisant les phénomeénes de déstabilisation pouvant se produire
durant le stockage. Cependant, les distributions en taille ont tendance a étre polydisperses avec

cette méthode de préparation [93].

FIGURE 1.17 — VIALMIX® est le dispositif d’activation pour Definity®, utilisé pour générer les
microbulles stabilisées par des phospholipides avant leur utilisation en échocardiographie de
contraste

1.3.2 Procédés utilisant les ultrasons (sonication)

La sonde a ultrasons est la méthode la plus couramment utilisée pour la préparation des micro-
bulles (Figure 1.18). Cette méthode est également appliquée a la formation de gouttelettes. Elle

consiste a disperser grace a des ultrasons a haute intensité, un gaz ou un liquide dans une solu-
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tion contenant I’agent stabilisant [94]. Le diametre de la pointe de la sonde détermine la quantité
d’échantillon pouvant étre traitée efficacement. En effet, les plus petits diametres de pointe pro-
curent une sonication a haute intensité, mais I'énergie est concentrée dans une petite zone. Des
pointes plus larges permettent de traiter des volumes plus importants, mais offrent une intensité
plus faible.

Cette méthode d’émulsification met en jeu deux phénomenes. Le premier est lié a I'instabilité a
I'interface entre les deux milieux, ce qui entraine la formation d’'une suspension de gouttelettes
ou bulles. Le deuxieme phénomene implique la cavitation continue induite par la décomposition
des plus grosses particules en fonction du temps de sonication, jusqu’a ce qu’une taille stable
soit atteinte. Une taille stable est obtenue a 1’équilibre entre les forces de tension superficielle
et les forces d’inertie sur la microbulle/gouttelette. Les température et pression élevées générées
par la cavitation inertielle dans la suspension peuvent entrainer une modification chimique de
I’enveloppe qui améliore dans le cas de I'albumine, la stabilité des microbulles. Ce phénomeéne
est dii a la réticulation provoquée par la présence de groupements thiols capables de réaliser des
ponts disulfures entre molécules, favorisant la formation d'une enveloppe rigide. Cette méthode
peut également étre utilisée pour produire des microbulles stabilisées par des phospholipides
[86, 89, 93]. Cependant, pour leur production, la température doit é&tre maintenue en dessous de
la température de transition de phase des phospholipides.

La préparation de gouttelettes de PFP a été décrite dans la littérature par Zhang et Porter, 2010 [80]
et Williams et al. 2013 [95]. Cette méthode présente aussi I'inconvénient de générer une distribu-
tion de taille non uniforme. Le passage de 'émulsion a travers un filtre d’'une certaine taille de
pores, augmente la monodispersité de la suspension mais réduit I'efficacité de fabrication [66].
Pour les microbulles, d’autre types de fractionnement, comme la flottaison [96], ou la centrifu-
gation ont été décrits par Feshitan et al. 2009 [93], et peuvent étre efficaces afin de réduire cette

polydispersité en taille.

Convertisseur

Générateur

Sonde ultrasonore

FIGURE 1.18 — Le sonicateur Q55 génere des ondes ultrasonores grace a trois dispositifs : le géné-
rateur électrique qui transforme le courant alternatif en énergie électrique a haute fréquence, le
générateur qui convertit I'énergie électrique en vibrations mécaniques et la sonde qui fournit les
ultrasons
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1.3.3 Procédés microfluidiques

Les technologies microfluidiques permettent de concevoir des suspensions de microbulles/gouttelettes.
Elles sont maintenant bien établies pour préparer des gouttelettes monodisperses [69, 97] mais
aussi des suspensions de microbulles monodisperses [98] montrant une possible utilisation en
imagerie ultrasonore [99, 100, 101]. Les mécanismes de formation de microbulles/gouttelettes
varient suivant les différents dispositifs microfluidiques. Il existe trois types principaux de dispo-
sitifs en fonction de la géométrie et de la nature du champ d’écoulement : a) co-flowing, b) flow

focusing et c) cross flow technique (jonction T) [102]. La figure 1.19 illustre ces trois dispositifs.
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FIGURE 1.19 - Illustration schématique des trois principales géométries développée pour les dis-
positifs microfluidiques utilisée pour la formation des gouttelettes/microbulles, a) co-flow, b) flow
focusing et c) cross-flow technique (jonction T)

La taille et la monodispersité des microbulles/gouttelettes dépendent des propriétés physiques
des liquides, des débits de gaz et de liquide, ainsi que des dimensions et profils de 'orifice et des
canaux microfluidiques [98, 99, 103]. Ces techniques offrent la possibilité de préparer de nou-
veaux agents de contraste comme les émulsions doubles permettant I'encapsulation de molé-

cules hydrophiles [97].

Bien que ces techniques permettent un grand controle de la taille et une tres faible polydisper-
sité, elles génerent assez lentement (uL/min) les agents de contraste [69, 97, 100]. En effet, ces
méthodes nécessitent la manipulation de petits volumes de fluides et reposent sur des débits tres
faibles, pour une production en mode goutte a goutte. Les faibles rendements de production les
rendent difficilement industrialisables, et méme si de nombreux canaux sont mis en parallele, le
débit global de production reste faible et bien inférieur au rendement de production de micro-
bulles/gouttelettes obtenus avec les procédés précédents. Le rendement peut pas étre augmenté
simplement en augmentant le débit de gaz, ce qui entraine en contrepartie une perte de la mo-
nodispersité en taille [99]. Bien que ces avancées techniques puissent éventuellement permettre
une génération efficace et robuste de microbulles/gouttelettes monodispersées, des écoulements

visqueux ou des particules peuvent venir boucher les canaux de quelques micrometres.
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1.3.4 Autres procédés de fabrication

1.3.4.1 Procédés d’atomisation électrohydrodynamique coaxiale (CEHDA)

CEHDA est un processus par lequel un liquide traverse une aiguille capillaire a un débit contrélé
et est maintenu a plusieurs kilovolts par rapport a une électrode de masse située a quelques cen-
timetres de distance. Le liquide a la sortie du capillaire prend diverses formes sous 'influence du
champ électrique [104]. La présence d'un flux coaxial simultané entre un milieu liquide tel qu'une
solution composée de tensioactifs et d'un gaz permet sous l'influence d’'un champ électrique ex-
terne 'encapsulation de la phase gazeuse par le liquide et donc la formulation de microbulles.
De nombreux travaux visant a concevoir des suspensions de microbulles monodisperses pour
des applications en imagerie médicale ont porté sur cette nouvelle technique comme décrit par
Pancholi et al. 2008 [100] et Farook et al. 2009 [105]. La formation de microbulles nécessite une ali-
mentation en gaz au niveau de I'aiguille interne en acier inoxydable, tandis que l'aiguille externe
est alimentée par la solution de tensioactifs constituant I'’enveloppe. Une différence de poten-
tiel électrique de plusieurs kilovolts est appliquée entre les aiguilles et une électrode. La taille et
I'uniformité des microbulles dépendent de la tension appliquée et des débits de gaz et de liquide

controlés par des pompes a seringue de haute précision.

1.3.4.2 Condensation de microbulles

La méthode de condensation de microbulles composées d'un gaz de PFC, induite par la pres-
surisation et une basse température permet une production simple de nanoémulsions avec un
haut rendement [106]. Les microbulles sont dans un premier temps générées a partir de procédés
d’émulsification classiques, puis I’échantillon est refroidi a température ambiante avant d’étre
immergé dans un bain de CO;/isopropanol a -5 a -10°C. La réduction de la polydispersité des mi-
crobulles par des dispositifs de filtration permet ensuite de générer des gouttelettes monodisper-
sées. La pressurisation et la condensation du PFC des microbulles est une méthode efficace pour
la production de nanoémulsions avec des tailles de gouttelettes condensées de 1'ordre de 200 a
300 nm. Les tailles obtenues correspondent bien a la prévision utilisant la loi des gaz parfaits a
partir de microbulles originales ayant un diameétre de 1 a 2 pum. Cette nouvelle technique permet
de développer des agents de contraste extravasculaires pour des applications diagnostiques et

thérapeutiques.

Ces méthodes de fabrications présentées appliquent une contrainte de cisaillement élevée pour
déformer et diviser les larges microbulles/gouttelettes en plus petites. L'inconvénient majeur de
ces approches est qu’il est difficile de controler la taille des systemes dispersés qui sont généra-
lement tres polydisperses. Ceci est di1 a I'exposition des microbulles/gouttelettes a un champ de
cisaillement et de pression variable, avec une tres forte contrainte de cisaillement dans certaines
zones et un cisaillement négligeable dans des «zones mortes». Egalement, seulement 1 a 5% de
I'énergie appliquée est utilisée pour la formation d'un systeme dispersé et le reste est perdu sous

forme de chaleur [107]. Cette dissipation de chaleur peut étre dans certains cas utile comme pour
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la formation d’'une enveloppe rigide a I'aide de ponts disulfures, mais aussi peut-étre responsable
de la dégradation et la perte de propriétés fonctionnelles d'ingrédients sensibles a la température
et au cisaillement [108]. Egalement, ces procédés d’émulsification pour la préparation de sys-
témes dispersés génere une assez grande polydispersité avec un coefficient de variation élevé (>
40%) [62]. Bien que des méthodes de tri soient tres efficaces pour réduire la distribution, le ren-
dement est réduit et des diametres spécifiques sont difficiles a obtenir. La séparation des tailles
est une procédure nécessaire pour la plupart des préparations, car les microbulles de différentes
tailles présentent des signaux acoustiques et des effets biologiques différents. Les populations
monodisperses offrent des avantages intéressants a leur utilisation par rapport aux populations
polydispersées. Un autre type de procédé, appelé émulsification membranaire, permet de remé-
dier a ces inconvénients, a savoir une faible consommation énergétique, ne dégradant pas les
molécules sensibles et offre un controle de la taille des microbulles/gouttelettes formées. Dans la

section suivante, les principes et applications de I’émulsification membranaire sont présentés.

1.4 Procédés membranaires

1.4.1 Généralités

L'émulsification membranaire a recu une attention croissante au cours des 25 dernieres années
comme méthode alternative a d’autres techniques d’émulsification. En effet, cette technique est
particulierement adaptée a la production a grande échelle. Elle permet de produire des émulsions
monodispersées en consommant moins d’énergie par rapport a d’autres procédés [109, 110]. Dif-
férents types d’émulsification, de membranes, de modules et de montages ont été développés afin
de produire une large gamme de formulations. L'émulsification membranaire consiste en la pré-
paration d'un systéme dispersé par passage sous pression d'une phase dispersée pure ou un mé-
lange pré-émulsionné d'une phase dispersée et d'une phase continue a travers une membrane.
Il existe deux configurations principales : soit pour générer directement une émulsion de gout-
telettes ou microbulles, soit pour modifier une émulsion déja existante (Figure 1.20). En émulsi-
fication membranaire directe (EMD), une phase dispersée (liquide ou gaz) est injectée a travers
une membrane dans une phase continue (liquide non miscible) [111, 112], ce qui conduit a la for-
mation de microbulles/gouttelettes a I'interface entre la membrane et la phase continue (Figure
1.20). En émulsification membranaire par prémix (EMP) (Figure 1.20), une pré-émulsion appelée
prémix, passe sous pression a travers la membrane [113], ce qui conduit a une homogénéisation
des grosses gouttelettes en plus petites gouttelettes de taille uniforme. Par cette méthode, la pré-
paration de microbulles n’est pas possible. Pour les deux types de configuration, si la pression
transmembranaire est inférieure a une pression capillaire, P, la force de pression agissant sur la
phase dispersée ou le prémix n’est pas suffisante et aucune microbulle/gouttelette n’est produite.
Il est nécessaire de connaitre quel type de membrane utiliser soit hydrophile, soit hydrophobe
en fonction du systéme dispersé préparé. En effet, la membrane ne doit pas étre mouillée par
la phase dispersée et former des angles de contact élevés entre la surface de la membrane et la
phase dispersée. Un mouillage total de la phase dispersée conduit a la coalescence des micro-

bulles/gouttelettes avant leur détachement de la surface de la membrane, et donne une taille re-
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Phase continue

FIGURE 1.20 — Schéma des deux principales configurations pour I'’émulsification membranaire, a)
Emulsification membranaire directe (EMD), dans laquelle la phase dispersée est poussée a travers
la membrane dans une phase continue, b) Emulsification membranaire par prémix (EMP) dans
laquelle le prémix est poussé a travers la membrane

lativement grande et une distribution en taille polydisperse. Par conséquent, les membranes hy-
drophobes sont nécessaires pour produire des gouttelettes E/H [114, 115] et des émulsions H/E/H
[116]. Dans le cas contraire, des membranes hydrophiles sont nécessaires pour préparer des gout-
telettes H/E [113, 117, 118, 119, 120] et des émulsions E/H/E [121, 122, 123]. Dans le cas de la pré-
paration de microbulles, les membranes hydrophiles sont également utilisées [117, 124, 125, 126].
L'avantage principal de cette technique est d’offrir un meilleur contréle de la taille des micro-
bulles/gouttelettes, avec des distributions de taille beaucoup plus étroites, sans réduction signifi-

cative du rendement de microbulles par unité de temps ou de volume produit [127].

1.4.1.1 EMD versus EMP

LEMD présente I'inconvénient de nécessiter un faible débit transmembranaire, et est principale-
ment utilisée pour la préparation d’émulsions avec des teneurs en phase dispersée relativement
faibles, jusqu’a 25% en volume, ce qui signifie que I'émulsion peut-étre recyclée dans la phase
continue pour atteindre la concentration de phase dispersée souhaitée. En effet, un flux de la
phase dispersée de I'ordre de 0,001-0,1 m®.m~2.h~! doit étre maintenu pour contréler avec préci-
sion la taille des gouttelettes. Il est décrit dans la littérature que 'augmentation des flux de phase
dispersée en EMD génere des tailles de gouttelettes [128, 129, 130] et de microbulles [124, 126]
non controlées. Pour une méme taille de pores, 'EMP donne une taille de gouttelettes plus petite
qu’en EMD. En effet, un ratio Dgoy¢re/Dpore de 'ordre de 1-1,5 est obtenu en EMP tandis qu’'en
EMD, ce ratio est de 'ordre de 2,8-3,5 [23]. Pour la production de microbulles en EMD ce ratio
est proche de 9, comme décrit par Kukizaki et al. [124, 126]. Cependant une problématique liée
a la technique d’EMP est qu’elle entraine un encrassement plus important de la membrane. Par
ailleurs, 'EMP fonctionne a des pressions transmembranaires plus élevées risquant de fragiliser

ou casser la membrane apres de nombreuses utilisations.

1.4.1.2 Comparaison avec les autres procédés

Les homogénéisateurs classiques peuvent endommager les composés sensibles au cisaillement
et a la chaleur, tels que les protéines, les vitamines et les acide nucléiques, en raison de l'ap-

port énergétique dont une partie importante est transformée en chaleur et de la force de cisaille-
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ment élevée [131]. En revanche, les dispositifs membranaires fonctionnent dans des conditions
de contrainte de cisaillement modérées, de faible consommation d’énergie, a température am-
biante et constante [132, 133]. Le taux de cisaillement dans les méthodes conventionnelles est
de l'ordre de grandeur de 1-2x10™° s™! pour un dispositif de type rotor-stator, tandis qu'un taux
de cisaillement largement inférieur est appliqué a la surface des membranes pour 'EMD (103
s~1) [13]. 11 est également décrit dans la littérature, la formation de microbulles/gouttelettes uni-
formes produites en I'absence de cisaillement, ot un détachement spontané est gouverné par une
faible tension superficielle pour un faible flux de phase dispersée [130, 134, 135]. De plus, I'apport
d’énergie dans les dispositifs de dispersion conventionnels n’est pas réparti uniformément. Par
exemple, dans les dispositifs rotor-stator, les forces de cisaillement sont élevées a proximité du
rotor et sont faibles dans les zones mortes, conduisant a la production d’émulsions polydisperses.
En revanche, les systemes d’émulsification membranaire présentent une répartition uniforme du
cisaillement, localisé a la surface de la membrane et qui reste constant.

En comparaison avec les dispositifs microfluidiques, le principal avantage de I'émulsification
membranaire réside dans la productivité et le fort rendement des microbulles/gouttelettes for-

0™ mL/h pour la

meées. Les débits volumiques de la phase dispersée en EMP peuvent dépasser 1
production d’'une émulsion avec des gouttelettes d’environ 10 pm et une surface effective infé-
rieure a 4 cm? [121]. En revanche, le débit volumique de la phase dispersée dans les dispositifs
microfluidiques est tres faible, généralement de 'ordre de 0,01-10 mL/h [23], ce qui s’explique
par la présence d'un seul canal d’injection, et donc d'une seule unité de génération de goutte-
lettes, contrairement a la présence d’'une multitude de pores dans une membrane (1079-10714
pores/m?). Méme si seulement 1 & 8% des pores d’'une membrane SPG sont actifs en EMD, cela
représente un nombre total d'unité de génération (UG) supérieur a 10*7 UG/m?. En microflui-
dique, une tres forte uniformité des microbulles/gouttelettes est obtenue avec un coefficient de
variation tres faible de I'’ordre de 5%. En revanche, la variation de la distribution en taille en emul-
sification membranaire est légerement supérieure avec un coefficient de variation au-dessus de

10%, correspondant a un span compris entre 0,3-0,6.

1.4.2 Membranes

Les membranes principalement utilisées en émulsification membranaire sont les membranes
SPG [117, 130, 136], les membranes micro-usinées [9, 137, 138] et les membranes polymériques
[10, 139] (Figure 1.21). Ces trois types de membrane représentent les principaux groupes de struc-
tures membranaires. Les membranes SPG et polymériques sont des membranes constituées de
nombreuses ramifications avec des pores interconnectés, tandis les membranes micro-usinées
sont des membranes avec des pores cylindriques réguliers. Dans la littérature, les membranes dif-
ferent non seulement par leur composition chimique et leur structure, mais également par leur
épaisseur, leur surface membranaire et leur géométrie (plane ou cylindrique). Ces propriétés ont
une influence sur la granulométrie des systémes dispersés obtenus.

Pour étre utilisées en émulsification membranaire, les membranes doivent présenter les pro-
priétés suivantes : 1) une distribution uniforme de la taille des pores avec une large gamme de

tailles de pores disponibles pour pouvoir obtenir des microbulles/gouttelettes uniformes avec
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a) Membranes b) Membranes
Shirasu Porous Glass micro-engineered

¢) Membranes polymériques

FIGURE 1.21 — Images microscopiques des principales membranes utilisées en émulsification
membranaire a) Membranes Shirasu Porous Glass observées au microscope électronique a ba-
layage, b) Membranes métalliques observées au microscope optique, c) Membrane polymériques
observées au microscope électronique a balayage (PC : Polycarbonate, PES : Polyéthersulfone, CA :
Cellulose acétate, Echelle : 1 um [9, 10])

des tailles ajustables en fonction de I'application, 2) une faible résistance hydrodynamique, 3)
des résistances mécanique, thermique et chimique élevées, 4) une certaine tolérance aux solvants
organiques utilisés dans la formulation de certains produits, 5) la possibilité de modification de
la charge en surface ainsi que la modification de surface par fonctionnalisation influengant la

mouillabilité de la membrane, 6) un faible cofit de fabrication [13].

1.4.2.1 Membranes SPG

Les membranes SPG sont les membranes les plus couramment utilisées en émulsification mem-
branaire puisqu’elles répondent a la majorité des critéres mentionnés ci-dessus [11]. Les mem-
branes SPG sont composées principalement de SiO» et Al,O, qui est obtenu par réaction du Shi-
rasu (cendres volcaniques provenant d'une région du Japon), de 'acide borique et du calcaire.
Apreés plusieurs traitements thermiques et chimiques a I’acide, la membrane finale est produite.
La figure 1.22 présente les principales étapes de fabrication d'une membrane SPG. La taille finale
des pores dépend, pour une méme composition, du temps de chauffage et de la température. Les
principales propriétés des membranes SPG commercialisées par la société SPG Technology sont
résumées dans le tableau 1.5. Les membranes SPG sont disponibles sous forme cylindrique ou
de disques plats. Les avantages des membranes SPG par rapport aux membranes micro-usinées
sont une porosité plus élevée, une gamme plus large de tailles de pores disponibles, une distri-
bution de taille de pores étroite, une épaisseur suffisante permettant une résistance mécanique
élevée, une chimie de surface pouvant étre facilement modifiée grace aux groupements silanols
en surface et des cofits de fabrication faibles.

La figure 1.21 montre que les pores sont cylindriques, tortueux et interconnectés. Grace a leur

38



CHAPITRE 1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

|8hirasu | ‘ Lirre | |Eh:|ri|: acid.‘

| Synthesizing of base glass |

1350°C CalAlzd362035i02 glass

Forming
650~~T750°C | Heat trestment

Fhase separation occurs by
CalBz03/ Ak03502
spinodal dissalution

S0~-30°C Eu treatrment

Elution of CalBz03

SPG membrane

A12035i02 dlass porous body

FIGURE 1.22 - Principales étapes de fabrication d'une membrane Shirasu Porous Glass (SPG) (SPG
Technology Co.,Ltd [11]

Caractéristiques Membrane SPG
Forme Cylindrique ou plate
Epaisseur 0,4-1mm
Résistance a la compression 200-280 MPa
Diametre des pores 0,04-40 um
Porosité 50-60%

Densité 2000-2500 kg.m™3
Potentiel zéta (pH : 3-10 et Cnguc; : 1-100 mol.m™3)  -152-45mV
Tortuosité des pores 1.25-1.4

Nombre de pores par unité de surface transversale 10°-10'4 m—2
Résistance hydraulique 108-10'2 m™!

TABLEAU 1.5 — Principales propriétés des membranes SPG [23]

épaisseur, les membranes SPG présentent une résistante mécanique élevée en comparaison avec
des membranes plus fines pouvant casser facilement. Les membranes SPG sont chargées néga-
tivement et sont initialement hydrophiles en raison de la présence de groupes silanols [136, 140]
mais peuvent étre modifiées pour devenir hydrophobes par un traitement avec des groupements
organosilanes [125]. Cependant, une porosité élevée de la membrane peut favoriser les interac-
tions gouttelettes-gouttelettes ou microbulles-microbulles a la surface de la membrane, ce qui

peut compromettre I'uniformité de la taille des microbulles/gouttelettes formées.

1.4.3 Modules

Il existe plusieurs types de module pour I"’émulsification membranaire qui peuvent étre utilisés
en EMD et EMP. Les différentes configurations varient en fonction du matériau, de la géométrie

de la membrane, des volumes utilisés, du type de détachement des microbulles/gouttelettes, et
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du cisaillement en surface. Un dispositif développé par Micropore Technologies Ltd. (Loughbo-
rough, Royaume-Uni) utilise une cellule agitée avec une membrane plane sous forme de disque,
avec un agitateur a pales permettant le détachement des microbulles/gouttelettes (Figure 1.23).
Ce dispositif produit des gouttelettes monodispersées pour de petits volumes a I’'aide d'un pousse
seringue, cependant une des problématiques est la faible surface effective des membranes et le
faible débit de la phase dispersée pour contréler la formation des microbulles/gouttelettes. Un
autre type de dispositifs utilisant des membranes planes, est un extrudeur qui permet le passage
sous pression de la phase dispersée a travers un filtre de polycarbonate. Ce type de dispositif est
couramment utilisé pour la réduction en taille de liposomes et nécessite un temps de production
long pour obtenir une monodispersité élevée car de nombreux cycles de passage doivent étre réa-
lisés. D’autres types de modules améliorant le détachement en surface ont été développés grace

al'utilisation de membranes rotatives [141, 142] ou vibrantes [143].

a) b)

Entrée de la suspension

Dégazage
E—

Dispositif
d’agitation

Régulation

. thermique
— Phase continue

Membrane

Phase dispersée 5 5
P Sortie de la suspension

FIGURE 1.23 — Modules utilisés en émulsification membranaire a) Cellule agitée commercialisée
par Micropore Technologies, b) Procédé d’extrusion mettant sous pression une suspension

Les deux principaux modéles de modules utilisant les membranes SPG sont : les systémes micro-
kits SPG utilisant une petite membrane SPG tubulaire (7-20 mm) qui est immergée dans une
phase continue sous agitation (Figure 1.24 a)) et les systemes avec un écoulement tangentiel
"cross-flow" avec une membrane tubulaire pouvant atteindre 500 mm de longueur (Figure 1.24
b)).

1.4.3.1 Micro-kit SPG

Ce module membranaire mis au point par la société SPG Technology Co., Ltd (Miyazaki, Japon)
est principalement utilisé pour une production a I'échelle laboratoire (Figure 1.24 a)). Ce dispo-
sitif utilise des membranes tubulaires de 20 mm, avec une longueur effective d’environ 10 mm,
qui résulte de I'ajout de joints permettant I'’étanchéité du module. Il est principalement utilisé

en EMD, dans laquelle la phase dispersée est poussée de I'extérieur vers l'intérieur de la mem-
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FIGURE 1.24 — Vue schématique des modules membranaires Shirasu Porous Glass a) Systeme
micro-kit SPG de pression externe, b) Systeme SPG cross-flow

brane tubulaire. Pour la préparation de gouttelettes, la phase dispersée est pressurisée par un
gaz, généralement de 'azote. Le module contenant la membrane est totalement immergé dans la
phase continue contenant les tensioactifs. Une agitation magnétique a I'aide d'un aimant permet
de décrocher les gouttelettes en surface. En effet, I’agitation magnétique située au dessous de la
membrane tubulaire va entrainer une circulation de bas en haut de la phase continue générant un
cisaillement a la surface. Les micro-kits SPG nécessitent au minimum 25 mL de phase continue,
ce qui peut-étre un avantage pour la préparation de systémes dispersés utilisant des composés
onéreux. Ce dispositif est également utilisé en EMP, cependant un faible volume de prémix peut

étre introduit dans le réservoir (maximum 10 mL de prémix).

1.4.3.2 Cross-flow SPG

La configuration "cross-flow" est basée sur le principe de la microfiltration. Un schéma classique
d’émulsification membranaire dans cette configuration est présenté a la figure 1.24 b). La phase
dispersée, mise sous pression grace au gaz comprimé, pénetre a travers les pores de la membrane,
cOté extérieur, dans la phase continue. A I'intérieur du tube de la membrane, la phase continue
circule grace a une pompe et vient décrocher les microbulles/gouttelettes en surface par cisaille-
ment. Les systémes cross-flow sont faciles a mettre a échelle et offrent une contrainte de cisaille-
ment constante le long de la surface de la membrane grace a un débit appliqué constant. Ce-
pendant, ce systeme nécessite l'utilisation d'un grand volume de production, plusieurs millilitres
(minimum 500 mL) de phase continue. Ils peuvent étre utilisés en flux discontinu, avec une re-
circulation de la phase continue permettant de concentrer I’échantillon ou en flux continu, sans
aucune recirculation. En effet, une recirculation peut provoquer I'endommagement des micro-
bulles/gouttelettes par le cisaillement généré al'intérieur des tuyaux. Une longueur de membrane

effective plus grande permet d’augmenter le rendement de microbulles/gouttelettes formées.
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1.4.4 Emulsification membranaire directe (EMD)

LEMD, pour la production d'une émulsion, a été présentée pour la premiere fois au Japon par
Nakashima et al. au début des années 1990 [111]. Le principe est le suivant : une phase disper-
sée, liquide ou gazeuse, est forcée a travers une membrane poreuse par une pression transmem-
branaire. Les microbulles/gouttelettes sont ensuite formées de 'autre coté de la membrane et se
détachent dans la phase continue lorsqu’elles ont atteint une certaine taille (Figure 1.20 a)). Au
niveau d’un pore, la microbulle/gouttelette a tendance a former une forme sphérique sous l'ac-
tion de la tension superficielle, mais une certaine distorsion peut se produire en fonction du débit
de la phase continue et de ’angle de contact a la surface de la membrane [12]. La taille de la mi-
crobulle/gouttelette ainsi formée est déterminée lorsqu'un équilibre entre les différentes forces

excercées est atteint [144, 145].

1.4.4.1 Meécanismes de génération de microbulles/gouttelettes

Dans cette partie, les mécanismes responsables de la génération d'une microbulle/gouttelette a la
surface d'une membrane sont détaillés. Le détachement des gouttelettes a la surface de la mem-
brane dépend des différentes forces présentées sur la figure 1.25. Certaines de ces forces sont
considérées comme négligeables par rapport aux quatre forces principales responsables de ce
détachement : 1) la force de cisaillement a la surface de la membrane de la phase continue qui
circule (Fp), 2) la tension superficielle entre les deux fluides émulsionnés (Fy), 3) la force d’iner-
tie/pression du flux transmembranaire a travers les pores de la membrane (F;) et 4) la force de
flottabilité (Fg) [12].

¢ Fp : force de cisaillement produite par I'’écoulement de la phase continue. La direction de

la force est parallele a la surface de la membrane.

* Fy : force provoquée par la tension superficielle. Elle représente I'effet de 'adhésion de la
microbulle/gouttelette au bord de 'ouverture des pores de la membrane. La direction de
cette force agit contre leur détachement de la membrane. La force de tension superficielle
évolue en fonction de 'adsorption du tensioactif a I'interface entre les deux phases et dé-
pend de la vitesse de cette adsorption. Cette force de tension superficielle est fonction du

type de tensioactif et de sa concentration et est minimale pour une concentration élevée.

¢ F; : force d’'inertie provoquée par I'’écoulement de la phase dispersée se déplacant dans le
pore. La pression appliquée a la phase dispersée pour passer la membrane fournit cette
force d’inertie du liquide ou du gaz a travers la membrane. La direction de la force est per-

pendiculaire a la surface et dirigée vers la microbulle/gouttelette.

e Fp : force de flottabilité. La différence entre les densités de deux phases est responsable
de cette force. Cette force est beaucoup plus petite que les autres forces agissant sur les
gouttelettes pendant le détachement et peut donc étre considérée comme négligeable. Ce-

pendant dans le cas d'une préparation de microbulles, cette force devient non négligeable.

Une approche théorique simplifiée pour décrire ’évolution et le détachement d'une gouttelette

d’un pore individuel a été proposée [12]. Le processus comprend deux étapes, a savoir la crois-
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Phase continue

Membrane

FIGURE 1.25 - Forces agissant sur une microbulle/gouttelette a la sortie d'un pore de la membrane
pendant I"émulsification membranaire. Fy : force de tension superficielle, Fp : force de cisaille-
ment (pour Drag force), Fp : force de flottabilité (Buoyancy force) et F; : force d’inertie et pression
(12]

sance des microbulles/gouttelettes par gonflement, puis le détachement des microbulles/gouttelettes

du pore.

1.4.4.2 Influence des différents parameétres

La taille et la distribution en taille des microbulles/gouttelettes en EMD dépend de nombreux pa-
rametres : les parametres membranaires (mouillabilité et charge de la surface de la membrane,
porosité, distribution en taille des pores, morphologie des pores et disposition spatiale), les pa-
rametres du procédé (contrainte de cisaillement a la surface de la membrane et flux transmem-
branaire) et les parametres de formulation (viscosité des phases dispersée et continue, type et
concentration de tensioactifs). En EMD, les principaux mécanismes de détachement de la mi-
crobulle/gouttelette a la sortie d'un pore sont les suivants : 1) le mécanisme est principalement
controlé par la force de cisaillement, Fp, créée par la phase continue a la surface de la membrane.
Ce mécanisme se produit lorsque la tension superficielle est élevée et que les pores de la mem-
brane sont rectilignes et circulaires [137], 2) un mécanisme génere un détachement spontané des
microbulles/gouttelettes dépendant principalement de la tension superficielle, Fy, et peut étre

observé avec les pores tortueux, non circulaires des membranes SPG (Figure 1.21).
a) Parametres du procédé

Pression transmembranaire La pression minimale pour forcer la phase dispersée a travers
les pores est appelée la pression capillaire P, lorsque la phase dispersée est un liquide et la pres-
sion de point de bulle Pgp lorsque la phase dispersée est un gaz [146]. Cette pression est donnée

par I'équation de Young-Laplace :

4ycos0

P, ouPpp = D
p

(1.6)

avec Y, la tension superficielle, D), le diametre des pores et 0, I'angle de contact entre la surface
de la membrane et la microbulle/gouttelette. Cette pression peut varier avec la configuration des
pores et la porosité de la membrane (Figure 1.21). En effet, Vladisavljevi¢ et Schubert, 2003 [120]

ont trouvé qu'une tres faible quantité de pores est actif pour les membranes SPG, environ 2% pour
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des tres faibles flux transmembranaires, dii en grande partie a une tortuosité élevée. Le nombre de
pores actifs augmente avec la pression transmembranaire [128]. La pression transmembranaire,
APy, est un parametre important du procédé. Elle est définie comme la différence entre la pres-
sion de la phase dispersée, P, et la pression moyenne de la phase continue a I'entrée et a la sortie
du module membranaire [147, 148] :

APtm _ Pd _ Pc,in +2Pc,out (1'7)
ol P.in, Pcour sont les pressions de la phase continue a I'entrée et a la sortie du module, res-
pectivement. AP;,, doit étre supérieure a P, ou Pgp pour générer en grande quantité les micro-
bulles/gouttelettes. Pour cela, le ratio AP;,,/P., permet de caractériser ce parametre. Si AP;,,/P,
< 1 aucune microbulle/gouttelette n’est produite. AP;,,/P.= 1,1 est le ratio généralement utilisé
pour générer des systemes dispersés monodisperses. En effet, a des pressions transmembranaires
légerement supérieures a la pression capillaire, le tensioactif s’adsorbe et stabilise rapidement les
microbulles/gouttelettes formant des diameétres plus petits et réduit la coalescence. Lorsqu'une
pression transmembranaire critique ou une vitesse critique de la phase dispersée est dépassée,
la formation spontanée des microbulles/gouttelettes est remplacée par un écoulement continu
de la phase dispersée a travers les pores de la membrane. En effet, 'augmentation de la pression
transmembranaire augmente le flux de la phase dispersée a travers la membrane, conformément
alaloi de Darcy [148, 149] :

_ KAP,m
S

ol ] est le flux de la phase dispersée, K, la perméabilité de la membrane, L, I'épaisseur de la mem-

J

(1.8)

brane et , la viscosité de la phase dispersée.

Cisaillement a la surface de la membrane Dans un processus de formation de gouttelettes
controélé par le cisaillement, de plus grosses gouttelettes se forment a un flux transmembranaire
plus élevé (ligne 1 surla figure 1.26), ce qui peut s’expliquer par le fait que le détachement n’est pas
instantané. Pendant le temps nécessaire au détachement, une quantité supplémentaire de phase
dispersée pénetre dans la microbulle/gouttelette en formation, ce qui entraine une augmentation
de la taille proportionnellement au débit de la phase dispersée [150].

Le détachement spontané controlé par la force de tension superficielle peut avoir lieu sous deux

régimes déterminés par le nombre capillaire de la phase dispersée :

_Uana
Y

ol U, est la vitesse de la phase dispersée dans un pore et n, est la viscosité de la phase disper-

Ca

(1.9)

sée. Lorsque le flux transmembranaire est faible, soit Ca < Cacr;tirque, les microbulles/gouttelettes
sont formées par un régime dit « dripping regime ». Dans ce régime, la force de tension superfi-
cielle domine les forces d’'inertie et de cisaillement [151] et la taille des gouttelettes est presque
indépendante du flux transmembranaire ou de la contrainte de cisaillement (ligne 2 de la figure
1.26), des microbulles/gouttelettes de taille uniforme sont ainsi générées. Lorsque le flux trans-

membranaire augmente, les valeurs de U, augmente aussi et les gouttelettes/microbulles gros-
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sissent jusqu’a se détacher de la surface de la membrane. Dans ce régime, la force d’inertie domine
la force de tension superficielle et la taille des microbulles/gouttelettes dépend fortement du flux
transmembranaire. Lorsque le flux transmembranaire augmente, la taille moyenne et la distribu-
tion en tailles ont tendance a augmenter en raison de la coalescence des microbulles/gouttelettes
ala surface de la membrane, jusqu’a atteindre un écoulement continu de la phase dispersée a la

sortie du pore.

Pore size, d,,

Droplet size, d,;

Transmembrane flux, J

FIGURE 1.26 — Taille moyenne des gouttelettes, D4, en EMD (lignes pointillées) par rapport a la
taille moyenne des pores, D), et flux transmembranaire, J. 1) D4 vs. ] en EMD controlé par la force
de cisaillement, 2) D, vs. ] en EMD controlé par la force de tension superficielle, 3) D4 vs. D), en
EMD contro6lé par la force de tension superficielle, 4) D vs. ] en EMP 5) D, vs. Dy, en EMP [13]

b) Parametres de la membrane

Diametre des pores Les membranes les plus couramment utilisées pour la préparation d’émul-
sions sont les membranes SPG. Elles présentent des pores interconnectés et uniformes avec un
large spectre de tailles de pores disponibles (0,1-20 pm) et une porosité élevée (50-60%). Limpact
du diametre des pores sur la taille des gouttes a été largement étudié, car c’est]'un des parametres
importants qui influence le diameétre des microbulles/gouttelettes formées. La variation du dia-
metre des microbulles/gouttelettes avec le diametre des pores est différente si le mécanisme de
détachement est dépendant de la contrainte de cisaillement ou de la tension superficielle. Dans
le cas ou la tension superficielle domine, le diameétre varie linéairement avec la taille des pores,

avec un coefficient directeur, K’ (ligne 3 sur la figure 1.26) :

Dgoutte/bulle = K,Dpore (1.10)

Pour les membranes SPG, le rapport entre la taille finale des gouttelettes et la taille des pores est
comprise entre 2,8 et 3,5 [23, 130]. Ce rapport augmente pour la préparation de microbulles, dii

en grande partie a la diminution de la viscosité de la phase dispersée gazeuse [117].
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Pour le mécanisme de détachement controlé par cisaillement, la taille moyenne des gouttelettes
n’est plus proportionnelle a la taille des pores et est déterminée par un équilibre entre la force
de cisaillement de la phase continue et la force de tension superficielle. En effet, 'augmentation
de la contrainte de cisaillement a la surface de la membrane contribue a diminuer le diametre
des microbulles/gouttelettes. Les rapports obtenus se situent entre 3 et 10 pour les membranes
SPG. Cet intervalle s’explique par les différentes conditions opératoires et par le type de mem-
brane SPG utilisée [152]. Pour d’autres membranes, ce rapport peut-étre plus élevé entre 3 et 50
[148]. Dans ce cas, le diametre des microbulles/gouttelettes augmente avec 'augmentation du
flux transmembranaire et de la taille des pores, et diminue avec 'augmentation de la contrainte

de cisaillement a la surface de la membrane.

Mouillabilité ILa mouillabilité de la membrane est essentielle pour une émulsification efficace.
En effet, pour la préparation d’'une émulsion H/E, la membrane doit étre hydrophile de sorte que
I'huile peut former une goutte plutot que de s’étendre sur la surface de la membrane. Inverse-
ment, pour la préparation d'une émulsion E/H, la surface de la membrane doit étre hydrophobe.
La mouillabilité de la surface a également une grande influence pour la préparation de bulles, ot
la phase dispersée est un gaz [125].

La mesure de I'angle de contact permet d’étudier la mouillabilité d'une membrane, et notam-
ment les modifications de surface. En effet, des traitements peuvent étre appliqués pour modifier
la mouillabilité de la surface, par exemple avec des silanes organiques [114, 125]. Dans ces études,
une augmentation de I'angle de contact a montré une augmentation du diametre moyen et une
diminution de la monodispersité des bulles. Des microbulles monodispersées ont été générées a
partir de membranes présentant un angle de contact inférieur a 45°. En revanche, des bulles rela-
tivement plus grandes avec une distribution de grand diametre ont été obtenues lorsque 'angle
de contact était supérieur a 45° [125].

La mouillabilité de la surface peut-étre également modifiée par le tensioactif. Les membranes SPG
sont chargées négativement en raison de la dissociation des groupes silanols en surface. Linter-
action répulsive entre la téte hydrophile du tensioactif et la surface de la membrane et les faibles
angles de contact contribuent a maintenir la surface de la membrane hydrophile. Cette condition
est nécessaire a la formation de microbulles/gouttelettes monodisperses. En revanche, une inter-
action attractive entre un tensioactif cationique et la membrane conduit a une formation d'un
échantillon polydisperse, parce que le tensioactif cationique s’adsorbe a la surface de la mem-
brane, entrainant une diminution de I’hydrophilicité de la surface. Ce phénomene est observé a

la fois pour la préparation de gouttelettes [112, 130] et de microbulles [124].

Porosité Un autre parametre qui modifie la formation de microbulles/gouttelettes est la po-
rosité. Pour une porosité élevée, les pores sont proches les uns des autres et la coalescence des
microbulles/gouttelettes a la surface de la membrane est probable avant qu’elles ne se détachent.
Ce phénomene se produit lors du contact de deux gouttelettes ou deux microbulles a la sortie
de deux pores adjacents, conduisant a une coalescence avant le détachement. Par ailleurs, en
présence d’'une force de cisaillement due a la phase continue, les microbulles/gouttelettes sont

déformées, de sorte qu'une distance plus grande doit étre nécessaire entre des pores adjacents
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par rapport a un mécanisme de détachement spontané. En revanche, si la porosité est tres faible,

le flux de la phase dispersée peut étre insuffisant pour la production de gouttelettes [109].

c) Parametres de formulation

Tensioactifs Deux caractéristiques sont importantes en ce qui concerne les agents tensioac-
tifs : leur vitesse d’adsorption a la nouvelle interface et leur capacité a réduire la tension superfi-
cielle entre les deux phases. Leffet de la cinétique d’adsorption de tensioactifs a 'interface H/E
en EMD sur la taille des gouttelettes a été étudié par Schroder et al. 1998 [144], Van der Graaf et al.
2004 [153] et Rayner et al. 2005 [154]. Plus les molécules de tensioactifs s’adsorbent rapidement
a l'interface nouvellement formée, plus la taille des microbulles/gouttelettes est petite et plus la
distribution en taille est étroite. Par conséquent, plus les molécules des tensioactifs s’adsorbent
rapidement a l'interface, plus la tension superficielle de la phase aqueuse diminue rapidement.
Egalement, une concentration plus élevée en tensioactif entraine une diminution plus rapide de
la tension supertficielle, formant des diametres plus petits. Par conséquent, une tension superfi-
cielle plus faible signifie que la force de tension superficielle retenant la microbulle/gouttelette a
la sortie du pore est plus faible, ainsi la microbulle/gouttelette se détache plus tot, et des tailles
plus petites sont obtenues [155, 156]. L'adsorption rapide de tensioactifs permet également d’évi-
ter le phénomene de coalescence des microbulles/gouttelettes formées provenant de deux pores
adjacents, grace a une rapide stabilisation de I'interface [126, 144, 156]. Etant donné que la pro-
babilité de coalescence des microbulles/gouttelettes a la surface de la membrane diminue, une
distribution de diametre plus étroite est ainsi obtenue. La dynamique d’adsorption du tensioac-
tif a 'interface dépend aussi de sa nature. En effet, les molécules de tensioactifs ne doivent pas
interagir avec la surface de la membrane par des interactions de type van der Waals ou des inter-
actions électrostatiques. Ces interactions peuvent étre responsables d'un étalement de la phase
dispersée a la surface de la membrane, et entrainer une génération de microbulles/gouttelettes
non controlée. Des répulsions électrostatiques peuvent également se produire entre les micro-
bulles/gouttelettes et la surface de la membrane de méme charge, entrainant un détachement
plus rapide, donc des tailles plus petites [130]. Les phospholipides présentent un comportement
différent de celui des autres tensioactifs solubles. Il a été décrit que les phospholipides forment
rapidement des vésicules a de tres faibles concentrations, il leur faut donc plus de temps pour
s’adsorber a la nouvelle interface H/E, car il faut d’abord que les molécules se dissocient des vési-
cules [156].

Viscosité Les viscosités de la phase dispersée et de la phase continue ont également un ef-
fet important sur les performances du procédé d’EMD. Deux cas sont possibles lorsque la visco-
sité de la phase continue augmente. Si le détachement est dépendant de la force de cisaillement,
alors une viscosité plus élevée conduit a des microbulles/gouttelettes plus petites. En effet, la
phase continue exerce un cisaillement plus élevé sur les gouttes lorsque leur viscosité augmente.
Cela conduit a un détachement plus précoce des gouttes, d’ou des tailles de gouttes plus petites
[156]. Un effet contraire est observé dans le cas ou le détachement est controlé par la force de

tension superficielle. Laugmentation de la viscosité de la phase continue entraine une augmen-
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tation du diametre des gouttelettes formées. La phase visqueuse continue retarde le détachement
de la gouttelette, de sorte qu’elle se remplie de la phase dispersée avant de se détacher. Par consé-
quent, une distribution en taille plus large est obtenue due également a une diffusion plus lente
du tensioactif a I'interface, conduisant au phénomene de coalescence [130].

En ce qui concerne I'influence de la viscosité de la phase dispersée, Kukizaki (2009) [130] a montré
qu'une augmentation de la viscosité de la phase dispersée entraine également une diminution de
la taille des gouttes. Ceci s’explique par le fait que le flux de phase dispersée diminue selon la loi
de Darcy, car le flux dispersé est inversement proportionnel a la viscosité de la phase dispersée
(Equation 1.8). Dans ce sens, une phase dispersée huileuse est beaucoup plus visqueuse qu'une
phase dispersée gazeuse. Ceci peut expliquer que des rapports Dyg/Dpore de1'ordre de 9 pour les

microbulles sont bien supérieurs aux rapports Dgoyre/Dpore de I'ordre de 3.

1.4.5 Emulsification membranaire par prémix (EMP)

LEMP pour la production d'une émulsion, a été présentée pour la premiere fois par Suzuki et al.
1996 [113]. En EMP, les membranes sont utilisées comme homogénéisateurs et les mécanismes
de formation de gouttelettes sont différents de ceux en EMD. En effet, la formation des goutte-
lettes se produit dans les pores en EMP tandis qu'en EMD les gouttelettes se forment a la surface
de la membrane a l'interface entre la phase dispersée et la phase continue. Le cofit énergétique
en EMP est relativement faible, d'un ordre de grandeur inférieur a celui en EMD pour les pro-
duits hautement concentrés [149]. En effet, la production d’émulsions avec des fractions de phase
dispersée plus élevées est plus facilement obtenue en EMP. Le principe de ce procédé est qu'un
prémix, c’est a dire un prémélange grossier, est poussé a travers une membrane poreuse, ce qui
conduit a réduire la taille des gouttelettes et a améliorer la monodispersité de I'émulsion. La taille
moyenne des gouttelettes de 'émulsion peut étre précisément ajustée en fonction du diametre
des pores, de la pression transmembranaire et du nombre de passages a travers la membrane.
Dans la plupart des cas, la membrane est totalement mouillée par la phase continue du prémix
pour réduire I'émulsion en gouttelettes plus petites. Linconvénient de 'EMP est le phénomene
d’encrassement, en grande partie dii aux interactions entre les composants du prémix et la sur-
face de la membrane. De maniére générale, la force de cisaillement a I'intérieur des pores de la
membrane est la principale force responsable de la réduction en taille des gouttelettes. D’autres
types de phénomeénes ont été identifiés comme mécanismes de rupture des grosses gouttelettes

en plus petites [149].

1.4.5.1 Meécanismes de génération de gouttelettes

a) Cisaillement a la paroi des pores La réduction de la taille des gouttelettes en EMP est
principalement due a la contrainte de cisaillement a la paroi. Cette contrainte de cisaillement est
fonction de la vitesse du prémix dans les pores ainsi que de la géométrie des pores (taille, porosité

et tortuosité). Cette contrainte de cisaillement a la paroi, 1, peut s’exprimer comme [121] :

_ 8neJ¢
Twp = eD,

(1.11)
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ol 1, est la viscosité de I’émulsion, J est le flux transmembranaire, ¢ est la tortuosité des pores, €
est la porosité de la membrane et D), est le diametre des pores . Pour une pression transmembra-
naire, AP;,,, inférieure a une pression critique, P.,;;, les gouttelettes plus grandes que le diametre
des pores sont complétement retenues par la membrane. Dans ces conditions, les gouttelettes ne
traversent pas la membrane et I’émulsification membranaire n’est pas possible (Figure 1.27 a)).
Lorsque la pression transmembranaire augmente, les gouttelettes traversent la membrane, indé-
pendamment de leur taille. Cependant, a des contraintes de cisaillement faibles a I'intérieur des
pores, la taille finale des gouttelettes est plus grande que la taille des pores. Dans ce cas, les grosses
gouttelettes sont déformées a l'intérieur des pores jusqu’a leur rupture due au frottement entre
les gouttelettes et la paroi (Figure 1.27 b)). Lorsque les contraintes de cisaillement deviennent
trés élevées, les gouttelettes sont plus fortement perturbées a I'intérieur des pores en raison des
collisions entre les gouttelettes et les parois, de sorte que la taille finale des gouttelettes devient

inférieure a la taille des pores (Figure 1.27 c)).
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FIGURE 1.27 - Mécanisme de rupture de gouttelettes en EMP : a) AP;;,<P,;; : rétention des gout-
telettes a la membrane, b) AP;,,,>P.;; : rupture modérée a des contraintes de cisaillement modé-
rées, c) AP;,>>>P.j; : rupture intensive sous forte contrainte de cisaillement

b) Forces de cisaillement localisées Une autre contrainte de cisaillement peut étre géné-
rée a 'intersection entre les pores [157, 158]. La différence de flux dans les branches génére une
contrainte de cisaillement qui aide a réduire la taille des gouttelettes de I’émulsion. En particulier,
une membrane SPG est composée de plusieurs pores ramifiés, complexes, avec des ramifications
enY et/ouT, I'effet de la force de cisaillement localisée sur la rupture des gouttelettes devient alors

difficile a prédire. Selon Van der Zwan et al. 2006 [157] cette contrainte de cisaillement localisée
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est plus importante a fort débit car pour de faibles débits tres peu de pores ramifiés sont activés.

¢) Instabilités de tension interfaciale Deux types d’instabilité peuvent se produire dis a la
tension interfaciale et dépendent des conditions d’écoulement du prémix dans les pores de la
membrane. Les instabilités de Laplace se produisent lorsqu’'une gouttelette s’allonge a de faibles
débits pour former une forme en haltere, puis réduit la taille de la gouttelette. Par ailleurs, les
instabilités de Rayleigh peuvent étre présentes lorsque le flux de la phase continue est plus élevé
[159]. Les gouttelettes restent allongées dans les pores, ce qui peut conduire a la production de

gouttelettes polydisperses.

d) Obstacle stérique entre les gouttelettes Les gouttelettes proches a I'intérieur d'un pore
peuvent également avoir un impact les unes sur les autres. Si l'interface est bien stabilisée, la
coalescence ne se produit pas entre les gouttelettes. Ces gouttelettes accumulées dans les pores

peuvent s'influencer mutuellement et induire ainsi une rupture en plus petites gouttelettes.

1.4.5.2 Influence de différents parametres

a) Parametres du procédé

Flux transmembranaire I'augmentation de la pression transmembranaire entraine 1'aug-
mentation du flux a I'intérieur des pores de la membrane (loi de Darcy) générant une contrainte
de cisaillement plus élevée et donc une réduction de la taille plus importante des gouttelettes.
En EMBP la pression nécessaire pour formuler une émulsion monodisperse a partir d'un prémix
est trés largement supérieure a la pression transmembranaire en EMD. En effet, le prémix est
composé d'une phase dispersée et d'une phase continue pouvant interagir avec les parois de la
membrane, de sorte qu'une pression minimale est nécessaire pour garantir le passage total du
prémix a travers la membrane. Par conséquent, pour éviter la filtration des gouttelettes dispersées
et 'eau pénétrant dans la membrane, une pression plus élevée et constante est nécessaire pour
réduire la taille et la monodispersité des gouttelettes. Dans ce cas, la pression transmembranaire,
AP, correspond a la somme de deux pressions : AP, correspondant a la pression d’écoule-
ment nécessaire pour surmonter la résistance a I’écoulement a travers les pores de la membrane
et AP,¢quction 12 pression nécessaire pour surmonter la tension interfaciale entre 'huile et I'eau

afin de réduire la taille des gouttelettes et leur passage a travers la membrane [121, 149].
APy = APpore + APréduction (1.12)
avec,

AP pore = NeRpn) (1.13)

ol 1, est la viscosité de 'émulsion dans les pores, R;,; est la résistance de la membrane, J le flux

transmembranaire.

APrsauction = C(PquDG (1.14)
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ou C est une constante, ¢ est la fraction volumique de la phase dispersée dans I'’émulsion, y., est
la tension interfaciale a I'équilibre entre la phase dispersée et la phase continue et Dg est la taille

des gouttelettes.

Nombre de passages a travers lamembrane EnEMP lanécessité de réaliser plusieurs cycles
dépend du type de membrane utilisée. Pour les membranes tortueuses et ramifiées, comme la
membrane SPG, la contrainte de cisaillement est plus importante. En effet, ces membranes sont
plus épaisses comparées a d’autres membranes ce qui explique pourquoi un seul passage d’ex-
trusion est généralement suffisant [115, 122, 160], alors que les membranes polymeres plus fines
et moins tortueuses nécessitent jusqu’a 21 cycles d’extrusion [115, 160] pour obtenir des goutte-
lettes de diametre proche de la taille des pores et monodisperses. Cependant, les composants du
prémix peuvent avoir des effets négatifs lorsqu’ils encrassent la membrane. Surh et al. 2008 [161]
ont étudié la préparation d’émulsions H/E stabilisées par la lécithine (zwitterionique) par EMP
répétée a I'aide de membranes SPG (charge négative). Ils ont constaté que lorsque le nombre de
passages a travers la méme membrane augmentait de 1 a 5, le flux transmembranaire diminuait
fortement en raison de 'encrassement de la membrane d a interaction entre la surface de la

membrane et la lécithine, malgré sa charge nette négative.

b) Parametres de la membrane La taille des pores a une influence directe sur la contrainte
de cisaillement a la paroi. En fonction de la pression transmembranaire et de la taille des pores, le
rapport entre la taille des gouttelettes et la taille des pores varie généralement de 1 a 1,5 pour les
membranes SPG [23]. Une tortuosité plus élevée augmente la contrainte de cisaillement, comme
prédit par I'équation 1.11. De plus, les membranes SPG présentent beaucoup de ramifications, ce
qui peut créer plus de contraintes de cisaillement et une réduction plus efficaces de la taille. Au
contraire, pour ce type de géométrie, de tres faibles pores sont actifs, inférieur a 8% [90], ce qui en-
traine une pression plus élevée pour la méme surface de membrane et la méme taille de pore. Des
membranes plus épaisses ont donné des émulsions plus uniformes, indiquant une fragmentation
multiple a I'intérieur des pores de la membrane. La membrane doit étre totalement mouillée par
la phase continue caractérisée par un faible angle de contact a I'interface entre la membrane et la
phase continue. Dans le cas contraire, 'EMP forme une émulsion polydisperse et une plus grande
taille des gouttelettes. Une membrane mouillée par la phase dispersée peut également entrainer

une inversion de phase.
c) Parametres de formulation

Prémix En EMBP la taille des gouttelettes est indépendante de la distribution en taille du pré-
mix et de la quantité de la phase dispersée sur une large plage (1-60 vol%) [149]. Cependant, la
pression transmembranaire dépend fortement de la teneur en phase dispersée en raison de I'aug-
mentation de la viscosité. En effet, la taille des gouttelettes dépend principalement de la taille

moyenne des pores et de la contrainte de cisaillement a la paroi.

Tensioactifs En EMP, de nombreuses nouvelles interfaces sont créées a I'intérieur des pores

de la membrane. Une forte concentration en tensioactif dans le prémix permet de stabiliser ra-
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pidement les gouttelettes plus petites. En effet, la tension interfaciale entre les deux phases et la
cinétique d’adsorption du tensioactif jouent un réle important dans la stabilisation des nouvelles

gouttelettes, réduisant également leur probabilité de coalescence.

Viscosité En général, le flux est inversement proportionnel a la viscosité de I'émulsion, comme
indiqué par I’équation 1.8. La viscosité de I’émulsion sera proche de la viscosité de la phase conti-
nue pour une faible fraction de phase dispersée. La viscosité peut devenir considérablement plus
élevée lorsque le pourcentage de phase dispersée par rapport a la phase continue augmente. De
plus, la viscosité de la phase continue influence la contrainte de cisaillement a la paroi, comme
indiqué dans I'’équation 1.11, qui sera donc plus élevée pour les liquides visqueux, entrainant la

formation de gouttelettes plus petites [122].

1.5 Conclusion

Les ACUs ont montré un intérét majeur en imagerie médicale ultrasonore. A I'aide d'une sonde
échographique, les ACUs permettent d’augmenter 1’échogénicité du sang, fournissant au prati-
cien une meilleure qualité de I'image échographique et ainsi une amélioration du diagnostic mé-
dical. En général, les ACUs sont des microbulles composées de gaz, stabilisées par une enveloppe
biocompatible (tensioactifs, phospholipides, protéines). Le gaz constituant les microbulles peut
étre de l'air, de 'azote ou des gaz inertes tels que les PFCs, qui augmentent fortement la demi-vie
des microbulles. Afin d’augmenter la stabilité des ACUs, une alternative a I'utilisation de micro-
bulles a été proposé. En effet, des microgouttelettes de PFC peuvent étre vaporisées sous I'action
d’ondes acoustiques, et présentent ainsi un intérét pour des applications potentielles a la fois en
imagerie et en administration de médicaments.

La taille des ACUs est un parametre critique qui doit étre judicieusement controlé entre des limites
bien définies. Un compromis doit étre réalisé entre I'obtention d'un signal suffisamment fort et
la taille maximale des ACUs pouvant étre injectés. En effet, la limite de taille supérieure accep-
table pour leur administration est déterminée par la capacité des ACUs a traverser les plus petits
capillaires pulmonaires, afin d’éviter toute complication médicale. Cependant, une faible diminu-
tion du diameétre moyen engendre une réduction significative de I'énergie ultrasonore réfléchie.
Par conséquent, I'échogénécité qui caractérise ’ACU a réfléchir les ultrasons, sera d’autant plus
grande que son diametre sera grand. Dans le cas inverse, les microbulles de plus petit diametre
vont diffuser beaucoup moins d’énergie que les grandes, un signal plus faible sera détecté par la
sonde échographique. Dans ce sens, I'utilisation d'un échantillon de microbulles monodisperses
permettrait d’obtenir un signal ultrasonore uniforme au niveau de la zone observée.
Actuellement, de nombreux procédés d’émulsification ont été mis au point, ou1 I'énergie appli-
quée permet de déformer l'interface entre les deux phases jusqu’a la formation de microbulles/
gouttelettes, en fonction de la phase dispersée. Les procédés a haute énergie, notamment ceux
utilisant 'agitation mécanique et la sonication nécessitent un taux de cisaillement suffisant pour
réduire la taille de I'élément dispersé. Cependant, un désavantage de ce type de procédés est leur
absence de contrdle de la taille et de la distribution en taille des microbulles/gouttelettes formées.

Bien qu'il existe des méthodes de tri efficaces pour réduire la distribution, le rendement des ACUs
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est réduit et des diametres spécifiques sont difficiles a obtenir. Ainsi, dans le but de controler au
mieux la préparation de ces systemes dispersés, de nouvelles méthodes de préparation basées
sur des dispositifs membranaires sont particulierement intéressantes. En effet, ’avantage princi-
pal de cette technique est d’offrir un meilleur controle de la taille des microbulles/gouttelettes,
avec des distributions de taille beaucoup plus étroites, sans réduction significative du rendement
et une possible compatibilité avec des actifs sensibles au cisaillement et a la température.
Lobjectif général de la theése porte donc sur le développement de nouvelles techniques a mem-
brane pour la formulation de microbulles et de microgouttelettes de taille controlée, en vue d’ap-
plications en imagerie et thérapie ultrasonore. La premiere étape consistait a développer un pro-
cédé membranaire capable de produire des microbulles et de comprendre les parametres du pro-
cédé, de membrane et de formulation influenc¢ant la faisabilité a controler la taille et 'obtention
de microbulles monodisperses. La deuxieme étape a été d’adapter le procédé membranaire afin
de produire des microbulles présentant les caractéristiques des formulations d’ACUs commer-
ciales et également d’améliorer leur stabilité. La derniere partie traite de la préparation de mi-
crogouttelettes de PFC par un procédé membranaire. Nous avons étudié 'influence de différents
parametres de procédé, de membrane et de formulation sur leur production. Par ailleurs, nous
avons observé l'influence de la taille, la distribution en taille, la température, le type de PFC et
la présence d’'une double phase dispersée sur le seuil de vaporisation des gouttelettes en micro-
bulles.
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Ce chapitre décrit le matériel, les procédés, ainsi que les procédures utilisées pour la préparation
de systemes dispersés composés de PFC. Les molécules et composants, les fournisseurs corres-
pondants et les caractéristiques des produits sont indiqués. Dans un premier temps sont détaillés
I’équipement développé pour la préparation de microbulles de PFC, puis dans un second temps
celui utilisé pour la préparation de gouttelettes de PFC. Puis, les méthodes utilisées pour la ca-
ractérisation physico-chimique des suspensions sont décrites. Enfin, I'équipement et la méthode

pour la caractérisation acoustique des microbulles/gouttelettes produites sont présentées.

2.1 Microbulles de PFC

2.1.1 Matériels

2.1.1.1 Tensioactifs solubles

Les principaux tensioactifs utilisés pour la préparation de microbulles avec le procédé membra-
naire de type "cross-flow" sont le dodécylsulfate de sodium (SDS), le monolaurate de polyoxyé-
thyléne (20) sorbitan (Tween 20) ou le polyoxyéthyléne (40) stearate (PEG40S). Ainsi, trois tensio-
actifs ont été utilisés pour faciliter la formation de microbulles avec un procédé membranaire, un
tensioactif anionique et deux tensioactifs non ioniques. Les trois tensioactifs ont été achetés chez
Sigma Aldrich (France). Une liste des tensioactifs utilisés dans les expériences est présentée dans

la figure 2.1.

e SDS : dodécylsulfate de sodium, tensioactif anionique qui diminue grandement la tension
superficielle des solutions aqueuses. Il est principalement utilisé comme émulsifiant, agent
mouillant, tensioactif dans les cosmétiques, et également comme outil de recherche en

biochimie.

¢ Tween 20 :le monolaurate de polyoxyéthyléne (20) sorbitan est un détergent non ionique de
type polysorbate utilisé dans de nombreuses applications pharmaceutiques, cosmétiques

et alimentaires.

e PEG40S : le polyoxyéthylene (40) stearate est un agent tensioactif non ionique qui est non
toxique et approuvé par la FDA pour une utilisation comme excipient ou dans différentes
formulations pharmaceutiques et cosmétiques. Il présente sur sa partie hydrophile une

macromolécule de PEG.

L'eau ultrapure pour préparer les solutions aqueuses a été obtenue en utilisant un systéme Sy-
nergy (Millipore, France). La phase continue était composée de 1,0 wt% de tensioactifs dans une
solution saline a 0,9% de NaCl comme pour une solution parentérale. Il a été montré également
que la préparation de microbulles était améliorée grace a I’ajout de NaCl dans la solution aqueuse
[162]. Dans la plupart des expériences, la concentration totale de tensioactifs a été fixée a 1,0 wt%
qui est une valeur largement supérieure a la CMC de chaque tensioactif, permettant de garantir

que les microbulles nouvellement formées sont immédiatement stabilisées par les tensioactifs.
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Masse moléculaire CMC dans

Tensioactifs Formule (g/mol) I'eau (mol/L)
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FIGURE 2.1 — Caractéristiques physico-chimiques des principaux tensioactifs utilisés (CMC :
Concentration Micellaire Critique a 25°C) [14, 15]

2.1.1.2 Tensioactifs insolubles (phospholipides)

La préparation de microbulles stabilisées par des molécules insolubles telles que les phospholi-
pides a été réalisée avec un procédé membranaire de type microkit. Le phospholipide utilisé est
le 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3- phosphoglycerol (DPPG) qui présente une charge négative sur sa
partie hydrophile. Le phospholipide a été acheté chez Lipoid (Suisse), et se présente sous la forme
d'une poudre blanche, conservée a 4°C (Figure 2.1). En générale, c’est le DPPC qui est le lipide
le plus courant pour stabiliser les microbulles dans les applications médicales ultrasonores. En
effet, ce phospholipide est le phospholipide membranaire majeur des cellules eucaryotes et il est
utilisé également pour la préparation de suspensions de liposomes (vésicules stabilisées par des
bicouches lipidiques). Le DPPC présente deux charges opposées sur sa partie hydrophile, il est
zwitterionique du fait d'une charge négative sur le groupe phosphate et d’'une charge positive sur
le groupe ammonium. Afin d’éviter I'interaction entre la charge positive du DPPC et la charge né-
gative a la surface de la membrane SPG, comme observée chez Surh et al. 2008 [161], le DPPG a

été choisi comme molécule pour stabiliser les microbulles formées.

Le phospholipide apporte la majorité des propriétés viscoélastiques de I'enveloppe fluide, ca-
pable de se comprimer et se dilater avec 'onde acoustique. Les phospholipides présentent une

téte hydrophile mais contrairement aux tensioactifs classiques, ils sont composés de deux chaines
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hydrocarbonées. La présence de ces deux chaines permet d’augmenter les forces hydrophobes
et les forces attractives de van der Waal entre les molécules lipidiques rigidifiant la structure de
I'enveloppe. Cette rigidité est souvent accompagnée d'une perméabilité aux gaz plus faible. En
conséquence, les microbulles constituées de lipides avec des chaines hydrophobes plus longues
ont une durée de vie supérieure. Comme pour les liposomes, les groupements se trouvant sur la
partie hydrophile des lipides constituent une surface pouvant étre fonctionnalisée avec diverses
molécules permettant par exemple le ciblage en imagerie moléculaire ultrasonore.

Les microbulles ne sont pas uniquement stabilisées par les lipides. Des agents émulsifiants sont
présents dans les formulations de microbulles augmentant le rendement et la stabilité des micro-
bulles produites. Par exemple, certaines formulations contiennent un phospholipide fonctionna-
lisé avec une macromolécule de PEG (DSPE-PEG2000) [163]. Cependant, I'utilisation d'un PEG
ancré dans les lipides est relativement chére. Il est possible aussi d'utiliser le polyoxyéthyléne (40)
stearate (PEG40S) qui présente une plus grande solubilité dans 'eau [164, 165, 166]. Le role prin-
cipal de I'émulsifiant est d’aider la génération de microbulles et d’empécher leur coalescence.
Une fois que la monocouche se forme, le PEG forme "une brosse" qui inhibe la coalescence des
microbulles grace a une force répulsive de type stérique. En général, le rapport molaire entre le
phospholipide et le PEG40S est de 9 :1 [89, 167, 168].

Lyophilisation Lorsdela préparation de suspensions de phospholipides, les lipides sont d’abord
dissous et mélangés dans un solvant organique, pour assurer un mélange homogeéne des molé-
cules. Habituellement, le chloroforme est utilisé et est ensuite évaporé en utilisant un flux d’azote
ou d’argon pour obtenir une poudre séche. Dans notre cas, un mélange de tert-butanol/eau (ratio
massique 9 :1) a été utilisé pour dissoudre les molécules. Puis, le solvant organique a été éliminé
par lyophilisation grace a un lyophilisateur Cryonext (Figure 2.2). Cet appareil est composé de
quatre étageres d'une surface de 1,3 m? avec une circulation de fluide caloporteur pouvant aller
de -60°C a +60°C, d’'un piege refroidi a -85°C, de deux sondes pour la mesure du vide (sonde capa-
citive et pirani) et de trois sondes de température de type thermocouple. La lyophilisation est un
procédé qui permet de retirer le solvant contenu dans un produit, afin de le rendre stable a tem-
pérature ambiante et de faciliter ainsi sa conservation. La lyophilisation est constituée de trois
étapes, elle commence par une congélation du produit puis I’échantillon est soumis a une évapo-
ration sous vide ou dessiccation primaire. Ceci permet de faire passer le solvant directement de
I’état solide a I'état gazeux. La dessiccation secondaire permet d’extraire par désorption les molé-
cules de solvant piégées a la surface des produits séchés. Le lyophilisateur utilisé a été préféré a
un lyophilisateur de type paillasse en raison des grandes quantités de phospholipides nécessaires
ala préparation de microbulles.

Pour ce faire, nous avons dissout des phospholipides a 2,5 wt% dans un mélange de tert-butanol/eau
(9:1) dans un bain-marie a 50°C. Puis, 12 ml de cette solution a été réparti dans des flacons de lyo-
philisation de 50 mL chacun. Enfin, les flacons ont été placés sur les étageres du lyophilisateur. La
procédure de lyophilisation utilisée est la suivante :

Pour la congélation :
¢ Les flacons sont congelés a -1°C a une vitesse de (1°C/min) pendant 20 min.

e Puisa0,1°C/min de -1°C a -15°C pendant 140 min.
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FIGURE 2.2 — Lyophilisateur Cryonext; Image de flacons avant/apres la lyophilisation

e Puis a 0,5°C/min de -15°C a -50°C pendant 70 min. Cette température est maintenue 120
min.
Pour la dessiccation primaire :
e Une température de -45°C est maintenue pendant 15 min a 300 pbar.
¢ Puis 0,25°C/min de -50°C a -35°C pendant 60 min a 300 pbar. Cette température de -35°C
est maintenue 120 min.
¢ Puis 0,25°C/min de -35°C a -20°C pendant 60 min a 200 pbar. Cette température de -20°C
est maintenue 120 min.
¢ Puis 0,5°C/min de -20°C a +5°C pendant 50 min a 100 pbar. Cette température de +5°C est
maintenue 180 min.
e Puis 10 min a +5°C a 50 pbar.
Pour la dessiccation secondaire :
¢ 0,5°C/min de +5°C a +25°C pendant 40 min a 20 pbar. Cette température de +25°C est main-
tenue 24 h.

Lhydratation du gateau lipidique sec est ensuite réalisée en ajoutant un milieu aqueux et en agi-
tant. La température du milieu hydratant de 55°C est supérieure a la température de transition des
lipides pour faciliter la formation des liposomes. Afin de réduire la taille des liposomes, la suspen-
sion a été placée dans une cuve a ultrasons a 55°C, jusqu’a 'obtention d’une solution limpide. Il
a été également réalisé dans certaines expériences, une hydratation du gateau lipidique avec une

solution aqueuse contenant du glycérol et/ou du propyléne glycol.

2.1.1.3 Gaz

Les microbulles sont composées de PFC ou d’air en tant que phase gazeuse dispersée. L'air uti-

lisé provient du réseau de gaz du laboratoire, préalablement filtré par un filtre a air JUN-AIR. Les
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PFC ont été achetés aupres de F2 Chemicals Ltd (Preston, Royaume-Uni 70). L'octafluoropropane,
CsFg, estle gaz majoritairement décrit dans la préparation de microbulles comme ACUs. C’est un
gaz liquéfié qui présente une pression de vapeur de 792 kPa et une solubilité dans I'’eau a 25°C
faible de 0,19 mol.m™3 [47]. Les gaz de PFC ont un poids moléculaire élevé (188 g/mol) ce qui
permet d’améliorer la persistance des microbulles dans la circulation sanguine. Egalement, ils
peuvent étre associés a un second gaz, généralement le N,, dans la préparation de microbulles
[21]. En effet I'afflux de Ny, pour atteindre un équilibre osmotique entre le gaz dans la bulle et

dans la solution, est réduit avec ce mélange de gaz, ce qui a pour effet d’augmenter leur stabilité.

2.1.2 Procédés membranaires

2.1.2.1 Modules et membranes SPG

Deux longueurs de membranes SPG ont été utilisées en fonction du type de module (Figure 2.3).
Les membranes SPG sont hydrophiles et ont été fournies par SPG Technology Co. Ltd (Miyazaki,
Japon) ainsi que les modules. Les membranes d'une longueur de 125 mm ont été utilisées avec le
module de type cross flow (Figure 2.4), et celles d'une longueur de 20 mm avec le module de type

microkit (Figure 2.5).

FIGURE 2.3 — Membranes SPG hydrophiles et tubulaires, a gauche pour module cross flow d'une
longueur de 125 mm et a droite pour module microkit d'une longueur de 20 mm

Les membranes SPG sont tubulaires avec un diametre intérieur de 8,3 mm et une épaisseur de 0,75
mm. Trois membranes SPG ont été utilisées avec des diameétres de pores de 0,2,0,5et 1,1 um et des
distributions en taille caractérisées par un span compris entre 0,4 et 0,6. Ces membranes ont été
placées al'intérieur du module et afin de maintenir une bonne étanchéité, deux joints toriques en
caoutchouc sont placés aux extrémités du tube de la membrane ce qui réduit la surface effective

427,4 cm? pour les membranes de 125 mm et a 3,2 cm? pour celles de 20 mm.

2.1.2.2 Procédé d’émulsification directe

a) Méthode Le procédé membranaire permet de mettre en contact deux phases non miscibles

pour la préparation de microbulles. La Figure 2.6 montre les différents éléments utilisés pour le
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Sens de circulation de la phase continue

FIGURE 2.4 — Module de type cross flow en acier inoxydable fourni par SPG Technology Co. Ltd

Phase
continue

FIGURE 2.5 — Module de type microkit en acier inoxydable fourni par SPG Technology Co. Ltd

controle de la phase continue en bleu et ceux contrdlant la phase dispersée en rouge. Une struc-
ture métallique permet de maintenir et d’agencer les différents éléments autour du module mem-
branaire. Il a été choisi de placer sur la gauche, la phase dispersée et la phase continue qui passent
a travers les différents éléments, avec en haut ceux pour le gaz et en bas la pompe utilisée pour
faire circuler la phase continue. La suspension de microbulles est ensuite récupérée sur la droite

dans le "sens de la lecture".

Des raccords haute pression de type Swagelock et des tubes inox de 6 mm ont été utilisés afin
de faire circuler la phase dispersée gazeuse jusqu’au module membranaire. Les dispositifs de
contrdle de la pression du gaz ont été achetés chez Swagelock, France. Le détendeur en sortie
de la bouteille de gaz a permis de détendre la pression (au alentour de 7-8 bars) a une pression in-
férieure. Le détendeur est en inox de configuration F (de droite a gauche) avec une pression maxi-
male en entrée de 34,4 bars et une pression maximale en sortie de 17,2 bars. Deux manometres
en inox (0-25 bars) placés sur le détendeur permettent de connaitre la pression a l'intérieur de

la bouteille de gaz et la pression appliquée. Le gaz passe ensuite dans un débitmetre massique

61



CHAPITRE 2. METHODES EXPERIMENTALES

Débitmeétre

Manométre
Régulateur
de pression )
BaTHEE Vanne de
dépression
Bouteille
de gaz
Module de
type cross flow
Solution de

Suspension de

tensioactifs !
microbulles

FIGURE 2.6 — Procédé membranaire pour la préparation de microbulles avec un module de type
cross flow. En rouge les éléments contrélant la phase dispersée et en bleu celui contrélant la phase
continue

Brook (Serv’ Instrumentation, Lyon, France). Ce débitmeétre a été calibré pour une utilisation avec
I'octafluoropropane, pour une gamme de débits de 0,003 a 50 mL/min et une pression maximale
en entrée de 8 bars. Un coffret d’affichage est connecté au débitmetre afin de suivre I'évolution
du débit au cours du temps. Enfin, un manometre numérique Keller, pouvant aller jusqu’a 30
bars, est placé juste avant le module membranaire afin de suivre I'évolution de la pression de ma-
niere précise. Différentes vannes ont été placées entre les différents éléments du montage, pour
observer la chute de pression créée par le passage du gaz a travers la membrane. Une vanne de
dépression a été également placée en cas de surpression, afin de réduire la pression et d’évacuer
le gaz des tuyaux.

Une pompe Quattroflow 150S (Pall, France) a été utilisée pour faire circuler la solution aqueuse (la
phase continue) a l'intérieur du tube de la membrane et ainsi récupérer les microbulles produites.
La pompe Quattroflow est une pompe a quatre pistons/membranes, dans laquelle les quatre seg-
ments sont entrainés de maniere séquentielle par un anneau de liaison, qui se déplace vers’avant
et'arriere au moyen d'un arbre excentrique et crée ainsi le mouvement.

Pour la génération de microbulles avec le module cross flow, nous nous sommes intéressés a la
présence d’'un fort ou faible cisaillement (1,,) a la surface de la membrane. Dans le cas d'un faible

cisaillement en surface de 0,73 Pa, la pompe a été utilisée principalement pour prélever les mi-
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crobulles formées a I'intérieur de la membrane tubulaire. Le taux de cisaillement est calculé en

utilisant I'équation :

_ApVy

R (2.1)

Tw

ou R est le rayon intérieur du tube de la membrane (m), p est la viscosité dynamique (Pa.s) et V4
est la vitesse moyenne de la phase continue dans le tube (m.s™1).

Afin d’observer 'influence de la force de cisaillement a la surface de la membrane, nous avons
introduit une tige de polytétrafluoréthylene (PTFE) (diametre de 6,3 mm) a l'intérieur de la mem-
brane tubulaire (Figure 2.7). L'ajout de la tige a permis, pour un méme débit, d’augmenter la force
de cisaillement de la phase continue a la surface de la membrane par réduction du diametre ef-
fectif. Six tiges métalliques ont été usinées a I'intérieur de la tige de PTFE afin de laisser dépasser
1 mm a la surface de la tige. Trois tiges métalliques ont été placées a 2 cm d’'une extrémité et trois
autres a la seconde extrémité. Le maintient de la tige au centre de la membrane a été possible
grace a la répartition des six tiges métalliques. Le centrage fournit une distance constante entre la
tige de PTFE et la surface de la membrane, ce qui permet de maintenir une force de cisaillement
constante sur toute la longueur. Deux tiges métalliques supplémentaires ont été ajoutées a une
des extrémités afin d’éviter le déplacement de la tige de PTFE dans le module cross flow. Dans
cette configuration, la contrainte de cisaillement au niveau de la paroi de la membrane, 1., est

bien plus élevée (31,8 Pa) et calculée a I'aide de I'’équation suivante :

R, -Ry

RZ -R?

2 2 2 1
R2+RZI-———L
In(Ra2/Ry)

T=4uVy

(2.2)

ol R; estle rayon de la tige (m) et R, est le rayon intérieur de la membrane (m) [169].

Tige
métallique

Membrane SPG

/ /

% 7

Tige PTFI ‘ / /

8,3 mm

FIGURE 2.7 — En haut, deux images montrant la tige de PTFE a I'intérieur d'une membrane SPG
permettant d’augmenter la force de cisaillement a la surface de la membrane. En bas une repré-
sentation schématique du dispositif réalisé

Le module de type microkit s’adapte parfaitement a la structure présentée avec un module de type
cross flow. Il suffit de retirer la pompe utilisée pour faire circuler la phase continue et de connecter

le tuyaux d’arrivée du gaz au module, comme sur la Figure 2.8. Dans cette configuration, une
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agitation magnétique génere un taux de cisaillement a I'intérieur du module microkit facilitant le

détachement des microbulles a la surface de la membrane.

Débitmeétre

Manomeétre

Régulateur
de pression

Bouteille
de gaz
Module de

type microkit

Agitateur
magnétique

FIGURE 2.8 — Procédé membranaire pour la préparation de microbulles avec un module de type
microkit

b) Formulation de microbulles Avant chaque préparation de microbulles, la membrane SPG
a été placée dans une solution de tensioactif puis dans une cuve a ultrasons pendant 5 min, afin
de garantir une mouillabilité totale de la phase continue avec la membrane. Une pince en plas-
tique est utilisée pour placer la membrane dans le module membranaire. Puis, les deux joints
toriques sont ajoutés aux extrémités de la membrane avant de fermer le module. Une premiere
circulation de la phase continue est effectuée remplissant I'intérieur du tube. Apres I'ouverture de
la bouteille de gaz, le détendeur permet d’appliquer une pression du coté extérieur de la mem-
brane. Une chute de pression au niveau du manometre permet de déterminer la pression de point
de bulle, Ppp, confirmée par la présence de microbulles a la sortie du module membranaire. Une
pression transmembranaire correspondant a 1,1xPgp est alors appliquée et le débit de la phase
dispersée est indiqué par le débitmeétre. En raison de la grande instabilité des microbulles, une
premiere circulation de la phase continue est alors effectuée et les microbulles produites ne sont
pas mesurées. Puis, une seconde circulation génere les microbulles qui sont analysées et dont les

tailles et les distributions en tailles sont mesurées.

Dans la configuration microkit, la procédure de préparation de microbulles est identique, I'agita-

tion magnétique a 500 rpm est démarrée avant I'apparition des premieres microbulles.
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2.2 Emulsions de PFC

2.2.1 Matériels

2.2.1.1 Tensioactifs

Les principaux tensioactifs utilisés pour la préparation de gouttelettes de PFC par émulsification
membranaire par prémix ont été le Tween 20 et le PEG40S (Figure 2.1). La phase continue était
composée de 2,0 wt% du mélange de tensioactifs Tween20 :PEG40S, avec un ratio molaire de 9 :1.
Dans la plupart des expériences, la concentration totale de tensioactif fixée a 2,0 wt% était large-
ment supérieure a la CMC de chaque tensioactif, permettant de garantir une stabilisation rapide
et efficace des tensioactifs a I'interface de la gouttelette. Le Tween 20 et PEG40S sont tous deux
approuvés par la FDA pour une administration intraveineuse et sont inoffensifs en faible quan-

tité.

2.2.1.2 Liquide de perfluorocarbone

Les PFCs sont des molécules organiques dans lesquelles tous les atomes d’hydrogene sont rem-
placés par du fluor. En raison de la spécificité de la liaison carbone-fluor, leurs propriétés physico-
chimiques les rendent attractifs pour les applications médicales. La solubilité élevée de I'oxygene,
la faible tension superficielle, leur hydrophobicité et lipophobicité, leur biocompatibilité sont
leurs caractéristiques les plus intéressantes pour les applications médicales [24, 170]. En fonc-
tion de leur poids moléculaire et de leur structure chimique, les PFCs peuvent exister sous forme
de gaz ou de liquide, a partir de six carbones. Pour notre étude, les liquides PFHex et PFHep ont
été achetés chez Sigma Aldrich (France). Leurs caractéristiques sont résumées dans le tableau 2.1.

La phase dispersée de PFC a été utilisée a 10% en volume pour la préparation d’émulsions de PFC.

2.2.1.3 Huile triglycéride a chaines moyennes

Nous avons formulé des gouttelettes composées d'une double phase dispersée constituée d'un
mélange de PFC et d'une huile de triglycérides a chaine moyenne (MCT) a 50/50% en volume.
Lhuile MCT a été choisie pour sa compatibilité a la fois pour les produits cosmétiques et phar-
maceutiques, il s’agit d'une huile approuvée par la FDA souvent utilisée dans les formulations
parentérales. Lhuile MCT (nom commercial Labrafac Lipophile WL 1349) a été achetée chez Gat-
tefossé (Saint-Priest, France) et consiste en des MCT saturés d’environ 50 a 80% d’acides capry-
liques (C8:0) et 20 a 50% capriques (C10 :0). Sa viscosité est de 25-33 mPa.s, sa densité de 0,93-0,96
g.cm~3 2 20°C et c’est un liquide huileux transparent. Par ailleurs, un colorant orange 3G a été so-
lubilisé dans I'huile MCT avant la formation des gouttelettes afin de pouvoir distinguer les deux

phases dispersées au microscope optique.
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Caractéristiques PFHexane (CgF;4) PFHeptane (C;F¢)
Poids moléculaire (g.mol~!) 338 388

Densité (g.cm™2) 1,68 1,72

Viscosité (mPa.s) 0,67 0,90

Température d’ébullition 56°C 80°C

TABLEAU 2.1 — Principales propriétés des PFC liquides : PFHexane et PFHeptane a 25°C [24]

2.2.2 Procédé d’émulsification par prémix

2.2.2.1 Pompe seringue a haute pression

Le montage expérimental développé au sein du laboratoire [171] pour la préparation des émul-
sions de PFC par PME est présenté a la figure 2.9. Il est composé de trois parties : 1) un module
membranaire contenant la membrane SPG, 2) une pompe a haute pression et 3) un ordinateur

équipé d’'un logiciel pour les commandes et 'acquisition des données.

FIGURE 2.9 —Image du procédé d’émulsification membranaire par prémix développé au sein du la-
boratoire. 1) Module membranaire, 2) Pompe haute pression et 3) Ordinateur pour les commandes
et'acquisition des données

La pompe est une pompe monocylindre BTSP 500-5 a haute pression (Floxlab, Nanterre, France).
Elle est équipée d'un cylindre d'un volume de 500 ml avec un piston entrainé par un moteur.
Le moteur est situé sous le cylindre et pousse le piston vers le haut de la pompe. Le cylindre est
connecté a deux vannes, dont 'une permet son remplissage et la seconde sa vidange poussant
ainsi le liquide a travers la membrane. Ces vannes pneumatiques sont alimentées en air et fonc-
tionnent en mode « tout ou rien », c’est-a-dire que leur position est soit ouverte soit fermée. Les
pieces de la pompe en contact avec le fluide sont en acier inoxydable. La pompe est également
équipée d'un capteur de pression (+ 0,1 bar). Elle peut étre commandée par le panneau de com-

mande ou par I'ordinateur permettant également I'acquisition instantanée des données.
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La pompe peut fonctionner selon deux modes principaux, soit a pression constante soit a débit
constant. C’est le second mode, a débit constant, qui a été sélectionné pour la préparation des
gouttelettes de PFC. La pompe peut étre paramétrée en indiquant le débit de 5 a 200 mL/min, la
pression maximale et le volume a injecter. Une valeur de pression maximale de 80 bars a été saisie
pour éviter une suppression et la rupture de la membrane. L'ordinateur permet d’acquérir chaque
seconde les données suivantes : le temps, le débit qui est le parametre fixé, la pression qui varie et
le volume de liquide a 'intérieur du cylindre.

Lors de la premiere utilisation d'une membrane SPG, la résistance hydraulique (Rh) de la mem-
brane a été estimée par le coefficient directeur de la droite reliant la pression mesurée et le débit
fixé (Figure 2.10). Pour cela, de I'’eau a température ambiante a été injectée a travers la membrane

a différents débits de 10 a 200 mL/min et la pression résultante a été mesurée.
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FIGURE 2.10 - Résistance hydraulique (Rh) déterminée par le coefficient directeur de la droite pour
une membrane de 125 mm avec un diametre de pore de 1,1 pm

Tout d’abord, le prémix a été injecté dans les tuyaux du montage en absence du module et de
membrane SPG. La procédure était similaire a celle réalisée avec I'eau permettant ainsi de dé-
terminer la pression requise pour le déplacement du prémix dans le tuyau reliant la pompe au
module, APy y4y. Lors de I'émulsification, la pression résultante, AP, ¢5y1ranre, Obtenue par I'ac-
quisition de la pompe, correspond a la somme des pressions pour faire passer le prémix du cy-
lindre a travers la membrane. La pression, AP;yyqy, a €t€ soustraite a la pression, APrssuirante
afin de déterminer la pression transmembranaire, AP;,, nécessaire a la fois au passage du pré-
mix a travers les pores de la membrane, AP ;. et a la réduction des gouttelettes en plus petites
gouttelettes, AP, ¢qucrion (Equation 1.12).

Lorsqu’'un débit constant est imposé par la pompe, il est possible de suivre I’évolution de la pres-
sion résultante, caractéristique d’'une taille de pore et d’'une formulation de gouttelettes. Trois
étapes caractérisent I’évolution de la pression résultante pour un débit constant de 200 mL/min
pour la préparation de gouttelettes de PFC a travers une membrane SPG d'un diameétre de pore
de 1,1 pm.

Apres avoir démarré la pompe a un débit constant, les étapes suivantes sont observées (Figure
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2.11):

¢ Etape 1 :le module membranaire se remplit de prémix et la pression augmente sous !'effet

de la résistance de la membrane au passage du prémix a I'intérieur des pores.

¢ Etape 2 : La pression émulsifiante est atteinte et reste constante. Le débit imposé et le dé-
bit a la sortie de la membrane sont alors égaux, ce qui signifie qu’aucune filtration ne se
produit a la surface de la membrane. C’est la phase ol I'émulsion est recueillie pour étre

caractérisée.

¢ Etape 3:Lapression chute rapidement, car le volume imposé est atteint et le piston s’arréte.
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FIGURE 2.11 - Trois étapes de 1'évolution de la pression résultante en fonction du volume injecté
par la pompe a un débit constant de 200 mL/min pour la préparation de gouttelettes de PFC a
travers une membrane SPG d’'un diametre de pore de 1,1 um

2.2.2.2 Formulation d’émulsions

Préalablement a la préparation de I’émulsion de PFC, la membrane SPG d'une longueur de 125
mm a été placée dans une solution de tensioactifs, Tween20 :PEG40S (9 :1) puis dans une cuve
a ultrasons pendant 5 min. La membrane est ensuite placée dans le module SPG avec un joint
torique en caoutchouc a chaque extrémité. Un second joint torique avec un diameétre plus grand
estinséré al'intérieur des deux raccords (entrée et sortie) du module pour garantir une étanchéité
totale lors du passage du prémix. La préparation de gouttelettes de PFC monodisperses se fait en
trois étapes : 1) la préparation du prémix, 2) le remplissage de la pompe et 3) I'émulsification
membranaire par prémix avec la membrane SPG (Figure 2.12).

La premiére étape consiste en la préparation d'un prémix constitué d'une phase dispersée de
PFC, (10% en volume) mélangée a une phase continue constituée de 2,0 wt% de Tween20 :PEG40S
(ratio molaire 9 :1). Ce prémix est généré a I'aide d’'un ultra-turrax, a une agitation de 8000 rpm
pendant 1 min. Afin d’éviter I"évaporation du PFC dt a I'échauffement créé par le cisaillement,
le bécher est placé dans un bain de glace. Le bécher est ensuite mis sous agitation magnétique
afin d’éviter 'agrégation des grosses gouttelettes de PFC pendant le remplissage de la pompe a un

débit de 40 mL/min. Un débit plus élevé pourrait engendrer I'incorporation d’air dans la pompe.
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Etape 3
Etape 2 Remplissage Emulsification
240 mL/min membranaire par prémix

Etape 1 Premix
8000 rpm-1 min
Bain de glace
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FIGURE 2.12 - Trois étapes principales pour la préparation de gouttelettes de PFC monodisperses
par émulsification membranaire par prémix

Enfin, la plupart des expériences ont été réalisées avec un volume d’injection de 30 mL a travers
la membrane SPG afin de réduire la taille et la distribution en taille des gouttelettes de PFC. Un
bécher a été placé sous le module et sous I'effet de la gravité, I'’émulsion a été recueillie pour étre

analysée. De maniére générale, le débit fixé était de 200 mL/min.

2.2.2.3 Procédure de nettoyage

L'émulsification membranaire par prémix génére un encrassement par les gouttelettes a la fois a
la surface et a I'intérieur des pores de la membrane. Cet encrassement provoque une réduction
progressive des flux transmembranaires et ainsi la perte d’efficacité de la réduction de tailles des
gouttelettes. Afin d'observer I'influence de chaque parametre, un nettoyage de la membrane a été
effectuée pour retrouver la perméabilité initiale de la membrane. Le nettoyage de la pompe et
de la membrane ont été effectués avec plusieurs cycles d'une solution d'un tensioactif Derquim+
(1wt%) a 70-80°C, d’'une solution aqueuse a 70-80°C et de I'éthanol jusqu’a ce qu'une solution
limpide soit récupérée a la sortie de la membrane. La solution de Derquim+ est un détergent uni-
verselle liquide composé d’'un mélange de tensioactifs ioniques et non ioniques. Cette solution
de tensioactifs a montré étre le plus efficace pour le nettoyage de dispositifs membranaires [172].
Trois cycles ont été réalisés pour nettoyer la pompe, sans membrane dans le module, afin de vi-
der le cylindre et les tuyaux. Pendant ce temps, la membrane a été placée dans une solution de
Derquim+ dans une cuve a ultrasons a 70°C. L'apparition de bulles a été observée, due a I’évapo-
ration de gouttelettes de PFC présentes dans les pores de la membrane. Ensuite, la membrane est
replacée dans le module SPG, et trois cycles d'une solution de Derquim+, d’'une solution aqueuse
a 70-80°C puis éthanol sont réalisés. Enfin, 500 mL d’eau pure a température ambiante est pous-
sée a travers la membrane a un débit de 200 mL/min. Cette procédure de nettoyage a permis de

retrouver la résistance hydraulique initiale pour chaque membrane utilisée.
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2.3 Caractérisation physique

2.3.1 Tension superficielle

Il existe de nombreuses techniques pour mesurer la tension superficielle d'un liquide [173], clas-
sées en deux catégories : les techniques de mesure de force (mesure de la force nécessaire a I'ar-
rachement d'un objet de la surface du liquide par exemple) et les techniques de mesure de forme.
Dans notre étude, les mesures de tension superficielle ont été effectuées par la méthode de la
goutte pendante en utilisant un tensiometre a analyse de forme de goutte de type DSA-10 Mk2
(Kriiss).

Dans ce dispositif, une seringue est fixée verticalement sur un support. Un pousse seringue per-
met de générer une goutte/bulle de volume controlé a partir d'une aiguille placée a l'intérieur
d’une cuve en quartz contenant la phase continue. La goutte/bulle ainsi créée est éclairée par une
source lumineuse, puis une image est obtenue par une caméra CMOS qui transfére I'information

al'ordinateur pour I'acquisition (Figure 2.13).

FIGURE 2.13 — Schéma du tensiometre DSA-10 Mk2 (Kriiss) présentant les deux types de configu-
ration pour la mesure de la tension superficielle avec la méthode de la goutte pendante. 1) Source
lumineuse, 2) Cuve en quartz contenant la phase continue, 3) Seringue contenant la phase disper-
sée, 4) Systéme pousse seringue, 5) Caméra CMOS, 6) Ordinateur pour 'acquisition. Deux types
de configuration possibles : a) aiguille droite et b) aiguille courbée en forme de canne

Tout d’abord, une mesure de la tension superficielle d'une bulle d’air dans I'’eau pure Millipore
a permis de confirmer la propreté des dispositifs utilisés en vérifiant que la valeur de la ten-
sion superficielle est proche de 72 mN/m. Toutes les mesures de tension superficielle ont été
faites a température ambiante. L'appareil a été calibré en utilisant le diametre extérieur de I'ai-
guille (1,507 mm) et une acquisition de la tension superficielle a été effectuée toutes les secondes.
La goutte/bulle a été imagée avec une caméra CMOS, puis sa forme a été extraite par analyse
d’image, et la tension superficielle, y, déterminée au cours du temps par I'’équation de Young-
Laplace. Le temps de formation de la goutte/bulle avant le déclenchement de la mesure est d’en-
viron 2 s, ce qui ne permet pas d’observer pendant ce court instant I’évolution dynamique de la
tension superficielle. La tension superficielle commence par décroitre dans un premier temps,
ce qui caractérise une adsorption des tensioactifs a I'interface avant de se stabiliser a la valeur

d’équilibre.
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2.3.1.1 Microbulles

En raison de la faible densité des gaz, une bulle ascendante a été formée a l'extrémité d'une ai-
guille courbée en forme de canne placée dans la cellule de quartz (10 mL) contenant 1,0 wt% de
solution de tensioactifs (Figure 2.13 b)). La seringue a été trois fois purgée avec le gaz (C3Fg ou air)
avant de réaliser la mesure de tension superficielle. Les tensions superficielles nous ont permis
d’observer la dynamique d’adsorption des molécules a I'interface gaz/liquide et de déterminer la
tension superficielle a I'équilibre, y,.,. Egalement, cette derniére valeur nous a permis de définir
une pression de point de bulle théorique, Pgp, en supposant que 'angle de contact (8) est nul, en

raison d'une mouillabilité totale de la membrane par la phase aqueuse (Equation 1.6).

2.3.1.2 Emulsions

La mesure de tensions interfaciales a été également effectuée avec ce tensiometre. Des goutte-
lettes de phase dispersée 20 pl ont été produites dans une solution de tensioactifs a 2 wt%, conte-
nue dans une cellule de quartz de 10 mL. En raison de la différence de densité entre le PFC (1,32
g/cm?) et 'huile (0,96 g/cm?) par rapport a I'eau, une aiguille droite permet de former une goutte
pendante de PFC (Figure 2.13 a)), et une aiguille courbée en forme de canne permet de former

une goutte d’huile (Figure 2.13 b)).

2.3.2 Mesure de taille et de distribution en taille

Les méthodes utilisées pour déterminer la taille, la distribution en taille et la concentration des
agents de contraste ultrasonore sont basées sur des mesures utilisant la microscopie optique, la
diffraction laser ou des mesures de changement de résistance électrique causée par le passage
d’'un électrolyte au niveau d'une ouverture calibrée, appelé Compteur Coulter. Sennoga et al. 2012
[174] ont réalisé une étude comparative de ces trois techniques a partir de microbulles commer-
ciales Sonovue®. Cette étude a montré qu'aucune méthode n’est parfaitement adaptée simulta-
nément a la mesure de la taille et au comptage mais qu’elles sont cependant complémentaires

pour I'analyse de microbulles.

2.3.2.1 Microscopie optique

Lobservation des microbulles/gouttelettes a été effectuée au microscope optique (Leica DM LM,
France). Une caméra vidéo CCD (Leica MC120 HD) a été connectée au microscope pour captu-
rer les images en utilisant le logiciel Leica Application Suite (LAS EZ) (version 3.4.0). En fonction
de la concentration, une dilution au 1/10eme ou 1/100éme a été effectuée au préalable dans un
tube Eppendorf. Puis, a 'aide d’'une micropipette, 20 pL de la suspension a été ajoutée dans une
chambre de comptage Malassez (Marienfeld-Superior) placée sous le microscope optique (Figure
2.14). Afin de déterminer la taille et la distribution en taille sur une représentation globale de
la suspension, une vingtaine d’images sont capturées a différents endroits de I"échantillon. Les
images ont été ensuite analysées a I'aide du logiciel MATLAB 2013 (The MathWorks), comme dé-

crit par Sennoga et al. 2010 [175]. Un graphique est ainsi obtenu, représentant le nombre en fonc-
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tion du diametre (um), ainsi que le diameétre moyen, 1'écart-type, le coefficient de variation, et la

concentration (nombre/mL).

\

_..o/

FIGURE 2.14 — a) Chambre de comptage Malassez (Marienfeld-Superior) permettant d’observer et
compter les microbulles/gouttelettes en suspension, b) Observation de I'’ACU Sonovue® au mi-
croscope optique (Objectif x20)

Une concentration trop élevée ou trop faible occasionnerait des erreurs dans I'estimation de la
taille et de la concentration. La chambre de comptage Malassez permet de déterminer le nombre
de microbulles/gouttelettes en suspension dans une solution pour un volume connu, sans en-
gendrer un écrasement de ’échantillon entre la lame et la lamelle. Il est ainsi possible d’observer
différentes profondeurs de la cellule contenant I’échantillon. En raison de leur faible densité, les
microbulles et les gouttelettes d’huile se trouvent a la surface interne de la lamelle, tandis que les
gouttelettes de PFC, ayant une plus grande densité, sont situées au fond de la cellule de Malassez.
Dans la préparation d’émulsions avec le mélange PFC et huile MCT (50/50 vol%), un colorant hy-
drophobe, orange 3G, a été solubilisé dans la phase huileuse avant la formation des gouttelettes.
Cette étude a permis de déterminer 'agencement des deux phases dispersées, huile et PFC, au

sein de la gouttelette.

2.3.2.2 Diffraction laser

Le Mastersizer 3000 fournit des distributions granulométriques, pour deux modes de dispersion,
voie seche ou voie liquide (Figure 2.15 a)). Cette technique permet de mesurer des plages de tailles
de particules allant du nanometre au millimetre. Elle repose sur la mesure de I'intensité de la
lumiere diffusée lorsqu'un faisceau laser (longueurs d’onde de lumiére rouge et bleue) traverse
un échantillon de particules dispersées dans une solution. Les grosses particules diffractent de la
lumiere aux petits angles et les petites particules diffractent de faibles intensités aux grands angles
(Figure 2.15 b)).

La théorie de la diffusion de Mie a été utilisée pour convertir les données de diffusion de la lu-
miere en distribution de taille des microbulles/gouttelettes. Les résultats ont été exprimés par
Dsp, correspondant au diametre médian des microbulles/gouttelettes pour lequel 50% des mi-
crobulles/gouttelettes sont inférieures a cette taille, de méme, 90% sont inférieures a Dgg et 10%

inférieures a Dy. Deux parametres ont été utilisés pour caractériser la largeur de la distribution de
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taille : tout d’abord I'étendue de la distribution de la taille des microbulles, appelé span, exprimée

par:

Dgo—-D
Span=———10 (2.3)
Dso
La polydispersité a été également caractérisée par le coefficient de variation (CV) qui est une me-

sure de |'écart type a D5y exprimé en %, en utilisant 'équation [103, 176, 177, 178] :

:Zni|D5o—Di| y

CV
Dso X n;

100 (2.4)
ol Dy, est le diametre de la class i, n; correspond au nombre de microbulles/gouttelettes de la

classei.

Lunité de dispersion est sous agitation et la vitesse d’agitation de I'hélice était réglée a 1500 rpm
afin de disperser de maniére homogene les microbulles/gouttelettes dans la suspension. La valeur
de la taille des microbulles/gouttelettes est la moyenne de trois séries de mesures successives a

température ambiante.

Laserincident
Faibleanglede diffusion

Laserincident

‘ Grand angle de diffusion

b)

FIGURE 2.15 — a) Mastersizer 3000 avec deux modes de dispersion : en voie seche (a gauche) et
en voie liquide (a droite) et b) Représentation schématique de la diffraction des grosses et petites
particules

Pour la mesure de la taille des gouttelettes, 'indice de réfraction de la phase dispersée était de
1,2515 pour le PFHex, 1,265 pour le PFHep et 1,445 pour 'huile MCT. La phase aqueuse conti-
nue avait un indice de réfraction de 1,33. Pour la mesure de la taille des microbulles, I'indice de
réfraction utilisé était 1,0 pour la phase gazeuse [38] et 1,33 pour la phase continue. Pour étu-
dier la stabilité des microbulles en circulation, les microbulles ont été prélevées a la sortie de la
membrane et diluées dans le bécher sous agitation. La suspension de microbulles a été mise en
circulation dans la cellule de mesure de I'instrument pendant 90 s et la taille a été mesurée toutes
les 10 s.
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2.4 Caractérisation acoustique

2.4.1 Verasonic et sonde acoustique

Pour rappel, une image ultrasonore est le résultat des interactions (réflexion, réfraction, rétrodif-
fusion, absorption) entre I’onde ultrasonore et les tissus qu’elle traverse. Pour former une image,
les données du signal ultrasonore sont d’abord acquises puis reconstruites et traitées. Les quatre
principales étapes pour la reconstitution d'une image ultrasonore sont : 1) Génération d’ondes ul-
trasonores par un transducteur piézoélectrique, appelé sonde échographique, 2) Interaction entre
les ondes et les différents tissus ayant chacun des impédances acoustiques qui leur sont propres,
générant une onde ultrasonore réfléchie ou rétrodiffusée, 3) Réception de I'onde réfléchie par la
sonde générant un signal radio fréquence, ol la distance de I'objet est proportionnelle au temps
parcourue par 'onde (aller-retour) et la vitesse dans les tissus, 4) Le signal radio fréquence est

ensuite traité par un filtre passe-bande a large bande de fréquences.

La méthode d’'imagerie par réseau phasé a été utilisée pour générer une image. Cette technique

consiste a émettre des ondes ultrasonores déphasées de facon a les focaliser en un point donné.

Le systeme d’imagerie ultrasonore utilisé dans le cadre de la thése est un systeme Verasonics Van-
tage a 256 canaux électroniques (Verasonics, Kirkland WA, USA) (Figure 2.16 a)). Il est congu pour
étre un outil permettant la transmission, la réception et le traitement des ondes ultrasonores. Le
Verasonics se compose d'un formateur de faisceau d’émission et d'un module d’acquisition mul-
ticanal connecté a un ordinateur. L'ordinateur contient des modules logiciels implémentés dans
Matlab qui permettent a l'utilisateur de programmer et d’exécuter des séquences d’actions, appe-
lées événements. La sonde échographique linéaire 1.12-3V (Verasonics, Kirkland WA, Etats-Unis)
utilisée est un transducteur d’imagerie composé de 196 éléments, qui émet des ultrasons a une
fréquence de 7,813 MHz (Figure 2.16 b)).

a) b)

L12-3v

Linear Array

Element number: 192 Pitch (mm): 0.2
Elevation focus (mm): 20 Sensitivity (dB): -584
Spectum Wavetorm

Ampltudo(mV)

FIGURE 2.16 — a) Systeme d’imagerie ultrasonore Verasonics Vantage 256, b) Sonde échographique
linéaire L12-3V de 7,813 MHz a 196 éléments [16]
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2.4.2 Réponses harmoniques des microbulles

L'échographie de contraste est fondée sur la réception du signal di a la vibration des microbulles
sous 'influence d'impulsions ultrasonores. Ce mode vibratoire peut étre linéaire ou non linéaire
en fonction de 'amplitude appliquée. Dans le cas d'une réponse non linéaire, la microbulle se
dilate plus qu’elle ne se comprime. Cette réponse génére une réponse harmonique qui peut étre
captée par la sonde d’échographie. Ainsi, les agents de contraste ont des réponses détectables
a des fréquences qui sont des harmoniques de la fréquence ultrasonore transmise, tandis que
les tissus possedent généralement des composantes harmoniques beaucoup plus faibles. Cette
caractéristique permet notamment de diminuer la présence du bruit causé par le milieu environ-
nant et ainsi d’isoler le signal provenant des microbulles. Pour caractériser les microbulles prépa-
rées, un dispositif constitué d'une sonde ultrasonore a été placée a la surface d’'une suspension de
microbulles dans un bécher, afin de détecter leur réponse non linéaire avec la sonde (Figure 2.17).
Pour cela, nous comparons les réponses harmoniques en I'absence et en présence de microbulles
contenues dans une solution aqueuse. Un bécher de 300 mL d’eau contenant une concentration
de microbulles de 10> MBs/mL a été utilisé. A 'aide d'un agitateur magnétique, une répartition
homogene des microbulles dans I’eau a été obtenue. Suite aux impulsions ultrasonores a une fré-
quence de 5 MHz, les réponses harmoniques a 10 MHz sont quantifiées apres un traitement des

données par Matlab.

FIGURE 2.17 — Représentation schématique de l'installation utilisée pour I'observation des ré-
ponses harmoniques des microbulles et de la vaporisation les gouttelettes de PFC dans I'eau

2.4.3 Vaporisation in vitro des gouttelettes

Afin de vaporiser les gouttelettes préparées par le procédé membranaire en microbulles, un dis-
positif expérimental similaire a celui utilisé pour caractériser la réponse harmonique des micro-
bulles a été mis en place (Figure 2.17). Elle nécessite un dispositif générant des ultrasons et un
bécher contenant la suspension de gouttelettes. Sauf indication contraire, la suspension conte-
nue dans le bécher a été maintenue a 37°C al’aide d’'une plaque chauffante. Une dilution au 1/10

(10*9 gouttelettes/mL) a été nécessaire afin d’éviter une trop forte génération de microbulles pou-
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vant atténuer les ondes ultrasonores apres I'implusion acoustique. La suspension a été exposée
aux impulsions acoustiques émises par la sonde échographique placée 1 cm sous la surface de
I'eau. Les impulsions ont été émises en utilisant une séquence de formation de faisceau, en mode
rafale, avec 10 cycles par rafale, a une fréquence de répétition des impulsions (PRF) de 1 kHz, pour
un temps d’exposition total de 3 s. Avant chaque expérience, la suspension de gouttelettes a été
agitée par agitation magnétique pour assurer 'homogénéisation des gouttelettes dans la solution.
En effet, a cause de leur différence de densité, les gouttelettes ont tendance a s’accumuler au fond
du bécher. Apres chaque vaporisation, le bécher est vidé et remplit par une nouvelle suspension
de gouttelettes, chauffé a 37°C avant une nouvelle impulsion ascoustique. La pression acoustique
incidente a été augmentée entre deux séquences d'impulsions acoustiques successives, en aug-
mentant la tension délivrée a la sonde d’'imagerie de 0 a 50 V. Pour évaluer la formation de mi-
crobulles de gaz a partir de gouttelettes liquides lorsque la pression a atteint le seuil ADV, une
imagerie en mode B a été réalisée en temps réel pour détecter 'augmentation de I'’échogénicité
des microbulles nouvellement générées. Comme vu précédemment, les microbulles de gaz sont

hyperéchogeénes en raison de la différence d'impédance acoustique avec la phase aqueuse.

2.4.4 Détermination du seuil de vaporisation

Le seuil ADV a été déterminé en utilisant une méthodologie similaire a celle décrite précédem-
ment par Kripfgans et al. [41] et Fabiilli et al. [42]. La conversion des gouttelettes en microbulles
de gaz a été identifiée de maniere acoustique par une augmentation de I’échogénicité de I’échan-
tillon apres 'excitation par rapport a la ligne de base de pré-excitation. La conversion a été confir-
meée par observation de microbulles a I'intérieur du bécher. Pour déterminer la pression de seuil
de vaporisation, I’échantillon de gouttelettes a été soumis a une série de séquences acoustiques
d’excitation et détection, augmentant a chaque fois la pression acoustique. Les images en mode
B enregistrées ont été analysées par Image]J et converties en niveaux de gris. Pour chaque mesure
de vaporisation, une région d’intérét rectangulaire de 40 mm de largeur sur 5 mm de profondeur
(correspondant a 32132 pxz), centrée sur la focale naturelle de la sonde, a été sélectionnée (Fi-
gure 2.18). Lamplitude moyenne d’écho (MEA) sur la région d'intérét a été calculée comme la
somme des valeurs de gris de tous les pixels de la région d’intérét divisée par le nombre de pixels

et obtenue par I'équation suivante :

1 M N
MEA(n) = Z Y AG, )) (2.5)
j=li=1

ol A est le signal au pixel (i, j) qui a pour dimensions M par N. Ensuite, 'amplitude d’écho rela-
tive (REA) a été calculée comme la différence entre MEA (X) apres et MEA (0) avant I'impulsion

acoustique.

REA = MEA(X) — MEA(0) (2.6)

Une absence de changement de REA entre deux sonications successives indique 'absence de va-
porisation de gouttelettes, alors qu'une augmentation de I’échogénicité est caractéristique de la

vaporisation des gouttelettes. La REA résultante et son écart type ont été tracés en fonction de
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la tension électrique utilisée pour entrainer I’émission par la sonde a ultrasons. Le seuil de va-
porisation a ainsi été déterminé a I'intersection entre la ligne de base et ’augmentation linéaire
de I’échogénicité avec I'augmentation de la tension. La variation du seuil ADV en fonction de la
taille des gouttelettes, la distribution en taille, la température de I’échantillon, le type de PFC et
la présence d'une couche d’huile supplémentaire a été mesurée. Pour les expériences, différentes
températures (25°C ou 37°C) ont été étudiées et deux types de PFC, le PFHexane (CgF14) et le PE-

Heptane (C7F1g) ont été considérés.

FIGURE 2.18 — Sélection de la région d’intérét avec Image]J sur une image en mode B afin de déter-
miner 'amplitude moyenne d’écho (MEA)
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CHAPITRE 3. PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF PERFLUOROCARBON
MICROBUBBLES USING SHIRASU POROUS GLASS (SPG) MEMBRANES

3.1 Préambule

Comme exposé dans la partie bibliographique (section 1.4), I'émulsification membranaire a fait
I'objet de nombreuses recherches depuis son développement dans les années 90. Seulement quelques
études réalisées par I'équipe de Kukizaki, montrent la possible préparation de bulles monodisper-
sées par émulsificaiton membranaire, dans laquelle une phase gazeuse (air) est poussée a travers
une membrane dans une phase continue contenant des tensioactifs.

La premiere étape de la these a été de développer un procédé membranaire dans une configu-
ration similaire a celle utilisée par cette équipe de recherche japonaise, afin d’observer les para-
metres pouvant influencer la formation des microbulles. Les principaux parametres étudiés dans
ce chapitre sont les parametres du procédé, de la membrane et de la formulation. Dans cette
étude, nous avons pour la premieére fois décrit I'influence de la phase dispersée gazeuse sur la
préparation de microbulles avec un procédé membranaire. En effet, les mesures de tension su-
perficielles nous ont aidé a mieux comprendre les phénomenes qui ont permis de former des
microbulles plus petites et plus stables avec une amélioration de la monodispersité grace a I'uti-
lisation de PFC sous forme gazeuse.

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication intitulée « Preparation and characterization of per-
fluorocarbon microbubbles using Shirasu Porous Glass (SPG) membranes », publiée dans le Jour-
nal Colloids and Surfaces A : Physicochemical and Engineering Aspects 560 (2018) 233-243. Larticle

original tel que publié dans le journal a été placé en annexe.

3.2 Abstract

Microbubbles are increasingly used in several fields, such as medical imaging for enhanced contrast
ultrasound imaging. Theses microbubbles usually consist of a gas core stabilized by surfactants
molecules. In this study, a technique using Shirasu Porous Glass (SPG) membranes was used
to produce perfluorocarbon microbubbles. The microbubbles obtained were characterized by
their size, size distribution, and stability. The effect of several parameters on the microbubble’s
size was investigated related to the process (transmembrane pressure, AP, bubble point pressure,
Pgp, shear stress, 1,,), membrane pore size, D, and formulation (gas, surfactants in the aqueous
phase). The transmembrane pressure nor the shear stress (t,,) had influence on the microbubble’s
size or size distribution for AP/Pgp < 1.5. The decrease of the membrane pore size from 1.1, 0.5, to
0.2 um led to lower microbubble size 13.3, 6.36, and 4.42 pum, respectively, which was associated
with higher size distribution 16%, 24% and 31%, respectively due to the higher Laplace pressure
exerted on smaller microbubbles leading to their destabilization. With the 1.1 pum pore size mem-
brane, perfluorocarbon microbubbles were obtained with a diameter of 13.3 um and coefficient of
variation (CV) of 16% when stabilized by sodium dodecyl sulfate (SDS), 15.6 pm with CV% of 23%
when stabilized by Tween20, and 16.5 pm with CV% of 26% when stabilized by Polyoxyethylene
(40) stearate (PEG40S). These low CV were indication of monodispersity. Perfluorocarbon micro-
bubbles had a smaller size than air microbubbles due to the lower surface tension that decreased
the retention force, keeping the microbubbles at the pore opening. The stability study showed that

the perfluorocarbon gas greatly increased the lifetime of the microbubbles with a slight increase
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in size of 1.3 after 90 s compared to 2.2 for air microbubbles. Overall, the membrane technique
proved to be an effective, controlled and reproducible method to produce perfluorocarbon mi-
crobubbles at a high rate 0.6-1.5x1071% microbubbles/min. The key factor that determines the
microbubbles formation is the adsorption kinetics of the surfactant at the new gas-liquid inter-

face at the pore opening.

3.3 Introduction

Microbubbles have many potential applications in chemical and food industries, process engi-
neering, water treatment, pharmaceutical and medicine. Due to their small size (typically around
some microns), microbubbles have a very large gas-liquid interface area per unit volume. Micro-
bubbles can thus increase the efficiency of gas-liquid contacting devices, such as bubble columns,
chemical reactors and fermenters [125]. In chemical industries, many gas-liquid reactions are ba-
sed on the dispersion of gas bubbles in a continuous liquid phase to improve both hydrodyna-
mics and mass transfer [179]. In the food industry, the density and texture of products such gel
and cream-based foods can be improved by monodisperse gas microbubbles in these materials
[125]. In wastewater treatments, microbubble aeration can enhance ozone and oxygen gas-liquid
mass transfer [180]. In biomedical applications, microbubbles of 1-10 um in diameter (sized to
flow safely through a patients smallest capillaries) are used as ultrasound contrast agent for ima-
ging, and are also studied for drug, gene and metabolic gas delivery [181, 182, 183, 93]. For these
applications, monodispersity can be essential to improve echographic image quality [184], and
also to limit Ostwald ripening effect by reducing effective Laplace pressure difference between
polydisperse microbubbles, leading to better microbubble stability.

To design these gas-liquid contacting devices, the control of the size and size distribution of mi-
crobubbles generated is very important. To improve the manufacturing process, gases with redu-
ced solubility in water, such as fluorocarbons can be used [185, 186, 187]. Perfluorocarbons gases
reduce the osmotic pressure [21], allowing an increase in the microbubble stability [188, 189] and
presenting a lower surface tension [190]. The shell composition is also a key determinant for mi-
crobubble’s physical properties as well as their acoustic behavior and imaging time. The shell core
serves to prevent gas escaping from the core and avoid microbubbles coalescence [4, 191]. While
for biomedical applications, microbubbles are shelled with phospholipids or albumin [192], so-
luble surfactants are also advisable for the production of microbubbles with perfluorocarbon, as
they are easy to implement due to a rapid adsorption at gas-liquid interface, such as mixture of
sorbitan monostearate Span 60 and polyoxyethylene 40 stearate (PEG40S) in aqueous media to
produce perfluorocarbon-filled microbubbles by sonication [55]. Other possible shell materials
include proteins, and biocompatible polymers such as Pluronic F68 [193].

The main techniques used to generate microbubbles are mechanical agitation or sonication and
microfluidic technologies [62, 93, 127, 187, 194]. In mechanical agitation, the hydrophobic gas
is dispersed within an aqueous surfactant solution by disruption of the interface via high-shear
mixing. Mechanical agitation is highly efficient at generating microbubbles at a high production
rate, however the size distribution is highly polydisperse which requires further fractionation, for

example by centrifugation [189], decantation [195] or flotation under gravity [187]. These methods
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are not ideally adapted for physicochemical investigations [186]. Microfluidic technologies in-
clude flow-focusing [196, 197, 198], T-junctions [103, 199] and electrodynamic atomization [105].
These techniques provide microbubbles with very low polydispersity by a precise control of their
size, however, microbubbles are produced at a very low rate and microchannels tend to clog when
preparing microbubbles smaller than 10 pm. The microfluidic methods are time-consuming [62],

which requires new microfluidic strategies in order to improve the production yield.

A membrane technique is an alternative to generate monodisperse microbubbles. This method
was first proposed by Kukizaki et al. [117, 124, 125, 126, 134]. With this technique, monodisperse
microbubble are produced by pushing air through a Shirasu porous glass (SPG) membrane (Figure
3.1). Air microbubbles were formed at the pore outlets and detached from the membrane by the
shear force exerted by the continuous phase containing surfactant(s) flowing along the surface.
The size and size distribution of the microbubbles depended on several parameters related to the
membrane pore size [134], surface wettability of the SPG membrane [125], symmetry/asymmetry
[126], process parameters such as shear stress [117, 134], transmembrane pressure [134], and sur-
factants in the aqueous phase [124]. SPG membranes have also been used for microbubble ae-
ration in a biofilm reactor for wastewater treatment [180]. Other membranes were used such as
ceramic tubular membranes (PALL, France) to generate air or nitrogen microbubbles in aqueous
or organic phase (water or heptane) for gas-liquid reactors [179]. Other advantages of using the
membrane technique are low energy consumption, simplicity of design, easy scale-up, and repro-
ducibility [109].
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FIGURE 3.1 — Schematic diagram of the membrane process principle where a gaseous phase is
injected into the continuous phase composed of surfactants which stabilized the new interface

In this study, we considered the membrane technique to produce perfluorocarbon microbubbles.
The microbubbles obtained with three different types of surfactants were characterized by their
mean size and size distribution. The influence of the dispersed gaseous phase on microbubble
formation was investigated. In addition, the microbubbles stability with each surfactant was ob-
served. Surface tensions were also measured. The effect of several parameters on microbubbles
characteristics were investigated such as shear stress, transmembrane pressure as well as sur-
factant types in the aqueous phase. In addition, perfluorocarbon microbubbles produced by the

membrane technique versus sonication were compared.
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3.4 Materials and methods

3.4.1 Materials

The gas-liquid dispersion system was composed of perfluorocarbon or air as the dispersed ga-
seous phase and a continuous aqueous phase. Octafluoropropane (C3Fsg) is a hydrophobic gas
(vapor pressure of 792 kPa and water solubility at 25°C of 0.19 mol.m~3) [47] purchased from F2
Chemicals Ltd (Preston, United Kingdom).

Three surfactants were used in this study : an anionic surfactant, sodium dodecyl sulfate (SDS),
and two non-ionic surfactants, Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween 20) and Poly-
oxyethylene (40) stearate (PEG40S) purchased from Sigma Aldrich (France). Ultrapure water was
obtained using a Synergy unit system (Millipore, France) to prepare the aqueous solutions. The
continuous phase was composed of 1.0 wt% surfactant in saline solution at 0.9% of NaCl for pa-
renteral solution, since the microbubble preparation was found to be improved with the addition
of NaCl [162]. Microbubble diameter was found to decrease when surfactant concentration in-
creased, to achieve a minimum diameter for a concentration above the critical micelle concentra-
tion (CMC). Surfactants were therefore used at concentration above CMC to achieve maximum
effect [200].

3.4.2 SPG membranes and membrane module

Hydrophilic tubular SPG membranes were provided by SPG Technology Co. Ltd (Miyazaki, Japan).
The SPG membranes had a length of 125 mm and an inner diameter of 8.3 mm. These membranes
are manufactured by a phase separation process of calcium aluminum borosilicate glass and sub-
sequent acid leaching [117, 201], and have been widely used for production of emulsions and
particles [23, 145]. Membrane with a mean pore size of 1.1, 0.8 and 0.5 pm were used. The mean
pore size data was provided by the manufacturer.

The microstructure of the membranes was observed by scanning electron microscopy (SEM) using
a FEI Quanta 250 FEG microscope at the “Centre Technologique des Microstructures” at the Uni-
versity of Lyon (Villeurbanne, France). A fragment of SPG membrane was deposited on a flat steel
holder. The sample was coated under vacuum by cathodic sputtering with copper. The samples
were observed by SEM under an accelerating voltage of 10 kV. SPG membranes have cylindrical
tortuous pores that form a three-dimensional network (figure 3.2). The membrane porosity is in
the range of 0.53-0.60 [120]. SPG membranes are negatively charged and hydrophilic due to the
presence of hydroxyl groups such as silanol groups on their surface. The dissociation of the silanol

groups gives the negative charge of the SPG membrane surface [124].

3.4.3 Surface tension measurements

The surface tension of surfactant solutions was measured by the pendant drop method using a
Drop Shape Analysis tensiometer model DSA-10 Mk2 (Kriiss). A rising bubble (volume approxi-

mately of 6 pl) of air or C3Fg was formed at the extremity of a needle using a syringe inside a quartz
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FIGURE 3.2 — Scanning electron micrograph of the surface of the hydrophilic SPG membrane with
amean pore diameter of 0.2 pm

cell (10 ml) containing 1.0 wt% of surfactant solution at room temperature. The formation time of
the bubble was about 2s. The system was calibrated using the outer diameter of the needle (outer
diameter of 1.507 mm). The bubble was imaged with a CMOS camera, and its shape was then ex-
tracted by image analysis, and the surface tension, y, was obtained as the best fit of the theoretical

drop shape to the experimental profile [202].

3.4.4 Preparation of microbubbles

3.4.4.1 Probe-type sonication method

Sonication is the most commonly used method for producing microbubbles which involves dis-
persing gas or liquid in a suspension of a suitable coating material using a high intensity ultra-
sound probe. The microbubble samples were prepared according to the method described by
Ando et al. [193] by submitting a 1.0 wt% surfactant solution to brief sonication. The sonicator
(Qsonica Q55 Sonicator, Newtown, USA) was equipped with a 3.2 mm probe and operated at 20
kHz. A surfactant solution of 6 ml was added to a 10 ml vial, and the atmosphere above the solu-
tion in the vial was filled with C3Fg for 5 min. Then, microbubbles were formed by bringing the
probe sonifier tip at around 5 mm below the gas-liquid interface of the solution and sonicating

(amplitude 100%) for 15 s keeping a C3Fg atmosphere above the solution.

3.4.4.2 Membrane process using a cross-flow system

The experimental set-up used for the microbubble formation experiments is shown in Figure 3.3.
In this cross-flow system, the gas was used as the dispersed phase and a solution containing 1.0
wt% surfactant was used as the continuous phase and circulated to create a shear stress at the
membrane surface to detach microbubbles. Before each experiments, the SPG membrane was
placed in the beaker containing the continuous water phase and sonicated for 5 minutes to en-
sure complete membrane wettability. Indeed, Kukizaki et Wada [125] have reported the influence
of the surface wettability on the microbubble formation, and only monodispersed microbubbles

are created with a totally wet membrane characterized by a contact angle, 0, smaller than 45°. The
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membrane was installed inside a cross-flow module of stainless steel supplied by SPG Techno-
logy. The effective length of the membrane was reduced to 105 mm due to sealing rings placed
at both ends of the membrane tube. The new effective membrane area was then 27.4 cm?. Then,
the membrane module was placed horizontally and the continuous phase was circulated inside
the membrane tube using a pump (Quattroflow 1508, Pall, France). Two conditions of shear stress
were tested, corresponding to a fluid pressure of 0.73 Pa (with no rod inside the membrane) and
34.8 Pa (when arod was inserted inside the tubular membrane). The shear stress at the membrane

wall, T, for a tubular membrane with a circular section was calculated using the equation :

_ApVy
R

(3.1)

Tw

where R is the inner radius of the membrane tube (m), p is the dynamic viscosity (Pa.s) and V is

the mean velocity of the continuous phase in the tube (m.s™!).
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FIGURE 3.3 — Experimental set-up to produce microbubbles using a tubular SPG membrane and
to measure their size distribution by laser diffraction particle size analysis

To obtain a high shear stress, a PTFE (polytetrafluorethylene) rod with a diameter of 6.35 mm was
introduced inside the tubular membrane. In this case, the shear stress at the membrane wall, t,,,

was calculated using the following equation :

Ro—-Ry

R2 - R?

2 2 2 1
RZ+RE-——
In(Ry/Ry)

T=4pVy (3.2)

where R; is the rod radius (m) and R; is the inner membrane radius (m) [169]. Under these condi-
tions, the mean velocity of the aqueous phase was 0.75 m.s~! (with no rod inside the membrane)
and 5.18 m.s~! when a rod was inserted inside the tubular membrane.

The gas was introduced on the external side and forced through the microporous membrane. At a
pressure higher than the bubble point pressure, the gas that passed through the membrane gene-
rated microbubbles at the internal surface of the membrane. A pressure regulator (KPR1FRL412A
20000, Swagelok), flowmeter (Model SLA5850S, Brooks instrument) and manometer (PGI-63B-
BG2.5-LASX, Swagelok) were added to the set-up to control the gas pressure. The bubble point
pressure was defined as the minimum transmembrane pressure, AP, needed to generate the first
microbubbles appearing at the membrane surface. The bubble point pressure, Pgp, can be esti-

mated from Young-Laplace equation :
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4ycosH
Ppp =
DP

(3.3)

where y is the equilibrium surface tension at the gas-liquid interface, 0 is the contact angle, and
D, is the mean pore diameter. From this equation, Pgp can be estimated assuming that the contact
angle is zero, due to the large number of hydroxyl groups on the membrane surface, which can be
perfectly wetted by the aqueous phase [117]. The theoretical and measured bubble point pres-
sures for the SPG membranes as function of pore diameter are listed in Table 1. For all expe-
riments, the transmembrane pressure applied was such that the ratio between transmembrane
pressure and bubble point pressure, AP/Pgp, was in the range of 1.1-1.5. The dispersed gas phase

flux, J, was calculated from the volumic flowrate, Q, measured using the flowmeter :

J=—+ (3.4)

where A is the effective membrane area (27.4 cm?).

3.4.5 Characterization of microbubbles

3.4.5.1 Laser diffraction measurement

The size and size distribution of microbubbles were measured using laser diffraction particle size
analysis (Mastersizer 3000, Malvern Instrumentation, France) of a microbubbles sample diluted
in a beaker of 500 ml under agitation at 1500 rpm. The technique is based on the measurement of
the intensity of light scattered as a laser beam passes through a dispersed particulate sample. The
Mie-scattering theory was used to convert light scattering data to microbubble size distribution.
The refractive index was 1.0 for the gas phase [38] and 1.33 for the continuous phase. The micro-
bubble size measurement was the average of three successive laser diffraction runs. The results
were expressed by Dsg, the median diameter.

Two parameters were used to characterize the width of the size distribution, first the span of the
microbubble size distribution, expressed as :

Dgo —Dio

Span = ————— (3.5)
P Dso

where Dgg, D5 and Dy are the diameters corresponding to 90, 50, and 10 nb% on the relative cu-
mulative microbubble size distribution curve, respectively. Then, the polydispersity was charac-
terized by CV (coefficient variation) which is a measure of the standard deviation to D5y expressed
in %, using the equation [62, 103, 177, 178] :

_2ni|Dso—Dj | y
D502 n;
where Dj, is the mean diameter of the class i and n; corresponds to the number of microbubbles

CV 100 (3.6)

of the class i.
To study stability, the microbubbles were collected at the membrane outlet and diluted into a
beaker under agitation by a propeller to disperse homogeneously the MBs suspension. The mi-

crobubble suspension was the circulated in the measurement cell of the Mastersizer instrument
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during 90 s and the size measured every 10 s.

3.4.5.2 Optical microscopy

Immediate observation and recording are important for accurately measuring the size and size
distribution of microbubbles. After producing microbubbles, an aliquot of the dispersion was im-
mediately diluted and added to a Malassez counting chamber (Marienfeld-Superior). The obser-
vations were carried out with a microscope (Leica DM LM, France). A CCD video camera (Leica
MC120 HD) was connected to the microscope to capture images, which were visualized with Leica
Application Suite (LAS EZ) software (Version 3.4.0).

3.5 Results and discussion

3.5.1 Comparison of sonication and membrane technique

Microbubbles were prepared by sonication and the membrane technique using a membrane with
pore size of 1.1 um, AP/Pgp = 1.1 and 1.0 wt% SDS. The bubble size distributions are shown in fi-
gure 3.4. The microbubbles obtained had a mean size and span of D5 : 13.3 um and span : 0.527,
Ds5p: 14.3 ym and span : 1.11 using the membrane technique and sonication, respectively. The mi-
crobubble sizes were in the micrometric range size for both techniques, however, a narrower size
distribution was obtained with the membrane than by sonication, which produced both smaller
and larger bubbles. Figure 3.5 shows MBs obtained by the membrane technique and observed by

optical microscopy just after their preparation.
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FIGURE 3.4 — Comparison of the size of microbubbles generated by sonication and membrane with
a mean pore diameter of 1.1 um. For both experiments, the continuous phase used was 1.0 wt%
SDS in water and the dispersed phase was C3Fg

Several techniques have also been compared by Stride [62] to produce microbubbles stabilized
with L - a - phosphatidylcholine, Tween 80 and Polyethyleneglycol (PEG) 40 stearate : sonication,
coaxial electrohydrodynamic atomization (CEHDA) and T-junction microfluidic. The CV% of mi-

crobubbles obtained were 150%, 38%, and 1%, for sonication, CEHDA and microfluidic, respecti-
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vely. The CV% of microbubbles obtained by the membrane technique was around 17% and the-
refore was between the one obtained with CEHDA and microfluidic device as reported by Stride
[62].

Indeed, the membrane technique can produce microbubbles with a span close to the span of the
SPG membrane pore size distribution, in the range of 0.4-0.6. A similar observation was reported
for the preparation of emulsions with droplet size of several microns by Vladisavljevi¢ et al. [136].
Monodispersed microbubbles can be produced with a membrane of narrow pore size distribu-
tion. However, the microbubbles size distribution depends on several other parameters, like the
aqueous phase composition. Without surfactant, large polydisperse microbubbles were obtained
due to microbubble coalescence at the pore opening by the membrane technique as shown by

Kukizaki [124] or microchannel technique [178].

The yield of microbubbles obtained with the membrane was measured in the range 0.6-1.5x 1010
MBs/min while the one reported by microfluidic techniques was around 2-6x 10*7 MBs/min. Our

results are in agreement with previous studies reporting yields obtained by sonication [127].

Sonication has to be performed carefully in particular by considering the probe size compared to
the vessel size, the position of the probe into the liquid, the frequency, the intensity and the time
of sonication [187]. The membrane technique (environ 10"8 MBs/s) may give a better reproduci-
bility between different operators due to fewer parameters involved. These differences between
these two techniques are due to the mechanisms involved in microbubble formation. Sonication
involves using high intensity ultrasound to produce a suspension of gas microbubbles in a liquid
containing a suitable surfactant or polymer solution which adsorbs on the surfaces of the micro-
bubbles to form a stabilizing coating. With the membrane technique, microbubbles are formed at
the pore openings and can be detached by the continuous flowing aqueous phase. This technique
involves much less energy, and the microbubbles size is controlled in part by the membrane pore

size.

50 pm;

R

FIGURE 3.5 — Immediate observation by optical microscopy of the size distribution of micro-
bubbles generated by the membrane with a mean pore diameter of 1.1 pm. The continuous phase
used was 1.0 wt% SDS in water and the dispersed phase was C3Fg
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3.5.2 Influence of process parameters

Microbubbles are formed in two steps, first microbubbles grow at the pore opening and then de-
tach. The main forces that act on the microbubbles are the surface tension of the continuous
phase, which is responsible for retaining the growing bubble at the pore opening, the static pres-
sure difference force due to the pressure difference between the dispersed phase and the conti-
nuous phase at the membrane surface, and the drag force created by the continuous phase which
detaches the microbubble from the membrane surface [144, 145]. The microbubble size is de-
termined by the balance between these main forces. The surface tension force and the pressure
difference force are opposite to each other.

During microbubble formation, the new interface created must be stabilized by surfactant mo-
lecules. Surfactants play two main roles : first, surfactant molecules adsorb at the new gas-liquid
interface to reduce the surface tension and facilitate microbubble formation. Secondly, surfac-
tants limit microbubble coalescence by stabilizing the newly created interface [144]. The adsorp-
tion kinetics of the surfactant at the gas-liquid interface is therefore a key factor which determines
the microbubble size and size distribution [130]. To characterize the effect of the parameters that
influence the microbubbles characteristics, we used SDS as the surfactant in the aqueous phase.
This surfactant has a fast adsorption kinetics at the gas-liquid interface with a surface tension at

t=0s, Yo, equal to the surface tension at the equilibrium, y.4, (Table 1).

Surfactants | Gas | yo (mN.m™) | yeq (mN.m™') | Pgp(Theo) (Bar) | Pgp(Exp) (Bar)
Ai 2 2 1.1 1.05
DS ir 30 30 0
CsFg 29.5 29.5 1.07 0.98
Tween 20 Air 42.0 37.5 1.36 1.35
CsFg 40.2 36.1 1.31 1.25
PEG40S Air 49.4 47.3 1.72 1.55
CsFg 48.4 46.0 1.67 1.33

TABLEAU 3.1 — Measured values of surface tensions, Yo, at t=0 s, and at the equilibrium, y,.4, bet-
ween gas-liquid interface for surfactant solutions, and the calculated Pgp(Theo) and the observed
Ppp (Exp) values of pression of bubble point with a mean pore size of 1.1 um (Theo : Theoretical
and Exp : Experimental)

3.5.2.1 Influence of the transmembrane pressure

For the three surfactants (SDS, Tween 20, and PEG40S) and the two gases (air and C3Fg), Pgp was
calculated from the Young-Laplace equation (Equation 3.3) and the results are presented in Table
1. For all systems, the measured Pgp values were close to the calculated values which assumed the
contact angle between the membrane and the aqueous continuous phase was equal to zero. This
indicates that the membranes used in this study were wetted correctly by the continuous aqueous
solution. However, we noted a larger difference between theoretical and experimental Pgp values
for the two non-ionic surfactants (Tween 20 and PEG40S). An electrostatic repulsive interaction

exists between the anionic polar groups of the SDS molecules and the membrane surface (nega-
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tively charged). While for non-ionic surfactants, although no strong repulsion exists between the
hydrophilic groups of the molecules and the membrane surface, a surfactant layer covers the hy-
drophilic groups of the membrane. It could be explained by a hydrophilic interaction between the
hydrophilic groups of the surfactant and the surface maintaining the surfactant at the membrane.
This interaction may affect the hydrophilicity of the membrane surface and thus the contact angle
formed between the membrane surface and the water phase. This results in a higher contact angle
value, and therefore to higher theoretical Pgp values than experimental ones. Experimental values
were slightly lower than theoretical values, probably due the presence of larger pores than the
mean pore size of 1.1 pm which was used in the calculations. Indeed, a lower transmembrane
pressure is needed to produce microbubbles through larger pores which is present due to the

span pore size distribution around 0.4-0.6.

We studied the influence of transmembrane pressure on the perfluorocarbon microbubbles for-
mation. For a concentration of 1.0 wt% SDS and with the 1.1 pm pore size membrane, the varia-
tions of microbubbles size, size distribution and dispersed phase flux versus the ratio of AP/Pgp
are shown in Figure 3.6. At AP/Pgp < 1, no microbubbles were observed. Perfluorocarbon mo-
nodispersed microbubbles were generated with the SPG membrane at transmembrane/bubble-

point pressure ratio in the range of 1 < AP/Pgp < 1.5.

For a transmembrane/bubble point pressure ratio of AP/Pgp < 1.5, the gaseous phase flux increa-
sed linearly with the ratio AP/Pgp, while both mean microbubble size and size distribution were
nearly constant (figure 3.6). This observed increase in gaseous phase influx is in agreement with
Darcy’s law, which suggests that the dispersed phase flux increases proportionally to the trans-
membrane pressure. Microbubbles grow until they reach a certain size and then detach at the
pore opening. At these low pressures, the surface tension force dominates other forces and the

microbubble size and size distribution are independent of the transmembrane pressure.

For AP/Pgp > 1.5, the flux, microbubbles size and size distribution increased sharply, indicating
the formation of larger microbubbles with a broad size distribution. This result can be explained

by the static pressure difference force which dominates at these higher pressures.

The range of pressure for which no effect on droplet characteristics was observed was called the
"size-stable zone" [130]. The “size-stable zone” was already observed by Kukizaki et Goto [134] for
air bubbles, for aratio AP/Pgp < 2. For the same surfactant used in our experiments, SDS, Kukizaki
et Goto [134] found that the size-stable zone existed at higher pressure. This can be explained
by the comparison of the difference in surface tension at the equilibrium. Indeed, the surface
tension was 36.5 mN.m ™! in Kukizaki et Goto’s article [134], while in our study, the surface tension
was 29.5 mN.m™! which implies a lower surface tension force for keeping the microbubble at
the pore opening and a thus a faster microbubble detachment. This result was also reported by
Kukizaki et al. [130] for droplets formed with two different concentrations of SDS, for which the
lower interfacial tension presented a size-stable zone which ends at lower pressure.

The dispersed phase flux was 1.28-2.55 x 107> m®m™2s~! at AP/Pgp < 1.5 and for the 1.1 um for
pore size membrane. These values are in agreement with the results of Kukizaki [126] who found 6-
15 x 107° m®m~2s~! for a symmetric SPG membrane with a size pore of 1.58 um. The authors also
showed that the use of asymmetric SPG membranes significantly increased the air flux (around 40

times) when compared to symmetric SPG membranes. The use of asymmetric SPG membranes
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FIGURE 3.6 — Influence of transmembrane/bubble point pressure ratio, AP/Pgp, on the gaseous
phase flux, J, microbubble diameter, D59, and span of the distribution. Experimental conditions :
gaseous phase was C3Fg, mean pore of 1.1 pm, with 1.0 wt% of SDS and a low shear stress

could be also an alternative to increase the production rate of perfluorocarbon microbubbles.

The AP/Pgp = 1.1 seems to be the best ratio to control the microbubble formation. Indeed, a ratio
of 1 would be not necessary to activate a sufficient number of pores to obtain a great yield of
microbubbles and a ratio around 1.4 or 1.5 produced a much higher gaseous flux which could

lead to the loss of control of the microbubble formation.

3.5.2.2 Influence of the wall shear stress

The influence of shear stress of the continuous phase on microbubbles size and size distribu-
tion was measured for membranes with a mean pore size of 1.1 um and AP/Pgp : 1.1 (Figure 3.7).
Perfluorocarbon microbubbles were prepared at two different shear stresses : 0.73 Pa (low shear
stress) with a classical tubular module and 34.8 Pa (high shear stress) with an annular device. The
low shear stress was used to recover the microbubbles at the membrane surface. With the 1.1 uym
pore size membrane, when increasing the wall shear stress from 0.73 to 34.8 Pa, the microbubble
size distribution was the same at 13.3 pm and 13.1 pum, respectively. For both conditions, mono-
dispersed microbubbles were produced with a CV% of 16% at low shear stress and 17% at high
shear stress. However, we observed a better size repeatability at a high shear stress as shown by

the error bars in Figure 3.7.
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The influence of shear stress depends on other parameters like transmembrane pressure and in-
terfacial tension. Vladisavljevi¢ [23] reported that two mechanisms of drop formation are pos-
sible : (1) a shear-controlled detachment as a result of shear stress on the membrane surface and
(2) a spontaneous detachment driven by interfacial tension. For example, Kukizaki [126, 134] ob-
served that when increasing the shear stress, the bubble size decreased to a limit value beyond
which the size was independent of the applied shear stress. Generally, variation in size occur-
red at very low stress values and at high transmembrane pressures. When preparing emulsions,
Vladisavljevi¢ et Schubert [120] showed that at high transmembrane pressures, the droplet size
decreased when increasing the wall shear stress from 0.6 to 47 Pa, while at smaller transmem-
brane pressures, the size decreased very slightly, from 3.5 to 3.4 um, for wall shear stress of 0.55 Pa

and 91 Pa, respectively.
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FIGURE 3.7 — Influence of shear stress, 1, (a) on the microbubble diameter and (b) on the CV%
for membrane mean pore size 1.1 um at experimental conditions : continuous phase 1.0 wt% SDS
in water, gaseous phase C3Fg, and ratio AP/Pgp : 1.1

In our study, the main principle to MBs formation at the tortuous and non-circular pores ope-
nings are driven by the second mechanism where the surface tension force dominates other forces
(shear stress force, transmembrane pressure). In our case, the MBs size is independent on shear
stress as we fixed a low transmembrane flux (AP/Pgp : 1.1). The effect of the wall shear stress de-
pends on the surface tension value. For example, Lepercq-Bost et al. [155] showed that at lower
interfacial tension, the shear stress had a lower effect on the droplet diameter of emulsions gene-
rated by ceramic membranes. Indeed, at a lower surface tension, the force retaining the MBs or
droplets at the pore opening is lower and the microbubble detachment is easier; this could explain
the lower effect of shear stress on the droplet formation. In addition, our results show the same
trend at a lower surface tension (1.0 wt% SDS; y : 29.5 mN.m™!) compared with the higher surface
tension used by Kukizaki et Goto [134] (0.3 wt% SDS; Y : 36.5 mN.m™!) who reported that the size
was dependent on the shear stress. Indeed, the surfactant concentration influences considerably
the surfactant adsorption kinetics and thus the dynamic surface tension [144]. At the higher sur-
factant concentration used in our study, the surface tension force dominated and the drag force
created by the shear stress could not modify the microbubble size.

The mechanisms of microbubble production at low shear stress (0.73 Pa) may be compared to
the ones suggested for spontaneous detachment of air MBs [117]. This detachment is governed by

the surface tension at a low dispersed phase flux as explained above. The adsorption kinetics of
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surfactant from bulk to the new gas-liquid interface is a key parameter in the spontaneous detach-
ment due to the absence of continuous phase flux. In this case, the tortuous pores and irregular
cross-section of the SPG membrane (Figure 3.2) facilitates the generation of the microbubbles. In
addition, the dispersed phase deformation by the non-circular pores leads to the formation of a

neck which may facilitate the MBs detachment, as observed for droplet production [203].

3.5.2.3 Influence of the pore size

Perfluorocarbon microbubbles were prepared with the 0.2, 0.5 and 1.1 um pore size membranes.
The three experiments were realized with a continuous phase containing 1.0 wt% SDS, AP/Pgp :
1.1 and at a low shear stress (0.73 Pa). The mean diameter of the microbubbles obtained is shown
in Figure 3.8. As expected, the microbubble mean size decreased when the membrane pore size
was decreased. We observed a relationship between MBs size and pore size that seems exponen-
tial, but this would have to be confirmed with other pore size membranes. Other studies have
reported linear relations with pore sizes in the range of 1 to 10 pm, where the Dygs/Dpyre ratio
was between 7 and 10 depending of the surfactant used [124, 126]. In our study, we found a ratio of
DwmBs/Dpore around 12 for the 0.5 and 1.1 um pore size membranes, in agreement with a possible
linear relationship. But for the smallest pore size used of 0.2 pm, we found a ratio of 22. This result
may be explained by an initial growth period due to the influx of air dissolved (N, and O») in water
diffusing into the PFC MB [86]. Also the growth caused a decrease of the Laplace pressure, which is
inversely proportional to the MBs radius. The Laplace pressure, 8P, is the main mechanism which
is responsible of the disappearance of a MB, given by the equation :
2Y

sp=21 3.7)
’

where Y is the surface tension and r is the radius of the microbubble. The Laplace pressure is very
high for microbubbles with small size. As a result, the microbubble size distribution changes over
time, with the larger bubbles growing in size and the smaller microbubbles shrinking and then
finally disappearing. This explains the polydisperse distribution, characterized by a coefficient of

variation of 31%, of microbubbles obtained with the 0.2 pm pore size.
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FIGURE 3.8 — Influence of mean pore size (0.2, 0.5 and 1.1 um) on the microbubble diameter, D5,
at experimental conditions : continuous phase 1.0 wt% SDS in water and ratio AP/Pgp : 1.1
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For comparison, when preparing droplets by membrane emulsification, the Dp;opiers/Dpore ratio
was found lower, in the range of 3.1-3.7 [120]. Indeed, the oil droplet diameter decreased when
increasing the dispersed phase viscosity [130]. Therefore, for the same membrane, the oil droplets
size is expected to be lower than the microbubbles size. This results in a Dp;opjers/Dpore ratio

lower than the Dyigs/Dpyre ratio.

3.5.3 Influence of the surfactant type

Perfluorocarbon microbubbles were prepared with different surfactants : SDS, Tween 20, PEG40S
in the continuous phase at 1.0 wt%. The 1.1 um pore size membrane was used, at a low shear
stress (0.75 m.s1), and AP/Pgp : 1.1. Uniform size distributions were obtained with the various
surfactants as shown in Figure 3.9. The smallest size and narrower dispersity were obtained with
SDS, followed by Tween 20 and PEG40S. These results can be related to the equilibrium and dy-
namic surface tension of the various solutions measured by the pendant drop method (Figure
3.10). The three surfactants showed different equilibrium surface tension, the lowest being obtai-
ned with SDS (29.5 mN.m™!), then Tween 20 (36.1 mN.m™!), and the highest with PEG40S (46.0
mN.m™1). As explained previously, at a lower surface tension, the force retaining the microbubble
at the pore opening is lower and the microbubble detachment is easier, resulting in microbubbles

with smaller size and better monodispersity with SDS.

—SDS —>—Tween20 --&--PEG40S
30
Dso: 13.3 pm
CV:16 %
25
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Size Class (um)

FIGURE 3.9 — Influence of the surfactants at a concentration of 1.0 wt% on the microbubble size
distribution. Experimental conditions : gaseous phase was C3Fg, membrane mean pore size 1.1
pm and ratio AP/Pgp : 1.1

In addition, the three surfactants showed different adsorption kinetics, the fastest adsorption ki-
netics being obtained with SDS and the lowest with PEG40S. When a microbubble is formed, the
equilibrium surface tension, Y4, of the surfactant solution is not reached instantaneously. The
surfactant molecules must diffuse at the new interface from the bulk solution, their hydropho-
bic tails directed toward the gaseous phase. For a surfactant with a fast adsorption kinetic, such
as SDS, the surface tension at t=0 s is close to the equilibrium surface tension and the micro-
bubbles detach faster from the membrane surface. This results in microbubbles with smaller size

and better uniformity. Therefore, larger and more polydisperse microbubbles were obtained with
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surfactants having the slowest kinetics (Tween 20 and PEG40S). This result was also observed for
oil droplets produced by membrane emulsification, as reported by Schroder et al. [144] : the faster
a surfactant adsorbs at the new interface, the smaller the droplets produced. In addition, surfac-
tants with faster adsorption kinetics help to reduce the probability of microbubbles coalescing at

the pore opening, which also results in microbubbles with smaller size and better monodispersity.
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FIGURE 3.10 — Surface tension at the gaseous/liquid interface for various surfactants at 1.0 wt%
and air or C3Fg at room temperature (PFC : Perfluorocarbon)

Another parameter that can influence coalescence is the interaction between the hydrophilic
head groups of the surfactant and the membrane surface [124]. The surfactant molecules must
not interact with the membrane surface by electrostatic interactions or Van der Waals forces, as
this could result in a change of the membrane hydrophobicity. In the case of SDS, the presence
of negative charges on the head groups of the SDS molecules and the membrane surface facili-
tates the microbubbles detachment by electrostatic repulsion and improves the size distribution
compared to Tween 20 and PEG40S which do not present negative charges on their head groups.
Overall, surfactants play an important role to produce monodisperse microbubbles by the mem-

brane technique.

3.5.4 Influence of the gaseous phase

Figure 3.10 shows the dynamic surface tension of the bubbles as a function of time for the three
surfactants at 1.0wt%. The decrease of the surface tension corresponds to the progressive adsorp-
tion of surfactant molecules at the gas-water interface until equilibrium. The initial surface ten-
sion value, Y, is around 72 mN.m ™! at the air-water interface and 70.1 mN.m ™! at the perfluorocarbon-
water interface in the absence of surfactant. These values at t=0 s were not measurable in presence
of 1.0wt% surfactant due to rapid adsorption kinetics. The presence of perfluorocarbon in the mi-
crobubbles significantly decreased the interfacial tension at equilibrium, y.4, compared with air.
A higher decrease of the surface tension at equilibrium was observed from 37.5 to 36.1 mN.m™!
for Tween 20 and 47.3 to 46.3 mN.m ™! for PEG40S after 4 min. For SDS, this effect was less pro-

nounced due to the fast adsorption of the surfactant at the gas-liquid interface. As reported by
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Nguyen [190] for phospholipids, the perfluorocarbon gas increased the adsorption kinetic of the
surfactant and decreased the equilibrium surface tension. These authors concluded that perfluo-
rocarbon acts as a cosurfactant at the gas-liquid interface, despite the absence of any amphiphilic
character.

As explained in the previous sections, a lower surface tension allows obtaining smaller micro-
bubbles, by decreasing the retention force which keeps the microbubble at the pore opening and
thus facilitating the microbubble detachment. Indeed, we observed a decrease of the microbubble
size with the use of perfluorocarbon gas compared with air for three surfactants (Figure 3.11). The
decrease of microbubble size was less pronounced with SDS than for the two other surfactants,

due to a smaller decrease of the equilibrium surface tension.
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FIGURE 3.11 - Influence of the gaseous phase on the microbubble size distribution stabilized with
1.0 wt% (a) SDS, (b) Tween 20 and (c) PEG40S. Experimental conditions : membrane mean pore
size 1.1 pm and ratio AP/Pgp : 1.1 (PFC : Perfluorocarbon)

3.5.5 Microbubbles stability

Stability of perfluorocarbon microbubbles stabilized by the three surfactants at 1.0 wt% was mea-
sured during 90 s. The perfluorocarbon microbubbles were prepared with the membrane of pore
size 1.1 um and AP/Pgp : 1.1 (Figure 3.12). Air microbubbles stabilized with SDS and prepared at
the same experimental conditions were also tested. In all cases, the mean size of the microbubbles
increased with time. This increase was less pronounced for perfluorocarbon microbubbles (1.2
for microbubbles stabilized with SDS between t=0 s and t=90 s) compared with air microbubbles
(2.2 times size increase). For the three surfactants tested, the size of the perfluorocarbon micro-

bubbles increased in a similar way, the increase being equal to 1.29 for Tween 20 and 1.33 for
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PEGA40S. Figures 3.12 and 3.13 show two main trends : an increase in microbubble size associated
to a decrease in microbubbles concentration. This is the result of the disappearance of the smaller

microbubbles while the larger microbubbles grow in size.

—— SDS-PFC —e— Tween20-PFC —a— PEGA40S-PFC -+ SDS-Air
35

30

N
wv

N
o

Diameter (um)
=
(9]

=
o

wv

0 20 40 60 80 100
Time (s)

FIGURE 3.12 - Variation of microbubble diameter, D5, as a function of time for various surfactants
with C3Fg or air. Experimental conditions : membrane mean pore size 1.1 pm and ratio AP/Pgp :
1.1 (PFC : Perfluorocarbon)

The variation of microbubbles diameter over time presents two main stages : (1) an initial growth
period, (2) followed by microbubble dissolution. The fast initial growth of the microbubble is due
to the influx of air dissolved in water diffusing into the PFC microbubble [86]. The microbubble
dissolution is mainly related to the Laplace pressure experienced by a gas microbubble, given
by equation 3.7. As gas leaves the microbubble, due to the pressure gradient, the bubble shrinks
and the Laplace pressure increases, which accelerates the rate of gas dissolution and the resulting
bubble shrinkage. The surfactant at the gas/water interface reduces the gas/water surface tension
and thus decreases the Laplace pressure, but does not eliminate it. The rate of bubble shrinkage
as a function of time () resulting from the dissolution of the gas into the bloodstream is predicted
by the equation 3.8 [21, 85] :

A Dl 2 e L (3.8)
dt v 4 'r  /Dyin '
Patm"'a

where L is the Ostwald coefficient, D, is the gas diffusivity in water, y is the surface tension, P4,
is the atmospheric pressure, and P* is the excess pressure [21, 47]. Equation 3.8 predicts that the
inclusion of perfluorocarbon gas with low solubility in water (which gives a low Ostwald coeffi-
cient) increases the lifetime of a microbubble. The Ostwald coefficient is defined as the partition
coefficient of the gas between the gaseous phase and aqueous phase (ratio of the solubility of the
gas in the liquid to the density of the gas). The lower the Ostwald coefficient, the longer the lifetime
of the microbubbles since perfluorocarbon gases (Lc,F, : 583x 10%%; 25°C) are less water-soluble
than the air (Lo, : 31 110x 10*6 and Ly, : 15 880x 1076; 25°C) [201]. The gas diffusion coefficient,
Dy, is inversely proportional to the gas molecules size, which results in a decrease in diffusivity

for C3Fg (188 g.mol_l) compared to air (28.9 g.mol_l).
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The concentration of perfluorocarbon microbubbles stabilized with SDS was constant during 60
s, before decreasing, while the air microbubbles concentration decreased from t=0 s (Figure 3.13).
The mechanism by which larger microbubbles grow in size at the expense of smaller bubbles
is called Ostwald ripening. The dissolution of the gas in the aqueous phase increases as the in-
terfacial curvature increases and then the bubble size decreases quickly. Thus, perfluorocarbon

microbubbles showed a better stability than air microbubbles.

o SDS-PFC  x SDS-Air A Tween20-PFC m PEG40S-PFC

1.0E+07
8.0E+06 ........... L T T, By i
R . i,
[l S e S— L
£ 6.0E406 o
£ L AR
= |
4.0E+06
TN Lo y Arceceen,, 4 ke
- A A, A
§ ...... ; ............ T - T :
XL Weeeeeeeen. s
..................................... Wececoconaand
1.0E+04 X T T— X - * 9 g
0 20 o . ) .
Time (s)

FIGURE 3.13 — Variation of concentration MBs/ml as a function of time for various surfactants
with CgFg or air. Experimental conditions : membrane mean pore size 1.1 pm and ratio AP/Pgp :
1.1 (PFC : Perfluorocarbon)

Another phenomenon occurs at the gas-liquid interface, where the dynamic adsorption and de-
sorption of the surfactant molecules creates short spaces between molecules, facilitating the gas
transfer [88]. In the case of perfluorocarbon microbubbles stabilized with PEG40S, the gas transfer
into the aqueous phase could be increased, due to the low cohesive shell created by steric repul-
sion between the hydrophilic heads of the PEG40S macromolecules. This could explain the faster
decrease of PEG40S perfluorocarbon microbubble concentration.

However, the lifetime of the microbubbles obtained with the surfactants was low compared with
microbubbles stabilized by lipids [189]. These microbubbles could then be used as transiently
stable microbubbles as shown by Dhanaliwala et al. [197], as large microbubbles (19 pm) produ-
ced by microfluidic process were administered in vivo in a mouse and shown to generate a large

acoustic response in both the right and left ventricles.

3.6 Conclusion

In this study, we produced successfully perfluorocarbon microbubbles with the use of tubular SPG
membranes with a 1.1 um pore size and AP/Pgp : 1.1. The microbubbles were generated with a
mean diameter of 13.3, 15.6 and 16.5 um with a narrow size distribution for the three surfactants
SDS, Tween20 and PEG40S, respectively. The effect of transmembrane pressure, shear stress at the
membrane surface due to the water phase flow, and pore size on the microbubbles size was inves-
tigated. The transmembrane pressure, until a threshold of AP/Pgp < 1.5, and shear stress did not

affect the size of the microbubbles which were produced at a high yield (environ 1071° MBs/min).
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As expected, the decrease of the pore size led to a decrease of the microbubble size, but the di-
lution of microbubbles into a beaker before the size measurement by laser diffraction increased
their dissolution which impacted their size and size distribution. This study also showed that the
perfluorocarbon gas decreased the surface tension at the gas-water interface to produce smal-
ler microbubbles compared with air microbubbles and that the hydrophobicity properties of the
perfluorocarbon gas increased the microbubbles stability. The main phenomenon governing the
formation of monodispersed microbubbles by the membrane technique is the adsorption kinetics

of the surfactant at the new gas-liquid interface at the pore opening.
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Préparation de microbulles de PFC
stabilisées par des phospholipides en
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4.1 Introduction

La cinétique d’adsorption de tensioactifs insolubles sur une interface air/liquide présente un in-
térét pour diverses applications, notamment dans la stabilisation de mousses et de microbulles,
la formulation de particules lors du séchage par pulvérisation et la conception de tensioactifs
pulmonaires thérapeutiques [204, 205, 206]. Les phospholipides ont la caractéristique d’étre des
molécules hydrophobes en raison de leurs deux chaines hydrocarbonées. Ils ont une faible solu-
bilité dans I'eau, avec une CMC d’environ 10~1°-107! mol/L. Lorsqu'ils sont mélangés a l’eau, ces
phospholipides s’agregent pour former des vésicules lipidiques stables appelées liposomes. Ces
vésicules sont composées d'une bicouche lipidique contrairement aux micelles.

Les tensioactifs solubles étudiés dans le chapitre précédent présentent un mécanisme d’adsorp-
tion impliquant un transfert de matiere a partir de micelles lorsque des concentrations supé-
rieures a la CMC sont utilisées. Les micelles se dissocient en monomeres au voisinage de l'inter-
face puis s’adsorbent a celle-ci [207, 208]. Il a également été suggéré que les micelles pourraient
s’adsorber directement a I'interface pour former une monocouche [207, 209]. Des mécanismes
semblables a I'adsorption a partir de micelles ont été proposés dans le processus de formation
d’'une monocouche a partir d'une dispersion de vésicules lipidiques (Figure 4.1) [17, 190, 210,
211] : soit I'interface est stabilisée par un mécanisme présentant un échange vésicule-monomere,
ol la molécule libre s’adsorbe; soit par une adsorption directe des vésicules dans laquelle la bi-
couche lipidique s’ouvre pour orienter les molécules, avec les chaines hydrocarbonées en inter-
action avec la phase gazeuse hydrophobe. En raison de la nature insoluble des phospholipides,
les vésicules lipidiques formées sont relativement stables avec une durée de vie beaucoup plus
longue que les micelles. Grace aux fortes interactions hydrophobiques entre les chaines carbo-
nées, la dynamique d’adsorption des liposomes est grandement réduite. En effet, il est attendu
que la libération d'un monomere a partir d'un liposome se produise de maniére plus lente rédui-

sant la cinétique d’adsorption a I'interface.

a)

FIGURE 4.1 - Mécanismes d’adsorption de phospholipides a I'interface, a) adsorption d'un mono-
mere via un échange vésicule-monomere et b) adsorption directe des vésicules a I'interface [17]

Cette étude s’est concentrée sur le développement d'un procédé membranaire pour la prépara-

tion de microbulles stabilisées par des phospholipides afin d’augmenter la durée de vie obtenue
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avec des microbulles stabilisées par des molécules solubles. Le procédé membranaire développé
a une configuration de type microkit. La description de cette configuration ainsi que la procé-
dure de préparation des microbulles sont données dans le paragraphe 2.1.2. Dans cette confi-
guration, le module membranaire était plongé dans un bécher contenant la totalité de la phase
continue. Comme nous avons montré dans le chapitre précédent, la cinétique d’adsorption va
déterminer la taille et la distribution en taille des microbulles. Afin d’accélérer cette dynamique
d’adsorption des phospholipides, deux stratégies ont été adoptées. La premiére a été de modi-
fier la composition de la formulation en ajoutant des tensioactifs et/ou des hydrotropes dans la
phase aqueuse. Les hydrotropes ont une structure similaire a celle des tensioactifs solubles, mais
présentent une partie hydrophobe bien plus courte, ce qui évite leur agrégation sous forme de
micelles. Les tensioactifs et les hydrotropes devraient ainsi aider la formation et la stabilisation
rapide de la nouvelle interface gaz/liquide, permettant dans un second temps leur remplacement
par les phospholipides en raison d’'une dynamique d’adsorption plus lente. La deuxieme straté-
gie a été d’augmenter la température au-dessus de la température de transition de phase (Tm) du
phospholipide utilisé (Tm=41°C pour le DPPG). Dans ces conditions, la structure de la bicouche
lipidique passe de I'état gel, ol les molécules sont ordonnées, a une structure désordonnée et
fluide. Laugmentation de la température a donc pour effet d’avoir en suspension des vésicules
lipidiques plus fluides pouvant générer des vitesses d’adsorption plus rapides en raison d'une di-
minution des interactions hydrophobiques au niveau des chaines hydrocarbonées. Egalement,
I'influence de trois tailles de pores a été étudiée, 0,6, 0,8 et 1,1 pm. Enfin, une premiere étude
acoustique sur la réponse harmonique des microbulles a été menée a I'aide d'une sonde échogra-

phique connectée a un systéme Verasonics Vantage 256 générant les ondes ultrasonores.

4.2 Mesures de tensions superficielles

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés aux tensions superficielles (TS) des phases conti-
nues utilisées, afin de mieux comprendre les résultats obtenus lors de la préparation des micro-
bulles avec le procédé membranaire. En effet, une faible tension superficielle permet la formation
de microbulles plus petites grace a la réduction de la force de rétention qui maintient la micro-
bulle a I'ouverture des pores et facilite ainsi son détachement.

Sur la figure 4.2, nous pouvons observer I'influence de six phases continues sur la tension super-
ficielle a I’équilibre a I'interface avec une bulle de PFC (méthode en 2.3.1). Pour I'étude a 50°C, la
suspension de vésicules lipidiques a été chauffée au-dessus de la Tm (41°C) pour ainsi avoir des
vésicules possédant une structure lipidique fluide au niveau de la bicouche. La courbe grise cor-
respondant a la suspension de vésicules composées uniquement de DPPG, présente une tension
superficielle élevée (environ 57,4 mN/m) qui décroit continuellement au cours du temps sans at-
teindre un équilibre comme observé sur les autres courbes. L'ajout du tensioactif PEG40S dans
la formulation de la phase continue a permis de réduire de 5 mN/m la tension superficielle (52,3
mN/m). Egalement, il est observé que les tensions a I'équilibre diminuent avec 'augmentation de
la température. En effet, pour les températures étudiées (courbes orange : 25°C et bleu clair : 50°C),
les valeurs de tensions superficielles a I’équilibre sont différentes. Une valeur de tension superfi-

cielle a I'équilibre de 45,5 mN/m a été obtenue lorsque les températures étaient supérieures a la
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Tm du DPPG. Dans ces conditions, la valeur de la tension superficielle se rapproche de celle obte-
nue avec une solution contenant uniquement du PEG40S (45,8 mN/m). Egalement, une solution
contenant uniquement un hydrotrope (propylene glycol) présente une faible activité de surface,
puisque la tension superficielle obtenue est de 60 mN/m. Cependant, un équilibre est trés rapide-
ment atteint puisque TSy = TS,4, caractéristique d'une adsorption rapide des molécules a I'inter-
face (courbe verte). Ce phénomeéne semble particulierement intéressant puisqu’il permettra de
rapidement stabiliser la nouvelle interface lors de la production de microbulles et ainsi réduire
la probabilité de coalescence a la sortie des pores de la membrane et donc la polydispersité de
I’échantillon préparé. Lorsque cet hydrotrope est ajouté a un mélange de DPPG :PEG40S (courbe
jaune), la tension superficielle a été réduite a une valeur de 50,5 mN/m. La diminution de la ten-
sion superficielle a I'équilibre dans ces conditions semble encourageante pour la préparation de

microbulles plus petites grace a la réduction de la force de rétention a 'ouverture des pores de la

membrane.
80
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FIGURE 4.2 — Evolution de la tension superficielle en fonction du temps (PG : Propyléne glycol)

La cinétique d’adsorption des molécules présentes dans les phases continues est donnée dans la
figure 4.3. Le temps requis pour atteindre la tension superficielle a I'équilibre a été le plus long
lorsque la phase continue était composée uniquement de DPPG (courbe grise). Les vitesses d’ad-
sorption mesurées a 25°C et 50°C ont été identiques lorsque le mélange de DPPG :PEG40S a été
utilisé (courbes orange et bleu). La structure fluide des bicouches a une température supérieure
a la Tm a eu comme seul effet une réduction de la tension superficielle a 1'équilibre, mais n’a
eu aucune influence sur la vitesse d’adsorption a I'interface. Cependant, le temps requis pour at-
teindre la tension superficielle a I’équilibre a été fortement réduit en présence de propyléne glycol
(courbe jaune). Ces résultats montrent une adsorption plus rapide des molécules en présence du
propylene glycol dans la phase continue. Nous suggérons que cela est dGi a une adsorption rapide
du propylene glycol qui favorise par la suite 'adsorption rapide du mélange DPPG :PEG40S. En

effet, cette adsorption du propylene glycol pourrait créer un milieu favorable a I'interface pour
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faciliter une adsorption rapide.

~——0,5wt%DPPG:P40S a 50°C ~——0,5wt%DPPG:P40S a 25°C
~——0,5wt%DPPG a 25°C 0,5wt%DPPG:P40S_10vol%PG a 25°C
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FIGURE 4.3 — Cinétique d’adsorption de différentes phases continue contenant le phospholipide
DPPG al'interface d'un gaz de PFC

4.3 Influence du PEG40S

Dans cette partie, nous comparons la préparation de microbulles a partir d'une phase continue
contenant uniquement 0,5 wt% DPPG avec une phase continue composée d'un mélange de 0,5
wt% DPPG :PEG40S (rapport molaire 9 :1). Sur la figure 4.4, la formation de macrobulles est ob-
servée a partir de la phase continue contenant seulement du DPPG. Des macrobulles indiquées

par des fleches rouge sont observables en surface.

FIGURE 4.4 — Procédé membranaire en configuration microkit pour la préparation de bulles a par-
tir d'une phase continue contenant seulement du DPPG avec une membrane présentant un dia-
metre de pore de 1,1 um, a) AP/Pgp<1 : aucune microbulle n’est produite, b) et ¢c) AP/Pgp>1: la
pression de gaz exercée est supérieure a la pression de point de bulle. Les fleches rouges indiquent
la formation de macrobulles
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Dans cette configuration, une pression de point de bulle supérieure a été trouvée lorsque une
phase continue contenant uniquement du DPPG était utilisée (Ppg=1,9 bar pour Dyyre= 1,1 um).
Ce résultat était attendu en raison d'une tension superficielle plus élevée avec le DPPG seul.
L'ajout du PEG40S a cette phase continue a réduit la tension superficielle diminuant ainsi la pres-
sion de point de bulle a 1,55 bar pour un méme D,.. Sur la figure 4.5, la formation de micro-
bulles stabilisées par un mélange de DPPG :PEG40S en fonction de la pression peut étre observée
(Dpore=1,1 pm). Lorsqu’un rapport de pression AP/Pgp<1, aucune microbulle n’a été produite,
car la pression de point de bulle n’a pas été atteinte (Figure 4.5 a). Lorsque Ppp est atteinte, une
légere diminution de la pression appliquée a la membrane est observée et les premiéres micro-
bulles apparaissent dans le bécher (Figure 4.5 b). Un rapport AP/Pgp=1,1 a montré étre le meilleur
rapport pour la préparation de microbulles de PFC monodispersées et stabilisées par des tensio-
actifs solubles. Ce ratio a également été fixé afin de produire des microbulles de PFC stabilisées

par les phospholipides, qui opacifient le bécher comme sur la figure 4.5 c).

FIGURE 4.5 — Préparation de microbulles stabilisées par un mélange de 0,5 wt% DPPG :PEG40S
(9 :1) avec une membrane présentant un diametre de pore de 1,1 um, a) AP/Pgp<1 : aucune mi-
crobulle n’est produite, b) AP/Pgp=1 : la pression de point de bulle minimale est atteinte et les
premiere microbulles apparaissent, ¢c) AP/Pgp=1,1 : production de microbulles

Les microbulles de PFC stabilisées par DPPG :PEG40S et préparées avec un Dyore= 1,1 pum, ont
un diametre moyen de 10,9+3,7 um (Figure 4.6 a)). Dans ces conditions, une concentration de
1,85.10"% MBs/mL a été obtenue dans le bécher contenant 80 mL de phase continue. En raison de
la faible densité des microbulles, celle-ci remontent et se concentrent en surface. A I'aide d'une
ampoule a décanter, il est ainsi possible de concentrer I’échantillon en microbulles, en diminuant
le volume de la phase continue et ainsi retrouver une concentration similaire a celle obtenue par
sonication (107 MBs/mL). Comme il peut étre observé sur les images de la figure 4.6 b), la distri-
bution en taille est légerement polydisperse, caractérisée par un coefficient de variation de 34% en
raison de la présence de microbulles de plus grand diametre. Cette polydispersité provient d'une
adsorption plus lente des phospholipides par rapport a I'adsorption de tensioactifs solubles pré-
sentée au chapitre 3, avec lesquels une meilleure monodispersité (CV inférieur a 20%) a été obte-
nue.

Cependant, il peut étre remarqué que la distribution en taille des microbulles de PFC préparées
avec ce procédé membranaire est plus étroite que les microbulles de PFC obtenues par sonication

(Figure 4.7). Effectivement, un coefficient de variation de 110% a été trouvé lors de la préparation
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FIGURE 4.6 — Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par pro-
cédé membranaire utilisant une membrane SPG avec un Djore= 1,1 pm et AP/Pgp=1,1 (0,5 wt%
DPPG :PEG40S). a) graphique représentant le nombre de microbulles en fonction du diameétre a
partir b) des images obtenues par microscopie optique (Objectif x20)

par ce procédé. Cette distribution en taille a été ensuite réduite a un coefficient de variation de
47% suite a une décantation dans laquelle seulement la couche intermédiaire présente entre la
phase continue et la couche de mousse a été prélevée (Figure 4.7 b)). Malgré une meilleure distri-
bution en taille des microbulles de PFC obtenues avec le procédé membranaire, celles-ci restent
relativement grandes et polydisperses pour une injection intraveineuse, pour laquelle des dia-

metres inférieurs a 10pum sont souhaités.

a)

FIGURE 4.7 - Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par sonica-
tion (0,5 wt% DPPG :PEG40S). a) Avant b) Aprés décantation par une ampoule a décanter (Objectif
x20)
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4.4 Influence du diametre des pores

Des microbulles de PFC ont été préparées avec les membranes SPG présentant un diametre de
pores de 0,6, 0,8 et 1,1 um. Les trois expériences ont été réalisées a partir d'une phase continue
contenant un mélange de 0,5 wt% DPPG :PEG40S. Le diametre et la distribution en taille des mi-
crobulles de PFC en fonction des trois diametres de pores sont observés dans la figure 4.8. Pour

0*% MBs/mL. Comme

les trois membranes, il a été généré une concentration moyenne d’environ 1
prévuy, le diamétre moyen des microbulles diminue de 10,9+3,7 um, 9,1+3,38 pum et 8,1+2.98 um
lorsque la taille des pores de la membrane diminue de 1,1, 0,8 et 0,6 um, respectivement. Dans
ces trois conditions, le coefficient de variation obtenu était inférieur a 40%, avec le plus grand
coefficient de variation de 37% atteint avec un diametre de pore de 0,6 pm. Cependant, la dimi-
nution du diametre des pores n’a pas été assez suffisante pour réduire de maniere significative le

diametre des microbulles de PFC pour une injection intraveineuse sans risque.

Doore:1,1 pm Dyore:0,8 um Dyore:0,6 UM

Diameters with eccentricity < 0.5 Diameters with eccentricity < 0.5 Diameters with eccentricity < 0.5

120

Number of MB: Total of 16313
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Number of MB: Total of 1289
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FIGURE 4.8 — Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par procédé
membranaire en fonction de trois diameétres de pore de membranes SPG 1,1; 0,8 et 0,6 pum (0,5 wt%
DPPG :PEG40S)

4.5 Influence de la température

La distribution en taille des microbulles produites a deux températures 25°C et 50°C est donnée
dans la figure 4.9. Comme mentionné précédemment, a une température supérieure a la Tm, la
tension superficielle est plus faible en raison d'une structure plus fluide de la bicouche lipidique.
Cette réduction de la tension superficielle a pour effet de diminuer la force de rétention de la
microbulle a I'ouverture d'un pore et ainsi des microbulles de plus petites tailles devraient étre
générées. A 25°C, nous avons généré des microbulles de PFC présentant un diamétre moyen de
8,1+3,0 um et un coefficient de variation de 37%. Lorsque la phase continue était chauffée a 50°C,
une pression de point de bulle inférieure a été observée et des microbulles de PFC d'un diametre
moyen de 7,6+2,7 um ont été obtenues avec un coefficient de variation de 36%. Contrairement
aux résultats obtenus par la mesure de la tension superficielle, seulement une tres légere dimi-
nution du diametre est observée. En effet, la température élevée peut contribuer a une déstabi-

lisation plus rapide des microbulles de PFC, influencant ainsi le diametre moyen rapporté. Une
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déstabilisation, au niveau de la monocouche a la surface de la microbulle peut étre envisagée, ol
une adsorption/désorption dynamique du phospholipide crée des courtes interfaces non stabili-
sées comme avec les tensioactifs solubles. Il pourrait étre intéressant de développer un systeme
capable de récupérer les microbulles en surface et de refroidir la suspension afin de réduire I'im-

pact de la température sur la stabilité des microbulles produites.

Température 25 °C Température 50 °C

Diameters with eccentricity < 0.5 Diameters with eccentricity < 0.5

Number of MB: Total of 1289
8
Number of MB: Total of 12846
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FIGURE 4.9 — Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC préparées par procédé
membranaire en fonction de la température 25°C et 50°C (0,5 wt% DPPG :PEG40S et D 5r¢=0,6 pum)

4.6 Influence d’hydrotropes

Dans la littérature, il est décrit la préparation de microbulles a partir d'une phase continue com-
posée d'un mélange de phospholipides et d'un mélange de type GPW, constitué de glycérol, pro-
pylene glycol et d’eau [Seger et al. 2016, Farook et al. 2009, Pancholi et al; 2008]. En général, ce
mélange est ajouté dans un rapport de 10% en volume dans la phase continue contenant les
phospholipides. Dans notre étude, I'influence de la présence de GPW dans la phase continue sur
la préparation de microbulles de PFC est donnée dans la figure 4.10. Une tres large dispersité en
taille a été obtenue avec un coefficient de variation élevé de 98% (Dyp=8,14£7,9 um). Cette poly-
dispersité des microbulles de PFC générées peut s’expliquer par une viscosité élevée de la phase
continue en présence de GPW. En effet, le glycérol présente une viscosité 1000 fois plus grande
(1,49 Pa.s) que celle de I'eau pure (1.1073 Pa.s). Kukizaki et al. [117] ont montré gu'une viscosité
élevée de la phase continue retarde le détachement des microbulles, ce qui entraine le passage
d’une plus grande quantité de gaz lors de leur formation. Ainsi, des microbulles plus grosses sont
formées a partir des pores de la membrane. Egalement, un second phénomene pourrait étre une
diminution de la cinétique d’adsorption due a une réduction importante de la diffusion des mo-
lécules a I'interface. Cependant, il peut étre observé sur la figure 4.10 b) et c), la présence de mi-
crobulles trés petites, d'un diametre d’environ 2 pm. Ces nombreuses petites microbulles main-
tenues dans la phase continue, pourraient provenir d'une rapide adsorption des hydrotropes, gly-
cérol et propylene glycol a I'interface. Par la suite, la présence d'une viscosité élevée pourrait aug-
menter leur temps de stabilisation dans la phase continue puisqu’elles sont observables apreés 5
min passées dans la cellule de Malassez.

Dans ce sens, nous avons ainsi retiré le glycérol, trop visqueux, afin de n’ajouter que du propylene
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FIGURE 4.10 — Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une
phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S et 10 vol% GPW. a) objectif x20, b) objectif x40,
c) distribution en taille des microbulles (GPW : Glycérol, Propyléne glycol, eau; Dyore=1,1 um)

glycol dans la phase continue (10 vol% PQG). Les résultats de la préparation de microbulles avec
cette composition sont représentés dans la figure 4.11, ou un diametre moyen de 16,2 pm et un
coefficient de 54% ont été obtenus. Le propylene glycol présente lui aussi une viscosité 56 fois
supérieure (56.10—3 Pa.s) a I'’eau pure. Malgré une potentielle adsorption rapide des hydrotropes
al'interface, la viscosité de la phase continue était encore trop élevée avec cette formulation pour

obtenir des microbulles de PFC monodispersées.

0,5 wt% DPPG:PEG40S et 10 vol% PG
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FIGURE 4.11 - Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une
phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S et 10 vol% PG. a) objectif x20, b) distribution
en taille des microbulles (PG : Propyléne glycol; Dyore=1,1 um)
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4.7 Stabilité des microbulles

L'échantillon choisi pour I'étude de la stabilité des microbulles a été celui préparé avec une phase
continue composée de 0,5 wt% DPPG :PEG40S et un Dj,.=1,1 pm. Cet échantillon a été ajouté

0*8 MBs/mL, un diameétre

dans un flacon saturé en PFC et présentait une concentration de 1,87.1
moyen de 10,9+3,7 um et un coefficient de variation de 34% avant d’étre placé dans un réfrigéra-
teur a 4°C. L'évolution de la distribution en taille apres 7 jours a 4°C est illustrée a la figure 4.12.
Il est constaté que la distribution en taille n’a pas évolué et que les diameétres moyens des mi-
crobulles sont restés constants durant ces 7 jours (10,844 um). Le nombre de microbulles dans
cet échantillon est également resté constant durant la période étudiée (1,87.10*% MBs/mL). Ainsi,
la présence de phospholipides dans la formulation a fortement augmenté la stabilité des micro-

bulles, par rapport aux formulations proposées dans le chapitre précédent.

Diameters with eccentricity < 0.5 Diameters with eccentricity < 0.5

1200

b)

a)‘
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FIGURE 4.12 — a) Observation de la distribution en taille des microbulles de PFC composées d'une
phase continue contenant 0,5 wt% DPPG :PEG40S, b) Observation de la distribution en taille du
méme échantillon aprés avoir été placé pendant 7 jours a 4°C

4.8 Réponse harmonique

Le comportement acoustique des microbulles préparées par un procédé membranaire en ré-
ponse a une impulsion acoustique a été étudié. En effet, une des techniques d'imagerie de contraste
couramment utilisée est'imagerie harmonique qui a pour principal bénéfice de discriminer le si-
gnal acoustique provenant des microbulles des signaux acoustiques provenant des tissus. Les mi-
crobulles sont d’excellents diffuseurs d'ultrasons en raison de leur compressibilité élevée. Dans
un champ ultrasonore, ils agissent comme des systémes résonants, générant une réponse harmo-
nique dans le signal ultrasonore rétrodiffusé. C’est cette réponse harmonique qui est ensuite ex-
ploitée pour 'amélioration de 'imagerie par contraste afin de distinguer ’agent de contraste des
tissus environnants. En fonction de la pression acoustique appliquée, les vibrations de la micro-
bulle seront soit linéaires, soit non linéaires. Pour de faibles pressions acoustiques, la microbulle
oscille linéairement par rapport a 'amplitude du champ de pression appliqué. Lorsque des am-

plitudes supérieures sont appliquées, la vibration des microbulles devient non linéaire, due a la
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différence entre la dilatation et la compressibilité de la bulle. Le comportement non linéaire qui
en résulte est I'apparition d’harmoniques d’ordre 2. En effet, les fréquences dites “harmoniques”
sont des multiples de la fréquence fondamentale. Il suffit ensuite de filtrer, lors de la réception du
signal, la fréquence fondamentale inférieure pour ne retenir que la fréquence harmonique pour
construire une imagerie dite « harmonique ». En général, c’est la fréquence double de la fréquence

d’émission, aussi appelée 2"%¢ harmonique, qui est exploitée en échographie.

Dans notre étude, une sonde échographique placée a la surface dans un bécher rempli d’eau ma-
térialisant le fluide sanguin, a généré des ondes ultrasonores a une fréquence fondamentale de 5
MHz (méthode décrite dans le paragraphe 2.4.2). Deux conditions ont été testées, en absence et
en présence de microbulles préparées par le procédé membranaire et présentant un diametre de
8,14+2,98 um et un coefficient de variation de 37%. Un premier tir a une pression acoustique de 16
Volts a été réalisé dans un bécher ne contenant que de '’eau (Figure 4.13 a)). En absence de mi-
crobulles, aucune réponse harmonique n’est visible, le milieu ne répond pas, ou trés faiblement,
dii au fond du bécher qui réfléchit les ondes ultrasonores, tandis qu’en présence des microbulles
en suspension dans le bécher (Figure 4.13 b)), nous observons une réponse des microbulles a la
fréquence fondamentale et une réponse a la seconde harmonique (fleche rouge). Ces résultats
confirment ainsi la génération d’harmoniques par nos microbulles, et ainsi leur potentiel pour

une utilisation en tant qu’ACUs.

a) " b)

Amplitude spectrale (unité arbitraire)
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FIGURE 4.13 — Comparaison des réponses harmoniques dans un bécher rempli d’eau a) en ab-
sence, b) en présence de microbulles avec une pression acoustique de 16 Volts et une fréquence
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4.9 Conclusion

Cette étude reporte pour la premiére fois la préparation de microbulles de PFC stabilisées par des
phospholipides par émulsification membranaire. En raison de la faible cinétique d’adsorption et
de la tension superficielle élevée qui ont été mesurées avec ces molécules hydrophobes, diverses
stratégies ont été mises en place afin d’obtenir un échantillon de microbulles comportant des
caractéristiques intéressantes pour une application médicale. Ainsi, le procédé membranaire dé-
veloppé au laboratoire dans une configuration microkit a permis de produire des microbulles sta-
bilisées par un mélange de 0,5 wt% DPPG :P40S (rapport molaire 9 :1). Dans cette configuration
d’émulsification, un diametre moyen de microbulles compris entre 8,11 et 10,9 um en fonction
du diameétre de pore a été obtenu. Cependant, une distribution en taille trop large a été observée
pour ces préparations (CV: 34-37%). Une augmentation de la température et I'ajout d"hydrotropes
comme le propyléne glycol et le glycérol dans la phase continue n’ont pas permis d’optimiser la
formation de microbulle plus petites et monodisperses. En effet, 'augmentation de la tempéra-
ture de la phase continue a montré une diminution de la tension superficielle ayant pour effet de
diminuer la force de rétention a la membrane et ainsi la réduction du diametre des microbulles.
Cependant, cette augmentation de la température a pu avoir un effet inverse, en augmentant les
phénomenes de déstabilisation des microbulles puisqu’aucune différence n’a été observée entre
une préparation a 25°C et une préparation a 50°C. La présence d’hydrotropes dans la phase conti-
nue semblait étre une stratégie intéressante pour une stabilisation rapide de la nouvelle interface
avec le gaz réduisant le diametre et la polydispersité par diminution des phénomenes de coales-
cence a la surface de la membrane. Néanmoins, I'addition de ces hydrotropes dans les concen-
trations utilisées a fortement augmenté la viscosité des phases continues. Comme décrit dans
la littérature, le diametre moyen des microbulles augmente avec 'augmentation de la viscosité
de la phase continue. Ainsi, il peut étre supposé que la viscosité élevée a retardé le détachement
des microbulles mais aussi a diminué la diffusion des molécules pour s’adsorber rapidement a
I'interface, résultant en un échantillon de microbulles de PFC polydispersées. Une étude appro-
fondie avec des concentrations moins élevées en hydrotrope, ou bien avec des hydrotropes qui
n‘augmentent pas la viscosité, pourrait étre un axe de recherche intéressant pour la préparation
de microbulles avec ce procédé membranaire.

Pour conclure, nous avons préparé des microbulles avec une taille légéerement plus grande que la
taille préconisée pour une injection intraveineuse, néanmoins cette étude a montré une durée de
vie plus longue lorsque les microbulles sont stabilisées avec un mélange de DPPG :PEG40S et une
réponse harmonique suffisante pour leur détection par une sonde échographique, montrant leur

réel intérét en tant qu'ACU.
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5.1 Préambule

Ce travail a pu étre mis en place grace a I'acquisition d'une pompe haute pression par le labora-
toire, nous permettant ainsi d’explorer la seconde configuration possible avec les procédés mem-
branaires : I'émulsification membranaire par prémix. Les principaux parametres étudiés dans ce
chapitre pour déterminer leur influence sur la formation de gouttelettes sont les parametres du
procédé, de la membrane et de la formulation.

Cette étude reporte pour la premiére fois la préparation par procédé membranaire de microgout-
telettes de PFC monodispersées qui sous I'influence d'une pression acoustique seuil, ont la capa-
cité de se vaporiser en microbulles.

Ces travaux ont fait 'objet d'une publication intitulée « Preparation of perfluorocarbon emulsions
by premix membrane emulsification for acoustic droplet vaporization in biomedical applications

», soumise en octobre 2018 dans le Journal of Materials Chemistry B.

5.2 Abstract

Perfluorocarbon (PFC) droplets are used in acoustic droplet vaporization (ADV), a phenomenon
where droplets vaporize into gas microbubbles under exposure to ultrasound. Monodispersed
droplets are required to achieve the highest vaporization efficiency when applying acoustic pres-
sure. In this study, we present a novel process to manufacture PFC droplets, and report their func-
tionality for ADV. Premix membrane emulsification (PME) was investigated to produce monodis-
persed PFC emulsions at moderate pressure with Shirasu Porous Glass (SPG) membranes. With a
1.1 um pore size membrane, perfluorohexane (PFHex) droplets were obtained with a mean size
of 1.51 um and a sharp distribution (CV and span respectively of 20% and 0.6). The droplet size
was found to decrease linearly when decreasing the membrane pore size, and to decrease slightly
with the flow rate. The addition of a medium-chain triglyceride (MCT) oil to PFC in the disper-
sed phase (50/50 vol%) allowed to decrease the resulting pressure required to push the premix
emulsion through the membrane. Vaporization of the PFC emulsions was obtained using an ima-
ging ultrasound transducer, and the ADV thresholds were quantified. Monodispersed ADV dro-
plets showed a more homogeneous vaporization with an uniform response in the focal region of
the transducer, while polydispersed droplets had a more diffuse response outside the focal region
due to the presence of large droplets. The ADV threshold of PFHex droplets was found to increase
with the droplet diameter, the bulk fluid temperature, the boiling temperature of PFC, and the

presence of an oil layer surrounding the PFC core.

5.3 Introduction

In acoustic droplet vaporization (ADV), an emulsion is converted into gas bubbles upon exposure
to energy ultrasound beyond a vaporization threshold (Figure 1.10) [40, 41]. Upon ultrasound ex-
posure above the ADV threshold, gas nucleation and/or cavitation are initiated and trigger the

phase transition. Ultrasounds serve as a remote detonator to trigger the vaporization of the dro-
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plets in a controllable, non-invasive and also localized manner [82]. These emulsions usually
consist of surfactant stabilized droplets with a perfluorocarbon (PFC) liquid such as perfluoro-
pentane (PFP, Cs5F;2, 29°C boiling point), perfluorohexane (PFHex, CgF14, 56°C boiling point) or
perfluoroheptane (PFHep, C;F;6, 80°C boiling point). PFC droplets are interesting alternatives to
microbubbles, for both imaging and drug delivery applications, as they are more stable and can

circulate longer in the bloodstream before vaporization [40, 212].

With droplets in the micron and sub-micron range, the Laplace pressure exerted on the PFC li-
quid core is increased, enabling small droplets to be maintained a liquid form even above their
vaporization temperature, such as physiological body temperature (37°C) [82, 213]. After vapori-
zation, the gas bubbles formed are approximately 5 times larger in diameter than the initial dro-
plets [40, 81]. The expansion ratio decreases with decreasing droplet size because of increased
Laplace pressure, which is an inverse function of droplet radius. During ADV, the PFC liquid is

converted into a gas in a nanosecond timeframe [28].

These droplets can be selectively vaporized into highly echogenic gas bubbles, with numerous
applications to diagnosis and therapy [65]. One of the most well studied applications of ADV is
embolotherapy which enables vessel occlusion to limit blood flow in a specific tissue [69, 76]. This
technique has been proposed to treat renal carcinoma and to reduce blood supply for hypervas-
cular tumors [82]. A second application of ADV agents is drug delivery, where encapsulated drugs
are released specifically to the disease site while minimizing systemic effects [83, 214, 215]. Other
approaches include the use of droplets functionalized with molecular ligands to target specific

cells, combining mechanical cell destruction with drug delivery [77].

The size and size distribution of ADV droplets is an important factor in determining the vaporiza-
tion threshold as larger droplets require less energy to vaporize than smaller ones [82, 216]. Also,
in a polydisperse sample, the vaporization of larger droplets at lower energies could influence the
ADV threshold of the smaller droplets. Monodispersed droplets can use the lowest acoustic pres-
sure possible for vaporization, since all droplets respond similarly, therefore achieving the highest
vaporization efficiency at the lowest acoustic pressure [69]. In addition, for embolotherapy with
ADV agents, monodispersed droplets are needed to target a specific vascular diameter while not
affecting other vessels [82], and to avoid undesirable occlusion of vessels. When using ADV to en-
hance contrast in ultrasound imaging, the level of acoustic enhancement varies with droplet size
[217].

Conventional methods for producing PFC droplets include sonication [95, 218] and high-speed
mechanical agitation [42, 73, 219] of the liquid PFC and the surfactant aqueous solution. These
methods typically result in polydispersed droplet populations, sometimes requiring filtrations to
reduce the size polydispersity [73, 74]. Precise size control of ADV droplets can be achieved by
using microfluidic techniques. For example, Martz et al. 2011 produced monodispersed liquid
PFP droplets with smallest sizes around 7-20 pum through the use of a microfluidic device with
flow focusing technology. Simons et al. [217] prepared monodispersed PFHex emulsions with size
of 4 and 12 pm using photolithographic microsieves. The emulsions obtained enhanced echoge-
nicity and the acoustic enhancement varied with the droplet size. However, microfluidic methods
are limited by low production rates, where nearly 3 hours are necessary to manufacture 1x10*9

droplets, which is an order of magnitude below what is achieved in a few minutes with the me-
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chanical agitation method [69, 220].

Membrane emulsification has emerged as an alternative technique to produce emulsions [23, 145]
and microbubbles [124, 221] with controlled size. Two main configurations are used : direct mem-
brane emulsification (DME) and premix membrane emulsification (PME). For the preparation of
Oil/Water emulsions by DME, the dispersed phase (oil) is pushed through the membrane pores
and the droplets formed at the pore outlets detached in a crossflowing or stirring continuous
phase. In PME, a coarse emulsion (premix) is first prepared before being pushed through the
membrane pores [23, 149]. Smaller droplets are formed by break-up oflarger droplets in the mem-
brane due to the shear stress at the pore walls. Higher flow rates are obtained in PME than DME,
which is particularly attractive for the preparation of emulsions at large scales. Other advantages
of PME over DME are the simplicity of the set-up and the easiest cleaning of the membrane. With
PME, Oil/Water emulsions were obtained at high flow rates (up to 200 mL/min) and with Shirasu
Porous Glass (SPG) membranes of pores down to 0.2 um [171].

In this study, we report for the first time the preparation of emulsions for ADV by PME with SPG
membranes. The experimental set-up developed previously [171] was used to produce monodis-
persed emulsions with formulations suitable for ADV. The set-up included a high pressure syringe
pump connected to a SPG membrane module working at pressures up to 60 bar and flow rate of
200 mL/min. The effect of several parameters on the resulting pressure (AP,) and the droplet size
was investigated : process parameters (flow rate and membrane pore size) and formulation (the
dispersed phase type). In a second part, these emulsions were characterized and tested for ADV. To
summarize, we evaluated the feasibility of producing monodispersed ADV agents by membrane
emulsification and measured the influence of formulation and acoustical parameters on the ADV
threshold.

5.4 Experimental

5.4.1 Materials

Liquid PFHex and PFHep were purchased from Sigma Aldrich (France). The density of perfluoro-
carbon liquids are 1.68 g.cm™ for PFHex and 1.72 g.cm™ for PFHep. The oil phase Labrafac - Ca-
prylic Capric Medium Chain Triglycerides (MCT oil) was purchased from Gattefossé (Saint-Priest,
France) and has a density of 0.93-0.96 g.cm 3. The surfactants Polyoxyethylene (20) sorbitan mo-
nolaurate (Tween 20) and Polyoxyethylene (40) stearate (PEG40S) were purchased from Sigma

Aldrich (France). Ultrapure water was obtained using a Synergy unit system (Millipore, France).

5.4.2 SPG membranes and membrane module

Hydrophilic SPG membranes were purchased from SPG Technology Co. Ltd (Miyazaki, Japan). The
tubular SPG membranes have a length of 125 mm and an inner diameter of 8.3 mm. These mem-
branes are manufactured by a phase separation process of calcium aluminum borosilicate glass
and subsequent acid leaching [117, 201] and have been widely used for production of emulsions

and particles [23, 145]. Membranes with mean pore size of 3.1, 1.1 and 0.8 um were investigated;
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the mean pore size data are given by the manufacturer. In most experiments, the mean pore size
used was 1.1 pm.

The microstructure of the SPG membranes was observed by scanning electron microscopy (SEM)
using a FEI Quanta 250 FEG microscope at the “Centre Technologique des Microstructures” at the
University Lyon 1 (Villeurbanne, France). A fragment of the SPG membrane was deposited on a
flat steel holder. The sample was coated under vacuum by cathodic sputtering with copper. The
samples were observed by SEM under an accelerating voltage of 10 kV. SPG membranes have in-
terconnected and cylindrical tortuous pores that form a three-dimensional network (Figure 5.1).
The range of membrane porosity is 0.53-0.60 [120]. The SPG membrane surface is negatively char-
ged and hydrophilic due to the presence of hydroxyl groups such as silanol groups. The dissocia-
tion of the silanol groups gives the negative charge of the SPG membrane surface [124].

The membrane was installed inside a cross-flow module in stainless steel supplied by SPG Tech-
nology and connected to a high pressure pump. The effective length of the membrane was re-
duced to 105 mm due to sealing rings placed at both ends of the membrane tube. The effective

membrane area was then 27.4 cm?.

5.4.3 Experimental set-up and procedure

The experimental set-up used for the preparation of emulsions by PME was developed in our
laboratory and is shown in Figure 5.1. The set-up included a high pressure single cylinder pump
BTSP 500-5 (Floxlab, Nanterre, France) connected to the SPG membrane module. The pump is
composed of a motor-driven piston and is used to push the premix from a storage tank of 500
ml through the membrane pores. The flow rate, pressure and volume injected are recorded every
second by a computer. Before each experiment, to ensure that the membrane had been cleaned
properly, the hydrodynamic resistance to water (R;;) was measured and compared to the value

obtained with an unused membrane.

5.4.4 Preparation of emulsions

The monodispersed emulsions stabilized with Tween 20 and PEG40S were obtained by PME in two
steps : first, by preparing a premix, and then by passing this premix through the SPG membrane
pores.

Premix preparation : The continuous phase was composed of 2.0wt% Tween20 :PEG40S at a molar
ratio of 9 :1 in water. Four dispersed phases were tested : PFHex, PFHep, MCT oil and a mixture
of PFHex and MCT oil (50/50 vol%). The premix emulsion was obtained by emulsification of 10
vol% of dispersed phase in the continuous phase. For that, the dispersed phase was added into the
continuous phase and then mixed by a rotor stator homogenizer (T50 digital Ultra-turrax, S25N-
18G, Ika) at 8000 rpm for 1 min. The beaker containing the premix was placed into an ice bath
to avoid the evaporation of PFC caused by the temperature increase created by the ultra-turrax
device.

Preparation of monodispersed emulsions : The SPG membrane was placed inside the membrane

module, and the module connected to the syringe pump. The premix was then introduced into
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the syringe pump tank at a flow rate of 50 ml.min~'. In most experiments, the premix was injec-
ted through the membrane pores at a flow rate of 200 ml.min~'. The monodispersed emulsion

obtained was collected into a beaker placed under the membrane module.

In this study, we investigated the influence of process parameters (flow rate and membrane pore

size) and formulation parameters (dispersed phase type) on the droplet size and on the pressure
generated by the pump through the membrane pores.

Step 1 Premix Step 2
8000 rpm -1 min Membrane emulsification
Ice bath

—_—

— Premix emulsion = ----- Pore size of 1.1 pm

25

20

—
W

Density volume %
—
=)

0

0.1 1 o — 10 100

FIGURE 5.1 — Experimental set-up of premix membrane emulsification with a high pressure syringe
pump and SPG membrane (top). Perfluorocarbon droplet size distribution of the premix emulsion
obtained by ultra turrax and monodisperse emulsion obtained by premix membrane emulsifica-

tion with a membrane pore size of 1.1 um at 200 mL/min. Observation by optical microscopy of
both emulsions with a optical objective (40x) (bottom)
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5.4.5 Physical characterization

5.4.5.1 Laser diffraction measurement

The diameter and size distribution of droplets were measured using laser diffraction measure-
ment (Mastersizer 3000, Malvern Instrumentation, France). The technique is based on the mea-
surement of the intensity of light scattered as a laser beam passes through a dispersed particulate
sample. The Mie-scattering theory was used to convert light scattering data to droplet size dis-
tribution. The refractive index of the dispersed phase was 1.2515 for PFHex, 1.265 for PFHep and
1.445 for MCT oil. The aqueous continuous phase had refractive index of 1.33. The results were
expressed by D5, the diameter corresponding to 50 vol% on the relative cumulative size distribu-
tion curve. Two parameters were used to characterize the width of the size distribution, first, the
span of the droplet size distribution, expressed as :

Span = M (5.1)

Dso

where Dgg and D¢ are the diameters corresponding to 90 and 10 vol% on the relative cumulative
droplet size distribution curve, respectively. Then, the polydispersity was characterized using the

equation :

_ > n;i|Dso—D;| y
Dso X n;

where Dj, is the mean diameter of class i and n; the number of microbubbles in class i.

CvV 100 (5.2)

All measurements have been done in triplicate; the values reported were the average of the three

measurements.

5.4.5.2 Optical characterization

For emulsions with the mix PFHex and MCT oil (50/50 vol%) as dispersed phase, optical micro-
scopy was used to determine how the two phases were separated inside the droplets. For that, the
orange 3G dye was solubilized into the MCT oil prior to droplets formation. After preparation of
the emulsion, an aliquot of the emulsion was diluted and added to a Malassez counting chamber
(Marienfeld-Superior) to observe the droplets by optical microscopy.

The observations were carried out with a microscope (Leica DM LM, France). A CCD video camera
(Leica MC120 HD) was connected to the microscope to capture images, which were visualized
with Leica Application Suite (LAS EZ) software (Version 3.4.0).

5.4.6 Interfacial surface measurement

The interfacial tensions of surfactant solutions with various dispersed phases were measured
by the pendant drop method using a Drop Shape Analysis tensiometer model 100 DSA-10 Mk2
(Kriiss). A rising droplet (volume approximately of 5 pl) of PFC or oil (24 pl) was formed at the
extremity of a needle using a syringe inside a quartz cell (10 ml) containing 2.0wt% of surfactant

solution at room temperature. The formation time of the droplet was about 1 s. The system was
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calibrated using the outer diameter of the needle (1.507 mm). The shape of the droplet was imaged
with a CMOS camera and extracted by image analysis, and the interfacial tension was obtained as

the best fit of the theoretical drop shape to the experimental profile.

5.4.7 Acoustical characterization

5.4.7.1 Acoustical device

All vaporization experiments were performed in a beaker of 200 ml containing water and a sus-
pension of droplets (10*1° Droplets/ml) diluted at 1/10. The solution was heated and maintai-
ned at 37°C, unless otherwise noted. The suspension was exposed to acoustic pulses emitted by
a 7.813 MHz single-element transducer (Linear probe model L12-3V, 192 elements linear array,
Verasonics, Kirkland WA, USA). The emitting surface of the probe was placed 1 cm below the wa-
ter surface. The probe was connected to and driven by a Vantage system 256 (Verasonics, Kirkland
WA, USA). Pulses were emitted using a beamforming sequence, in burst mode, 10 cycles per burst,
at a pulse-repetition frequencies (PRF) of 1 kHz, for a total exposure time of 3 s. The suspension
was stirred by magnetic agitation to ensure homogenization of the droplets distribution in the
solution, as the droplets tend to accumulate at the bottom of the beaker because of their larger
density than water. Incident acoustic pressure was increased between two successive sonication
sequences, by increasing the voltage delivered to the imaging probe. To assess the formation of
gas microbubbles from liquid droplets when the pressure reached the ADV threshold, B-mode
imaging was performed in real time to detect the increase of echogenicity of the newly genera-
ted microbubbles. Gas microbubbles are hyper-echogenic because of the difference in acoustic

impedance between droplets and bubbles in the water phase.

5.4.7.2 Determination of the vaporization threshold

The ADV threshold was determined using a methodology similar to that previously described by
Kripfgans et al. [41] and Fabiilli et al. [42]. The recorded B-mode images were analyzed by Image]
and converted to grayscale. For each vaporization measurement, a rectangular region of interest
(ROI) 40 mm large by 5 mm depth (32132 px?), centered on the natural focus of the probe was
selected. The mean echo amplitude (MEA) over the ROI was calculated as the sum of the gray
values of all the pixels of the ROI divided by the number of pixel and was obtained by the equation :

1 M
MEA(n) = —MZ A, ) (5.3)

||Mz

where A is the signal at pixel (i,j) for frame number (n) that has dimensions M by N. Then, the
relative echo amplitude (REA) was calculated as the difference between MEA (X) after and MEA

(0) before acoustic pulse.

REA = MEA(X) — MEA(0) (5.4)

An absence of change in REA between two successive sonications is indicative of the absence of

droplets vaporization, while an increase of the echogenicity is characteristic of droplet vapori-
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zation. The resulting REA and its standard deviation were plotted as a function of the electrical
voltage used to drive the emission by the ultrasound probe. The threshold vaporization was de-

termined as the intersection of the baseline and the linear fit of the increase of echogenicity.

5.5 Results and discussion

5.5.1 Influence of process parameters

In this section, we investigated the influence of membrane pore size, flow rate and dispersed
phase type on the resulting pressure and droplet size. The resulting pressure (A P,) is the pres-
sure required at constant flow rate to pass the premix emulsion through the membrane pores,

and is the sum of three pressures [149, 171] :

AP, :APpipe+Apflow+APdisruption (5.5)

where the pipe pressure, AP ;. is the pressure required to pass the premix through the pipe
connecting the high pressure syringe pump to the membrane device. It increases with emul-
sion viscosity and flow rate. In our experimental conditions with emulsions of relative low visco-
sity, APp;pe is low compared to the flow pressure,AP r;,,, and disruption pressure, AP ;s uprion-
AP f10y is the pressure required for overcoming the flow resistance through the membrane pores;
like APy ;pe, it increases with emulsion viscosity and flow rate. Lastly, AP ;5 uprion is the pressure
required to deform and break-up large droplets into smaller ones [121, 149].

As detailed in Materials and Methods, 2 wt% of surfactant were used in the aqueous continuous
phase as alow amount of surfactant would be preferred for future in vivo use of the droplets. The
droplet size of the premix emulsion was between 10 and 20 pm (D5 : 16 pm) with a large size
distribution (span : 1.46 and CV : 41%). After being passed through the 1.1 um membrane, the
droplet size of the coarse emulsion was reduced to 1.51 pm and the size distribution was much
sharper with a CV of 20% and a span of 0.6 (Figure 5.1). Only one pass through the SPG membrane
was necessary to produce monodispersed droplets, thanks to the membrane thickness (1 mm),
the highly interconnected and tortuosity of pores that break-up the droplets [115, 149]. The span
of the droplets was in the range of that of the SPG membrane pore size distribution (0.4-0.6) [23].

Overall, these droplet size and size distribution were suitable for ADV applications.

5.5.1.1 Effect of membrane pore size

The influence of membrane pore size on droplet size and resulting pressure was investigated
with the 3.1, 1.1 and 0.8 um pore size membranes. The droplet size was found to decrease with
the membrane pore size, being equal to 4.41, 1.51 and 1.19 um, respectively (Figure 5.2). The-
refore, the droplet size, Dgropier Was a linear function of the membrane pore size, Djore, with
Daropiet/Dpore : 1.42 and R?:0.99 (Figure 5.2). Similar results have been reported for other emul-
sions obtained by PME with D gopier/Dpore in the range of 1.0-1.5 [23, 171], this ratio is lower than
those reported in DME, for example 3 [23]. The CV and span were not impacted by the membrane
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pore size, and were respectively equal to 0.6 and 20%, indicating a rather homogeneous droplet

size distribution.

--------- Pore size of 0.8 pm -----Pore size of 1.1 pm - - -Pore size of 3.1 pm
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FIGURE 5.2 - Perfluorocarbon droplet size distribution (top), droplet size and resulting pressure
(bottom) of monodisperse emulsions obtained at different pore sizes 3.1, 1.1 and 0.8 pm by mem-
brane emulsification at 200 mL/min (top)

In addition, the resulting pressure was found to increase with a decrease in membrane pore size
(Figure 5.2). This drastic increase of the resulting pressure is caused by the increase of AP f;,,, be-
cause of the increase of membrane resistance with smaller pores and of AP;;; caused by the force
necessary to fractionate smaller droplets into smaller pores. For the 0.8 pm pore size membrane,
the resulting pressure was equal to 53.8 bars. We tried to use even smaller pores, with a 0.6 um
membrane. But even at 60 bars and low flow rates (down to 10 mL/min), the premix could not be

forced through the pores, and the membrane was eventually damaged.

5.5.1.2 Effect of flow rate

The effect of flow rate on MCT oil droplet size and resulting pressure is shown in Figure 5.3. Flow
rates between 10 and 200 mL/min were investigated. The droplet size decreased slightly with in-
creased flow rate, from 1.49 um to 1.38 pum at 10 and 200 mL/min, respectively. Indeed, a higher
flow rate leads to a higher wall shear stress into the membrane pores, that facilitates droplet dis-

ruption. The wall shear stress is given by the following equation :
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_ 8neJ¢
Twp = eD,

(5.6)

where, 1 is the viscosity of the emulsion, J is the transmembrane flux, ¢ is the pore tortuosity, €
is the membrane porosity and D, is the pore diameter. The CV and span also decreased slightly
when increasing the flow rate, and thus the wall shear stress.
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FIGURE 5.3 — Effet of flow rate on the droplet size distribution (top) and the resulting pressure
(bottom) for the preparation of MCT oil droplets by premix emulsification with membranne of 1.1
pm pore size, for flow rates of 10, 50, 100, 200 ml/min

The resulting pressure for the preparation of monodispersed droplets is shown in Figure 5.3. At hi-
gher flow rates, the pressure increase was proportional to the flow rate [121, 149] as expected from
Darcy’s law. The main advantage of working at high flow rate is to produce emulsions at high rate.
In PME, high flow rates can be set, without negative effects on droplet size and size distribution,
even if lower surfactant concentrations are used. Indeed, the yield obtained for PME were 10713
Droplets/min compared to 1-10x 10*® Droplets/min with microfluidic device which is a major li-
mitation of this method [69, 220]. Furthermore, larger volumes can be manipulated with the PME
(10-200 ml/min), while the microfluidic devices have the ability to flow only smaller volumes in
the order of pl/min. These membrane emulsification devices seem therefore to be very promising

techniques to scale up the production of ADV emulsion for pharmaceutical manufacturers.
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5.5.1.3 Effect of dispersed phase type

The effect of the dispersed phase type was investigated for PFHex, PFHep, MCT oil and a mix of
PFHex :MCT oil (50/50 vol%). The variation of the resulting pressure and the droplet size versus
the dispersed phase type is shown in Figure 5.4 and Figure 5.5, respectively.

The resulting pressure was the same for both PFCs, with 38.4 bars for PFHex and 37.8 bars for
PFHep, but lower for the MCT oil with 19.5 bars. As detailed previously, the resulting pressure is
mainly the sum of AP ¢4, and AP g5y uprion, given by the following equations [149] :

where 1, is the emulsion viscosity in the pores, Ry, is the membrane resistance, J is the transmem-

brane flux.

CopYeq
Dsg

APdisruption = (5.8)

where C is a constant, ¢ is the volume fraction of the dispersed phase in the emulsion, v, is the
interfacial tension at the equilibrium between dispersed phase and continuous phase, and Ds
is the droplet size. The viscosity is in the range of 25-32 mPa.s for MCT oil, 0.69 mPa.s for PFHex
and 0.9 mPa.s for PFHep (data provided by the manufacturer). The higher viscosity of the MCT oil
is expected to increase AP, and so AP,. However, the interfacial tension of the MCT oil, y.4=
6.0 mN/m, is lower, than for PFCs, typically 16 mN/m(Figure 5.4). The lower interfacial tension
of MCT oil facilitates the droplets break-up leading to a decrease in AP ;s yprion- The interfacial
tension effect seems to exceed the viscosity effect and appears as a key parameter that governs
the resulting pressure in PME.

Simultaneously, smaller droplet size and narrow size distribution were obtained with MCT oil as
the dispersed phase with a droplet size of 1.41 pm and CV : 16%, while 1.51 pum with PFHex and
1.53 um with PFHep were obtained (Figure 5.5). This slight decrease of MCT oil droplet size and
size distribution are due to the lower interfacial tension and higher viscosity leading to a higher
wall shear stress at the membrane pores walls, similarly to the effect observed for flow rates (Equa-
tion 5.6).

Finally, we prepared emulsions with a mixture of PFHex and MCT oil (50/50 vol%) as dispersed
phase, to reduce the disruption pressure and so the overall resulting pressure. As expected, the re-
sulting pressure was lower for these dual phases droplets thanks to the MCT oil (Figure 5.4). Dual
phases droplets decrease the resulting pressure and so make possible the use of membranes with
smaller pore size. Another advantage is the possible use of the oil phase to encapsulate hydropho-

bic drugs as shown by Fabiili et al. [83].

5.5.2 Acoustical droplet vaporization

We then demonstrated the functionality of our droplets to provide ADV. We observed the influence
of various parameters on the ADV threshold : droplet size, temperature, PFC type, addition of oil to
PFC. All parameters and results are summarized in Table 5.1. Each parameter’s influence are des-

cribed below. At 37°C and without ultrasound, PFC droplets in water did not vaporize, demonstra-
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FIGURE 5.4 — Resulting pressure as function of the dispersed phase type for the preparation of
droplets by premix emulsification with pore size of 1.1 um, for PFHex : PFHexane (CgF14), PFHep :
PFHeptane (C;F;6), MCT oil, and a mix of PFHex :MCT oil (50/50v0l%). On the histogram bars is
the interfacial tension at the equilibrium, y.,, between the dispersed phase and the continuous
phase of 2.0 wt% Tween :PEG40S
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FIGURE 5.5 — Droplet size as function of various dispersed phase types PFHex, PFHep, MCT oil and
mixture of PFHex :MCT oil (50/50 vol%) prepared by premix emulsification with pore size of 1.1
pm at 200 mL/min. Above the histogram bars are the coefficient of variation of the droplet size
distribution

ting the stability of the droplets. Indeed, it is important to avoid droplet vaporization during the

injection into the bloodstream, to provide control over the vaporization process by ultrasound.

PFC droplets were exposed to increased ultrasound power delivered by the imaging probe. Figure
5.6 shows that before the ADV threshold, there was no contrast enhancement indicating the ab-
sence of microbubbles. Indeed, the PFC liquid droplets have very low echogenicity and cannot
be observed in water because both liquids have similar acoustic impedance. The signal intensity
was low and constant without vaporization of droplets until the ADV threshold, where micro-
bubbles were formed and the signal intensity increased. The change of phase from liquid to gas
can be easily detected by the pulse-echo method. In contrast, bubbles are stronger scatterers, with

responses several orders of magnitude higher compared with droplets. The phase change of dro-
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plets into microbubbles leads to increased echogenicity due to the ultrasound waves. Droplets
can be vaporized in a medium at a temperature below their boiling point (56°C). Microbubbles
then formed a microbubbles cloud that rose-up at the water surface when the ultrasound pulses

are stopped.

Before vaporization  After vaporization

Optical observation

Acoustic observation

R e T A
o

FIGURE 5.6 — Optical and acoustic images of beaker filled with a PFHex droplet solution at 37°C
before and after the ADV threshold vaporization. The droplet vaporization and formation of mi-
crobubbles opacified the solution and increased the echogenicity

TABLEAU 5.1 - Influence of the various parameters on the ADV threshold (Dg;opie : Droplet dia-
meter)

Continuous phase Dispersed phase Parametersstudied Dropletsize ADV threshold

2wt%
Tween20 -PEGA0S PFHexane Daroplet 1.19 pm 2247V
1.51 pym 21.15V
4.4]1 pm 18.96 V
Temperature Not reached
(37°C or 25°QC) 1.51 pm at 25°C
PFHeptane PFC (PFHep) 1.53 pm 27.48V
PFHex :MCT oil =~ Mix with oil 1.16 pm 33.73V
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5.5.2.1 Effect of process on the droplet vaporization threshold

The size and size distribution of ADV droplets are important factors that determine the ADV thre-
shold, and will also influence the biodistribution in the bloodstream during future pre-clinical
studies. Generally, the ADV threshold is measured with polydispersed droplets obtained by conven-
tional processes [41, 42]. As smaller droplets require more ultrasound energy to be vaporized, the
large size distribution can influence the threshold energy for smaller droplets. The microbubble
formation from large droplets may have an impact on the vaporization of smaller droplets due to
the attenuation of the incident ultrasound waves by the bubble cloud, or could trigger the vapo-
rization of smaller droplets, resulting in an apparent lower threshold that would be expected. In
that sense, the narrow size distribution will provide a tight control over the vaporization process,
to avoid undesirable effects, such as occlusion of unwanted vessels if ADV is used for embolothe-
rapy.

Figure 5.7 shows the acoustic response of polydispersed and monodispersed droplets. The po-
lydispersed emulsion was produced by ultra-turrax (premix emulsion) and had a mean droplet
size of 16.0 um and coefficient of variation of 41%. The monodispersed emulsion was obtained
by membrane emulsification (Dpore : 1.1 um) with a mean droplet size of 1.51 pm and coefficient
of variation of 20%. The narrow size distribution of ADV droplets led to a uniform response in the
focal region of the transducer, while polydispersed droplets showed a more diffuse response with

the vaporization of droplets outside the focal region.
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FIGURE 5.7 — a) Acoustic observation of the vaporization of monodispersed and polydispersed
sample containing PFHex droplets in the region of interest of the transducer at ultrasound pres-
sure corresponding at 50 V, and b) at increasing ultrasound pressure. c) Relative echo amplitude
(REA) for monodispersed and polydispersed sample containing PFHex droplets as function of ul-
trasound probe driving voltage. d) Influence of PFHex droplet size on the ADV threshold at 37°C
prepared by premix emulsification at 200 mL/min

Figure 5.7 shows droplet vaporization in this interest zone with the increasing acoustic pressure
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for monodispersed and polydispersed droplets. In this comparison, we do not observe the in-
fluence of droplet size but only the size distribution on the ADV threshold. For the monodisper-
sed sample, no microbubbles were detected at low acoustic pressure, indicating the absence of
droplet phase change under exposure to ultrasound. In the polydispersed sample however, echo-
genic microbubbles were observed at lower acoustic pressure, probably due to the vaporization

of larger droplets.

Indeed on the Figure 5.7, the REA value increased sharply (leading coefficient : 2.78) while the
applied pressure was below the ADV threshold for polydispersed droplets, while for the monodis-

persed sample, a slight increase of REA was observed with a leading coefficient around 0.32.

For all experiments with monodispersed droplets, the REA was found to increase slightly before
the ADV threshold, with a leading coefficient around 0.8. Kripfgans et al. [41] observed similar
phenomenon with dodecafluoropentane droplets stabilized with bovine serum albumin and pro-
duced by a high-speed vial shaker. In our case, the slight increase of REA could be due to the high
frequency of the probe (7.813 MHz) that provided additional scattering noise. The use of mo-
nodispersed droplets allowed the control of droplet vaporization at the ADV threshold. The ADV
threshold obtained for the premix emulsion with a droplet size of 16 um was 15.7 Vand 21.15V
for the monodispersed droplets (Dgropier : 1.57 pm). Despite the different size distribution, the
droplet size seems to have an impact on the ADV threshold, as a lower acoustic pressure was ne-
cessary to vaporize larger droplets. Monodispersed droplets may both increase the vaporization
efficiency by the echo-pulse method in a local area and avoid the unwanted phase change of dro-

plets.

5.5.2.2 Effect of diameter

PFHex monodispersed droplets were prepared with the 0.8, 1.1 and 3.1 um pore size membranes
as previously described. The influence of droplet size on the ADV threshold is shown in Figure
5.7. Smaller PFHex droplets required higher acoustic intensity to vaporize than larger droplets.
Indeed, droplets with radii of 1.19, 1.51, and 4.41 pm were vaporized at an ADV threshold of 22.47,
21.15and 18.96 V, respectively. On Figure 5.7, we observed a negative logarithmic relation between
droplet size and vaporization energy (Y=-2.48In(X)+22.57, R2=0.96) as predicted by the Antoine’s

equation linking the pressure and the temperature of vaporization [67, 68, 69] :

LogP=A- (5.9)

T+C

where P is pressure, T is temperature and A, B, and C are gas-dependent constants. Furthermore,
the Laplace pressure is an inverse function of droplet size, thus smaller droplets have a higher boi-
ling temperature than larger droplets. Thus, monodispersed droplets produced by PME respon-
ded similarly to the same acoustic parameters in the focal region of the transducer. As suggested
by Martz et al. [69], other advantages of monodispersed droplets could be the ability to adapt ADV

droplet sizes for applications such as specific vessel occlusion or on-demand drug release.
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5.5.2.3 Effect of the temperature

In the literature, PFP droplets vaporization (perfluoropentane, 29°C boiling point) has been ge-
nerally performed at 37°C. In this case, PFP droplets are in superheated state, the boiling point of
the PFP droplets is lower than body temperature, and no vaporization occurs due to the Laplace
pressure. Here, since the boiling temperature of PFHex (56°C) is higher than the two temperatures
investigated (25°C and 37°C), droplets are not in a superheated state.

Figures 5.8 shows that droplets vaporization was affected by temperature. Vaporization was ob-
served at 37°C, while at 25°C, the ADV threshold was not reached as shown by the absence of a
sharp increase of REA. Similar results were reported by Fabiilli et al. [42], where no ADV was ob-
served for PFHex droplets at 25°C below the boiling point. Also, these authors showed a decrease
of the ADV threshold when increasing the sample temperature. Once the superheated state was
reached, the sample temperature had no effect on the ADV threshold. Our study shows the pos-
sible vaporization of ADV droplets with a high boiling temperature of PFC at body temperature

but not at room temperature.
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FIGURE 5.8 — Influence of temperature on the ADV process : Vaporization response in the region

of the interest of PFHex droplets (top) and Relative echo amplitude (REA) (bottom) as function of
ultrasound propbe driving voltage, at 25°C and 37°C

5.5.2.4 Effect of perfluorocarbon type

The ADV thresholds for the different PFCs (PFHex or PFHep) at 37°C are presented in Table 5.1.
For similar droplets size (1.51 um for PFHex and 1.53 pum for PFHep), the ADV threshold was lower
for PFHex droplets with an ADV threshold of 21.15 V, than PFHep droplet with an ADV threshold
of 27.48 V. Despite the high boiling point of PFHep (80°C), we observed the vaporization of PFHep
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droplets. PFC droplets being in a non superheated state, their ADV threshold was proportional to
their boiling temperature. Indeed, the PFC with a higher boiling point requires more activation
energy to vaporize the droplets as predicted by Antoine’s equation (Equation 5.9). In therapeutic
applications of ultrasound, high pressures are used to create desired bioeffects, thus PFC with
a high boiling temperature may be more suitable, as droplets should remain stable until their

activation.

5.5.2.5 Effect of the presence of oil

Dual-phase droplets were prepared by the premix emulsification using a PFHex :MCT oil mixture
(50/50 vol%) stabilized by 2.0wt% Tween20 :PEG40S solution (molar ratio 9 :1). Figure 5.9 shows
these dual-phase droplets observed by optical microscopy with two distinct phases. Indeed, a
MCT oil layer envelops the PFHex phase due to their difference of hydrophobicity. As reported
by Riess 2001 [222], PFCs are significantly more hydrophobic than hydrocarbons compounds and
are not only hydrophobic but lipophobic as well. This emulsion was obtained with the premix
technique, as the small droplets obtained by PME were not observable by optical microscopy.

Table 5.1 summarizes the ADV thresholds obtained for droplets with similar size : around 1.16 pm
for dual-phase droplets and 1.19 um for PFHex droplets. The ADV threshold for the dual-phase
droplets was 33.73 V, while PFHex droplets had a lowerer ADV threshold of 22.47 V. Indeed, dro-
plets with an oil layer require more activation energy for vaporization. This oil layer of PFHex core
seems to have an influence on the ADV threshold. This may result from the presence of medium
chain triglycerides within the dual-phase droplets that helps to stabilize the PFHex phase. An ex-
planation of the increase of ADV threshold for dual-phase droplets, could be the inhibition of the
expansion of any gas nuclei generated within the PFHex phase during the ultrasound waves ex-
posure, leading to a possible recondensation of PFHex. Fabiilli et al. [42] observed similar results,
with an increase of the ADV threshold by increasing the viscosity of the bulk fluid by adding gly-
cerol in the water phase. For future experiments where the droplets will be loaded with drugs, it
would be interesting to observe the effect of vaporization on the drug activity, as a possible da-

mage of the drug within the oil phase could occur during the vaporization of the PFHex core.

FIGURE 5.9 — Optical microscopy observation of the dual-phase (PFHex :MCT oil) droplets from
premix emulsion sample
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5.6 Conclusion

This work described the production of monodispersed PFC droplets for acoustic droplet vaporiza-
tion by PME. PFC droplets were formed by break-up of larger droplets in a SPG membrane at high
flow rate (200 mL/min). The high yield of droplets obtained is one key advantage of the propo-
sed process for large scale preparation of PFC emulsions 10*!3 Droplets/min. The droplet size, CV
and span were respectively 1-5 pum, 20 % and 0.6. The three emulsions obtained had droplet size
distribution below 10 pm and so would be suitable for bloodstream injection for pre-clinical ADV
studies. We investigated the effect of several process parameters on the resulting pressure and
droplet size : membrane pore size, flow rate, and dispersed phase type. A slight decrease of dro-
plet size with flow rate was obtained due to a higher wall shear stress at the membrane pore walls,
which facilitates droplet disruption. Moreover, a linear relationship between droplet size and pore
size was found while a sharp increase of the resulting pressure was observed when decreasing the
membrane pore size. The addition of MCT oil in the dispersed phase allowed to reduce and mi-
nimize the resulting pressure in order to use membranes with smaller pore size. This mixture of
PFHex :MCT oil (50/50 vol%) allows the preparation of dual-phase droplets, where a MCT oil sur-
rounds the PFC core as observed by optical microscopy. The size and size distribution of ADV dro-
plets is a major factor determining the vaporization threshold, the acoustic pressure required to
induce droplets vaporization. Monodispersed PFC droplets exposed to ultrasound showed a uni-
form ADV response, while polydispersed droplets presented a more diffuse response outside the
focal region of the transducer. The relationship between droplet size and the ADV threshold was
in agreement with the expected negative logarithmic response based on the diameter of the dro-
plets. PEC droplets being in a non superheated state, the bulk fluid temperature had an influence
on the ADV threshold, and vaporization was observed only at a physiological temperature, but not
atambient temperature. The ADV threshold, though, was proportional to the boiling temperature
of PFC, with higher ADV threshold for PFHep than for PFHex. The dual-phase droplets is an inter-
esting alternative monophase droplets. That will allow the encapsulation of hydrophobic drugs
for therapeutic applications. In this sense, the oil layer could also be used to add a hydrophobic
surfactant to the dispersed phase in order to decrease the interfacial tension and facilitate droplet
disruption through the membrane pores, making possible the use of membranes with smaller

pores size to obtain smaller droplets.
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Ce travail de these décrit le développement original de procédés membranaires pour la prépara-
tion de microbulles et microgouttelettes pouvant étre utilisées comme ACUs en imagerie médi-
cale ultrasonore. Les systemes dispersés ont été préparés avec deux configurations d’émulsifica-
tion membranaire différentes, les microbulles formées par émulsification membranaire directe et
les microgouttelettes par émulsification membranaire par prémix. Dans les deux cas, des mem-

branes SPG tubulaires ont été utilisées avec des diametres de pore allant de 0,2 a 3,1 pm.

La premiere partie de la these a décrit la préparation de microbulles, dans un premier temps sta-
bilisées par des tensioactifs solubles, puis dans un second temps par des tensioactifs insolubles.
Dans la premiere étude, nous avons réussi a produire des microbulles de PFC monodispersées
en utilisant un procédé membranaire dans une configuration crossflow. Pour les trois tensioactifs
utilisés, SDS, Tween20 et PEG40S, les microbulles obtenues, a partir d'un diameétre de pore de 1,1
pm, présentaient un diametre moyen de 13,3, 15,6 et 16,5 pm avec une distribution de taille étroite
(CV:16%, 23%, 26%), respectivement. En utilisant des diametres de pores plus petits, de 0,2 et 0,5
pm, des diametres de bulles de 4,42 um et 6,36 pm ont pu étre obtenus, diametres compatibles
avec de futures applications en imagerie ultrasonore. Avec le procédé développé, un haut rende-
ment de production des microbulles (~ 107! MBs/min) a pu étre atteint, lorsqu’un un rapport de
pression transmembranaires/pression de point de bulle était compris entre 1<AP/Pgp<1,5. Nous
avons pu observer que lorsque AP/Pgp<1,5, le flux de phase gazeuse augmentait linéairement
avec le rapport AP/Ppp, n'influencant ni le diametre, ni la distribution en taille des microbulles.
Dans cette configuration, les microbulles grossissent jusqu’a atteindre une certaine taille, puis
se détachent au niveau de 'ouverture du pore. Dans cette gamme de pression, nous avons mis
en évidence, que la contrainte de cisaillement n’affectait pas la taille des microbulles. Lorsque
AP/Pgp>1,5, de grosses microbulles polydisperses ont été produites, principalement en raison
de 'augmentation du flux de gaz a travers la membrane créant un flux continu a la sortie des
pores de la membrane. Dans cette configuration, nous avons pu montrer que le principal phéno-
mene, régissant la formation de microbulles monodispersées, était la cinétique d’absorption du
tensioactif a I'interface gaz-liquide a I'ouverture des pores de la membrane. Plus cette cinétique
d’absorption était rapide, plus les microbulles formées étaient petites et monodisperses. En effet,
lorsque de faibles rapports de pressions ont été utilisés, la force de tension superficielle dominait
les autres forces et la taille et la distribution de la taille des microbulles étaient indépendantes de
la pression transmembranaire. Nous avons mis en évidence que la phase dispersée pouvait égale-
ment influencer la formation des microbulles. Une tension superficielle plus faible a été mesurée
lorsque les gaz perfluorés étaient utilisés en comparaison avec I'air, entrainant une diminution de
la force de tension superficielle et facilitant ainsi le détachement des microbulles. Cette activité
co-tensioactive a donc permis de réduire le diameétre des microbulles formées a 'ouverture des
pores. Comme attendu, du fait de la plus faible solubilité des PFC dans '’eau comparé a I'air, les
microbulles de PFC ont aussi montré une durée de vie plus grande en comparaison avec les micro-
bulles d’air. Cependant, cette durée de vie des microbulles stabilisées avec ces tensioactifs reste
relativement faible. Dans une deuxieme étude, des microbulles stabilisées par les lipides ont été
produites. Une stabilité plus importante, sur plusieurs jours, a pu étre obtenue. Des microbulles
stabilisées par le DPPG et P40S dans un rapport molaire de 9 :1 ont été préparées par émulsifica-

tion membranaire avec un module de type microkit. Dans cette configuration d’émulsification,
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un diameétre moyen de microbulles entre 8,11 et 10,9 pm en fonction du diametre de pore utilisé

a été obtenu.

Cependant, le caractére hydrophobe des molécules de phospholipides résultant des deux chaines
carbonées, favorise la formation d’agrégats lipidiques dans une solution aqueuse, sous la forme
de vésicules lipidiques, ce qui empéche une adsorption directe a I'interface gaz/liquide a la sur-
face des membranes. Trois stratégies ont été utilisées afin de permettre I’adsorption a l'interface
de ces molécules lipidiques pour réduire le diametre et la distribution en taille. L'ajout d'un tensio-
actif, le PEG40S a montré la possibilité de générer des microbulles par ce procédé membranaire.
Cependant une distribution en taille relativement large a été observée (CV : 34-37%). Leffet de la
température et de I'ajout d’hydrotropes comme le propyléne glycol et le glycérol dans la phase
continue ont été étudiés comme facteurs pouvant influencer la tailles des microbulles formées,
mais n'ont pas permis pour I'instant d’optimiser la préparation afin de réduire leur taille a des
tailles compatibles avec des applications médicales. D'un point de vue fonctionnel cependant,
une caractérisation acoustique de ces microbulles a montré qu’elles généraient une réponse har-

monique, propriétés essentielles pour leur emploi en tant qu’ACUs.

Le deuxieme axe de recherche a porté sur la préparation par procédé membranaire de micro-
gouttelettes de PFC, avec la capacité de se vaporiser a partir d'une impulsion acoustique. La mé-
thode de préparation choisie a été I'’émulsification membranaire par prémix, avec laquelle un
haut rendement en gouttelettes a été obtenu (10'3 gouttes/min). Les diamétres des gouttelettes
et les coefficients de variation étaient respectivement compris entre 1-5 pm et 20%, pouvant étre
appropriés pour une injection sanguine dans de futures études précliniques. L'influence de plu-
sieurs parametres du procédé sur la pression résultante et la taille des gouttelettes a montré une
relation linéaire entre le diametre des pores et le diametre des microgouttelettes avec un rapport
d’environ 3, ce qui correspond aux valeurs de la littérature. Laugmentation de la contrainte de ci-
saillement sur les parois des pores de la membrane par 'augmentation du flux transmembranaire
a facilité la rupture des gouttelettes en gouttelettes plus petites. Egalement, le développement de
ce procédé membranaire a permis de préparer des microgouttelettes composées d'une double
phase dispersée, dans laquelle une gouttelette de PFC était entourée par une couche d’huile. La
fonctionnalité des gouttelettes de PFC a été démontrée par des expériences de vaporisation avec
une sonde d’imagerie ultrasonore. La taille et la distribution de la taille se révelent étre des fac-
teurs majeurs influencant le seuil de vaporisation. Aussi, nous avons pu mettre en évidence qu'un
échantillon de gouttelettes de PFC monodispersées exposées aux ultrasons génere une réponse
ADV uniforme, tandis que les gouttelettes polydispersées ont présenté une réponse plus diffuse
en dehors de la région focale du transducteur. Lefficacité de la vaporisation pour les microgout-
telettes monodispersées pourrait éviter le changement de phase indésirable des gouttelettes ad-
jacentes comme observé avec I’échantillon polydispersé. La préparation des microgouttelettes
composées d'une double phase constitue une approche intéressante pour I’encapsulation de mo-

lécules hydrophobes a visées thérapeutiques.

Les futures études et applications a la suite de ces travaux de these pourraient concerner le déve-
loppement de nouvelles formulations de microbulles avec I'utilisation de tensioactifs fluorés. Ces
tensioactifs ont montré, dans la littérature, une adsorption relativement plus rapide a I'interface,

réduisant la tension superficielle et donc la taille des microbulles formées, tout en augmentant la
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stabilité des microbulles grace a l'interaction entre les fluors des deux phases. Egalement, 1'utili-
sation combinée d’'un tensioactif et/ou d'un hydrotrope ayant une adsorption plus rapide que le
PEGA40S, sans modifier la viscosité de la phase continue pourrait étre une voie de recherche in-
téressante afin de réduire la distribution en taille des microbulles. Dans ce sens, une meilleure
compréhension des mécanismes d’adsorption des tensioactifs insolubles permettrait d’optimi-
ser la préparation d’ACUs par procédé membranaire. Lutilisation d'une couche d’huile pourrait,
en plus d’étre une phase véhiculant un principe actif, permettre d’ajouter un agent tensioactif
hydrophobe réduisant fortement la tension interfaciale. Cette diminution pourrait ainsi faciliter
la rupture des gouttelettes a travers les pores de la membrane, et rendre possible 'utilisation de
membranes avec des tailles de pores plus petites. Ce procédé membranaire pourrait ainsi étre
utilisé pour la formation de gouttelettes de PFC de taille nanométrique. De plus, une étude sur
I'influence de I'impact de la vaporisation sur la dégradation de la molécule encapsulée pourrait
constituer une recherche intéressante afin d’optimiser une application thérapeutique. Enfin, des

études précliniques pourraient déja étre envisagées afin de tester leur potentiel en tant qu’ACUs.

138



Colloids and Surfaces A 560 (2019) 233-243

Contents lists available at ScienceDirect

Colloids and Surfaces A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/colsurfa

Preparation and characterization of perfluorocarbon microbubbles using
Shirasu Porous Glass (SPG) membranes

Check for
updates

Romain Melich™", Jean-Pierre Valour®, Sébastien Urbaniak?®, Frédéric Padilla™“1,
Catherine Charcosset™"*

2 Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, LAGEP UMR 5007, 43 boulevard du 11 novembre 1918, F-69100 Villeurbanne, France
® LabTAU, INSERM, Centre Léon Bérard, Université Lyon 1, Univ-Lyon, F-69003 Lyon, France

€ Department of Radiation Oncology, University of Virginia School of Medicine, Charlottesville, VA, USA

4 Focused Ultrasound Foundation, 1230 Cedars Court, Suite 206, Charlottesville, VA, USA

GRAPHICAL ABSTRACT

R VRN
A ", ~
S @ @ R

Pressure Manometer > - S e m®

regulator i

Flow meter T T I | T

# Laser Diffraction
Ps partide size analysis
Membrane module

7

/"‘ ‘ S I_I
SPG Membrane \Werobubbe

Surfactant o

solution
ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Microbubbles are increasingly used in several fields, such as medical imaging for enhanced contrast ultrasound
Microbubble imaging. Theses microbubbles usually consist of a gas core stabilized by surfactant molecules. In this study, a
Shirasu Porous Glass membrane technique using Shirasu Porous Glass (SPG) membranes was used to produce perfluorocarbon microbubbles.

Membrane emulsification

The microbubbles obtained were characterized by their size, size distribution, and stability. The effect of
Perfluorocarbon gas

several parameters on the microbubble's size was investigated related to the process (transmembrane pressure,
AP, bubble point pressure, Pgp, shear stress, 7,,), membrane pore size, D, and formulation (gas, surfactants in
the aqueous phase). The transmembrane pressure nor the shear stress (z,) had influence on the microbubble's
size or size distribution for AP/Pgp < 1.5. The decrease of the membrane pore size from 1.1, 0.5, to 0.2 um led
to lower microbubble size 13.3, 6.36, and 4.42 um, respectively, which was associated with higher size dis-
tribution 16%, 24% and 31%, respectively due to the higher Laplace pressure exerted on smaller microbubbles
leading to their destabilization. With the 1.1 ym pore size membrane, perfluorocarbon microbubbles were
obtained with a diameter of 13.3 um and coefficient of variation (CV) of 16% when stabilized by sodium
dodecyl sulfate (SDS), 15.6 um with CV% of 23% when stabilized by Tween20, and 16.5 um with CV% of 26%
when stabilized by Polyoxyethylene (40) stearate (PEG40S). These low CV were indication of monodispersity.
Perfluorocarbon microbubbles had a smaller size than air microbubbles due to the lower surface tension that
decreased the retention force, keeping the microbubbles at the pore opening. The stability study showed that
the perfluorocarbon gas greatly increased the lifetime of the microbubbles with a slight increase in size of 1.3
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after 90 s compared to 2.2 for air microbubbles. Overall, the membrane technique proved to be an effective,

controlled and reproducible method to produce perfluorocarbon microbubbles

at a high rate

~0.6 — 1.5 x 10" microbubbles/min. The key factor that determines the microbubbles formation is the
adsorption kinetics of the surfactant at the new gas-liquid interface at the pore opening.

Nomenclature

A effective membrane area (m?)

D; mean diameter in the class i (um)

D, microbubble diameter at n% of the cumulative number
(um)

D, pore diameter (pum)

D, gas diffusivity in water (m*s ')

J phase flux of the gaseous phase (m®m™?s™ 1)

L Ostwald's coefficient

n; number of microbubbles in the class i

Paim atmospheric pressure (Pa)

P’ excess pressure (Pa)

Ppg bubble point pressure (Bar)

AP transmembrane pressure (Bar)

5P Laplace pressure (Pa)

Q volumic flowrate of the gaseous phase (m®s™1)

r radius of the microbubble

R and R, inner radius of the membrane tube (m)
R rod radius (m)
t time (s)

Vq4 mean velocity of the continuous phase in the tube (ms™ D)
Greek symbols

Yo surface tension at t = 0s (mNm 1)

Yeq surface tension at the equilibrium (mN m™ Y
u dynamic viscosity (Pas)

T shear stress at the membrane surface (Pa)

€] contact angle

Abreviations

CsFg octafluoropropane

CEHDA coaxial electrohydrodynamic atomisation
CMC critical micelle concentration

CvV coefficient variation

PEG40S polyoxyethylene (40) stearate

PTFE polytetrafluorethylene

Tween20 polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate
SDS sodium dodecyl sulfate

SPG Shirasu Porous Glass

1. Introduction

Microbubbles have many potential applications in chemical and
food industries, process engineering, water treatment, pharmaceutical
and medicine. Due to their small size (typically around some microns),
microbubbles have a very large gas-liquid interface area per unit vo-
lume. Microbubbles can thus increase the efficiency of gas-liquid con-
tacting devices, such as bubble columns, chemical reactors and fer-
menters [1]. In chemical industries, many gas-liquid reactions are
based on the dispersion of gas bubbles in a continuous liquid phase to
improve both hydrodynamics and mass transfer [2]. In the food in-
dustry, the density and texture of products such gel and cream-based
foods can be improved by monodisperse gas microbubbles in these
materials [1]. In wastewater treatments, microbubble aeration can
enhance ozone and oxygen gas-liquid mass transfer [3]. In biomedical
applications, microbubbles of 1-10 pm in diameter (sized to flow safely
through a patients smallest capillaries) are used as ultrasound contrast
agent for imaging, and are also studied for drug, gene and metabolic gas
delivery [4-7]. For these applications, monodispersity can be essential
to improve echographic image quality [8], and also to limit Ostwald
ripening effect by reducing effective Laplace pressure difference be-
tween polydisperse microbubbles, leading to better microbubble sta-
bility.

To design these gas-liquid contacting devices, the control of the size
and size distribution of microbubbles generated is very important. To
improve the manufacturing process, gases with reduced solubility in
water, such as fluorocarbons can be used [9-11]. Perfluorocarbons
gases reduce the osmotic pressure [12], allowing an increase in the
microbubble stability [13,14] and presenting a lower surface tension
[15]. The shell composition is also a key determinant for microbubble's
physical properties as well as their acoustic behavior and imaging time.
The shell core serves to prevent gas escaping from the core and avoid
microbubbles coalescence [16,17]. While for biomedical applications,
microbubbles are shelled with phospholipids or albumin [18], soluble
surfactants are also advisable for the production of microbubbles with
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perfluorocarbon, as they are easy to implement due to a rapid ad-
sorption at gas-liquid interface, such as mixture of sorbitan mono-
stearate Span 60 and polyoxyethylene 40 stearate (PEG40S) in aqueous
media to produce perfluorocarbon-filled microbubbles by sonication
[19]. Other possible shell materials include proteins, and biocompatible
polymers such as Pluronic F68 [20].

The main techniques used to generate microbubbles are mechanical
agitation or sonication and microfluidic technologies [7,21-24]. In
mechanical agitation, the hydrophobic gas is dispersed within an aqu-
eous surfactant solution by disruption of the interface via high-shear
mixing. Mechanical agitation is highly efficient at generating micro-
bubbles at a high production rate, however the size distribution is
highly polydisperse which requires further fractionation, for example
by centrifugation [14], decantation [25] or flotation under gravity
[11]. These methods are not ideally adapted for physicochemical in-
vestigations [10]. Microfluidic technologies include flow-focusing
[26-28], T-junctions [29,30] and electrodynamic atomization [31].
These techniques provide microbubbles with very low polydispersity by
a precise control of their size, however, microbubbles are produced at a
very low rate and microchannels tend to clog when preparing micro-
bubbles smaller than 10 um. The microfluidic methods are time-con-
suming [22], which requires new microfluidic strategies in order to
improve the production yield.

A membrane technique is an alternative to generate monodisperse
microbubbles. This method was first proposed by Kukizaki et al.
[1,32-35]. With this technique, monodisperse microbubble are pro-
duced by pushing air through a Shirasu porous glass (SPG) membrane
(Fig. 1). Air microbubbles were formed at the pore outlets and detached
from the membrane by the shear force exerted by the continuous phase
containing surfactant(s) flowing along the surface. The size and size
distribution of the microbubbles depended on several parameters re-
lated to the membrane pore size [34], surface wettability of the SPG
membrane [1], symmetry/asymmetry [33], process parameters such as
shear stress [32,34], transmembrane pressure [34], and surfactants in
the aqueous phase [35]. SPG membranes have also been used for
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microbubble aeration in a biofilm reactor for wastewater treatment [3].
Other membranes were used such as ceramic tubular membranes
(PALL, France) to generate air or nitrogen microbubbles in aqueous or
organic phase (water or heptane) for gas-liquid reactors [2]. Other
advantages of using the membrane technique are low energy con-
sumption, simplicity of design, easy scale-up, and reproducibility [36].

In this study, we considered the membrane technique to produce
perfluorocarbon microbubbles. The microbubbles obtained with three
different types of surfactants were characterized by their mean size and
size distribution. The influence of the dispersed gaseous phase on mi-
crobubble formation was investigated. In addition, the microbubbles
stability with each surfactant was observed. Surface tensions were also
measured. The effect of several parameters on microbubbles char-
acteristics were investigated such as shear stress, transmembrane
pressure as well as surfactant types in the aqueous phase. In addition,
perfluorocarbon microbubbles produced by the membrane technique
versus sonication were compared.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The gas-liquid dispersion system was composed of perfluorocarbon
or air as the dispersed gaseous phase and a continuous aqueous phase.
Octafluoropropane (CsFg) is a hydrophobic gas (vapor pressure of
792 kPa and water solubility at 25 °C of 0.19 mol m~%) [37] purchased
from F2 Chemicals Ltd (Preston, United Kingdom).

Three surfactants were used in this study: an anionic surfactant,
sodium dodecyl sulfate (SDS), and two non-ionic surfactants,
Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween 20) and

| Dispersed phase |

BT P '
l 4 wr Z . l
Continuous phase . -

\./'

~n®

i) L 1

&
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[ Membrane

™
T

1

Fig. 1. Schematic diagram of the membrane process principle where a gaseous
phase is injected into the continuous phase composed of surfactants which
stabilized the new interface.

Fig. 2. Scanning electron micrograph of the surface of the hydrophilic SPG
membrane with a mean pore diameter of 0.2 pm.
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Polyoxyethylene (40) stearate (PEG40S) purchased from Sigma Aldrich
(France). Ultrapure water was obtained using a Synergy unit system
(Millipore, France) to prepare the aqueous solutions. The continuous
phase was composed of 1.0 wt% surfactant in saline solution at 0.9% of
NaCl for parenteral solution, since the microbubble preparation was
found to be improved with the addition of NaCl [38]. Microbubble
diameter was found to decrease when surfactant concentration in-
creased, to achieve a minimum diameter for a concentration above the
critical micelle concentration (CMC). Surfactants were therefore used at
concentration above CMC to achieve maximum effect [39].

2.2. SPG membranes and membrane module

Hydrophilic tubular SPG membranes were provided by SPG
Technology Co. Ltd (Miyazaki, Japan). The SPG membranes had a
length of 125 mm and an inner diameter of 8.3 mm. These membranes
are manufactured by a phase separation process of calcium aluminum
borosilicate glass and subsequent acid leaching [32,40], and have been
widely used for production of emulsions and particles [41,42]. Mem-
brane with a mean pore size of 1.1, 0.8 and 0.5 uym were used. The mean
pore size data was provided by the manufacturer.

The microstructure of the membranes was observed by scanning
electron microscopy (SEM) using a FEI Quanta 250 FEG microscope at
the “Centre Technologique des Microstructures” at the University of
Lyon (Villeurbanne, France). A fragment of SPG membrane was de-
posited on a flat steel holder. The sample was coated under vacuum by
cathodic sputtering with copper. The samples were observed by SEM
under an accelerating voltage of 10 kV. SPG membranes have cylind-
rical tortuous pores that form a three-dimensional network (Fig. 2). The
membrane porosity is in the range of 0.53-0.60 [43]. SPG membranes
are negatively charged and hydrophilic due to the presence of hydroxyl
groups such as silanol groups on their surface. The dissociation of the
silanol groups gives the negative charge of the SPG membrane surface
[35].

2.3. Surface tension measurements

The surface tension of surfactant solutions was measured by the
pendant drop method using a Drop Shape Analysis tensiometer model
DSA-10 Mk2 (Kriiss). A rising bubble (volume approximately of 6 pl) of
air or C3Fg was formed at the extremity of a needle using a syringe
inside a quartz cell (10 ml) containing 1.0 wt% of surfactant solution at
room temperature. The formation time of the bubble was about 1s. The
system was calibrated using the outer diameter of the needle (outer
diameter of 1.507 mm). The bubble was imaged with a CMOS camera,
and its shape was then extracted by image analysis, and the surface
tension, y, was obtained as the best fit of the theoretical drop shape to
the experimental profile [44].

2.4. Preparation of microbubbles

2.4.1. Probe-type sonication method

Sonication is the most commonly used method for producing mi-
crobubbles which involves dispersing gas or liquid in a suspension of a
suitable coating material using a high intensity ultrasound probe. The
microbubble samples were prepared according to the method described
by Ando et al. [20] by submitting a 1.0 wt% surfactant solution to brief
sonication. The sonicator (Qsonica Q55 Sonicator, Newtown, USA) was
equipped with a 3.2mm probe and operated at 20 kHz. A surfactant
solution of 6 ml was added to a 10 ml vial, and the atmosphere above
the solution in the vial was filled with CsFg for 5min. Then, micro-
bubbles were formed by bringing the probe sonifier tip at around 5 mm
below the gas-liquid interface of the solution and sonicating (amplitude
100%) for 15s keeping a C3Fg atmosphere above the solution.
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Fig. 3. Experimental set-up to produce microbubbles using a tubular SPG membrane and to measure their size distribution by laser diffraction particle size analysis.

2.4.2. Membrane process using a cross-flow system

The experimental set-up used for the microbubble formation ex-
periments is shown in Fig. 3. In this cross-flow system, the gas was used
as the dispersed phase and a solution containing 1.0 wt% surfactant was
used as the continuous phase and circulated to create a shear stress at
the membrane surface to detach microbubbles. Before each experiment,
the SPG membrane was placed in the beaker containing the continuous
water phase and sonicated for 5min to ensure complete membrane
wettability. Indeed, Kukizaki et Wada [1] have reported the influence
of the surface wettability on the microbubble formation, and only
monodispersed microbubbles are created with a totally wet membrane
characterized by a contact angle, 6, smaller than 45°. The membrane
was installed inside a cross-flow module of stainless steel supplied by
SPG Technology. The effective length of the membrane was reduced to
105 mm due to sealing rings placed at both ends of the membrane tube.
The new effective membrane area was then 27.4 cm?. Then, the mem-
brane module was placed horizontally and the continuous phase was
circulated inside the membrane tube using a pump (Quattroflow 1508,
Pall, France). Two conditions of shear stress were tested, corresponding
to a fluid pressure of 0.73 Pa (with no rod inside the membrane) and
34.8 Pa (when a rod was inserted inside the tubular membrane). The
shear stress at the membrane wall, 7, for a tubular membrane with a
circular section was calculated using the equation:

_ 4uVa

Tw R

(€))
where R is the inner radius of the membrane tube (m), u is the dynamic
viscosity (Pas) and V; is the mean velocity of the continuous phase in
the tube (ms™1).

To obtain a high shear stress, a PTFE (polytetrafluorethylene) rod
with a diameter of 6.35 mm was introduced inside the tubular mem-
brane. In this case, the shear stress at the membrane wall, 7,, was
calculated using the following equation:

R, — R
T= 4 2 z ;22*’?12
R+ R~ Smrmo 2

where R; is the rod radius (m) and R, is the inner membrane radius (m)
[45]. Under these conditions, the mean velocity of the aqueous phase
was 0.75ms~ ' (with no rod inside the membrane) and 5.18 ms™*!
when a rod was inserted inside the tubular membrane.

The gas was introduced on the external side and forced through the
microporous membrane. At a pressure higher than the bubble point
pressure, the gas that passed through the membrane generated micro-
bubbles at the internal surface of the membrane. A pressure regulator
(KPR1FRL412A20000, Swagelok), flowmeter (Model SLA5850S, Brooks
instrument) and manometer (PGI-63B-BG2.5-LASX, Swagelok) were
added to the set-up to control the gas pressure. The bubble point
pressure was defined as the minimum transmembrane pressure, AP,
needed to generate the first microbubbles appearing at the membrane
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surface. The bubble point pressure, Pgp, can be estimated from Young-
Laplace equation:

3

where v is the equilibrium surface tension at the gas-liquid interface, 6
is the contact angle, and D, is the mean pore diameter. From this
equation, Pgp can be estimated assuming that the contact angle is zero,
due to the large number of hydroxyl groups on the membrane surface,
which can be perfectly wetted by the aqueous phase [32]. The theo-
retical and measured bubble point pressures for the SPG membranes as
function of pore diameter are listed in Table 1. For all experiments, the
transmembrane pressure applied was such that the ratio between
transmembrane pressure and bubble point pressure, AP/Pgp, was in the
range of 1.1-1.5. The dispersed gas phase flux, J, was calculated from
the volumic flowrate, Q, measured using the flowmeter:

Q
A

1= “@

where A is the effective membrane area (27.4 cm?).

2.5. Characterization of microbubbles

2.5.1. Laser diffraction measurement

The size and size distribution of microbubbles were measured using
laser diffraction particle size analysis (Mastersizer 3000, Malvern
Instrumentation, France) of a microbubbles sample diluted in a beaker
of 500 ml under agitation at 1500 rpm. The technique is based on the
measurement of the intensity of light scattered as a laser beam passes
through a dispersed particulate sample. The Mie-scattering theory was
used to convert light scattering data to microbubble size distribution.
The refractive index was 1.0 for the gas phase [46] and 1.33 for the
continuous phase. The microbubble size measurement was the average
of three successive laser diffraction runs. The results were expressed by

Table 1

Measured values of surface tensions, yo, at t = 0s, and at the equilibrium, vy,
between gas-liquid interface for surfactant solutions, and the calculated
Ppp(Theo) and the observed Pgp(Exp) values of pression of bubble point with a
mean pore size of 1.1 um (theo: Theoretical and Exp: Experimental).

Surfactants Gas  yo (MNmM ™) v, (MNm™')  Ppp(Theo) Ppp(Exp)
(Bar) (Bar)
SDS Air 30.2 30.2 1.10 1.05
C3Fg 295 29.5 1.07 0.98
Tween 20 Air 42.0 37.5 1.36 1.35
CsFg  40.2 36.1 1.31 1.25
PEG40S Air 49.4 47.3 1.72 1.55
C3Fg  48.4 46.0 1.67 1.33
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D5, the median diameter.

Two parameters were used to characterize the width of the size
distribution, first the span of the microbubble size distribution, ex-
pressed as:

Dgy — Dy

Span =
DSO

)
where Dgg, Dso and D are the diameters corresponding to 90, 50, and
10 nb% on the relative cumulative microbubble size distribution curve,
respectively. Then, the polydispersity was characterized by CV (coef-
ficient variation) which is a measure of the standard deviation to Ds
expressed in %, using the equation [22,29,47,48]:

_ 2, 1i|Dsg — Dy %1
Dso 2, 1

where D;, is the mean diameter of the class i and n; corresponds to the
number of microbubbles of the class i.

To study stability, the microbubbles were collected at the mem-
brane outlet and diluted into a beaker under agitation by a propeller to
disperse homogeneously the MBs suspension. The microbubble sus-
pension was the circulated in the measurement cell of the Mastersizer
instrument during 90 s and the size measured every 10s.

Ccv 00

(6)

2.5.2. Optical microscopy

Immediate observation and recording are important for accurately
measuring the size and size distribution of microbubbles. After produ-
cing microbubbles, an aliquot of the dispersion was immediately di-
luted and added to a Malassez counting chamber (Marienfeld-Superior).
The observations were carried out with a microscope (Leica DM LM,
France). A CCD video camera (Leica MC120 HD) was connected to the
microscope to capture images, which were visualized with Leica
Application Suite (LAS EZ) software (Version 3.4.0).

3. Results and discussion
3.1. Comparison of sonication and membrane technique

Microbubbles were prepared by sonication and the membrane
technique using a membrane with pore size of 1.1 um, AP/Pgp = 1.1
and 1.0 wt% SDS. The bubble size distributions are shown in Fig. 4. The
microbubbles obtained had a mean size and span of Dsy: 13.3 um and
span: 0.527, Dso: 14.3um and span: 1.11 using the membrane tech-
nique and sonication, respectively. The microbubble sizes were in the

50 Sonication method Membrane process

Dso
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Span:0.527

[ N N
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=
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Fig. 4. Comparison of the size of microbubbles generated by sonication and
membrane with a mean pore diameter of 1.1 um. For both experiments, the
continuous phase used was 1.0 wt% SDS in water and the dispersed phase was
CsFg.
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Fig. 5. Immediate observation by optical microscopy of the size distribution of
microbubbles generated by the membrane with a mean pore diameter of
1.1 um. The continuous phase used was 1.0 wt% SDS in water and the dispersed
phase was CsFg.

micrometric range size for both techniques, however, a narrower size
distribution was obtained with the membrane than by sonication,
which produced both smaller and larger bubbles. Fig. 5 shows MBs
obtained by the membrane technique and observed by optical micro-
scopy just after their preparation.

Several techniques have also been compared by Stride [22] to
produce microbubbles stabilized with L - a - phosphatidylcholine,
Tween 80 and Polyethyleneglycol (PEG) 40 stearate: sonication, coaxial
electrohydrodynamic atomisation (CEHDA) and T-junction micro-
fluidic. The CV% of microbubbles obtained were 150%, 38%, and 1%,
for sonication, CEHDA and microfluidic, respectively. The CV% of mi-
crobubbles obtained by the membrane technique was around 17% and
therefore was between the one obtained with CEHDA and microfluidic
device as reported by Stride [22].

Indeed, the membrane technique can produce microbubbles with a
span close to the span of the SPG membrane pore size distribution, in
the range of 0.4-0.6. A similar observation was reported for the pre-
paration of emulsions with droplet size of several microns by
Vladisavljevi¢ et al. [49]. Monodispersed microbubbles can be pro-
duced with a membrane of narrow pore size distribution. However, the
microbubbles size distribution depends on several other parameters,
like the aqueous phase composition. Without surfactant, large poly-
disperse microbubbles were obtained due to microbubble coalescence
at the pore opening by the membrane technique as shown by Kukizaki
[35] or microchannel technique [48].

The yield of microbubbles obtained with the membrane was mea-
sured in the range 0.6-1.5 x 10" '° MBs/min while the one reported by
microfluidic techniques was around 2-6 x 107 MBs/min. Our results
are in agreement with previous studies reporting yields obtained by
sonication [21].

Sonication has to be performed carefully in particular by con-
sidering the probe size compared to the vessel size, the position of the
probe into the liquid, the frequency, the intensity and the time of so-
nication [11]. The membrane technique (~10*®MBs/s) may give a
better reproducibility between different operators due to fewer para-
meters involved. These differences between these two techniques are
due to the mechanisms involved in microbubble formation. Sonication
involves using high intensity ultrasound to produce a suspension of gas
microbubbles in a liquid containing a suitable surfactant or polymer
solution which adsorbs on the surfaces of the microbubbles to form a
stabilizing coating. With the membrane technique, microbubbles are
formed at the pore openings and can be detached by the continuous
flowing aqueous phase. This technique involves much less energy, and
the microbubbles size is controlled in part by the membrane pore size.
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3.2. Influence of process parameters

Microbubbles are formed in two steps, first microbubbles grow at
the pore opening and then detach. The main forces that act on the
microbubbles are the surface tension of the continuous phase, which is
responsible for retaining the growing bubble at the pore opening, the
static pressure difference force due to the pressure difference between
the dispersed phase and the continuous phase at the membrane surface,
and the drag force created by the continuous phase which detaches the
microbubble from the membrane surface [42,50]. The microbubble size
is determined by the balance between these main forces. The surface
tension force and the pressure difference force are opposite to each
other.

During microbubble formation, the new interface created must be
stabilized by surfactant molecules. Surfactants play two main roles:
first, surfactant molecules adsorb at the new gas-liquid interface to
reduce the surface tension and facilitate microbubble formation.
Secondly, surfactants limit microbubble coalescence by stabilizing the
newly created interface [50]. The adsorption kinetics of the surfactant
at the gas-liquid interface is therefore a key factor which determines
the microbubble size and size distribution [51]. To characterize the
effect of the parameters that influence the microbubbles characteristics,
we used SDS as the surfactant in the aqueous phase. This surfactant has
a fast adsorption kinetics at the gas-liquid interface with a surface
tension at t = 0's, v, equal to the surface tension at the equilibrium, v,
(Table 1).

3.2.1. Influence of the transmembrane pressure

For the three surfactants (SDS, Tween 20, and PEG40S) and the two
gases (air and CsFg), Ppp was calculated from the Young-Laplace
equation (3) and the results are presented in Table 1. For all systems,
the measured Pgp values were close to the calculated values which as-
sumed the contact angle between the membrane and the aqueous
continuous phase was equal to zero. This indicates that the membranes
used in this study were wetted correctly by the continuous aqueous
solution. However, we noted a larger difference between theoretical
and experimental Pgp values for the two non-ionic surfactants (Tween
20 and PEG40S). An electrostatic repulsive interaction exists between
the anionic polar groups of the SDS molecules and the membrane sur-
face (negatively charged). While for non-ionic surfactants, although no
strong repulsion exists between the hydrophilic groups of the molecules
and the membrane surface, a surfactant layer covers the hydrophilic
groups of the membrane. It could be explained by a hydrophilic inter-
action between the hydrophilic groups of the surfactant and the surface
maintaining the surfactant at the membrane. This interaction may af-
fect the hydrophilicity of the membrane surface and thus the contact
angle formed between the membrane surface and the water phase. This
results in a higher contact angle value, and therefore to higher theo-
retical Pgp values than experimental ones. Experimental values were
slightly lower than theoretical values, probably due the presence of
larger pores than the mean pore size of 1.1 um which was used in the
calculations. Indeed, a lower transmembrane pressure is needed to
produce microbubbles through larger pores which is present due to the
span pore size distribution around 0.4-0.6.

We studied the influence of transmembrane pressure on the per-
fluorocarbon microbubbles formation. For a concentration of 1.0 wt%
SDS and with the 1.1 um pore size membrane, the variations of mi-
crobubbles size, size distribution and dispersed phase flux versus the
ratio of AP/Pgp are shown in Fig. 6. At AP/Pgp < 1, no microbubbles
were observed. Perfluorocarbon monodispersed microbubbles were
generated with the SPG membrane at transmembrane/bubble-point
pressure ratio in the range of 1 < AP/Pgp < 1.5.

For a transmembrane/bubble point pressure ratio of AP/Pgp < 1.5,
the gaseous phase flux increased linearly with the ratio AP/Pgp, while
both mean microbubble size and size distribution were nearly constant
(Fig. 6). This observed increase in gaseous phase influx is in agreement
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Fig. 6. Influence of transmembrane/bubble point pressure ratio, AP/Pgp, on the
gaseous phase flux, J, microbubble diameter, D5, and span of the distribution.
Experimental conditions: gaseous phase was CsFg, mean pore of 1.1 um, with
1.0 wt% of SDS and a low shear stress.

with Darcy's law, which suggests that the dispersed phase flux increases
proportionally to the transmembrane pressure. Microbubbles grow until
they reach a certain size and then detach at the pore opening. At these
low pressures, the surface tension force dominates other forces and the
microbubble size and size distribution are independent of the trans-
membrane pressure.

For AP/Pgp > 1.5, the flux, microbubbles size and size distribution
increased sharply, indicating the formation of larger microbubbles with
a broad size distribution. This result can be explained by the static
pressure difference force which dominates at these higher pressures.

The range of pressure for which no effect on droplet characteristics
was observed was called the “size-stable zone” [51]. The “size-stable
zone” was already observed by Kukizaki et Goto [34] for air bubbles,
for a ratio AP/Pgp < 2. For the same surfactant used in our experiments,
SDS, Kukizaki et Goto [34] found that the size-stable zone existed at
higher pressure. This can be explained by the comparison of the dif-
ference in surface tension at the equilibrium. Indeed, the surface ten-
sion was 36.5mNm ™! in Kukizaki et Goto's article [34], while in our
study, the surface tension was 29.5mNm™' which implies a lower
surface tension force for keeping the microbubble at the pore opening
and a thus a faster microbubble detachment. This result was also re-
ported by Kukizaki et al. [51] for droplets formed with two different
concentrations of SDS, for which the lower interfacial tension presented
a size-stable zone which ends at lower pressure.

The dispersed phase flux was 1.28-2.55 x 10~ >m®m~2s~! at AP/
Ppp < 1.5 and for the 1.1 um for pore size membrane. These values are
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in agreement with the results of Kukizaki [33] who found 6-15
x10"°m®m ™2~ ! for a symmetric SPG membrane with a size pore of
1.58 um. The authors also showed that the use of asymmetric SPG
membranes significantly increased the air flux (around 40 times) when
compared to symmetric SPG membranes. The use of asymmetric SPG
membranes could be also an alternative to increase the production rate
of perfluorocarbon microbubbles.

The AP/Pgp = 1.1 seems to be the best ratio to control the micro-
bubble formation. Indeed, a ratio of 1 would be not necessary to acti-
vate a sufficient number of pores to obtain a great yield of microbubbles
and a ratio around 1.4 or 1.5 produced a much higher gaseous flux
which could lead to the loss of control of the microbubble formation.

3.2.2. Influence of the wall shear stress

The influence of shear stress of the continuous phase on micro-
bubbles size and size distribution was measured for membranes with a
mean pore size of 1.1 ym and AP/Pgp: 1.1 (Fig. 7). Perfluorocarbon
microbubbles were prepared at two different shear stresses: 0.73 Pa
(low shear stress) with a classical tubular module and 34.8 Pa (high
shear stress) with an annular device. The low shear stress was used to
recover the microbubbles at the membrane surface. With the 1.1 ym
pore size membrane, when increasing the wall shear stress from 0.73 to
34.8 Pa, the microbubble size distribution was the same at 13.3 ym and
13.1 um, respectively. For both conditions, monodispersed micro-
bubbles were produced with a CV% of 16% at low shear stress and 17%
at high shear stress. However, we observed a better size repeatability at
a high shear stress as shown by the error bars in Fig. 7.

The influence of shear stress depends on other parameters like
transmembrane pressure and interfacial tension. Vladisavljevi¢ [41]
reported that two mechanisms of drop formation are possible: (1) a
shear-controlled detachment as a result of shear stress on the membrane
surface and (2) a spontaneous detachment driven by interfacial tension.
For example, Kukizaki [33,34] observed that when increasing the shear
stress, the bubble size decreased to a limit value beyond which the size
was independent of the applied shear stress. Generally, variation in size
occurred at very low stress values and at high transmembrane pres-
sures. When preparing emulsions, Vladisavljevi¢ et Schubert [43]
showed that at high transmembrane pressures, the droplet size de-
creased when increasing the wall shear stress from 0.6 to 47 Pa, while at
smaller transmembrane pressures, the size decreased very slightly, from
3.5 to 3.4 um, for wall shear stress of 0.55Pa and 91 Pa, respectively.

In our study, the main principle to MBs formation at the tortuous
and non-circular pores openings are driven by the second mechanism
where the surface tension force dominates other forces (shear stress
force, transmembrane pressure). In our case, the MBs size is in-
dependent on shear stress as we fixed a low transmembrane flux (AP/
Pgp: 1.1). The effect of the wall shear stress depends on the surface
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tension value. For example, Lepercq-Bost et al. [52] showed that at
lower interfacial tension, the shear stress had a lower effect on the
droplet diameter of emulsions generated by ceramic membranes. In-
deed, at a lower surface tension, the force retaining the MBs or droplets
at the pore opening is lower and the microbubble detachment is easier;
this could explain the lower effect of shear stress on the droplet for-
mation. In addition, our results show the same trend at a lower surface
tension (1.0wt% SDS; v: 29.5mNm™') compared with the higher
surface tension used by Kukizaki et Goto [34] (0.3wt% SDS; y:
36.5mNm ™) who reported that the size was dependent on the shear
stress. Indeed, the surfactant concentration influences considerably the
surfactant adsorption kinetics and thus the dynamic surface tension
[50]. At the higher surfactant concentration used in our study, the
surface tension force dominated and the drag force created by the shear
stress could not modify the microbubble size.

The mechanisms of microbubble production at low shear stress
(0.73 Pa) may be compared to the ones suggested for spontaneous de-
tachment of air MBs [32]. This detachment is governed by the surface
tension at a low dispersed phase flux as explained above. The adsorp-
tion kinetics of surfactant from bulk to the new gas-liquid interface is a
key parameter in the spontaneous detachment due to the absence of
continuous phase flux. In this case, the tortuous pores and irregular
cross-section of the SPG membrane (Fig. 2) facilitates the generation of
the microbubbles. In addition, the dispersed phase deformation by the
non-circular pores leads to the formation of a neck which may facilitate
the MBs detachment, as observed for droplet production [53].

3.2.3. Influence of the pore size

Perfluorocarbon microbubbles were prepared with the 0.2, 0.5 and
1.1 um pore size membranes. The three experiments were realized with
a continuous phase containing 1.0 wt% SDS, AP/Pgp: 1.1 and at a low
shear stress (0.73 Pa). The mean diameter of the microbubbles obtained
is shown in Fig. 8. As expected, the microbubble mean size decreased
when the membrane pore size was decreased. We observed a relation-
ship between MBs size and pore size that seems exponential, but this
would have to be confirmed with other pore size membranes. Other
studies have reported linear relations with pore sizes in the range of 1 to
10 um, where the Dyps/Dpore ratio was between 7 and 10 depending of
the surfactant used [33,35]. In our study, we found a ratio of Dyps/Dpore
around 12 for the 0.5 and 1.1 pm pore size membranes, in agreement
with a possible linear relationship. But for the smallest pore size used of
0.2 um, we found a ratio of 22. This result may be explained by an
initial growth period due to the influx of air dissolved (N, and O,) in
water diffusing into the PFC MB [54]. Also the growth caused a de-
crease of the Laplace pressure, which is inversely proportional to the
MBs radius. The Laplace pressure, §P, is the main mechanism which is
responsible of the disappearance of a MB, given by the equation:
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Fig. 7. Influence of shear stress, t,, (a) on the microbubble diameter and (b) on the CV% for membrane mean pore size 1.1 um at experimental conditions: continuous

phase 1.0 wt% SDS in water, gaseous phase C3Fg, and ratio AP/Pgp: 1.1.
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where vy is the surface tension and r is the radius of the microbubble.
The Laplace pressure is very high for microbubbles with small size. As a
result, the microbubble size distribution changes over time, with the
larger bubbles growing in size and the smaller microbubbles shrinking
and then finally disappearing. This explains the polydisperse distribu-
tion, characterized by a coefficient of variation of 31%, of microbubbles
obtained with the 0.2 pym pore size.

For comparison, when preparing droplets by membrane emulsifi-
cation, the Dpropiers/Dpore Tatio was found lower, in the range of 3.1-3.7
[43]. Indeed, the oil droplet diameter decreased when increasing the
dispersed phase viscosity [51]. Therefore, for the same membrane, the
oil droplets size is expected to be lower than the microbubbles size. This
results in @ Dpyopiers/Dpore ratio lower than the Dygs/Dpor. ratio.

3.3. Influence of the surfactant type

Perfluorocarbon microbubbles were prepared with different sur-
factants: SDS, Tween 20, PEG40S in the continuous phase at 1.0 wt%.
The 1.1 um pore size membrane was used, at a low shear stress
(0.75ms™ 1), and AP/Pgp: 1.1. Uniform size distributions were obtained
with the various surfactants as shown in Fig. 9. The smallest size and
narrower dispersity were obtained with SDS, followed by Tween 20 and
PEG40S. These results can be related to the equilibrium and dynamic
surface tension of the various solutions measured by the pendant drop
method (Fig. 10). The three surfactants showed different equilibrium
surface tension, the lowest being obtained with SDS (29.5mNm 1),
then Tween 20 (36.1mNm™ '), and the highest with PEG40S
(46.0mN m ™). As explained previously, at a lower surface tension, the
force retaining the microbubble at the pore opening is lower and the
microbubble detachment is easier, resulting in microbubbles with
smaller size and better monodispersity with SDS.

In addition, the three surfactants showed different adsorption ki-
netics, the fastest adsorption kinetics being obtained with SDS and the
lowest with PEG40S. When a microbubble is formed, the equilibrium
surface tension, vy, of the surfactant solution is not reached in-
stantaneously. The surfactant molecules must diffuse at the new inter-
face from the bulk solution, their hydrophobic tails directed toward the
gaseous phase. For a surfactant with a fast adsorption kinetic, such as
SDS, the surface tension at t = Os is close to the equilibrium surface
tension and the microbubbles detach faster from the membrane surface.
This results in microbubbles with smaller size and better uniformity.
Therefore, larger and more polydisperse microbubbles were obtained
with surfactants having the slowest kinetics (Tween 20 and PEG40S).
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This result was also observed for oil droplets produced by membrane
emulsification, as reported by Schroder et al. [50]: the faster a surfac-
tant adsorbs at the new interface, the smaller the droplets produced. In
addition, surfactants with faster adsorption kinetics help to reduce the
probability of microbubbles coalescing at the pore opening, which also
results in microbubbles with smaller size and better monodispersity.

Another parameter that can influence coalescence is the interaction
between the hydrophilic head groups of the surfactant and the mem-
brane surface [35]. The surfactant molecules must not interact with the
membrane surface by electrostatic interactions or Van der Waals forces,
as this could result in a change of the membrane hydrophobicity. In the
case of SDS, the presence of negative charges on the head groups of the
SDS molecules and the membrane surface facilitates the microbubbles
detachment by electrostatic repulsion and improves the size distribu-
tion compared to Tween 20 and PEG40S which do not present negative
charges on their head groups. Overall, surfactants play an important
role to produce monodisperse microbubbles by the membrane tech-
nique.

3.4. Influence of the gaseous phase

Fig. 10 shows the dynamic surface tension of the bubbles as a
function of time for the three surfactants at 1.0wt%. The decrease of the
surface tension corresponds to the progressive adsorption of surfactant
molecules at the gas—water interface until equilibrium. The initial sur-
face tension value, yo, is around 72mNm ' at the air-water interface
and 70.1mNm ™' at the perfluorocarbon-water interface in the ab-
sence of surfactant. These values at t = 0s were not measurable in
presence of 1.0 wt% surfactant due to rapid adsorption kinetics. The
presence of perfluorocarbon in the microbubbles significantly de-
creased the interfacial tension at equilibrium, vy.4, compared with air. A
higher decrease of the surface tension at equilibrium was observed from
37.5 to 36.1mNm~' for Tween 20 and 47.3 to 46.3mNm™' for
PEG40S after 4 min. For SDS, this effect was less pronounced due to the
fast adsorption of the surfactant at the gas-liquid interface. As reported
by Nguyen [15] for phospholipids, the perfluorocarbon gas increased
the adsorption kinetic of the surfactant and decreased the equilibrium
surface tension. These authors concluded that perfluorocarbon acts as a
cosurfactant at the gas-liquid interface, despite the absence of any
amphiphilic character.

As explained in the previous sections, a lower surface tension allows
obtaining smaller microbubbles, by decreasing the retention force
which keeps the microbubble at the pore opening and thus facilitating
the microbubble detachment. Indeed, we observed a decrease of the
microbubble size with the use of perfluorocarbon gas compared with air

—SDS —— Tween20 --&-- PEG40S
30
CV:16%
25
Cv:23%
20 T

100
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Fig. 9. Influence of the surfactants at a concentration of 1.0 wt% on the mi-
crobubble size distribution. Experimental conditions: gaseous phase was C3Fg,
membrane mean pore size 1.1 um and ratio AP/Pgp: 1.1.
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Fig. 10. Surface tension at the gaseous/liquid interface for various surfactants
at 1.0 wt% and air or CsFg at room temperature (PFC: Perfluorocarbon).

for three surfactants (Fig. 11). The decrease of microbubble size was
less pronounced with SDS than for the two other surfactants, due to a
smaller decrease of the equilibrium surface tension.

3.5. Microbubbles stability

Stability of perfluorocarbon microbubbles stabilized by the three
surfactants at 1.0 wt% was measured during 90 s. The perfluorocarbon
microbubbles were prepared with the membrane of pore size 1.1 pm
and AP/Pgp: 1.1 (Fig. 12). Air microbubbles stabilized with SDS and
prepared at the same experimental conditions were also tested. In all
cases, the mean size of the microbubbles increased with time. This
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Fig. 12. Variation of microbubble diameter, Dso, as a function of time for
various surfactants with CsFg or air. Experimental conditions: membrane mean
pore size 1.1 um and ratio AP/Pgp: 1.1 (PFC: Perfluorocarbon).

increase was less pronounced for perfluorocarbon microbubbles (1.2 for
microbubbles stabilized with SDS between t = 0s and t = 90s) com-
pared with air microbubbles (2.2 times size increase). For the three
surfactants tested, the size of the perfluorocarbon microbubbles in-
creased in a similar way, the increase being equal to 1.29 for Tween 20
and 1.33 for PEG40S. Figs. 12 and 13 show two main trends: an in-
crease in microbubble size associated to a decrease in microbubbles
concentration. This is the result of the disappearance of the smaller
microbubbles while the larger microbubbles grow in size.

The variation of microbubbles diameter over time presents two
main stages: (1) an initial growth period, (2) followed by microbubble
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Fig. 11. Influence of the gaseous phase on the microbubble size distribution stabilized with 1.0 wt% (a) SDS, (b) Tween 20 and (c) PEG40S. Experimental conditions:

membrane mean pore size 1.1 um and ratio AP/Pgp: 1.1 (PFC: Perfluorocarbon).
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Fig. 13. Variation of concentration MBs/ml as a function of time for various
surfactants with CsFg or air. Experimental conditions: membrane mean pore
size 1.1 um and ratio AP/Pgp: 1.1 (PFC: Perfluorocarbon).

dissolution. The fast initial growth of the microbubble is due to the
influx of air dissolved in water diffusing into the PFC microbubble [54].
The microbubble dissolution is mainly related to the Laplace pressure
experienced by a gas microbubble, given by equation (7). As gas leaves
the microbubble, due to the pressure gradient, the bubble shrinks and
the Laplace pressure increases, which accelerates the rate of gas dis-
solution and the resulting bubble shrinkage. The surfactant at the gas/
water interface reduces the gas/water surface tension and thus de-
creases the Laplace pressure, but does not eliminate it. The rate of
bubble shrinkage as a function of time (t) resulting from the dissolution
of the gas into the bloodstream is predicted by the equation (8) [12,55]:

2]
dI' _ LD L—f—%’ l + ;
I | R

dt ®)
where L is the Ostwald coefficient, D,, is the gas diffusivity in water, y is
the surface tension, P, is the atmospheric pressure, and P" is the ex-
cess pressure [12,37]. Equation (8) predicts that the inclusion of per-
fluorocarbon gas with low solubility in water (which gives a low Ost-
wald coefficient) increases the lifetime of a microbubble. The Ostwald
coefficient is defined as the partition coefficient of the gas between the
gaseous phase and aqueous phase (ratio of the solubility of the gas in
the liquid to the density of the gas). The lower the Ostwald coefficient,
the longer the lifetime of the microbubbles since perfluorocarbon gases
(Leyr: 583X 10%% 25°C) are less water-soluble than the air
(Lo,: 31, 110 x 10*¢ and Ly,: 15, 880 x 10%6; 25 °C)[40]. The gas diffu-
sion coefficient, D,,, is inversely proportional to the gas molecules size,
which results in a decrease in diffusivity for C3Fg (188 gmolfl) com-
pared to air (28.9 gmol ™ 1).

The concentration of perfluorocarbon microbubbles stabilized with
SDS was constant during 60 s, before decreasing, while the air micro-
bubbles concentration decreased from t = 0's (Fig. 13). The mechanism
by which larger microbubbles grow in size at the expense of smaller
bubbles is called Ostwald ripening. The dissolution of the gas in the
aqueous phase increases as the interfacial curvature increases and then
the bubble size decreases quickly. Thus, perfluorocarbon microbubbles
showed a better stability than air microbubbles.

Another phenomenon occurs at the gas-liquid interface, where the
dynamic adsorption and desorption of the surfactant molecules creates
short spaces between molecules, facilitating the gas transfer [56]. In the
case of perfluorocarbon microbubbles stabilized with PEG40S, the gas
transfer into the aqueous phase could be increased, due to the low
cohesive shell created by steric repulsion between the hydrophilic
heads of the PEG40S macromolecules. This could explain the faster
decrease of PEG40S perfluorocarbon microbubble concentration.

However, the lifetime of the microbubbles obtained with the sur-
factants was low compared with microbubbles stabilized by lipids [14].
These microbubbles could then be used as transiently stable micro-
bubbles as shown by Dhanaliwala et al. [27], as large microbubbles
(19 pm) produced by microfluidic process were administered in vivo in a
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mouse and shown to generate a large acoustic response in both the right
and left ventricles.

4. Conclusion

In this study, we produced successfully perfluorocarbon micro-
bubbles with the use of tubular SPG membranes with a 1.1 um pore size
and AP/Pgp: 1.1. The microbubbles were generated with a mean dia-
meter of 13.3, 15.6 and 16.5 pum with a narrow size distribution for the
three surfactants SDS, Tween20 and PEG40S, respectively. The effect of
transmembrane pressure, shear stress at the membrane surface due to
the water phase flow, and pore size on the microbubbles size was in-
vestigated. The transmembrane pressure, until a threshold of AP/
Pgp < 1.5, and shear stress did not affect the size of the microbubbles
which were produced at a high yield (~10*!° MBs/min). As expected,
the decrease of the pore size led to a decrease of the microbubble size,
but the dilution of microbubbles into a beaker before the size mea-
surement by laser diffraction increased their dissolution which im-
pacted their size and size distribution. This study also showed that the
perfluorocarbon gas decreased the surface tension at the gas-water
interface to produce smaller microbubbles compared with air micro-
bubbles and that the hydrophobicity properties of the perfluorocarbon
gas increased the microbubbles stability. The main phenomenon gov-
erning the formation of monodispersed microbubbles by the membrane
technique is the adsorption kinetics of the surfactant at the new ga-
s-liquid interface at the pore opening.
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