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Résumé 
 

 

Mots-clés: Microfluidique, Solubilité, Polymorphisme, 

Criblage, Principe actifs. 

 
L’étude de l’état solide d’un principe actif (PA) est une étape cruciale dans le 

développement d’un médicament. En fonction des conditions de cristallisation, une molécule 

peut apparaitre sous différentes formes ou phases (polymorphes, solvates, sels, co-cristaux, 

amorphes) ayant chacune des propriétés physico-chimiques qui leurs sont propres comme la 

solubilité, la morphologie, l’hygroscopicité et la stabilité. Le but est donc d’identifier la forme 

solide permettant d’obtenir les propriétés les plus adaptées et de déterminer ses conditions 

de cristallisation. Pour cela, un criblage complet est nécessaire. De plus, la nucléation étant un 

phénomène stochastique, un grand nombre d’expériences doivent être réalisées pour obtenir 

des données fiables, ce qui entraine une consommation importante de matière première. 

Dans ce contexte, des techniques de criblage à haut débit ont été développées. Parmi celles-

ci, la microfluidique à base de goutte permet la génération de centaine de gouttes 

monodispersées (isolées les unes des autres par de l’huile) pouvant être considérées comme 

des nano-cristallisoirs indépendants (volume de l’ordre de la centaine de nanolitres). 

 

Cette thèse présente le développement d’une plateforme microfluidique pour l’étude 

de l’état solide de PA. Dans un premier temps, cette plateforme permet de partir directement 

de la poudre, de la dissoudre dans différents solvants, d’estimer ses solubilités en fonction de 

la température et de préparer des solutions sursaturées. Puis dans un deuxième temps, le PA 

est cristallisé dans des gouttes avec différentes conditions expérimentales : compositions 

chimiques, concentration et température. Enfin, les cristaux obtenus sont caractérisés in situ 

à l’aide d’un microscope Raman ou par Diffraction des Rayons X. Si nécessaire les cristaux 

peuvent être récupérés pour des analyses plus précises en ex-situ.   
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Abstract 
 

 

Keywords: Microfluidic, Solubility, Polymorphism, 

Screening, Active Pharmaceutical Ingredient. 

 
The solid state study of an Active Pharmaceutical Ingredient (API) is a critical step in 

the development of pharmaceuticals. Depending on the crystallization conditions, a molecule 

can appear in different forms or phases (polymorphs, solvates, salts, co-crystal, amorphous), 

each of them having significantly different physico-chemical properties such as solubility, 

crystal habit, hygroscopicity or stability. Then the purpose is to identify the solid form that 

provides the most appropriate properties and to determine its crystallization conditions. 

Therefore, a wide screening is necessary. Moreover, due to the stochasticity of the nucleation 

phenomenon, a large number of experiments is required in order to obtain reliable data which 

leads to significant consumption of raw material. In this context High Throughput Screening 

techniques have been developed. Among them, droplet-based microfluidics seems to be 

promising. Indeed, it allows the generation of hundreds of monodisperse droplets (isolated 

from each other by oil), each of them being considered as independent nano-crystallizer 

(volume of about one hundred nanoliter). 

 

This thesis presents the development of a microfluidic platform for solid state study of 

API. First, this versatile platform allows to start directly from the powder, to dissolve it in 

different solvents, to estimate solubilities online and to prepare supersaturated solutions.  

Second, we recrystallize the API in the droplets for different experimental conditions: chemical 

composition, API concentration and temperature.  Finally, the crystals obtained are 

characterized in situ by Raman microscopy and X-ray diffraction. If it is necessary, crystals can 

be collected for ex-situ X-ray Diffraction.  
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La cristallisation est un phénomène constitué de deux étapes : la nucléation, 

correspondant à un changement d’état, au cours duquel un corps va passer d’un état 

désorganisé (gazeux, liquide, dissous) à l’état de solide organisé, formant un premier germe 

cristallin, et la croissance durant laquelle celui-ci va croître. C’est l’une des opérations les plus 

anciennes dans l’industrie chimique qui a pour but la séparation, la purification et la mise en 

forme des particules produites. Il existe trois types de cristallisation selon les phases à partir 

desquelles les cristaux sont produits : la cristallisation en phase gazeuse, en bain fondu ou en 

solution. Nous nous intéresserons dans ce manuscrit uniquement à la cristallisation en 

solution, car c’est la plus répandue dans l’industrie pharmaceutique, domaine d’application 

de ma thèse. 

Lors de la cristallisation en solution d’une molécule d’intérêt, les cristaux peuvent 

apparaître sous différentes phases solides. Ils peuvent être sous la forme d’un solvate, d’un 

sel ou d’un co-cristal. Toutes ces phases solides peuvent exister sous différents polymorphes, 

liés à l’arrangement tridimensionnel des molécules dans le cristal. Chaque phase solide d’une 

même molécule a des propriétés physico-chimiques qui peuvent être radicalement 

différentes. Par exemple, différentes phases d’un même principe actif pharmaceutique n’ont 

pas les mêmes solubilités et les mêmes cinétiques de dissolution : certaines se dissolvent très 

lentement perdant tout intérêt, alors que d’autres se dissolvent très rapidement dans 

l’organisme et peuvent devenir toxiques. De même, du point de vue de l’efficacité du 

médicament, il est également essentiel de savoir quel polymorphe constitue le principe actif 

et de connaître sa stabilité au cours du temps. Le choix de l’état solide d’une molécule est 

alors un paramètre primordial. Enfin, la découverte d’un nouveau polymorphe d’un principe 

actif pharmaceutique peut retarder ou prolonger sa commercialisation comme dans le cas du 

Zantac1 et du Norvir2.  

Lors de l’étude de l’état solide d’une nouvelle molécule d’intérêt pharmaceutique, la 

première étape est de mesurer sa solubilité dans l’eau car elle est reliée à sa biodisponibilité. 

S’il est estimé que sa solubilité est suffisante, un criblage des solvants est effectué pour 

l’identification des différentes phases polymorphiques, du faciès et des conditions de 

cristallisation. En revanche, si sa solubilité dans l’eau est insuffisante, il sera préférable de 

choisir un sel ou un co-cristal afin d’améliorer sa solubilité. Dans le cas du choix d’un sel, un 

criblage de sels doit être effectué. Le choix de la forme finale de la molécule va être déterminé 

par plusieurs paramètres comme sa solubilité, son point de fusion, son hygroscopicité, son 

polymorphisme, sa stabilité, etc.  

Dans ce cadre, un criblage consiste à faire varier les conditions de cristallisation (milieu, 

température, sursaturation) pour obtenir les différentes phases solides existantes 

(polymorphes, solvates, sels, co-cristaux, amorphes) puis d’évaluer leurs propriétés physico-

chimiques à l’aide de techniques de caractérisation du solide variées. Ainsi, un grand nombre 

d’expériences est nécessaire à ce stade du développement de la molécule, où les quantités de 

matière disponibles sont faibles (quelques grammes). Pour cela, des méthodes de criblages 

adaptées doivent être utilisées. Les techniques classiques de criblage en laboratoire sont 
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souvent longues et onéreuses, c’est pourquoi des techniques dites à haut débit ont été 

développées utilisant principalement des robots de cristallisation. Parmi ces techniques la 

microfluidique est particulièrement intéressante, car elle permet de réaliser un grand nombre 

d’expériences en parallèle tout en utilisant des quantités de matière première très faibles, le 

tout à faible coût. Cependant, bien que la microfluidique soit de plus en plus utilisée en 

cristallisation, il y a peu de références dans le domaine du criblage de petites molécules 

d’intérêt pharmaceutique et son utilisation en laboratoire reste marginale.  

Dans ce contexte, le but de ce travail de thèse a été de développer des outils 

microfluidiques permettant l’étude de la cristallisation de principes actifs pharmaceutiques 

transférables et utilisables dans le cadre de criblage de sels et de polymorphes en laboratoire 

industriel. Pour cela, dans une première partie bibliographique, les mécanismes de la 

cristallisation et ses enjeux dans le domaine pharmaceutique seront décrits. Puis les notions 

de microfluidiques seront abordées et un état de l’art sur les études de cristallisation en 

système microfluidique sera exposé. Une deuxième partie de ce manuscrit sera dédiée à la 

description des matériels et méthodes utilisés au cours de ce travail. Enfin, dans une troisième 

partie, les résultats obtenus au cours de cette thèse seront décrits. Dans cette partie, un 

premier chapitre exposera une nouvelle méthode de mesure de solubilité à partir de la 

poudre, utilisant un outil microfluidique, et permettant des mesures rapides et précises avec 

peu de matière première. Puis, dans un second chapitre, une méthodologie d’étude de la 

cristallisation de principes actifs en système microfluidique sera présentée. Et l’étude du 

polymorphisme d’une molécule modèle (le Sulfathiazole) permettra de montrer son intérêt. 
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Chapitre 1. Cristallisation en solution 

L’objectif de ce chapitre est de rappeler les notions théoriques reliées à la cristallisation 

en solution, à ses mécanismes et aux propriétés des cristaux, le tout en relation avec les 

problématiques de cristallisation des principes actifs pharmaceutiques abordés dans ce 

manuscrit. 

1.1. Solution et solubilité 

Une solution de cristallisation est un mélange de deux ou plusieurs substances qui 

forment une seule phase homogène (avant cristallisation). Nous nous intéresserons ici aux 

suspensions composées d’un solvant et d’un soluté (sous forme solide avant dissolution). Le 

solvant dissout le soluté selon le principe du « qui se ressemble s’assemble et se dissout » ou 

le « like dissolves like » des Anglo-Saxons3. 

À une température ou une condition donnée, la quantité maximale de soluté qui peut 

être dissoute dans un volume donné de solvant s’appelle la solubilité Cs. La solubilité Cs est 

donc la concentration en soluté au moment où la saturation est atteinte, la solution est dite 

saturée. La solubilité d’un soluté dans un solvant donné dépend de la température. Pour la 

majorité des molécules, Cs augmente avec la température, même si l’évolution de Cs en 

fonction de la température est très variable d'un composé à l’autre. Cependant, la solubilité 

peut également diminuer avec la température, on parle de solubilité inverse (c’est le cas du 

calcaire CaCO3). Cette relation entre la solubilité et la température est décrite graphiquement 

par la courbe de solubilité (Figure 1). 

1.2. Sursaturation et diagramme de phase 

La notion de saturation implique un état d'équilibre. Lorsque la concentration réelle 

en soluté dissout (C) dépasse la concentration d’équilibre à saturation (ou solubilité notée Cs), 

la solution est hors équilibre et l’on peut caractériser l’écart à la solubilité par la sursaturation 

β : 

 

𝜷 =
𝑪

𝑪𝑺
 

ÉQUATION 1  

La nucléation et la croissance cristalline sont entraînées par une force motrice de la 

cristallisation. Cette force motrice est la différence des potentiels chimiques ∆µ entre l’état 

sursaturé ou sous-saturé µ et l’état saturé µS, c’est-à-dire à l'équilibre cristal-solution. Cette 

différence est décrite ci-dessous avec k, la constante de Boltzmann et T, la température. 
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∆µ = µ − µ𝑺 = 𝒌𝑻𝒍𝒏𝜷 = 𝒌𝑻𝒍𝒏
𝑪

𝑪𝑺
 

ÉQUATION 2  

À une température donnée, ∆µ est déterminée uniquement par la sursaturation β. 

Lorsque la solution est sous-saturée (β<1), ∆μ<0, la cristallisation ne peut pas se produire et 

les cristaux présents en suspension vont se dissoudre. Lorsque β>1, ∆µ>0, la solution est 

sursaturée et la solution tend vers l'équilibre cristal/solution (vers β=1, ∆µ=0) par croissance 

des cristaux présents. En outre, plus β est grand, plus le système est loin de l’équilibre, plus le 

processus de cristallisation est accéléré.  

Dans une expérience de cristallisation mettant en jeu la concentration en soluté et la 

température, il existe trois domaines que l’on peut représenter sur un diagramme de phase 

(Figure 1) : 

o Une zone sous-saturée (β<1), se situant en dessous de la courbe de solubilité, 

dans laquelle le soluté est entièrement dissous. 

o Une zone sursaturée (β>1) métastable dans laquelle la cinétique de nucléation 

est moins favorable que la cinétique de croissance. 

o Une zone sursaturée (β>1) labile dans laquelle la nucléation est spontanée (la 

cinétique de nucléation étant plus importante que la cinétique de croissance). 

La limite entre la zone sursaturée métastable et la zone sursaturée labile est appelée 

limite de zone métastable, elle est liée à la cinétique de la nucléation (pointillés sur la Figure 

1). Cette limite cinétique dépend de la manière dont la sursaturation est atteinte, du volume 

et du temps choisi pour considérer la nucléation comme rapide. 

Pour sursaturer une solution préparée à une concentration inférieure à Cs, soit le 

solvant est ôté par évaporation, soit un « mauvais solvant » (antisolvant) est ajouté, soit la 

solubilité Cs est diminuée par d’autres paramètres physico-chimiques3. Dans le cas de la 

cristallisation de molécules organiques ou de protéines, ces paramètres sont la température, 

le solvant, le pH, les forces ioniques, les agents de cristallisation, etc. Ces différentes manières 

d’arriver à la sursaturation permettent de se déplacer différemment dans le diagramme de 

phase définissant différents procédés de cristallisation, comme il est montré sur la Figure 1 

pour un refroidissement (flèche orange) et une évaporation (flèche jaune). 
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Figure 1. Diagramme de phase représentant la concentration de soluté en 

fonction de la température. La flèche orange représente le déplacement dans 

le diagramme de phase lors d’un refroidissement et la flèche jaune lors d’une 

évaporation. La courbe en bleu représentant la solubilité et la courbe en 

pointillé rouge la limite de zone métastable. 

1.3. Nucléation 

Comme nous l’avons vu précédemment, lorsque la solution est sursaturée, celle-ci est 

instable et va tendre vers l’équilibre en produisant un premier germe ou nucléus. Ce 

phénomène s’appelle la nucléation. Il existe à ce jour, deux théories de la nucléation. La 

théorie classique de la nucléation (TCN)4 s’apparente au phénomène de condensation d’une 

goutte liquide à partir d’une phase vapeur. La description thermodynamique de ce processus 

a été développée à la fin du 19èmesiècle par Gibbs puis a été utilisée pour expliquer le 

phénomène de nucléation de cristaux. La deuxième théorie est la théorie de la nucléation en 

deux étapes : La première étape consiste en la formation d’une zone liquide riche en soluté 

due aux fluctuations de densité et d’agrégations rapides des molécules, zone qui par analogie 

avec les séparations de phases liquide-liquide est assimilée à une goutte. La deuxième étape 

correspond ensuite à la formation d’un germe cristallin à l’intérieur de cette goutte 

(transformation du « liquide » dense en cristal), la surface du cristal étant alors mouillée par 

ce liquide dense5. Dans ce document, nous nous intéresserons plus particulièrement à la 

théorie classique de la nucléation, car c’est, à ce jour, la plus utilisée pour interpréter et 

expliquer les résultats expérimentaux. 
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Il existe plusieurs mécanismes de nucléation. On parlera de nucléation primaire 

lorsque les germes sont directement issus de la solution mère. La nucléation primaire est dite 

homogène si les germes se forment dans le volume de la solution, et hétérogène si les germes 

se forment sur un corps étranger à la solution (parois du cristallisoir, agitateur ou sur des 

particules solides, cristallines ou non, en suspension). On parlera en revanche de nucléation 

secondaire si les cristaux se forment en présence de cristaux de la même phase. 

La formation d’un germe cristallin en TCN va trouver sa source dans les fluctuations 

locales de concentration aléatoire en solution dues au mouvement brownien. Ainsi 

l’agrégation des molécules permettant la formation du germe cristallin a une composante 

aléatoire. La nucléation est, par conséquent, un phénomène stochastique.  

 

1.3.1. Nucléation primaire homogène en TCN 

Dans la théorie classique de la nucléation, une solution sursaturée ne contient pas 

uniquement des molécules isolées, mais aussi des embryons de germes constitués de 

plusieurs molécules3. Ces agrégats se font et se défont par capture ou perte aléatoire d’une 

molécule. D’un point de vue thermodynamique, le grossissement de l’agrégat se fait avec une 

augmentation de son volume et de sa surface de contact avec la solution. L’accroissement du 

volume se fait alors avec un gain en énergie, tandis que l’augmentation de surface nécessite 

une dépense énergétique. En faisant la supposition que ces agrégats sont sphériques et que 

l’énergie interfaciale agrégat/solution est identique en tout point de la surface, on peut écrire 

l’équation 3 correspondant à l’énergie nécessaire pour obtenir un agrégat de rayon r à 

température et pression constantes. Cette énergie est l’énergie libre d’activation, notée ΔG. 

 

Δ𝐺 =  −𝑛 (µ − µ𝑠) + 𝑆 𝛾 

ÉQUATION 3  

n : nombre de molécules constituant le germe 

µ : potentiel chimique de la molécule dans la solution (J) 

µs : potentiel chimique de la molécule dans le cristal (J) 

S : aire du germe (m2) 

 : énergie interfaciale cristal-solution (J/m2). 

Dans ces conditions, le terme de volume -n (µ-µs) diminue avec n, soit avec le rayon r 

du germe alors que le terme de surface S augmente avec r (Figure 2). Lorsque r augmente, il 

y a donc compétition entre les termes surfacique et volumique et la fonction énergie 

d’activation de nucléation ΔG passe par une valeur critique ΔG* lorsque le germe atteint une 

taille critique r*, pour laquelle le germe est en équilibre instable avec la solution. Si on lui 

enlève une molécule, le germe se dissout (r < r*) et si on lui ajoute une molécule le germe 

croît. Dans les deux cas, le processus se fait avec gain d'énergie (ΔG<ΔG*), il est spontané. 
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La nucléation finit donc à partir du moment où un agrégat de molécules atteint une 

taille critique r* qui peut être calculée grâce à l’équation de Gibbs-Thomson (équation 4) 

 

𝑟∗ =  
2Ω𝛾

𝑘𝑇𝑙𝑛𝛽
 

ÉQUATION 4  

Ω : volume d’une molécule dans le cristal (m3) 

k : constante de Boltzmann (m2.kg/(s2.K1) ou J/K) 

T : température (K). 

D’après cette équation, plus la sursaturation est élevée plus la taille critique du germe 

r* sera faible et plus l’énergie libre d’activation critique ΔG* sera également faible. 

 

Figure 2. Évolution de l’énergie d’activation de la nucléation ΔG en fonction du 

rayon r du germe3. 

 

1.3.2. Nucléation primaire hétérogène 

Malgré la purification du milieu de cristallisation et la réduction des interactions soluté-

cristallisoir, la nucléation primaire homogène est un cas idéal. En réalité, la nucléation 

primaire est en grande majorité de type hétérogène car induite par la présence d’un substrat 

étranger. Ceci permet au cristal de nucléer à des sursaturations plus faibles, car lorsqu’un 

germe se forme sur un substrat celui-ci n’est plus sphérique, mais sous forme de calotte 

sphérique (Figure 3). 
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Figure 3. Nucléation primaire hétérogène d’un germe sur un substrat avec un 

angle de contact α.3 

En nucléation hétérogène, le rayon de courbure critique de la calotte sphérique est 

identique au rayon critique en nucléation homogène. La différence entre les deux types de 

nucléation vient alors du fait que moins de molécules sont nécessaires pour former la calotte 

sphérique en nucléation hétérogène que pour la sphère complète en nucléation homogène. 

L’énergie d’activation en nucléation hétérogène (Ghet*) est donc moins élevée que celle de 

la nucléation homogène. Ainsi, la présence de molécules « étrangères » : particules, bulles, 

parois du cristallisoir, interface liquide-liquide et liquide-air vont agir comme catalyseur de la 

nucléation. Cette différence va dépendre de l’angle de contact α formé entre le germe et la 

surface du substrat tel que : 

 

Δ𝐺ℎ𝑒𝑡
∗ = 𝑓(𝛼) × Δ𝐺∗ 

ÉQUATION 5  

α est ainsi défini entre 0 et  et l’on peut en déduire que : 

 

0 < 𝑓(𝛼) < 1 

ÉQUATION 6  

Le facteur f(α) est généralisé pour différentes formes de cluster et de substrat6–8.  

 

1.3.3. Aspect cinétique de la nucléation en TCN 

La cinétique de nucléation joue un rôle prédominant sur le contrôle de la qualité des 

cristaux : leur nombre, leur taille et leur phase. Cette cinétique peut être caractérisée par deux 

grandeurs : la fréquence de nucléation (J) et le temps d’induction de la nucléation (tN). 

 

1.3.3.1. Fréquence de nucléation 

La fréquence de nucléation J représente le nombre de cristaux qui se forment dans la 

solution sursaturée par unité de volume et par unité de temps : 
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𝐽 =  
𝑛𝑐

𝑉 × Δ𝑡
 

ÉQUATION 7  

nc : nombre de cristaux ayant nucléés dans la solution 

V : volume total de la solution (mL) 

t : temps de nucléation (s) 

J : fréquence de nucléation (nombre/(mL.s)) 

 

1.3.3.2. Temps d’induction de la nucléation 

Le temps d’induction de la nucléation est le temps nécessaire pour obtenir un cristal 

détectable. Il correspond donc à la somme du temps transitoire nécessaire pour atteindre un 

état stable, du temps de nucléation et du temps requis pour que le germe critique atteigne 

une taille détectable. Celui-ci est généralement mesuré par l’observation du premier cristal, 

ou par changement des propriétés physiques de la solution (diffusion de lumière, diffusion 

des rayons X aux petits angles, turbidité de la solution, indice de réfraction,…). Le temps de 

nucléation tN s’écrit de la manière suivante : 

𝑡𝑁 =  
𝑛𝑐

𝐽 × 𝑉
 

ÉQUATION 8  

D’après cette équation, plus le volume diminue plus le temps de nucléation est long. 

C’est l’effet cinétique du confinement par le volume. 

1.4. Croissance 

Une fois le rayon critique du germe atteint, le cristal va pouvoir croître par intégration 

des molécules de soluté. Cette croissance va être limitée par un ensemble de faces. 

L’ensemble des faces qui se déduisent les unes des autres grâce aux éléments de symétrie du 

cristal constitue une forme. La morphologie des cristaux est représentée par l’ensemble des 

faces cristallines, mais la morphologie ne contient pas tout à fait la notion de forme extérieure 

du cristal. Celle-ci est donnée par le faciès faisant intervenir le développement relatif des faces 

entre elles9. Le faciès cristallin est donc l’aspect extérieur des cristaux qui est déterminé par 

les vitesses relatives de croissance des faces entre elles. Au cours de la cristallisation, les faces 

qui ont une vitesse de croissance importante poussent rapidement et disparaissent, alors que 

la forme de croissance du cristal ne comporte que les faces dont la cinétique de croissance est 

la plus lente. La Figure 4 représente deux exemples de cristaux qui présentent les mêmes faces 

cristallines (et donc une même morphologie), mais des faciès différents, dus aux vitesses de 

croissance différentes. 
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Figure 4. Différents faciès cristallins dus aux différentes vitesses de croissance 

des faces.10 

Le faciès cristallin est donc fortement influencé par le milieu de croissance (solvant), la 

présence d’impuretés, et particulièrement par la sursaturation au cours de la cristallisation. 

Le faciès d’un cristal a un effet important sur ses propriétés rhéologiques. 

1.5. Polymorphisme et transitions de phases 

Lors de leur agrégation, les molécules peuvent s’assembler sous différentes phases si 

les conditions du milieu de cristallisation le permettent. Elles peuvent être sous forme de 

solides amorphes (désordonnées) ou sous forme de cristaux (ordonnées). Dans les cristaux, 

les molécules peuvent s’assembler sous la forme : 

- d’un solvate (Figure 5b), quand des molécules de solvant sont incorporées dans le 

réseau cristallin,  

- d’un sel (Figure 5a) si la molécule d’intérêt est associée à un contre-ion acide ou 

basique 

- d’un co-cristal (Figure 5c) si elle est associée à une autre molécule (ni solvant, ni 

sel).  

De plus, ces cristaux peuvent exister sous différents polymorphes, liés à l’arrangement 

tridimensionnel des molécules dans le cristal. Ainsi les polymorphes sont des solides qui ont 

strictement la même composition chimique, mais différentes structures cristallines (Figure 

5d).  
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Figure 5. Schéma de différents types de cristaux 11 

L’exemple de polymorphisme probablement le plus connu est celui du carbone qui 

peut, suivant les conditions de cristallisation, se structurer en maille hexagonale formant du 

graphite ou en maille cubique formant du diamant. Différents polymorphes auront des 

propriétés physiques (solubilité, point de fusion, densité, dureté…) différentes. Le diamant est 

par exemple un matériau beaucoup plus dur (10 sur l’échelle de Mohs) que le graphite (entre 

1 et 2 sur l’échelle de Mohs). À noter que dans le cas d’un corps simple comme le carbone, le 

terme allotropisme est utilisé préférentiellement au terme polymorphisme. 

Pour aborder le problème du polymorphisme et des transitions de phase, prenons 

l’exemple du diagramme de phase en fonction de la température pour deux phases 

polymorphiques A et B, la phase B ayant une solubilité supérieure à la phase A (Figure 6). 

Plaçons-nous dans le cas où la solution est sous-saturée par rapport aux deux phases et ne 

contient aucun cristal (Figure 6 point 1). À ce stade, la saturation n’étant pas atteinte aucun 

cristal ne pourra nucléer. Si la température est diminuée jusqu’à atteindre le point 2, la 

solution n’est alors sursaturée que par rapport à la phase A, et seule celle-ci pourra apparaître. 

Ces cristaux vont ensuite pouvoir croître, ce qui aura pour effet de diminuer la concentration 

de la solution (Figure 6 point 3). En revanche, si la température est diminuée de telle manière 

que la sursaturation soit atteinte pour les deux phases (Figure 6 point 4), les deux peuvent 

nucléer. Les cristaux des phases A et B étant en suspension dans une solution sursaturée, ils 

se mettent à croître, diminuant la concentration de la solution jusqu’au point 5. À partir de là, 

les cristaux de la phase B se trouvent dans une solution à l’équilibre alors que ceux de A sont 

dans une solution sursaturée. Les cristaux de la phase A vont alors croître diminuant ainsi la 

concentration de la solution et les cristaux de la phase B, sous-saturée, vont se dissoudre au 

profit de la phase A. La phase B est donc une phase métastable qui se convertira 
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spontanément vers la phase A (phase stable) après un certain temps. Le polymorphe le plus 

stable est donc celui ayant la solubilité la plus faible 9. 

 

Figure 6.  Représentation schématique des courbes de solubilité de deux phases 

en fonction de la température. 

Par ailleurs, la nucléation est un processus cinétique pour lequel on s’attendrait à ce 

que la fréquence de nucléation de la phase stable (JA) soit plus importante que la fréquence 

de nucléation de la phase métastable (JB) (JA>JB), car la sursaturation est plus importante pour 

la phase A que pour la phase B. Or, il est souvent observé que JA<JB. C’est ce qu’énonce la règle 

d’Ostwald : la phase métastable se forme souvent la première, car les facteurs cinétiques qui 

imposent la nucléation l’emportent sur les facteurs thermodynamiques imposant l’équilibre 

final.
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Chapitre 2. Étude de l’état solide d’une 
molécule d’intérêt pharmaceutique  

2.1. Généralités 

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre précèdent, en fonction des conditions 

de cristallisation, une molécule peut apparaître sous différentes phases solides déterminant 

ses propriétés physico-chimiques. L’enjeu en développement pharmaceutique est donc de 

trouver la ou les phases permettant d’avoir les propriétés les plus intéressantes tout en évitant 

de développer une phase métastable. On recherchera la solubilité adéquate de la molécule 

dans l’eau car celle-ci est étroitement liée à la biodisponibilité. De plus, une bonne stabilité 

permettra d’avoir une meilleure longévité du futur médicament. Par ailleurs, la découverte 

d’un nouveau polymorphe d’un principe actif pharmaceutique peut retarder ou prolonger sa 

commercialisation comme dans le cas du Zantac1 et du Norvir2. De plus, la connaissance des 

différentes phases cristallines est exigée pour le dépôt d’un dossier de demande 

d’autorisation de mise sur le marché (AMM) et la découverte d’une autre phase cristalline 

(non brevetée) par un laboratoire concurrent peut engendrer des pertes importantes. 

Pour cela, des criblages peuvent être réalisés à différents moments du développement 

et notamment dans sa phase préliminaire préclinique. À ce stade, la quantité de matière 

première disponible (de l’ordre du gramme) et de temps, peuvent devenir des facteurs 

limitants pour l’étude de l’état solide. Or les études cliniques et pharmacocinétiques sont 

lancées une fois le choix de l’état solide réalisé. Ainsi, un changement d’état solide implique 

le renouvellement de toutes les études cliniques ou au minimum de réaliser des études pivots 

en toxicologie et pharmaco-cinétique pour vérifier la bio-équivalence des formes. 

Lors de la découverte d’une nouvelle molécule d’intérêt, l’une des premières étapes 

est de mesurer sa solubilité dans l’eau ou en milieux aqueux bio-similaires tel que le Fasted 

Simulated Intestinal Fluid (FasSIF) et de la corréler à des mesures de perméabilité sur 

membranes biologiques afin d’estimer sa biodisponibilité. Si la solubilité est estimée 

suffisante, un criblage du polymorphisme est réalisé afin d’identifier les différents 

polymorphes et solvates existants et d’en mesurer les propriétés. Si la solubilité aqueuse est 

estimée trop faible, plusieurs solutions sont possibles afin de l’améliorer, comme la formation 

d’un sel ou d’un co-cristal. Les différents sels et co-cristaux possibles sont alors criblés et leurs 

propriétés mesurées.  

Il est important d’avoir à l’esprit que le nombre d’expériences ainsi nécessaires est 

important, et que les contraintes de temps et la faible quantité de produit disponible ne 

permettent pas de réaliser toutes les expériences possibles ni d’avoir une connaissance 

parfaite de toutes les phases solides. L’enjeu est donc d’adopter une stratégie de criblage 
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efficace permettant de mettre en évidence le plus rapidement possible les phases les plus 

intéressantes.  

2.2. Criblage du polymorphisme 

L’étude du polymorphisme d’une molécule consiste à trouver les différentes structures 

cristallines existantes et d’évaluer leurs propriétés physico-chimiques. Pour cela, un grand 

nombre de conditions de cristallisations sont testées. Selon le principe de McCrone, le nombre 

de polymorphes connu dépend du temps passé à en chercher. En développement 

pharmaceutique, l’important n’est donc pas de connaître tous les polymorphes et solvates 

existants (ce qui serait trop couteux dans un premier temps), mais d’identifier rapidement les 

plus stables, ainsi que les phases métastables qui peuvent apparaitre lors de la cristallisation 

du médicament et de son stockage.  

Les techniques classiques de criblage du polymorphisme sont réalisées en solution. Ces 

méthodes utilisent des solvants ou des mélanges de solvant pour induire la cristallisation par 

refroidissement, évaporation, ajout d’un anti-solvant, diffusion de vapeur ou « salting-out ». 

Le criblage est mené en faisant varier les conditions de cristallisation (température, milieu de 

cristallisation, sursaturation, vitesse de refroidissement…). D’autres techniques ne faisant pas 

intervenir de solvant sont possibles comme par induction de chaleur, sublimation, broyage, 

cristallisation en bain fondu… (Figure 7) 

Chacune de ces méthodes peut favoriser la cristallisation de phases cristallines 

différentes : les méthodes de cristallisation lente permettront de mettre en évidence plus 

facilement les phases les plus stables alors que les méthodes induisant une cristallisation plus 

rapide favoriseront l’apparition de phases métastables. Il peut donc être nécessaire de 

combiner plusieurs de ces techniques pour réaliser un criblage complet. Un récapitulatif des 

différentes techniques de criblage est présenté sur la Figure 7 . 
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Figure 7. Délais des méthodes de criblage courantes (adapté de A. Newman 12) 

2.3. Criblage de sels et de co-cristaux 

De nos jours, de plus en plus de molécules d’intérêt arrivant en développement 

pharmaceutique sont des molécules hydrophobes, ayant une solubilité dans l’eau très faible 

souvent inférieure à 0,1 g/L. Une solution possible pour améliorer la « solubilité apparente » 

de la poudre est le broyage en fines particules améliorant la cinétique de dissolution, mais 

n’agissant pas directement sur la solubilité. Cette méthode a donc une efficacité très limitée. 

La méthode la plus courante, et souvent la plus efficace, est de former un sel de principe actif 

ou un co-cristal. Cela permet d’améliorer la solubilité en phase aqueuse, mais aussi d’autres 

propriétés physico-chimiques comme la stabilité et l’hygroscopicité mais également des 

propriétés d’usage comme la filtrabilité et l’écoulement sans modification de la molécule.  

 

 

2.3.1. Formation d’un sel 

Un sel se forme par réaction entre un acide et une base. Tout composé acide ou 

basique peut à priori former un sel avec un contre-ion mais sa bonne formation va dépendre 
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de la force relative de l’acide ou de la base. C’est pourquoi la connaissance des pKa de la base 

et de l’acide est importante13. En pratique, un sel peut être formé suivant plusieurs méthodes 

de salification :  

- la plus utilisée est la méthode en solution où le principe actif et son contre-ion sont 

dissous à équivalence molaire dans un solvant puis recristallisés (par 

refroidissement, évaporation, lyophilisation…) sous forme de sel. 

- Une autre méthode est le co-broyage où le principe actif et son contre-ion sont 

broyés ensemble (à équivalence molaire), la salification se faisant alors par réaction 

solide-solide. Ce co-broyage peut être réalisé manuellement avec un mortier et un 

pilon ou à l’aide d’un broyeur à billes haute énergie. Cette technique impose de 

travailler au-dessus de la température de transition vitreuse (Tg) du sel attendu 

pour conduire au sel cristallisé. Il a été montré que l’ajout d’une petite quantité de 

solvant ayant des affinités avec les réactifs et abaissant les températures de 

transition vitreuse améliore grandement la cinétique et le rendement de la 

réaction14. 

 

2.3.2. Criblage et choix de sel 

Choisir une forme salifiée permet de modifier un ensemble de propriétés, mais il est 

difficile de trouver une forme en particulier qui permette de cibler une propriété sans modifier 

les autres15. Bien qu’une meilleure solubilité aqueuse soit principalement recherchée, 

d’autres critères sont importants comme le rendement chimique, la qualité cristalline, le 

polymorphisme (important en production), ou encore la toxicité et les aspects 

pharmacocinétiques.   

Afin d’évaluer la faisabilité des différents sels et leurs propriétés physico-chimiques un 

criblage est généralement réalisé. La stratégie de criblage qui va être mise en place à ce stade 

du développement est d’une grande importance. En effet, la cristallisation d’une dizaine de 

sels doit être évaluée dans une quinzaine de solvants et les phases cristallines obtenues 

doivent être caractérisées à l’aide de techniques variées pour retirer un maximum 

d’informations, le tout avec des quantités de matière première faibles (inférieures à 5 g). Des 

stratégies et des exemples de criblage de sels sont présentés par M. J. Bowker dans 

« Handbook of Pharmaceutical Salts »16 

 

2.3.3. Formation d’un co-cristal 

Un co-cristal est formé lorsqu’une molécule neutre est présente dans un composé 

cristallin à un ratio stœchiométrique défini. Cette molécule appelée « co-crystal former » ne 

doit pas être chargée (auquel cas il s’agira d’un sel) et ne doit pas être un solvant (auquel cas 

il s’agira d’un solvate). Les techniques permettant d’obtenir un co-cristal sont les mêmes que 

pour l’obtention d’un sel, mais la technique la plus utilisée est le co-broyage. Je ne parlerais 
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pas du criblage de co-cristaux qui est en dehors de mon sujet d’étude, mais je renvoie le 

lecteur vers le livre « Pharmaceutical Salts and Co-crystals »17 pour approfondir le sujet. 

2.4. Techniques de caractérisation du solide 

Les techniques de caractérisation du solide sont variées, chacune apportant des 

informations différentes et bien souvent complémentaires. Parmi ces techniques, la plus 

répandue pour avoir une vision précise de l’arrangement cristallin est certainement la 

diffraction des rayons X par un monocristal. Cette technique nécessite de produire des 

monocristaux de qualité rarement accessibles en début de développement en particulier lors 

d’une étude de choix de sel. La diffraction des rayons X sur poudre (DRXP) est aussi très 

utilisée, les quantités de matière mises en jeu avec cette approche sont plus importantes, mais 

les informations pouvant être déduites sont à la fois qualitatives et quantitatives 

(identification des phases, dosage des phases, etc). Il est aussi possible de réaliser de la DRXP 

en chambre thermostatée ou à humidité contrôlée afin de suivre l’évolution du solide 

(transition de phase, hydratation, dégradation…) pendant un changement environnemental. 

Il est souvent judicieux de mettre en perspective des diffractogrammes obtenus avec des 

techniques d’analyse thermique comme la Calorimétrie Différentielle à Balayage (DSC). Cette 

dernière permettra de diagnostiquer, entre autres, une désolvatation, une transition de phase 

(solide-solide) et de mesurer une température de fusion (il ne faut pas oublier que la DSC est 

une mesure dynamique, la température de fusion mesurée est ainsi dépendante des 

évènements produits lors du profil de température imposé !).   Il est aussi judicieux de mettre 

en parallèle un profil obtenu en DSC avec un profil obtenu en Analyse thermogravimétrique 

(ATG) ce qui peut permettre d’interpréter des évènements difficilement interprétables avec 

une seule de ces techniques. La gravimétrie d’absorption d’eau (DVS) permet quant à elle de 

mesurer la variation de masse d’un échantillon en fonction de la pression de vapeur d’eau et 

ainsi d’évaluer son hygroscopicité. Elle peut aussi être utilisée avec certains solvants 

organiques pour étudier la solvatation d’une poudre.  

Les techniques d’analyse dites « vibrationnelles » telles que la spectroscopie Raman et 

proche infrarouge (NIR) sont aussi très utilisées, car elles ont l’avantage de permettre des 

analyses qualitatives et quantitatives sans être invasives et donc sans dégradation de 

l’échantillon. Elles peuvent permettre l’identification d’une phase, bien qu’une confirmation 

par diffraction des rayons X soit souvent nécessaire. 

2.5. Le polymorphisme du Sulfathiazole 

Le sulfathiazole est un composé organosulfuré utilisé comme principe actif 

pharmaceutique dans le traitement des infections bactériennes. Très utilisé, il a aujourd’hui 

été remplacé par des dérivés moins toxiques18 (cette molécule pouvant provoquer des effets 

secondaires tels que des irritations cutanées et des réactions allergiques). Cependant, son 
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efficacité fait qu’il reste utilisé principalement dans le domaine vétérinaire. Bien que son 

utilisation pharmaceutique soit aujourd’hui plus restreinte, son utilisation en laboratoire de 

recherche est fréquente dans le domaine de la cristallisation, car le sulfathiazole présente un 

polymorphisme intéressant. Le sulfathiazole est connu pour avoir cinq variétés 

polymorphiques différentes19, bien décrites dans la littérature, mais aussi un grand nombre 

de solvates20 ce qui l’amène à être utilisé comme molécule modèle dans des études de 

cristallisation. 

Cependant dans la littérature, les noms des différents polymorphes du sulfathiazole 

sont notés de manière différente et il est parfois difficile de s’y retrouver. Le tableau 1 expose 

la nomenclature choisie dans ce manuscrit (correspondant à la nomenclature utilisée par la 

Cambridge Structural Database, CSD) et les informations cristallographiques associées. 

 

 

Forme 

polymorphique 

I II III IV V 

Forme 

équivalente dans 

refcode CSD 

Suthaz01 

Suthaz07 

Suthaz08 

Suthaz16 

Suthaz23 

Suthaz 

Suthaz03 

Suthaz09 

Suthaz10 

Suthaz18 

Suthaz20 

Suthaz02 

Suthaz11 

Suthaz12 

Suthaz17 

Suthaz21 

Suthaz04 

Suthaz13 

Suthaz14 

Suthaz19 

Suthaz22 

Suthaz05 

Suthaz06 

Suthaz15 

Groupe d’espace P21/C P21/C P21/C P21/n P21/n 

a (Å) 10.554 8.235 17.570 10.867 14.330 

b (Å) 13 220 8 550 8 574 8 548 15 273 

c (Å) 17 050 15 558 15 583 11 456 10 443 

β (degré) 108.06 93.67 112.93 88.13 91.05 

Densité (g. cm-3) 1,50 1,55 1,57 1,60 - 

Tableau 1 : Nomenclature et données cristallographiques des polymorphes du 

sulfathiazole (adapté de Abdelli et al21).  

 

La stabilité des polymorphes du sulfathiazole a été étudiée dans la littérature, mais 

l’ordre de stabilité des différents polymorphes change selon les auteurs. Khoshkloo et al 

proposent un ordre de stabilité suivant les solubilités des différents polymorphes du 

sulfathiazole qu’ils ont mesurées : I<II<IV<III22. Cependant Blagden et al proposent un ordre 

suivant la densité calculée des polymorphes : I<II<III<IV23. Plus récemment, Munroe et al ont 
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établi l’ordre de stabilité suivant : I<V<IV<II<III en se basant sur des résultats obtenus par DSC 

et par mise en équilibre de solutions contenant des mixtures de polymorphes du sulfathiazole. 

Il semble donc que la stabilité des polymorphes II, III et IV ne fasse pas vraiment l’unanimité. 

Cela est certainement dû aux solubilités très proches de ces trois polymorphes et 

particulièrement celles des polymorphes III et IV comme peut le montrer les données de la 

littérature22,24. De plus, il a été montré que la structure de ces deux polymorphes (III et IV) 

sont très proches25.  

Bien que, des procédés de cristallisation permettant d’obtenir uniquement des lots 

purs des 5 polymorphes ont été rapportés26,27, les conditions de cristallisation de ces 

polymorphes ne sont pas vraiment claires. Khoshkloo et al. proposent que l’apparition d’un 

polymorphe est déterminée par le solvant de cristallisation. En fonction de l’affinité entre 

celui-ci et les différentes faces d’un polymorphe, la nucléation ou la croissance d’un 

polymorphe pourrait être avantagée au détriment des autres22. Ainsi certains polymorphes ne 

peuvent pas être obtenus dans certains solvants. Cette vision est loin de faire l’unanimité et 

d’autres auteurs affirment que les 5 polymorphes peuvent apparaître dans tous les solvants28 

et que la cristallisation du sulfathiazole suit la règle d’Ostwald23,29. Il a aussi été montré par 

cet auteur que le polymorphisme du sulfathiazole pouvait être fortement influencé par la 

présence d’impuretés23. 

Le système polymorphique du sulfathiazole est complexe et sensible30 mais, de par le 

nombre de publications sur le sujet, les différents polymorphes sont bien décrits par de 

nombreuses techniques d’analyse (DRX, Raman, microscopie Optique, « Magic-angle spinning 

NMR », DSC…) ce qui permettra d’avoir de bonnes références lors de nos expériences de 

cristallisation pour identifier les différents polymorphes obtenus. 

Enfin, l’utilisation de la microfluidique pour l’étude du polymorphisme du sulfathiazole 

est intéressante, car l’augmentation du nombre d’expériences augmentera la probabilité 

d’obtenir différents polymorphes. De plus, le confinement dû au faible volume des gouttes 

permettra d’isoler une phase métastable et d’éviter les erreurs dues à un mélange de 

polymorphes.
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Chapitre 3. Cristallisation en microfluidique 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’étude de l’état solide d’une molécule en 

phase de développement pharmaceutique nécessite de nombreuses expériences et donc une 

consommation de matière première importante à un stade où la production de quelques 

grammes est très onéreuse. De plus, la nucléation étant un phénomène stochastique, il est 

préférable de répéter ces expériences. Le but est donc d’augmenter le nombre d’expériences 

indépendantes tout en diminuant les volumes d’études afin d’économiser de la matière 

première. C’est ce que peut permettre un outil microfluidique. 

La microfluidique désigne l’ensemble des technologies permettant la manipulation de 

fluides dans des canaux de taille submillimétrique, c’est-à-dire des volumes du microlitre au 

femtolitre. Cette réduction des volumes d’étude justifie la large utilisation des systèmes 

microfluidiques dans des domaines variés tels que la chimie analytique, la biologie 

moléculaire, la micro-électronique, l’optique...31–33.  

Il existe différents types de systèmes microfluidiques : 

- Les systèmes microfluidiques à flux continu utilisent des jonctions microfluidiques 

pour réaliser des mélanges de solutions et de réactifs. Ces mélanges et les réactions 

qui en découlent se font directement au sein des canaux microfluidiques. En jouant 

sur les différents débits, il est alors possible de contrôler la quantité de chaque 

réactif.  

- D’autres systèmes microfluidiques plus complexes utilisent aussi la manipulation 

de flux continus, mais les mélanges se font dans de petits réservoirs. Dans ces 

systèmes, le remplissage des différents réservoirs se fait par l’utilisation de valves 

contrôlées par des pompes à vide. Le grand nombre de ces réservoirs permet de 

réaliser une multitude de conditions expérimentales avec le même dispositif. 

-  Enfin, les systèmes microfluidiques à base de gouttes sont des systèmes reposant 

sur la génération de gouttes monodispersées par mélange de deux liquides non 

miscibles (émulsion). Le volume des gouttes qui sont ainsi formées est 

généralement compris entre le µL et le pL. Ces gouttes sont isolées entre elles par 

une phase continue et peuvent être ainsi considérées comme un système fermé 

sans contact avec l’extérieur et donc comme de véritables nanocristallisoirs 

indépendants. Un grand nombre de gouttes peuvent alors être générées pour 

permettre la répétition des expériences et effectuer des études statistiques.  

La possibilité de réaliser de multiples opérations (mélange, séparation, analyse, etc.) 

permet la miniaturisation d’opérations complexes et la parallélisation d’expériences donnant 

accès à une grande quantité de données en utilisant peu de matière première. De plus, la 

répétition des expériences permet de réaliser des études statistiques du phénomène 
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stochastique qu’est la nucléation et les petits volumes mis en jeu permettent une 

consommation de matière première faible. La réduction du volume permet aussi d’atteindre 

des sursaturations plus importantes et augmente la probabilité d’obtenir des formes 

métastables 34. Ces différents avantages font de la microfluidique un outil de choix pour 

l’étude de la cristallisation. 

Bien que la microfluidique soit de nos jours largement étudiée et utilisée pour la 

cristallisation de protéines dans le but de résoudre leurs structures, les publications pour son 

utilisation dans le cadre d’un criblage des conditions de cristallisation (milieu, polymorphisme, 

choix de sels…) de petites molécules d’intérêt pharmaceutique restent marginales. 

Cependant, les systèmes variés utilisés dans le cadre de la cristallisation de protéines peuvent 

être transposés pour d’autres applications. La principale limite de l’utilisation de la 

microfluidique pour le criblage de molécules d’intérêt pharmaceutique est la nécessité que le 

système soit compatible avec les solvants organiques et les températures « élevées » (60-

80 °C) couramment utilisés pour leur cristallisation. Il est à noter que l’on retrouve en 

microfluidique, les trois procédés classiques de génération de sursaturation : mélange de 

solutions-relargage, évaporation et batch (avec variation de température).  

Dans cette partie, nous présenterons dans un premier temps l’hydrodynamique et la 

manipulation de fluide à l’échelle submillimétrique. Ensuite, nous verrons les différents 

matériaux utilisés pour la fabrication de systèmes microfluidiques. Et enfin, nous exposerons 

les différents exemples et applications de la microfluidique en cristallisation. 

3.1. Manipulation de fluides et hydrodynamique 

Nous allons ici nous intéresser aux phénomènes hydrodynamiques qui régissent 

l’écoulement de fluides et la formation de gouttes dans des canaux microfluidiques. Bien que 

les lois physiques de la mécanique des fluides soient les mêmes à l’échelle microscopique et 

à grande échelle, certains phénomènes négligeables macroscopiquement deviennent 

prépondérants à l’échelle microscopique comme la capillarité, alors que d’autres comme la 

gravité deviennent négligeables. 

 

3.1.1. Hydrodynamique des flux continus en microfluidique 

Le nombre de Reynolds (Re) représente le rapport entre les forces d’inertie et les 

forces visqueuses et permet de déterminer le régime d’un écoulement : 
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𝑅𝑒 =  
𝜌𝑐 × 𝑣𝑐 × 𝑊

µ𝑐
 

ÉQUATION 9  

ρc : masse volumique de la phase continue [kg/m3]  

µc : viscosité dynamique du fluide [kg/(m.s)]  

𝑣𝑐  : vitesse caractéristique du fluide [m/s]  

W : diamètre du canal correspond à sa dimension caractéristique [m]  

 

Si Re>2000 : Le régime est considéré comme turbulent (Figure 8a) 

Si Re<1 : Le régime est considéré comme laminaire (Figure 8b) 

Dans le cas de la microfluidique, les dimensions caractéristiques et les vitesses mises 

en jeu sont faibles. Le nombre de Reynolds est alors inférieur à 1. L’inertie peut donc être 

négligée et le régime d’écoulement est laminaire. Ainsi la vitesse moyenne des fluides dans 

un canal microfluidique cylindrique peut être évaluée à partir du diamètre W des canaux et 

du débit Q comme suit : 

𝑣 =  
𝑄

𝜋 (𝑊 2⁄ )²
 

ÉQUATION 10  

 

Q : débit [m3/s]  

W : diamètre du canal [m]  

 

 

Figure 8. Différents types d’écoulement : a) Turbulent (Re>2000) b) Laminaire 

(Re<1). Les flèches représentent les champs de vitesse dans le fluide. 

Un paramètre important à prendre en compte lors de l’élaboration d’un montage 

microfluidique est la perte de charge. Celle-ci correspond à la dissipation d’énergie mécanique 

par frottement d’un fluide en mouvement. Elle peut être caractérisée par une variation de 

pression ∆P. Une manière simple de calculer la perte de charge dans un canal cylindrique en 

écoulement laminaire est d’utiliser la loi de Poiseuille : 
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∆𝑃 =
8𝑄µ𝑙

𝜋(
𝑊
2

)4
 

ÉQUATION 11  

Q : débit [m3/s]  

µ : viscosité dynamique du fluide [kg/(m.s)]  

l : longueur du canal [m]  

W : diamètre du canal [m]  

 

Cette équation permet aussi le calcul de la pression appliquée en un point du circuit. 

 

3.1.2. Hydrodynamique des gouttes en microfluidique 

La microfluidique à base de gouttes repose sur la production de gouttes de taille et de 

fréquence contrôlées dans des canaux de géométrie précise. Les gouttes sont formées par 

émulsification entre deux fluides non miscibles (exemple : huile/eau). Le fluide ayant le moins 

d’affinité avec la surface du canal microfluidique formera des gouttes et est appelé phase 

dispersée. Le fluide ayant le plus d’affinité avec la surface du canal est appelé phase continue. 

La mouillabilité des canaux est donc un paramètre important pour un montage microfluidique. 

En effet, des canaux hydrophobes permettront la génération de gouttes d’eau dans une huile 

(qui mouillera le canal), alors que des canaux hydrophiles permettront la génération de 

gouttes d’huile dans l’eau (qui mouillera le canal). Les débits des différents fluides sont 

contrôlés soit par un pousse-seringue, soit par des pompes appliquant une pression sur les 

fluides. Comme pour la microfluidique à base de flux continu, le nombre de Reynolds va 

déterminer le régime d’écoulement dans les canaux. De plus, il est possible en jouant sur les 

débits des différents fluides et sur la géométrie du dispositif de faire varier les caractéristiques 

des gouttes : fréquence, taille, composition. 

 

3.1.2.1. Nombres et dimensions caractéristiques 

L’interaction entre la phase dispersée (D) et la phase continue (C) dans un canal conduit 

à la création d’une interface caractérisée par l’énergie interfaciale CD. La longueur capillaire 

(lc) permet de déduire pour quelle dimension caractéristique les effets capillaires dominent 

les effets de la gravité (équation 12).  
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𝑙𝑐 =  √
𝛾CD

Δ𝜌 × 𝑔
 

ÉQUATION 12  

𝛾CD : énergie interfaciale entre les phases continue et dispersée (en J/m2 ou kg/s2) 

𝑔 : l’accélération de la pesanteur (m/s2)  

Δ𝜌 : la différence de masse volumique entre les deux phases (kg/m3) 

 

Si le diamètre du canal (W) est inférieur à 𝑙𝑐, les effets de la gravité sont négligeables 

et les gouttes ne sont pas aplaties contre la paroi. 

En microfluidique à base de gouttes, le nombre capillaire (Ca) joue un rôle primordial 

dans le mécanisme de formation des gouttes (équation 13). Ca reflète la compétition entre la 

contrainte de cisaillement imposée par la phase continue et l'énergie interfaciale entre les 

phases continue et dispersée 35 : 

𝐶𝑎 =  
µ𝐶 × 𝑣𝐶

γCD
 

ÉQUATION 13  

vC : vitesse de la phase continue (m/s) 

µC : viscosité dynamique de la phase continue (kg.m-1.s-1) 

 

Un faible Ca indique que l’énergie interfaciale est élevée comparée aux contraintes 

visqueuses et qu’elle domine la force de cisaillement. 

 

3.1.2.2. Génération de gouttes en microfluidique 

Il existe deux méthodes de génération de gouttes : par « flow-focusing » (ou 

focalisation de flux), et par « cross-flowing » (ou flux transversaux). En « flow-focusing », le 

flux de phase dispersée est pincé perpendiculairement par deux flux de phase continue, ce qui 

conduit à la rupture de la phase dispersée en gouttes parallèlement à sa direction d’injection 

(Figure 9a). En « cross-flowing », la phase continue croise perpendiculairement le flux de 

phase dispersée, conduisant à la formation des gouttes perpendiculairement à l’entrée de 

phase dispersée. Cette méthode peut être obtenue avec une jonction soit en croix (Figure 9b) 

soit en Té (Figure 9c).  

La génération de gouttes en microfluidique est très souvent aidée par l’utilisation d’un 

tensioactif. Celui-ci s’adsorbe à l’interface goutte/huile, réduisant l’énergie interfaciale, ce qui 

facilite la formation de cette nouvelle interface et ainsi stabilise l’émulsion en minimisant les 

risques de coalescence des gouttes36. Cependant, il est important de noter que l’utilisation de 

tensioactifs doit être évitée dans les études de cristallisation, car ceux-ci peuvent interagir 

avec le processus de cristallisation37. 
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Figure 9. Différentes méthodes de génération de gouttes en microfluidique. a) 

par flow-focusing, b) par cross-flowing dans une jonction en croix et c) par 

cross-flowing dans une jonction en Té. 

 

3.1.2.3. Régimes et mécanismes de formation des 

gouttes 

La taille des gouttes générées est influencée à la fois par le Ca et par le ratio des débits 

ou des vitesses moyennes (calculées avec l’équation 10). Différents régimes et mécanismes 

de formation des gouttes peuvent être observés dans une jonction en Té. En cross-flowing, 

quatre régimes sont couramment décrits38 : 

 En régime squeezing, la goutte en formation remplit le canal de sortie avant de se 

détacher grâce à la chute de pression interne39. La longueur de la goutte est alors 

supérieure au diamètre du canal de sortie, ce qui lui confère le nom de « plug » (Figure 

10a). Ce régime est observé aux faibles valeurs de Ca (<0,01). 

 Le régime dripping correspond à une goutte qui se détache avant d’avoir rempli le 

canal de sortie (Figure 10b) à cause de la contrainte de cisaillement de la phase 

continue38. Sa taille est donc inférieure à celle du canal de sortie. Ce régime est observé 

aux valeurs de Ca>0,02. 

 Le régime jetting correspond à un écoulement de la phase dispersée sous forme d’un 

jet qui se déstabilise pour former des gouttelettes loin de la jonction (Figure 10c). Ceci 

est dû à l’énergie interfaciale 𝛾CD qui est plus faible dans le cas de gouttelettes 

comparées à celle d’un cylindre de liquide, malgré un volume identique. Les 
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gouttelettes sont alors transportées par l’écoulement de la phase continue40. Ce 

régime est observé aux valeurs très élevées de Ca (proche de 0,2). Dans ce régime, la 

taille des gouttes augmente avec les débits appliqués. 

 Le régime transitoire est le régime intermédiaire entre le squeezing et le dripping41. Le 

détachement des gouttes est contrôlé à la fois par la chute de pression et la contrainte 

de cisaillement. Même si la plupart des auteurs ne décrivent pas ce régime transitoire, 

une valeur critique de Ca ≈ 0,015 peut être définie40. 

 

 

Figure 10. Régime de génération des gouttes en microfluidique : a) squeezing, b) 

dripping, c) jetting.42 

Le nombre capillaire dépendant fortement de la phase continue utilisée, on peut en 

déduire que le choix de l’huile en microfluidique à base de gouttes est un paramètre 

primordial. Le choix d’une huile se fait alors en fonction de sa viscosité, de son affinité avec 

les parois du canal microfluidique et de son immiscibilité avec la phase dispersée (liée à 𝛾CD). 

Ainsi, des huiles fluorées sont très souvent utilisées, car immiscibles avec la majorité des 

solvants utilisés comme phases dispersées.  

 

3.1.2.4. Taille des gouttes 

La taille des gouttes est caractérisée par le rapport entre sa longueur notée L et le 

diamètre W du canal de sortie. Il a été montré au laboratoire que le rapport L/W était 

influencé par le rapport des vitesses des phases dispersée et continue (VD/VC), la vitesse totale 

(VTOT= VD+VC) et le nombre capillaire Ca43. Lorsque la longueur L est inférieure au diamètre 

(L/W<1) (Figure 11a), les gouttes sont sphériques et mobiles dans la phase continue, risquant 

de coalescer puisque l’on n’introduit pas de tensioactif. Si L/W>2, les gouttes sont allongées 

et le contact avec la paroi du canal est important, on parle alors de plugs (Figure 11b). Il est à 

noter que dans le cas de mélanges de solutions dans la goutte, l’homogénéité des gouttes 

s’établit d’autant plus lentement que les plugs sont longs car le mélange se fait 

essentiellement par diffusion (voir A-3.1.2.5). Dans le cas intermédiaire où 1≤L/W≤2, le 
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contact avec la paroi du canal est faible, tout en évitant la coalescence des gouttes (Figure 

11c) et les gouttes sont homogènes. 

 

Figure 11. Différentes formes de gouttes en mouvement. a) Gouttes petites et 

instables avec L/W<1. b) Gouttes de type plug avec L/W>2. c) Gouttes avec 

1≤L/W≤2. Barre d’échelle : 500µm.43 

Un autre paramètre important est la fréquence des gouttes (fG), car plus les gouttes 

sont proches plus elles risquent de coalescer. Il n’existe pas, à ce jour, de loi universelle pour 

la prédiction de L/W et de fG. Cependant des relations empiriques entre L/W ou fG et les 

paramètres opérationnels, tels que VD/VC, VTOT et Ca, ont été montrées10. 

 

3.1.2.5. Mélange  

La microfluidique peut permettre de réaliser des mélanges de solutions, pour réaliser 

des réactions chimiques dans les gouttes. Les solutions peuvent alors être mélangées dans la 

phase dispersée avant, pendant ou après la génération des gouttes. 

3.1.2.5.1. Mélange avant la formation des gouttes 

Le mélange de deux solutions de réactifs avant la formation des gouttes est difficile si 

les deux flux sont parallèles. En effet, deux phases de même nature injectées dans un canal 

avancent côte à côte de façon laminaire (dû au faible Re), et se mélangent uniquement par 

diffusion44. Le mélange est alors très lent.  

On peut cependant mélanger les réactifs avant de remplir le système d’injection comme 

dans une seringue par exemple. Mais le volume est plus grand dans la seringue et nous avons 

montré que le temps de nucléation diminuait lorsque le volume augmentait. Ainsi, la réaction 

risque de se produire dans le système d’injection et non dans les gouttes. 

Une solution est de réaliser le mélange in situ en utilisant deux jonctions en Té (Figure 

12), une en amont pour le mélange et une pour la génération des gouttes. La première 

jonction en Té sert à injecter perpendiculairement les deux solutions de réactif afin de garantir 

leur mélange à la sortie. Puis on crée les gouttes en rajoutant la deuxième jonction en Té dans 

laquelle on injecte la phase continue. Cependant, la réaction risque de se produire dans le flux 
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de phase dispersée entre les deux Té avant la formation des gouttes et non dans les gouttes 

(Figure 12 zone orange).   

 

 

Figure 12. Montage avec deux jonctions en Té. Le premier Té (à gauche) permet 

de mélanger la solution à cristalliser (la Rasburicase) avec l’agent cristallisant 

(le PEG), et le second Té (à droite) génère les gouttes grâce à de l’huile (FMS). 

Il y a un risque de précipitation dans la zone entourée en orange.10 

3.1.2.5.2. Mélange lors de la formation des gouttes 

Lors de la formation des gouttes, il est possible de réaliser un mélange de solutions lors 

de la formation des gouttes de plusieurs manières. Tice et al 44 proposent un mélange des 

solutions en les injectant dans un flux d’huile fluorée comme présenté sur la Figure 13. Les 

gouttes sont mélangées rapidement par recirculation, représentée par des flèches blanches 

dans la Figure 13. Ainsi, les gouttes deviennent homogènes en composition dans le volume. 

 

Figure 13. Représentation schématique de la formation de gouttes à partir de 

multiples solutions aqueuses en les injectant dans un flux d’huile fluorée (PFD) 

non miscible. Les gouttes sont mélangées rapidement par recirculation, 

représentée par des flèches blanches. Ainsi, les gouttes deviennent 

homogènes en composition et donc complètement identiques.44 
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Une autre réponse est l’utilisation d’une jonction en croix avec une disposition en 

cross-flowing (Figure 9b). Les gouttes ainsi formées sont homogènes et reproductibles43. Cette 

disposition a l’avantage d’être facile à mettre en place. Cependant, il est important de noter 

que des débits très différents entre les phases dispersées peuvent entrainer un reflux de la 

solution à fort débit vers l’entrée de la solution à faible débit. 

3.1.2.5.3. Mélange après la formation des gouttes 

Un dernier moyen de mélanger deux solutions consiste à former un train de gouttes 

de la première solution puis à injecter dans ces gouttes le flux de la deuxième solution45. Pour 

cela, on utilise une jonction en Té : dans une première entrée arrivent les gouttes de la 

première solution formées dans un flux de phase continue (Figure 14A) ; par une deuxième 

entrée, le flux de la deuxième solution vient se mélanger dans chaque goutte qui circule, car 

ces deux phases sont miscibles entre elles et immiscibles avec la phase continue (Figure 14B).   

 

Figure 14. Mélange des gouttes à l'aide d'une jonction en Té. (A-D) Simulation (à 

gauche) et résultats expérimentaux (à droite) montrant les 4 étapes de la 

fusion des gouttes. (E) Conditions optimales de débit pour la synchronisation 

de la fusion des gouttes.45 

 

 

L'addition de la deuxième solution à chaque goutte se produit en suivant 4 étapes :   
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 - L’étape de fixation (Figure 14A) : lorsque la goutte arrive sur la jonction en Té, les 

forces capillaires réduisent l’interface entre la goutte et le flux. En l'absence d'agents 

tensioactifs de stabilisation, ce processus se produit spontanément.    

- L’étape de mélange (Figure 14B) : comme la goutte passe à travers la jonction, elle 

est « nourrie » par la deuxième solution et la taille de la goutte augmente.   

- L’étape d’étranglement (Figure 14C) : la contrainte de cisaillement exercée sur le 

mélange par la phase continue provoque son amincissement à la jonction.   

 - L’étape de détachement (Figure 14D) : la goutte contenant les deux réactifs se 

détache et est libérée dans le canal. 

 Suivant le débit des gouttes de la première solution QD et de la deuxième solution QS, 

on obtient une zone de fusion synchrone (Figure 14E, zone I). Dans cette zone, le volume de 

la deuxième solution ajouté dans chaque goutte de la première solution est proportionnel à 

son débit QS. En dehors de cette zone : si QS est élevée, des gouttelettes supplémentaires de 

la deuxième solution sont injectées dans le train de gouttes de la première solution (Figure 

14E, région II) ; si QS est faible, une partie du contenu des gouttes de la première solution 

reflue dans l’entrée de la deuxième solution (Figure 14E, région III) 

Il a été montré que l’énergie interfaciale entre phase continue et phase dispersée joue 

un rôle important dans la stabilisation des gouttes. En dessous d’une certaine énergie 

interfaciale, les gouttes sont instables dans le capillaire et peuvent coalescer gênant le 

mélange.46 

3.1.2.5.4. Homogénéisation du mélange 

L’homogénéisation du mélange va dépendre de la géométrie de la jonction et du canal 

de sortie. Le mélange se fait par recirculation. Cette recirculation est due à des interactions de 

cisaillement entre le fluide à l’intérieur de la goutte et la phase continue47 comme il est montré 

sur la Figure 15. 

 

Figure 15. Schéma des zones de recirculation induites par la présence de 

l'interface entre la goutte (en vert) et la phase continue (en orange)47 

De plus, il a été démontré que la longueur des gouttes joue un rôle important dans le 

temps d’homogénéisation de celle-ci. En effet, le mélange de deux solutions à l’intérieur d’une 

goutte de quelques nanolitres se fait d’autant mieux que les dimensions de la goutte sont 

telles que 1<L/W<244. Cet effet est illustré sur la Figure 16.  
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Figure 16. Photos de la formation de gouttes de longueurs différentes, à 

proximité de leur zone de formation (le rapport des débits eau/huile 

augmentant de haut en bas).44 

3.2. Les différents matériaux utilisés en microfluidique 

Avant tout, il est important de préciser qu’il existe deux types de dispositifs 

microfluidiques qui vont nécessiter des matériaux aux propriétés différentes pour leur 

fabrication : 

-  les puces microfluidiques où les canaux et jonctions microfluidiques sont imprimés 

directement sur le matériau (Figure 17c). Les techniques de fabrication de ces puces 

nécessitent généralement l’utilisation de matériaux ayant un point de fusion relativement 

faible.  

-  les dispositifs microfluidiques à base de capillaires (souvent appelés dispositifs « Plug 

and Play ») pour leur facilité de montage (Figure 17a et b). Ces dispositifs sont généralement 

constitués de capillaires en polymère fluoré et de jonctions en PEEK dérivés des montages 

HPLC. 
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Figure 17. (a) Schéma d’un dispositif microfluidique à base de capillaires48, (b) 

jonction microfluidique en Té 49, (c) puce microfluidique50 

Il existe un grand nombre de matériaux utilisés pour la fabrication de systèmes 

microfluidiques. Le choix des matériaux qui constitueront un système microfluidique est une 

étape importante. Ce choix est déterminé par plusieurs facteurs tels que le coût, la rapidité 

de fabrication, les équipements et technologies disponibles et surtout la nature des fluides 

utilisés. En effet, le système microfluidique doit être compatible avec tous les solvants 

couramment utilisés en cristallisation, comme les solvants organiques. 

 

3.2.1. Le Polydiméthylsiloxane  

Le Polydiméthylsiloxane (PDMS) est un matériau très utilisé pour la fabrication de 

puces microfluidiques. Il s’agit d’un élastomère silicone qui a la particularité d’être 

hydrophobe et souple. Le PDMS est compatible avec la quasi-totalité des produits biologiques, 

il est donc devenu le matériau de prédilection des puces microfluidiques dédiées à la biologie 

et est très utilisé pour la cristallisation de protéines. Ce matériau comporte une excellente 

transparence même pour des épaisseurs importantes et les puces microfluidiques en PDMS 

sont faciles à fabriquer et peu onéreuses. Cependant pour changer de géométrie, il est 

nécessaire de créer un nouveau moule. Car les canaux microfluidiques sont imprimés sur une 

surface par lithographie douce, constituant le moule dans lequel le PDMS sera coulé puis 

réticulé en chauffant dans une étuve. De plus, des solvants organiques (acétone, acétate 

d’éthyle…) sont régulièrement utilisés en cristallisation, avec lesquels le PDMS n’est pas 

compatible51. Les puces microfluidiques en PDMS sont donc réservées à la cristallisation de 

molécules solubles dans l’eau. Par ailleurs, le PDMS est légèrement poreux à l’eau et aux gaz. 
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Il ne peut donc être utilisé que pour des temps de cristallisation courts (quelques heures) et à 

température peu élevée (<50 °C). 

 

3.2.2. Le verre 

Le verre est un matériau intéressant, car il est peu réactif chimiquement et présente une 

excellente transparence. Les puces microfluidiques en verre ont l’avantage d’être compatibles 

avec tous les solvants organiques utilisés en cristallisation. Cependant, c’est un matériau très 

dur, cassant et la fabrication de ce type de puces est complexe et onéreuse. De plus, le verre 

présente des propriétés hydrophiles, l’eau est alors utilisée comme phase continue pour la 

formation de gouttes, ce qui limite son utilisation (car certains solvants organiques utilisés 

pour la cristallisation sont miscibles dans l’eau). Cependant, il est possible de traiter les puces 

en verre pour les rendre hydrophobes, mais cela rajoute une étape de fabrication et les 

traitements de surface permettant une homogénéité parfaite sont coûteux et peuvent être 

fastidieux. 

 

3.2.3. Les thermoplastiques rigides 

Les matériaux thermoplastiques rigides, tels que le COC (Cyclic Olefin Copolymer) ou 

le PMMA (Polyméthylméthacrylate), sont des matériaux hydrophobes, peu onéreux et faciles 

à préparer. Ils ont également une bonne transparence et sont compatibles avec les produits 

biologiques. Bien que ces matériaux aient une meilleure compatibilité avec les solvants 

organiques que le PDMS, ils restent incompatibles avec certains solvants couramment utilisés 

en cristallisation tels que l’acétone pour le PMMA, ou le toluène pour le COC52. 

Le PEEK (Polyether ether ketone) est un polymère thermoplastique organique ayant 

une excellente résistance aux solvants organiques. Cependant, c’est un matériau opaque et 

son point de fusion est élevé (343 °C), c’est pourquoi il n’est pas utilisé pour la fabrication de 

puces microfluidiques. En revanche, le PEEK est très utilisé en microfluidique à base de 

capillaires pour jouer le rôle de jonction. 

 

3.2.4. Les polymères fluorés 

Les polymères fluorés comme le PFA (Perfluoroalkoxy), le FEP (Fluorinated Ethylene 

Propylene) ou le PTFE (polytétrafluoroéthylène) sont des matériaux intéressants pour la 

microfluidique, car ils sont très hydrophobes, inertes chimiquement et souples. De plus, ils 

présentent une excellente résistance avec les solvants organiques utilisés en cristallisation. 

Cependant, ils ne sont pas totalement transparents aux UV et aux rayons X ce qui peut les 

pénaliser dans le cadre de certaines applications. À cause de leur point de fusion élevé (250-

300 °C) ces matériaux ne sont pas utilisés pour la fabrication de puces microfluidiques, 

cependant ils sont très utilisés en microfluidique à base de capillaires. Par ailleurs, il a été 

montré que la vitesse d’évaporation des gouttes est moins rapide dans des capillaires en PTFE 
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que dans une puce PDMS49. Ainsi des gouttes peuvent ainsi être stockées dans des capillaires 

en polymère fluoré pendant plusieurs mois.  

Le THV (tetrafluoroéthylène, hexafluoropropylène et fluorure de vinylidène) est un 

matériau présentant des propriétés similaires, mais avec un point de fusion plus faible (120 °C) 

permettant son utilisation en puces microfluidiques. Mais bien qu’il ait une bonne résistance 

à certains solvants organiques, son utilisation n’est pas compatible avec l’acétone et 

l’acétonitrile. 

 

3.2.5. Avantages des systèmes « Plug and Play »  

Les systèmes microfluidiques « Plug and Play » sont composés de capillaires en 

polymères fluorés et de jonctions en PEEK leurs permettant une excellente compatibilité avec 

la majorité des solvants organiques. Ces systèmes sont dérivés de montages d’HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) et d’UHPLC (Ultra High Performance Liquid 

Chromatography). Les différents éléments, canaux et jonctions se connectent à l’aide de 

férules permettant un prototypage rapide et un grand choix de géométries et donc de 

procédés. Ceci est un avantage considérable par rapport aux puces microfluidiques (COC ou 

PDMS) pour lesquelles les canaux et les jonctions étant figés, le nombre d’expériences est 

limité et l’utilisation est même souvent unique (non recyclable). Enfin, les systèmes « Plug and 

Play » permettent d’avoir une grande versatilité ce qui est particulièrement appréciable lors 

des étapes de recherche et de développement d’un montage microfluidique.  

3.3. Exemples d’outils microfluidiques pour la 
cristallisation et applications 

Il existe un grand nombre d’exemples d’applications dans le domaine de la 

cristallisation en microfluidique. La très grande majorité concerne la cristallisation des 

protéines, qui est bien décrite et de manière plus détaillée dans les articles de revue de Leng 

et Salmon34 de Li et Ismagilov 53. Nous nous focaliserons plus particulièrement ici sur la 

cristallisation en microfluidique de petites molécules. 

 

3.3.1. Cristallisation en microfluidique à base de flux continu 

En microfluidique à base de flux continu, la cristallisation a lieu directement dans les 

canaux microfluidiques. Cette technique est généralement utilisée pour réaliser la 

cristallisation par ajout d’un antisolvant54–57 parfois couplé avec un saut de température55 ou 

de l’ensemencement54. 

Bhamidi et al56 utilisent le montage microfluidique décrit sur la Figure 18 . La solution 

contenant le soluté est introduite dans le canal du milieu et l’antisolvant dans les canaux 

latéraux. Le mélange se fait alors par diffusion au sein du capillaire et après une période courte 
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de mélange, la cristallisation a lieu. Les cristaux sont ensuite récupérés à la sortie de la puce 

dans des puits pour en permettre une analyse par spectroscopie Raman et ainsi l’identification 

des différentes formes polymorphiques. L’auteur a montré que la variation des débits joue un 

rôle important sur le mécanisme de diffusion, influençant le polymorphisme de la glycine. De 

même, en jouant sur la nature de l’antisolvant une forme polymorphique pourra être 

privilégiée.  

 

Figure 18. Schéma du fonctionnement de la puce microfluidique proposée par 

Bhamadi et al 56. 

Cependant, la cristallisation en flux continu est assez incontrôlable à cause de 

l’interaction des parois du canal, et la première nucléation qui est donc hétérogène est le plus 

souvent suivie d’une nucléation secondaire due à la présence d’autres cristaux dans le canal. 

L’agglomération de cristaux peut aussi provoquer le bouchage des canaux et un traitement 

des parois est souvent nécessaire. Toutefois, cette technique peut être intéressante pour 

réaliser de la production à petite échelle en utilisant des canaux de taille millimétrique 58. 

Une approche un peu différente a été proposée par E. Simone et al59 avec leur 

plateforme MMicroCryGen. La technologie mise en œuvre ne nécessite pas l’utilisation de 

pousse seringue pour le remplissage en solution saturée des canaux, car celui-ci se fait par 

capillarité. Les canaux utilisés sont des « strips » ou rubans (MicroCapillary Film, MCF) 

composés de 10 canaux de diamètre interne de 200 µm. Ceux-ci sont trempés dans une 

solution saturée préparée ultérieurement ; par capillarité le canal se remplit puis est stocké 

dans une enceinte thermostatée où la sursaturation sera générée par refroidissement. Les 

cristaux obtenus sont ensuite analysés in-situ par spectroscopie Raman. Ce dispositif permet 

la parallélisation d’expériences. Les auteurs ont utilisé cette approche pour le criblage du 

polymorphisme de molécules d’intérêt pharmaceutique.  
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3.3.2. Systèmes intégrés à réservoirs 

Les systèmes intégrés à réservoirs ont largement été popularisés dans le domaine de la 

cristallisation de protéines par l’équipe de Carl L. Hansen 60–62. Ces systèmes ont été repris par 

le groupe de recherche de P. J. A. Kénis qui a développé des systèmes microfluidiques qui sont 

de véritables plateformes de criblage et les applications en sont diverses : criblage de sels63,64, 

de polymorphes65,66, de co-cristaux67 appliquées aux principes actifs pharmaceutiques et des 

conditions de cristallisation de protéines68. Ces systèmes se présentent sous forme de puces, 

comportant un grand nombre de puits reliés par des canaux permettant leur remplissage. La 

composition de ces puces varie suivant leurs applications, mais elles sont composées 

principalement de PDMS et de COC (Cyclic Olefin Copolymer). Différentes puces ayant des 

caractéristiques et compositions différentes ont alors été développées pour chaque criblage, 

et plusieurs méthodes de cristallisation sont proposées (antisolvant65, évaporation63, 

ensemencement66). Sur chaque puce, un grand nombre de conditions peuvent être testées. 

 

Figure 19. Schéma de la puce microfluidique utilisée pour le criblage du 

polymorphisme de principes actifs pharmaceutiques (1) vannes permettant le 

remplissage de chaque puits. (2) vannes permettant le mélange entre deux 

puits.65 

La puce développée pour le criblage du polymorphisme par antisolvant65 est illustrée 

sur la Figure 19. Elle est constituée de couples de puits distincts, pour les solutions de principes 

actifs (API) et d’antisolvants (AS). Des canaux dédiés pour chaque couple de puits permettent 

le remplissage des deux solutions, indépendamment. Une pompe à vide est reliée au dispositif 

pour actionner différentes vannes permettant de remplir la puce. La vanne reliant les deux 

puits d’un couple est ensuite ouverte permettant le mélange par diffusion et induisant la 
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cristallisation. Différents ratios de concentrations sont testés simultanément, ce qui permet 

le criblage d’un grand nombre de conditions. L’identification des différents polymorphes peut 

être obtenue par spectroscopie Raman directement dans la puce. 

La puce développée pour le criblage de sel par évaporation du solvant 63 est un petit 

peu différente, car un canal d’évaporation est ajouté (Figure 20). Ainsi, les réservoirs 

contenant la forme neutre et le contre-ion sont séparés par une valve. Une fois cette valve 

ouverte les deux solutions se mélangent. Puis, la valve fermant le canal d’évaporation est 

ouverte provoquant l’évaporation du solvant et la cristallisation. Cette puce permet le criblage 

de 24 conditions différentes et est compatible avec un spectromètre Raman. 

 

Figure 20. Principe de fonctionnement de la puce pour le criblage de sel par 

évaporation de solvant.63 

Cependant, ces montages microfluidiques présentent un certain nombre de 

désavantages. En effet, l’utilisation de ce type de puce nécessite un lourd appareillage 

constitué de pompes et de valves, et les puces proposées sont à usage unique. De plus, cette 

technologie peut s’avérer difficile à utiliser par des non spécialistes de la technique. Par 

ailleurs, les matériaux utilisés pour la fabrication de ces puces ne sont pas compatibles avec 

tout type de solvant. En effet, le COC qui est le matériau en contact avec les solutions n’est 

pas compatible avec les solvants de type non-polaire (dichlorométhane, chloroforme, 

benzène, toluène…).  

 

3.3.3. Cristallisation en microfluidique à base de gouttes 

L’utilisation de gouttes de petit volume pour l’étude de la cristallisation n’est pas 

récente. On trouve une première expérience de cristallisation du nitrate de potassium dans 

des gouttes de 30 nL à 30 µL en 195969. Cependant, les développements récents de la 

microfluidique ont énormément élargi les possibilités offertes par la microfluidique à base de 

gouttes. Son utilisation a largement été popularisée dans le domaine de la cristallisation de 

protéines par les travaux de l’équipe d’Ismagilov au début des années 200070–74. 
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3.3.3.1. Obtention de cristaux monodisperses en taille 

 Dans le domaine de la cristallisation de petites molécules, une première étude est 

publiée en 2007 par Dombrowski et al 48. Leur système microfluidique est composé d’un 

pousse-seringue permettant de contrôler les débits des phases continue et dispersée délivrés 

dans une jonction en Té en PEEK. Cette disposition permet de générer des gouttes 

monodispersées en taille d’une solution de lactose sursaturée (avec un coefficient de variation 

CV1 de 3 %) à 80 °C, sans utilisation d’un tensioactif. Les capillaires en téflon contenant les 

gouttes passent dans un bain thermostaté permettant leur refroidissement et induisant la 

nucléation. Le temps d’incubation à la température désirée est de 24h. Une caméra permet 

ensuite de visualiser les gouttes en sortie du bain (Figure 17a). Ce montage leur a permis 

d’étudier le nombre de cristaux par goutte en fonction de la sursaturation engendrée par le 

refroidissement. Plus la sursaturation est élevée, plus le pourcentage de gouttes comportant 

au moins un cristal augmente. De plus, cette étude a montré que cette technique permet 

d’imposer une taille maximale aux cristaux ainsi produits, en limitant l’effet de la vitesse de 

croissance. Ils annoncent alors que leur système permet d’obtenir des cristaux dont la 

dispersion en taille est faible : Le coefficient de variation (CV2) de la taille des cristaux étant 

petit (16 %) comparé à celui traditionnellement obtenu par « bulk crystallization » (40 %). Ce 

CV2 peut atteindre les 7 % dans le cas où il n’y a qu’un seul cristal par goutte (Figure 21). 

 

Figure 21. Goutte contenant un monocristal de lactose monohydraté. Barre 

d’échelle de 50 µm. 48 

 

3.3.3.2. Mesure de la solubilité 

Laval et al proposent une puce microfluidique en PDMS pour une mesure directe et 

très visuelle des courbes de solubilité50. Cette puce est simplement constituée d’un 

générateur de gouttes et de canaux parallèles. Chaque canal est tour à tour rempli avec des 

gouttes dont la concentration est diminuée d’un canal à l’autre formant un gradient discret 

de concentration. Les canaux sont ensuite placés entre deux éléments Peltier de températures 

différentes afin de générer un gradient de température orthogonal au gradient de 
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concentration (Figure 22a et b). L’abaissement important de la température provoque la 

nucléation de cristaux dans les gouttes. Après l’étape de cristallisation, toutes les gouttes ont 

cristallisé. La température est alors remontée pour l’ensemble de la puce, mais avec un 

gradient de 65 à 32 °C de la partie gauche à la partie droite de la puce. Ainsi, pour les gouttes 

dans lesquelles la température est supérieure à la température d’équilibre, les cristaux 

commencent à se dissoudre ; et dans celles où elle est inférieure à la température d’équilibre, 

les cristaux croissent. La lecture de la solubilité se fait en traçant la courbe passant entre la 

dernière goutte contenant un cristal et la première goutte n’en contenant plus (Figure 22c et 

d). Cependant, ce système microfluidique ne permet pas la mesure des courbes de solubilité 

de différents polymorphes. 

 

Figure 22. Mesure directe de la solubilité. La concentration en acide adipique a 

été graduellement diminuée dans les canaux de haut en bas. (a) conception 

du dispositif microfluidique (la largeur du canal est de 500 µm). L’huile silicone 

est injectée par l’entrée 1 et les solutions aqueuses par les entrées 2 et 3. Les 

deux zones en pointillés à gauche et à droite indiquent les positions des deux 

modules Peltier utilisés pour appliquer des gradients de température ΔT. Les 

trois lignes horizontales en pointillés marquent les positions des mesures de 

température. (b) Ensemble de la puce PDMS. (c) Courbe de solubilité en 

pointillés qui sépare des gouttes vides (sans cristal) des gouttes avec des 

cristaux. (d) Même image de la position des gouttes avec un contraste 

différent.50  
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3.3.3.3. Étude du polymorphisme 

Une autre puce microfluidique est présentée par Laval et al en 2008, pour l’étude du 

polymorphisme du nitrate de potassium75. Cette puce est constituée d’un générateur de 

gouttes avec une géométrie de type flow-focusing permettant la génération d’un grand 

nombre de gouttes et le contrôle de leur concentration. Ces gouttes monodispersées en taille 

et en concentration sont stockées dans un long canal de la puce qui est refroidi par un 

dispositif Peltier, induisant la nucléation. Si le nombre de gouttes est suffisant, le caractère 

stochastique de la nucléation fait que certaines cristalliseront sous une forme polymorphique 

et d’autres sous une autre. La puce est ensuite chauffée afin de dissoudre les cristaux. Deux 

polymorphes ayant des solubilités distinctes se dissoudront à des températures différentes. 

En répétant cette opération pour d’autres concentrations, les courbes de solubilité des 

différents polymorphes peuvent être estimées (Figure 23a). L’avantage de cette méthode est 

que la forme métastable reste dans la goutte, car elle n’est pas en présence de la forme stable. 

De plus, les volumes mis en jeu étant faibles, il est possible d’atteindre des sursaturations plus 

importantes augmentant ainsi la probabilité d’apparition de différents polymorphes. Ce 

dispositif présente aussi l’avantage de pouvoir être couplé à un spectromètre Raman afin 

d’identifier le polymorphisme directement dans la puce (Figure 23b et c). Ildefonso et al ont 

appliqué cette même approche pour la cristallisation du lysozyme et ils ont mis en évidence 

une phase métastable76. 

 

Figure 23. Étude du polymorphisme. (a) Mesure de solubilité et des limites de 

zone métastable des formes II et III du nitrate de potassium : les carrés 

représentant la courbe de dissolution mesurée du polymorphe II ; les ronds 

représentant la courbe de dissolution mesurée du polymorphe III ; Les triangle 

correspondent à la température où presque tous les cristaux sont apparus 

dans les gouttes ; La courbe noir représentant la solubilité du polymorphe II 
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(b) Faciès et spectre Raman de la forme III. (c) Faciès et spectre Raman de la 

forme II. Barre d’échelle de 100µm.75 

Une étude de l’effet de la sursaturation sur le polymorphisme de l’acide glutamique a 

été réalisée en microfluidique à base de gouttes77. Cette étude montre que la zone métastable 

de nucléation des cristaux de la phase stable est manifestement plus large dans les 

microgouttelettes que dans les cristallisoirs traditionnels, ce qui confirme l’effet de la 

réduction du volume sur la fréquence de nucléation J.  

 

3.3.3.4. Étude de la fréquence de nucléation 

La microfluidique à base de gouttes permet de se rapprocher des conditions de 

nucléation primaire homogène. Cela la rend particulièrement intéressante pour l’étude de la 

fréquence de nucléation. 

 La fréquence de nucléation et la cinétique de croissance de cristaux d’eflucimide ont 

été étudiées dans une puce microfluidique en verre par Teychené et al78. Il faut préciser que 

l’eau sert de phase continue dans les puces en verre, car le verre est hydrophile. Pour cette 

étude, la sursaturation est atteinte soit par un gradient thermique, si le solvant utilisé est 

immiscible dans l’eau, soit par transfert de masse si le solvant est partiellement miscible dans 

l’eau. 

 Lu et al. utilisent un système microfluidique à base de gouttes pour l’étude de la 

fréquence de nucléation de l’aspirine, de l’ibuprofène et du lactose79. Ce système 

microfluidique utilise l’air comme phase continue, ce qui permet d’inhiber les transferts de 

masse entre la phase continue et les gouttes. Les gouttes sont formées par cross-flowing dans 

une jonction en Té en PEEK. La sursaturation est atteinte à l’aide du refroidissement des 

capillaires dans un bain d’eau de température contrôlée. 

La fréquence de nucléation de colloïdes a été mesurée par Gong et al 80. Des gouttes 

de colloïde générées par flow-focusing sont stockées dans des capillaires en verre, la 

cristallisation est ensuite induite par refroidissement. L’évolution de la fraction de gouttes 

contenant un cristal de colloïde permet alors l’estimation de la fréquence de nucléation. En 

comparant les résultats qu’ils ont obtenus en microfluidique avec ceux obtenus par « bulk 

crystallization », Gong et al ont montré que la fréquence de nucléation est surestimée par 

cette dernière technique. 

Ildefonso et al proposent un système microfluidique à base de capillaires facile à 

utiliser et facilement transposable dans un laboratoire non spécialiste en microfluidique49. Ce 

système microfluidique, composé de capillaires en téflon et de jonctions microfluidiques en 

PEEK, comporte l’avantage d’être compatible avec tous les solvants utilisés en cristallisation. 

Ce dispositif (s’inspirant d’études précédentes utilisant une puce en PDMS pour l’étude de la 

fréquence de nucléation81 et du polymorphime76 du lysozyme) permet la génération de 

gouttes monodispersées en taille et en composition, à haute température à l’aide d’un 
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système thermostaté et d’une jonction en Té (Figure 24a). La nucléation est ensuite induite 

par refroidissement en récupérant le capillaire contenant les gouttes et en le stockant dans 

une étuve à température connue. Ainsi, plusieurs capillaires contenant chacun des 

concentrations différentes sont stockés à différentes températures pendant un temps donné. 

Ce système microfluidique permet l’estimation de la limite de zone métastable d’une 

molécule dans un solvant donné. Ainsi, les limites de zone métastable du lysozyme en 

présence de NaCl dans l’eau et de la caféine dans l’éthanol (Figure 24b) ont pu être 

estimées49,76.  

 

Figure 24. Détermination de la limite de zone métastable (LMZ) de la caféine dans 

l’éthanol. (a) Schéma du montage microfluidique utilisé et photographie de la 

jonction en Té utilisée. (b) Mesure de la solubilité et de la LMZ de la caféine 

dans l’éthanol en fonction de la température. 49 

Ildefonso et al ont aussi comparé l’effet de l’huile et de la composition des puces 

(PDMS/silicone à Téflon-PEEK/FMS) sur la nucléation du lysozyme. Ils ont montré que la 

nucléation est toujours hétérogène, mais avec plus ou moins d’affinité pour le matériau 

composant les canaux et l’huile PDMS82,83. Ils ont conclu que l’utilisation d’un système PEEK-

Téfon et d’une huile fluorée (FMS) permet de se rapprocher d’une nucléation homogène et 

donne une fréquence de nucléation plus faible. 

 

3.3.3.5. Vers le criblage à haut débit 

La microfluidique à base de gouttes permet la répétition et la parallélisation des 

expériences. Un grand nombre d’expériences peuvent ainsi être réalisées avec un même 

système microfluidique et en utilisant peu de matière première, ce qui la rend 

particulièrement intéressante pour le criblage à haut débit.  

Une première approche d’un criblage à haut débit pour l’optimisation des conditions 

de cristallisation de protéines membranaires est proposée par Li et al74. Ce système 

microfluidique permet la génération de plugs contenant des réactifs à des concentrations 
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différentes. Les trains de gouttes contenant un même réactif sont séparés par une bulle d’air 

(Figure 25). 

 

Figure 25. Schéma du système microfluidique utilisé par Li et al pour l’étude de la 

cristallisation de protéines membranaires.74  

Une approche plus versatile est proposée par Zhang et al84,85. Leur plateforme 

microfluidique est composée de trois modules :  

- Un module de génération permettant d’envisager plusieurs géométries pour 

réaliser des mélanges de gouttes 

-  Un module de détection composé d’un spectromètre UV-Visible équipé d’une 

fibre optique permettant la mesure de la composition et de la taille des gouttes en 

ligne 

- Un module d’incubation et d’observation composé d’un bain thermostaté où les 

capillaires sont stockés et observés à l’aide d’une caméra motorisée.  

En réalisant des gradients de concentration dans les capillaires et en stockant ces 

derniers à une température connue, un morphodrome de la cristallisation du lysozyme a été 

obtenu (Figure 26). 

Bien que ne travaillant pas dans le domaine de la cristallisation, l’équipe de Trivedi et 

al proposent des montages microfluidiques innovants pour la réalisation de criblage haut 

débit45, dont se sont inspirés Gérard et al46. 
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Figure 26. Morphodrome de la cristallisation du lysozyme dans une solution de 

PEG 5k (15 % wt/vol) et C10E5 (0,08 % wt/vol) par réalisation d’un gradient de 

concentration. Un gradient de 5 concentrations en lysozyme a été effectué 

(A1) 5 mg/mL, (A2) 7,5 mg/mL, (A3) 10 mg/mL, (A4) 12,5 mg/mL et (A5) 

15 mg/mL. Des capillaires de 500 µm de diamètre interne ont été utilisés. (a) 

Illustration schématique du gradient de concentration. (b) Morphodrome de 

la cristallisation du lysozyme pour le gradient effectué.84 

3.4. Caractérisation en ligne des cristaux  

Plusieurs techniques permettent la caractérisation des cristaux obtenus en 

microfluidique.  

 

3.4.1. Microscopie optique 

La microscopie optique (la plus utilisée) permet la visualisation des cristaux contenus 

dans les canaux, puits ou gouttes microfluidiques afin de déterminer leurs tailles et leurs 

faciès. Une source de lumière polarisée peut permettre la détection des cristaux. Pour pouvoir 

utiliser la microscopie optique en microfluidique, il faut évidemment que les matériaux 

constituant le système microfluidique soient transparents dans le domaine du visible. 

L’acquisition d’image se fait à l’aide d’une caméra. Un phénomène de polymorphisme peut 
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être détecté par variation de température et observation en microscopie optique 75,76, mais il 

n’est pas possible avec cette technique de caractériser les différents polymorphes. 

 

3.4.2. Diffraction des rayons X 

 La diffraction des rayons X est le plus souvent utilisée. La diffraction des rayons X est 

une méthode d'analyse physique utilisée pour caractériser la matière cristalline (minéraux, 

métaux, céramiques, polymères semi-cristallins, produits organiques, protéines,…). À l’aide de 

cette technique, la caractérisation structurale des cristaux est possible. En microfluidique elle 

peut être effectuée in situ si le matériau composant le canal microfluidique est assez 

transparent aux rayons X. C’est le cas du PDMS ou du verre avec lesquels il a été montré que 

la résolution de structure de protéines était possible 61,86. Les autres matériaux, comme les 

polymères fluorés présentent une moins bonne transparence, il est alors parfois nécessaire 

d’extraire les cristaux du système microfluidique, ce qui peut être une étape délicate, mais 

possible87.  

 

3.4.3. Spectroscopie Raman 

La spectroscopie Raman est également un outil très utilisé pour la caractérisation du 

solide. Elle consiste à envoyer une lumière monochromatique sur l’échantillon et à analyser la 

diffusion de la lumière. Le milieu traversé modifie légèrement la fréquence de la lumière 

suivant sa composition chimique. Elle permet une analyse à la fois quantitative et qualitative 

d’un échantillon. Cette technique est de plus en plus utilisée in situ en microfluidique88–90 

notamment pour l’identification de différentes phases polymorphiques65, 75, de co-cristaux67 

et de sels63. L’avantage de l’utilisation d’un spectromètre Raman en microfluidique est sa 

compatibilité avec des matériaux semi-opaques88. 

3.5. Caractérisation en ligne des solutions 

Une multitude de techniques peuvent être couplées à la microfluidique pour la 

caractérisation des solutions. Ci-dessous, je vais établir une liste non exhaustive des 

principales techniques en ligne. 

 

3.5.1. Spectrométrie UV/Visible 

Une première méthode possible est l’analyse par spectroscopie UV/Visible. En effet, la 

mesure de l’absorbance des solutions (contenues dans les gouttes ou dans les canaux 

microfluidiques), illuminées dans la gamme UV-visible, peut donner une information de leur 

composition si la molécule à détecter absorbe et émet dans cette gamme. Pour cela, des LEDs 

couplées à des fibres optiques peuvent être utilisées comme source d’excitation et des 
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photodétecteurs couplés à des fibres optiques comme détecteur. En utilisant des LEDs avec 

différentes longueurs d'onde d'émission, la détection d'absorbance pourrait être réalisée à de 

multiples longueurs d'onde simultanément. Trivedi et al 45 ont décrit la combinaison d’un 

système de détection d'absorbance avec le criblage à haut débit d’une chimiothèque dans un 

système microfluidique à base de gouttes. Le problème principal de la conception du 

détecteur d'absorbance à fibres optiques est la mise en place des fibres. Une focalisation de 

la lumière est nécessaire afin d’éviter une perte de lumière. Pour cela, les fibres doivent être 

parfaitement alignées axialement et placées à proximité l’une de l’autre, de part et d’autre du 

canal microfluidique. Cette technique a également été utilisée dans le montage microfluidique 

développé par Zhang et al 10 permettant la mesure de la concentration, de la taille et de la 

fréquence des gouttes (Figure 27). 

 

Figure 27. Évolution de l’absorbance en fonction du temps lors du passage de 

gouttes. (a) Absorbance de la goutte permettant de remonter à la 

concentration des gouttes, (b) temps de passage de la goutte permettant de 

remonter à la taille des gouttes, (c) période des gouttes permettant de 

remonter à la fréquence des gouttes. (adaptée de Zhang et al10)  

 

3.5.2. Conductimétrie 

La conductimétrie procède par la mesure de la conductivité et permet de mesurer la 

concentration ionique d’une solution. Elle peut aussi permettre la mesure de la taille, de la 

fréquence et de la vitesse de gouttes. La première utilisation de l’électrochimie pour mesurer 

la concentration ionique et la taille de gouttes en microfluidique a été réalisée par Luo et al 91. 

Cette technique leur a permis de mesurer la composition d’un gradient de concentration en 

NaCl (allant de 0,02mM à 1 M) au sein de gouttes de quelques picolitres. Cette technique a 
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également été utilisée pour mesurer une cinétique enzymatique rapide dans un système 

microfluidique à base de gouttes92.  

 

3.5.3. Spectroscopie Raman 

La spectroscopie Raman présente de nombreux avantages pour son utilisation en 

microfluidique pour l’analyse de solutions. Elle comporte une haute résolution spatiale et une 

grande sensibilité et permet la détection à haut débit. De plus, elle est non-invasive et permet 

des mesures in-situ à travers une puce ou un capillaire microfluidique. Une première 

application de la spectrométrie Raman dans un système microfluidique à base de gouttes a 

été rapportée par Cristobal et al en 2006 93.  

 

3.5.4. Diffraction des rayons X aux Petits Angles (DXPA) 

La DXPA (ou SAXS en anglais) est une technique puissante pour sonder les structures à 

l'échelle nanométrique. Une mise en œuvre particulièrement puissante du SAXS est de 

l'appliquer à l’écoulement continu d'échantillons liquides dans des dispositifs microfluidiques. 

Cette approche a été utilisée abondamment, mais la plupart des études existantes reposent 

sur l'utilisation de la microfluidique à une seule phase. La combinaison du SAXS à la 

microfluidique à base de gouttes, contenant plusieurs phases, a été décrite dans l’étude de la 

formation de nanoparticules d’or dans des gouttes 94. Une approche consiste à utiliser un 

dispositif de microcapillaires en verre afin de former des nanoparticules d’or in situ en 

mélangeant deux liquides aqueux précurseurs dans les gouttes. Ainsi, les gouttes peuvent être 

sondées in situ et la diffusion due aux nanoparticules d’or est directement isolée des données 

brutes. Des informations quantitatives sur la taille, la forme et la concentration des 

nanoparticules dans les gouttes sont ainsi obtenues. Plus récemment Pham et al ont utilisé 

cette technique pour étudier les interactions macromoléculaires de protéines en solution dans 

des gouttes microfluidiques95.   
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Conclusion de l’étude bibliographique 

Dans cette étude bibliographique, les mécanismes de la cristallisation en solution ont 

été abordés afin de mettre en évidence les paramètres importants jouant un rôle lors de la 

cristallisation d’une molécule. Ainsi nous avons pu montrer que la variation de ces paramètres 

peut engendrer l’apparition de différentes phases ayant des propriétés physico-chimiques 

bien distinctes. La cristallisation étant une technique très largement utilisée dans l’industrie 

pharmaceutique, nous avons vu que l’étude de l’état solide (et donc de la cristallisation) d’une 

molécule d’intérêt pharmaceutique est une étape primordiale de son développement. Cette 

étape aux enjeux importants est liée à de fortes contraintes. Les criblages de sels et de 

polymorphes nécessitent un grand nombre d’expériences engendrant une consommation de 

quantité de matière qui peut être importante à un stade où les quantités disponibles sont 

faibles. La réduction des volumes utilisés en microfluidique peut permettre de répondre à ce 

problème. Parmi les différentes techniques microfluidiques, la microfluidique à base de 

gouttes est particulièrement intéressante. En effet, cette technique permet la génération de 

gouttes de volume monodisperse, séparées par de l’huile, que l’on peut considérer comme 

des nanocristallisoirs indépendants. Ainsi, il est possible de réaliser un grand nombre 

d’expériences en utilisant très peu de matière première. De plus, la répétition de conditions 

identiques permet d’avoir une approche statistique du phénomène aléatoire qu’est la 

nucléation, et augmente la probabilité de voir ce qui est improbable (nouvelles phases 

métastables). Cependant, la principale limite de l’utilisation de la microfluidique en 

cristallisation est l’incompatibilité de certains systèmes avec les solvants organiques 

couramment utilisés. Un autre frein est l’utilisation de tensioactifs, couramment utilisés pour 

la formation des gouttes en microfluidique, mais pouvant interagir avec la cristallisation. Pour 

cela, des systèmes microfluidiques utilisant des jonctions en PEEK et des capillaires en Téflon 

ont été développés. En plus de leurs compatibilités avec les solvants organiques, ces systèmes 

« Plug and Play » sont faciles à mettre en œuvre et permettent d’envisager une multitude 

d’applications sans ajouts de tensioactifs. Enfin, il existe différentes techniques permettant de 

caractériser en ligne la solution des gouttes et le cristal présent dans les gouttes. L’objectif est 

donc de développer une plateforme microfluidique versatile répondant à ces exigences : 

économies de matière première, répétitions des expériences, étude de l’état solide d’une 

molécule d’intérêt pharmaceutique. 
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B. Matériels et Méthodes
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Chapitre 1. La plateforme microfluidique 

La plateforme microfluidique disponible au CINaM a été développée par M. Ildefonso, 

S.Zhang et C.J.J Gérard lors de leurs thèses dans le cadre de la cristallisation de protéines en 

système microfluidique10, 82, 96. Même si ce dispositif a été modifié et optimisé pour l’étude de 

l’état solide de principes actifs pharmaceutiques, les outils de base de cette plateforme sont 

conservés. Cette plateforme est composée de trois modules dont les principaux composants 

sont décrits dans cette partie (Figure 28). 

 

Figure 28. Schéma de la plateforme microfluidique du CINaM comportant trois 

modules (a) module de génération des solutions et des gouttes (b) module de 

caractérisation (c) module d’incubation, de stockage et d’observation. 

1.1. Module de génération des gouttes  

Ce module comporte les différents éléments microfluidiques permettant le contrôle 

des débits des fluides (solutions et huile), la génération des gouttes et le mélange des solutions 

et des gouttes. 

 

1.1.1. Les pousse-seringues 

Les phases continues et dispersées sont chargées séparément dans des seringues 

distinctes (Hampton Research) placées dans une plateforme de pousse-seringues neMESYS 

(Figure 29). Ces pousse-seringues permettent de générer des flux microfluidiques à des débits 

très précis et stables de 0,01 µL/min à 316 440 µL/min (en fonction des seringues utilisées). 

Ces pousse-seringues sont pilotés par le logiciel neMESYS. 
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Figure 29. Pousse-seringues neMESYS et seringues Hampton Research. 

 

1.1.2. Les capillaires microfluidiques 

Les capillaires microfluidiques en fluoropolymère permettent le transport de l’huile, 

des solutions et des gouttes. Ce type de matériau est utilisé, car il présente l’avantage d’être 

compatible avec la grande majorité des solvants organiques. De plus il permet d’éviter tout 

phénomène d’évaporation même après une semaine de stockage à température ambiante82. 

Il existe de nombreux capillaires différents en fonction du type de fluoropolymère 

utilisé (PFA, PTFE, FEP), de leur diamètre interne (0,15 ; 0,5 ; 1 mm) et de leur diamètre 

externe (le plus souvent noté en pouce). Le diamètre interne du capillaire est choisi en 

fonction de la taille et donc du volume des gouttes à générer. Par exemple, un capillaire de 

0,5 mm permettra de générer des gouttes sphériques de 0,5 mm de diamètre pour un volume 

environ égal à 70 nL. Les capillaires utilisés dans le cadre de cette thèse sont des capillaires en 

PFA de diamètre externe de 1/16’’ et de diamètre interne 0,5 ou 1mm.  

 

1.1.3. Les jonctions microfluidiques 

Les jonctions microfluidiques vont permettre de par leurs géométries, la génération et 

le mélange des solutions et des gouttes. Le choix des matériaux et du type de jonction est 

crucial dans l’utilisation d’un système microfluidique. Les jonctions dont nous disposons sont 

en PEEK (polyétheréthercétone), un polymère plastique inerte très résistant aux solvants 

organiques. Il existe plusieurs géométries possibles présentées sur la Figure 30. 
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Figure 30. Photos des jonctions microfluidiques (a) en Té, (b) en croix, (c) 

« multiports ». (d), (e) et (f) : Schémas respectifs des canaux intérieurs des 

jonctions. 

D’autres jonctions à une entrée/sortie permettent de relier des capillaires pouvant 

servir de vanne manuelle ou de jonction entre deux capillaires de diamètre interne différents 

(Figure 31). 

 

Figure 31. Schéma d’une jonction Union de diamètre interne 500 µm (adapté du 

catalogue IDEX Health and Science 2014) 

 

1.1.4. Les filtres 

Il est possible de filtrer des solutions en ligne à l’aide de filtres « frités 

 ». Ces filtres sont composés de deux éléments : le filtre en lui-même (en PEEK, dont la 

taille des pores peut être choisie entre 2 ou 0,5 µm) et son support dans lequel il vient s’insérer 

pour le raccordement au reste du circuit (Figure 32).   
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Figure 32. Filtre « frité » 0,5 µm de taille de pores et son support (adapté du 

catalogue IDEX Health and Science 2014). 

 

1.1.5. Les vannes  

Les pousse-seringues sont équipés de vannes automatisées avec une entrée et deux 

sorties (ou deux entrées et une sortie si la vanne est utilisée à l’envers), et permettent de 

choisir une des deux sorties (ou une des deux entrées si elles sont montées à l’envers). Ces 

vannes sont pilotables avec le logiciel du pousse-seringues neMESYS. 

 

Figure 33. Schéma de la vanne « 3/2-Way Solenoid Valve (3 bar max.) » vendu par 

la société Cetoni 97. 

 

1.1.6. Le chauffe-seringues  

Cette enceinte thermostatée a été développée lors de la thèse de M.Ildefonso 82 en 

collaboration avec la société ANACRISMAT et permet grâce à la ventilation d’air chaud 

(chauffé par une résistance chauffante) la régulation de la température de l’enceinte. La 
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particularité de ce dispositif est qu’il a été conçu pour être monté sur le pousse-seringues et 

ainsi permettre le chauffage des seringues. La régulation de la température dans l’enceinte se 

fait à l’aide d’un élément chauffant ventilant de l’air chaud. (Figure 34) 

 

Figure 34. Photo du Chauffe-seringues. 

1.2. Module de caractérisation en ligne des gouttes 

Ce module permet, grâce à un spectromètre UV-Visible, la mesure de l’absorbance des 

solutions et des gouttes lors de leur passage entre deux fibres optiques, permettant de 

déduire la concentration des solutions et la taille des gouttes. Il est composé de : 

- une source de lumière DT-mini-2-GS (Océan optics) qui combine une source de 

lumière UV excitée par deutérium et une source de lumière Visible-proche 

infrarouge excitée par halogène-tungstène. Le domaine d’utilisation en longueur 

d’onde est compris entre 215 et 2500 nm (Figure 35a). 

- deux fibres optiques de 400 µm de diamètre (Premium-grade Patch Cords, QP400-

1-UV-Vis, Ocean optics) qui sont utilisées pour le transport de la lumière de la 

source au porte-capillaire, puis de ce dernier au spectromètre (Figure 35c). 

- un porte-capillaire, qui est une cellule en PMMA, permettant d’aligner les fibres 

optiques sur le centre du capillaire (Figure 35b). 

- un spectromètre (USB 2000+, Océan optics) ayant une gamme spectrale comprise 

entre 190 et 2300 nm (Figure 35d). 

- une interface logicielle (OceanView, Ocean optics) pour l’acquisition et l’analyse 

des résultats. Les paramètres de mesures tels que la longueur d’onde d’intérêt et 

le temps d’intégration sont configurés manuellement (Figure 35e). 
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Figure 35. Module de caractérisation en ligne de la composition chimique des 

gouttes. (a) Source de lumière, (b) Porte-capillaire, (c) Fibres optiques, (d) 

Spectromètre UV-Vis-NIR, et (e) Interface logicielle. 

1.3. Module d’incubation et d’observation des gouttes 

Ce module d’incubation et d’observation des gouttes a été développé lors de la thèse 

de C.J.J. Gérard96 en collaboration avec la société ANACRISMAT et permet la régulation de 

température d’un bain d’eau par un élément Peltier (Figure 36b). Un bain thermostaté (circuit 

secondaire) permet de refroidir les Peltier afin d’éviter leur échauffement et leur dégradation. 

Les capillaires microfluidiques sont placés comme le montre la Figure 36c. L’observation des 

gouttes est réalisée à l’aide d’une caméra à zoom variable (OPTO) motorisée et montée sur 

une table motorisée XYZ (Figure 36a). Enfin, les photos des gouttes sont traitées grâce à un 

logiciel d’analyse d’images (ImageJ).   
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Figure 36. Module d’incubation et d’observation des gouttes. (a) caméra 

motorisée avec zoom, (b) porte-capillaire thermostaté, (c) schéma du 

positionnement d’un capillaire dans le porte-capillaire. 
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Chapitre 2. Matériels  

2.1. Les huiles 

Nous avons pu voir précédemment l’importance du choix de la phase continue pour 

faire des gouttes en microfluidique sans utiliser de tensioactif (Partie A-Chapitre 3). Pour cela, 

plusieurs huiles aux propriétés différentes sont disponibles au laboratoire du CINaM. Les 

huiles utilisées lors de cette thèse et certaines de leurs propriétés sont présentées ci-dessous.  

 

Nom  CAS Fournisseur Densité Viscosité (cSt) 

FMS 63148-56-1 Hampton 

research 

1,25 300-350 

FC70 86508-42-1 Hampton 

research 

1,94 12 

GPL103  DuPontTMKryptox 1,92 82 

GPL105  DuPontTMKryptox 1,93 522 

GPL106  DuPontTMKryptox 1,94 822 

Tableau 2 : Caractéristiques des huiles utilisées  

Les huiles FC70 et GPL103-105-106 sont des huiles inertes non miscibles avec la plupart 

des solvants et ne réagissant pas avec les solvants organiques utilisés. 

2.2. Les solvants 

Tous les solvants utilisés sont de type analytique dont la pureté est supérieure à 

99,9 %. Les solvants utilisés au cours de ce travail de thèse sont présentés sur le Tableau 3 ci-

dessous : 

 

Tableau 3 : Caractéristiques des solvants utilisés 
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2.3. Les principes actifs  

2.3.1. Le Paracétamol 

Le paracétamol ou acétaminophène est un antalgique et antipyrétique bien connu et 

très utilisé. Sa formule chimique est présentée sur la Figure 37. 

 

Figure 37. Formule chimique du paracétamol 

Le paracétamol utilisé lors de cette thèse est fourni par Alfa Aesar (A11240, batch 

10162567). Ce lot est composé de la forme stable pure du paracétamol. 

 

2.3.2. Le sulfathiazole 

Le sulfathiazole (4-Amino-N-(2-thiazolyl)benzenesulfonamide) est un antimicrobien 

autrefois très utilisé, mais aujourd’hui mis de côté, car des alternatives moins toxiques ont été 

découvertes18. Cependant, le sulfathiazole reste une molécule modèle pour son 

polymorphisme qui a beaucoup été étudié. Sa formule chimique est présentée sur la Figure 

38. 

 

Figure 38. Formule chimique du Sulfathiazole 

Le Sulfathiazole utilisé lors de cette thèse est fourni par Fluka analytical (MKBQ0002V, 

batch 1001670734). Ce lot est composé de la forme stable pure du Sulfathiazole (Forme III). 

 

2.3.3. Le Gliclazide 

Le Gliclazide (1-(cis-3-Azabicyclo[3.3.0]oct-3-yl)-3-p-tolylsulphonylurea) est un 

antidiabétique oral commercialisé par les laboratoires Servier (Diamicron). Sa formule 

chimique est présentée sur la Figure 39. 
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Figure 39. Formule chimique du Gliclazide 

Le Gliclazide utilisé lors de cette thèse est fourni par Technologie Servier. Ce lot est 

composé de la forme stable pure du Gliclazide. 

 

2.3.4. Le S42305-3 

Le S42305-3 est une molécule dite « morte » (c’est-à-dire abandonnée avant la fin de 

son développement) fournie par Technologie Servier sous forme d’un citrate. Sa formule 

chimique ainsi que la formule chimique de l’acide citrique sont présentées sur la Figure 40. 
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Figure 40. Formule chimique du S42305 base (à gauche) et de l’acide citrique (à 

droite) 

 

Le facteur de conversion base/sel est de 0,575, c’est-à-dire que pour faire un 1 g de sel 

de citrate S42305-3 il faut 0,575 g de base et 0,425 g d’acide citrique. 

 

2.4. Le microscope Raman RXN1 (Kaiser) 

Le spectromètre Raman utilisé est un Raman RXN1 de la marque KAISER. Celui-ci est 

composé d’une source laser ayant pour longueur d’onde 785 nm (Invictus). Cette source est 

reliée via des fibres optiques à un microscope Leica DMLP permettant de focaliser le faisceau 

laser sur l’échantillon. Le porte échantillon est piloté en x et y par un contrôleur de platine 
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ProScan II (PRIOR). Une caméra CCD (Toshiba) permet de récupérer le signal Raman qui est 

ensuite visualisé et analysé à l’aide du logiciel Holograms. Une photo du dispositif est 

présentée sur la Figure 41. 

 

 
 

Figure 41. Microscope Raman RXN1 (Kaiser) (a) source laser 785nm, (b) 

Microscope LEICA, (c) pilote de la plateforme x/y, (d) platine x/y, (e) caméra 

CCD, (f) objectif x10 Zeiss, (g) échantillon sur support en aluminium. 

La mesure consiste à positionner l’échantillon sur la platine motorisée du microscope 

puis de régler la position de l’échantillon et le focus du microscope afin de se focaliser sur la 
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zone d’intérêt. Il est nécessaire ensuite de fermer l’enceinte du microscope pour des raisons 

de sécurité (réflexions potentielles d’une partie du faisceau laser).  

2.5. Dispositif utilisé pour la diffraction des Rayons X sur 
monocristal 

Une photo du dispositif utilisé est présentée sur la Figure 42. Il est composé d’une 

source de rayons X par anode tournante (Figure 42a), d’un système optique (Figure 42b), d’un 

porte-échantillon sur lequel peuvent être fixés des capillaires et permettant une rotation de 

l’échantillon sur l’axe horizontal (Figure 42c) et un détecteur 2D « mar 345 » (Figure 42d). 

 

Figure 42. Photo du dispositif pour la diffraction des Rayons X sur monocristal. (a) 

Anode tournante, (b) système optique, (c) porte-échantillon (d) détecteur 2D. 
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Chapitre 3. Méthodes 

3.1. Mesure de solubilité en multipuits 

Le multipuits est un outil initialement développé lors de la thèse de T. Detoisien15, en 

collaboration avec la société ANACRISMAT, pour l’étude du polymorphisme et de la 

cristallisation de sels pharmaceutiques. Il permet d’observer le comportement des cristaux au 

cours du temps et à différentes températures. Cet appareil est composé d’une table motorisée 

XYZ sur laquelle sont placés deux blocs Peltier. Ces deux blocs peuvent être portés 

indépendamment à différentes températures. Chaque bloc reçoit un rack contenant 12 vials 

d’une capacité de 2 mL. Un microscope optique muni d’une caméra permet d’observer les 

cristaux. L’ensemble de cet appareil est piloté par un logiciel de contrôle de la température, 

de position et d’acquisition d’images. Ainsi, 24 conditions différentes peuvent être étudiées. 

 

 

Figure 43. Photographie du Multipuit, à gauche l’ensemble du montage ; à droite 

les blocs Peltier de 12 vials chacun. 

Cet outil permet aussi de réaliser des mesures de solubilité par encadrement. Le 

protocole utilisé durant cette thèse est présenté pour le Gliclazide. 

Les solubilités sont déterminées à trois températures différentes : 20 °C, 35 °C et 50 °C.  

Au départ, la température est fixée à 20 °C. On commence par remplir chaque vial avec 1 mL 

de solvant et on les place dans les différentes cellules. Puis on procède par ajouts successifs, 

c’est-à-dire que l’on ajoute successivement du Gliclazide dans le solvant jusqu’à arriver à 

saturation. On procède donc à un ajout de 5 mg de Gliclazide en poudre dans chaque vial. Afin 

de faciliter la solubilisation, les vials sont agités par un vortex. L’observation au microscope 

permet de voir si la poudre se dissout ou non. Suivant l’observation au microscope obtenue, 

deux cas sont possibles : 

- La poudre est dissoute : il s’agira alors d’ajouter par ajouts successifs de la poudre 

jusqu’à atteindre la saturation. 
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- La poudre ne se dissout pas : cela signifie que la solution est saturée (voire sursaturée 

dans le cas d’ajout d’une phase métastable). Dans ce cas, il faut en conclure que la solubilité 

est comprise entre la quantité de poudre ajoutée précédemment et celle ajoutée 

dernièrement. La méthode utilisée est dite par encadrement. 

Une fois la solubilité à 20°C déterminée, les étapes suivantes consistent à passer à 35 

puis 50°C et à répéter l’opération, ce qui permettra de tracer la courbe de solubilité. 

Afin de vérifier qu’il n’y a pas eu de transition de phase lors de la mise en suspension 

de la poudre et de l’attente de l’équilibre, l’excès de poudre obtenu en fin d’expérience est 

caractérisé par diffraction des rayons X puis comparé au diffractogramme de la poudre de 

départ. Et l’observation des cristaux en cours d’expérience donne aussi des informations sur 

d’éventuelles transitions de phases. 

3.2. Retour Base d’un sel  

Afin d’étudier la salification du S42305, il a été nécessaire de faire un « retour 

base » de sa forme salifiée (en citrate), c’est à dire séparer le S42305 de l’acide citrique, 

qui est le contre-ion (car nous ne disposions que de poudre sous forme salifiée de ce 

PA, le S42305-3). Le protocole permettant ce retour base est présenté ci-dessous : 

- Mise en solution de S42305-3 dans l’eau.  

- Addition d’un équivalent de NaOH, il y a alors apparition d’un précipité. 

- Puis on ajoute un solvant non miscible avec l’eau, comme le dichlorométhane, dans 

lequel seule la base sera soluble. Ceci permet de séparer la phase aqueuse 

contenant l’acide citrique de la phase organique contenant le S42305, à l’aide 

d’une ampoule à décanter. Le dichlorométhane ayant une densité plus élevée que 

l’eau, la phase organique se situe en dessous de la phase aqueuse. Après plusieurs 

mélanges et dégazages, la phase organique est récupérée. Cette opération est 

réalisée plusieurs fois afin de récupérer un maximum de Base dans la phase 

organique. 

- La phase organique est ensuite séchée à l’aide de Na2SO4. L’eau restant dans la 

phase organique est alors captée par le Na2SO4. Puis, une étape de filtration permet 

de récupérer uniquement la phase organique, et celle-ci est disposée dans un 

ballon. 

- Ce ballon est ensuite monté sur un évaporateur rotatif afin d’effectuer une mise à 

sec. La température du bain est maintenue à 40 °C (température d’ébullition du 

dichlorométhane). Le dichlorométhane va alors s’évaporer et la Base en solution 

va cristalliser. 

 

Des analyses par DRX ont ensuite été réalisées sur la poudre obtenue. Les 

diffractogrammes sont alors différents de celui du S42305 sous forme salifiée et de l’acide 

citrique confirmant le « retour base » du S42305. 
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C. Résultats et discussion
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Chapitre 1. Préparation des solutions et 
mesure de solubilité en microfluidique 

1.1. Problématique de la préparation des échantillons  

Si la microfluidique permet de travailler avec de petits volumes d’étude, il est toutefois 

nécessaire de préparer un grand nombre d’échantillons à des volumes souvent plus 

importants. Ce qui pose la problématique de la mise en solution des composés à analyser et 

de son intégration dans le système microfluidique. Cette problématique est d’autant plus 

importante lorsque l’on souhaite travailler avec des solutions saturées à haute température 

(40-80°C). Typiquement, la méthode utilisée est présentée schématiquement sur la Figure 44. 

Dans un premier temps, un excès de poudre est ajouté dans un vial contenant un solvant à 

une « température élevée » connue. Après agitation et attente de l’équilibre, la solide est 

ensuite laissé à décanter puis le surnageant est prélevé et filtré avant d’être introduit dans le 

système microfluidique. La difficulté est alors de garder la solution à température lors de ces 

différentes étapes (décantation, filtration et transport vers le système microfluidique) et sans 

évaporation. En effet, l’évaporation du solvant ou une chute de la température aurai pour 

conséquence une cristallisation non souhaitée. L’injection des solutions dans le système 

microfluidique se fait ensuite via des seringues qui doivent également être thermostatées. De 

plus, la manipulation de solvants volatils et inflammables, parfois dangereux à haute 

température, demande des contraintes de sécurité difficilement applicables dans un 

laboratoire. Enfin, il est souvent nécessaire de préparer des échantillons d’un volume de 

l’ordre du millilitre alors que seulement quelques µL seront utilisées en microfluidique. Aux 

vues de ces difficultés pratiques, l’élaboration d’une méthode de préparation des solutions en 

ligne en microfluidique a été étudiée et mise en place. De plus, disposer d’une méthodologie 

et d’un montage permettant de démarrer de la poudre reste un point peu ou pas étudié en 

microfluidique. Ce serait donc une avancée importante dans le domaine de la microfluidique 

appliquée aux études de cristallisation en solution. 
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Figure 44. Schéma de la préparation classique des échantillons en microfluidique 

1.2. Méthode de préparation en ligne des solutions 

1.2.1. Principe et Montage 

Cette méthode de préparation en ligne des solutions est basée sur la dissolution en 

ligne d’une poudre (à l’image d’un percolateur à café). Pour cela, un capillaire en PFA de 1mm 

de Diamètre Interne (DI) est rempli de poudre (environ 30 mg) qui est tassée manuellement. 

Puis ce capillaire est branché à un filtre (0,5 µm de taille de pore) bloquant la poudre (Figure 

45b). Le principe est simple, un flux de solvant va traverser le lit de poudre bloqué par le filtre 

et ainsi le dissoudre. En sortie du filtre, la solution récupérée peut être analysée à l’aide d’un 

spectromètre UV en ligne. La partie « dissolution » de ce dispositif (capillaire, poudre et filtre) 

peut être placée dans une enceinte thermostatée afin de réguler la température à laquelle le 

solvant passera dans la poudre et ainsi augmenter la concentration de la solution récupérée 

en sortie du filtre. L’enceinte thermostatée utilisée pour ces premières expériences permet le 

contrôle de la température entre la température ambiante et 65 °C (ANACRISMAT).  
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Figure 45. (a) Schéma du montage de préparation en ligne des solutions (b) 

capillaire de 1 mm de diamètre interne rempli de poudre et connecté à un filtre 

(c) cellule UV et fibres optiques (FO). 

 

 Ce premier montage a permis de valider la nouvelle méthode de préparation 

en ligne des solutions. En effet, la poudre se dissout bien pendant le passage du solvant et ne 

bloque pas le flux. La vitesse du fluide en sortie du filtre reste constante après une courte 

période de stabilisation (quelques secondes). La Figure 46 montre le profil d’absorbance 

mesuré en sortie du filtre au cours du temps pour une petite quantité de Gliclazide dans lequel 

passe de l’acétonitrile à un débit relativement élevé (2 mL/h au lieu d’un débit de l’ordre de 

0.5mL/h utilisé classiquement). Le but étant ici de pouvoir mesurer tout le profil d’absorbance 

jusqu’à quasi-dissolution totale de la poudre.  On peut ainsi remarquer que l’on mesure un 

palier d’absorbance (et donc de concentration) pendant un temps important avant un 

décrochage dû à la consommation de la quantité de poudre nécessaire pour atteindre un 

équilibre. Il est à noter que le pic d’absorbance aux alentours de 0 seconde est dû à l’interface 

entre l’air et le « front » de la solution. De même le pic observé vers 980 secondes correspond 

au passage d’une bulle d’air. 
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Figure 46. Absorbance (à 274nm) en fonction du temps mesurée en sortie du filtre 

après passage d’acétonitrile, dans un lit de poudre de Gliclazide (≈10mg) à un 

débit de 2mL/h. 

Les concentrations, correspondant à ce palier mesuré, après passage dans le lit de 

poudre sont très proches des valeurs de solubilité de ces poudres à la température appliquée. 

Il semble donc que la dissolution soit optimale. Cependant, nous allons voir que ce montage 

présente des limitations concernant la mesure de la concentration après dissolution. 

1.2.2. Limitations de ce premier montage 

Le spectromètre UV en ligne permet de mesurer l’absorbance de la solution passant à 

travers la cellule à la longueur d’onde d’intérêt de la solution passant à travers la cellule, et 

ainsi d’en déduire la concentration. Pour cela, il est nécessaire dans un premier temps de 

réaliser un « blanc » ; c’est-à-dire d’enregistrer l’absorbance engendrée par la cellule UV et le 

solvant, pour pouvoir ensuite la soustraire à l’absorbance mesurée et ne récupérer que 

l’absorbance due au passage de la molécule étudiée. Une seconde étape consiste à réaliser un 

étalonnage grâce au passage dans la cellule UV de solutions de concentration connues, afin 

de déduire la relation entre absorbance et concentration. Classiquement, cette relation 

permet de déduire le coefficient (ε) reliant absorbance et concentration dans la loi de Beer-

Lambert : 

𝐴 = 𝜀𝑙𝐶 

ÉQUATION 14  

A : l’absorbance (sans unité) 
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ε : le coefficient d’absorption molaire (L.mol-1.cm-1) 

 l : la distance entre les fibres optiques (cm-1) 

C : la concentration de la solution (mol.L-1) 

 

Cependant, le domaine d’application de la loi de Beer-Lambert est restreint à un 

domaine de faible concentration, dans lequel l’absorbance évolue linéairement. Comme on 

peut le voir sur la Figure 47, à partir d’une certaine concentration, l’absorbance n’évolue plus 

de manière linéaire et tend vers une valeur de saturation. Dans le cas de nos mesures, les 

concentrations mesurées en sortie du filtre sont élevées et dépassent souvent la zone de 

linéarité de la loi de Beer-Lambert. Il est donc nécessaire de réaliser un étalonnage sur un large 

domaine de concentrations nécessitant la préparation d’un grand nombre de solutions 

étalons concentrées et ceci pour chaque solvant ou milieu de l’étude, ce qui engendre une 

consommation de matière première importante. On perd, ainsi, l’intérêt de la préparation en 

ligne en microfluidique si ces solutions étalons (préparées « hors-ligne ») sont nécessaires 

pour connaitre les concentrations des solutions préparées en ligne. 

 

 

 

Figure 47. Absorbance UV (274 nm) en fonction de la concentration en 

Gliclazide/DMSO (courbe d’étalonnage) 
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1.2.3. Résolution du problème d’étalonnage 

Afin de pallier ces problèmes, il a été choisi d’ajouter au montage précédent une étape 

de dilution utilisant une jonction en Té et un second filtre. La jonction en Té est utilisée pour 

injecter le même solvant en sortie du filtre afin de réaliser une dilution pour ramener la 

concentration de la solution dans la zone de linéarité de la loi de Beer-Lambert. Cependant, le 

mélange de deux solutions dans une jonction en Té donne en sortie deux flux parallèles qui se 

mélangent seulement par diffusion, d’où un mélange peu homogène (Figure 48a). L’ajout d’un 

filtre permet d’améliorer un peu le mélange mais on peut voir dans la Figure 48b que la 

solution en sortie n’est toujours pas homogène. Par conséquent on ajoute du verre pilé en 

amont du second filtre, ce qui améliore considérablement l’homogénéisation du mélange 

(Figure 48c). 

 

 

Figure 48. Photos lors du mélange1 : 1 d’une solution aqueuse rouge et jaune 

dans une jonction en Té (a) uniquement par diffusion (b) après passage dans 

un filtre 0.5 µm (c) après passage à travers une petite quantité de verre pilé et 

d’un filtre 0,5 µm. 

 Le schéma du montage final est présenté sur la Figure 49. Il permet de 

remplacer la procédure d’étalonnage classique, qui est longue et coûteuse, par une unique 

mesure d’absorbance sur une solution étalon de faible concentration (environ 1mg/mL). Cette 

faible concentration permet de garantir que l’on se situe dans la partie linéaire de 

l’absorbance.  Ensuite, il suffit que la dilution réalisée entre les deux filtres permette 

d’atteindre la même absorbance (ou intensité transmise) que la solution étalon, et de 

connaitre le facteur de dilution appliqué. Ainsi, nous pouvons déduire la concentration de la 

solution préparée en amont. Ce montage a été testé pour la mesure de solubilité de deux 

systèmes de référence dans différents solvants : le paracétamol dont les solubilités sont bien 

connues dans la littérature et le Gliclazide dont les solubilités ont été mesurées à l’aide d’un 
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multipuit. Et nous retrouvons bien des concentrations des solutions, préparées par cette 

méthode, proches des solubilités. 

 

 

Figure 49. Schéma du montage permettant de préparer une solution homogène 

dilué afin d’en mesurer précisément la concentration en sortie du filtre. 

1.3. Courbe de solubilité déterminée en ligne 

Dans cette partie je présente le protocole utilisé pour la détermination de courbes de 

solubilité en ligne en microfluidique. Puis ces courbes seront comparées avec les données de 

la littérature afin de valider le protocole. 

 

1.3.1. Montage  

Le montage utilisé pour la détermination des courbes de solubilité est le même que 

celui vu précédemment (Figure 49). Afin de pouvoir mesurer la concentration après la 

préparation des solutions en ligne à plusieurs températures, une partie du montage 

(préparation et dilution) est inséré dans un bain thermostaté (Figure 50b). Comme 

l’absorbance d’une molécule peut dépendre de la température de mesure, la cellule UV a été 

placée à l’extérieur de l’enceinte thermostatée (Figure 50e). Ainsi, après dilution de la solution 

concentrée (à température élevée), le flux passe par un capillaire de refroidissement (Figure 

50d) avant de passer dans la cellule UV. Il faut noter que la dilution permet d’éviter la 

cristallisation de la molécule lors du refroidissement. Ce montage permet aussi de ne pas avoir 

à chauffer les seringues, qui sont sensibles aux températures élevées. Pour garantir que le 

solvant passant dans le circuit soit bien à la température voulue, les capillaires d’entrées sont 

choisis assez longs et sont disposés dans l’enceinte thermostatée(environ 50 cm). 
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Figure 50. Photos du montage permettant la mesure des solubilités (a) pousse- 

seringues (b) enceinte thermostatée contenant une partie du circuit. 

microfluidique (c) sonde de température (d) capillaire de refroidissement (e) 

cellule UV. 

 

1.3.2. Protocole 

Le protocole expérimental consiste dans un premier temps à la préparation hors ligne 

de 2 mL d’une solution étalon de faible concentration (environ 1 mg/mL), en consommant 

seulement 2 mg de poudre. La préparation de cette solution peut être effectuée par ajouts 

successifs de solvant, ce qui permet aussi d’estimer approximativement la solubilité à 

température ambiante par une méthode d’encadrement. le protocole est décrit sur la Figure 

51.  

 

 

Figure 51. Schéma du protocole de préparation des solutions étalons et 

d’estimation par encadrement de la solubilité. 

L’intensité transmise du solvant pur (I0) est d’abord mesurée, puis celle de la solution 

étalon (Iétalon) comme référence. Ensuite, le solvant est injecté à travers la poudre à un débit 

connu (Qm), et dans un même temps le solvant de dilution est injecté à un débit connu (Qd). 
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La dilution de la solution à saturation (dont la concentration correspond à la solubilité (Cs)) est 

définie par le ratio Qm/(Qm+Qd). (Qd) est varié par palier et l’intensité transmise (Imes) est suivie 

afin de se rapporcher de la valeur Iétalon.  

En théorie, on peut atteindre Imes = Iétalon  (Figure 52a) et la concentration de la solution 

diluée est identique à celle de la solution étalon (Cétalon).  On obtient alors la valeur de la 

solubilité (Cs) directement à partir de la concentration de la solution étalon (Cétalon) par : 

 

Cs=Cétalon / (Qm/(Qm+Qd)) 

ÉQUATION 15  

 

En pratique, il est impossible d’obtenir exactement la bonne dilution pour avoir 

Imes=Iétalon (Figure 52b). On ne peut donc pas utiliser Cétalon et il faut déterminer la vraie 

concentration de la solution diluée (Cmes). Cependant, on remarque que (Imes) est très proche 

de (Iétalon) (Figure 52b) ce qui entraine que (Cmes) et (Cétalon) sont également proche. On peut 

alors faire l’approximation suivante : 

 

Cmes / Ames = Cétalon / Aétalon 

ÉQUATION 16  

Où Aétalon=-log(Iétalon/I0) et Ames=-log (Imes/I0) représentent respectivement l’absorbance 

de la solution étalon et celle de la solution diluée. Ainsi on peut réécrire l’équation 15 en 

remplaçant (Cétalon) par (Cmes) : 

 

Cs=Cmes / (Qm/(Qm+Qd)) 

ÉQUATION 17  
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Figure 52. (a) Intensités transmises théoriques lors d’une dilution par palier (b) 

Intensité transmise lors d’une dilution par palier 

Cette opération est ainsi répétée à différentes températures dans un solvant donné 

afin de pouvoir construire la courbe de solubilité. De plus, après le passage d’un solvant pour 

déterminer les valeurs de solubilité à toutes les températures choisies, s’il reste assez de 

poudre dans le capillaire, on peut changer de solvant en remplaçant les seringues. Cependant, 

il est nécessaire d’attendre que le précédent solvant soit bien entièrement remplacé par le 

nouveau solvant dans le capillaire contenant la poudre. Pour le vérifier, il suffit de suivre 

l'intensité transmise qui finira par se stabiliser une fois que la totalité du précédent solvant 

sera évacuée. Il est toutefois important de suivre attentivement ce changement de solvant, 

car plusieurs phénomènes peuvent fausser les mesures.  Par exemple, lorsqu’une mixture de 

solvants permet une solubilité beaucoup plus importante, le reste de poudre peut 

entièrement être consommé pendant le nettoyage. 
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1.3.3. Résultats expérimentaux de courbes de solubilité 

Afin de vérifier que cette méthode microfluidique permet de mesurer des solubilités 

fiables, c’est-à-dire d’atteindre l’équilibre nous avons mesuré les solubilités du Paracétamol 

et du Glicazide.  

Les incertitudes de mesure sont estimées en prenant compte des sources 

d’incertitudes des différents paramètres de la mesure : 

 Sur la masse de poudre pesée pour l’élaboration de la solution étalon 

 Sur le volume de solvant ajouté pour l’élaboration de la solution étalon 

 Sur la mesure des différentes intensités transmises 

 Sur les débits délivrés par le pousse-seringues 

Les incertitudes relatives sur la mesure de solubilité sont estimées inférieures à 5% 

pour tous les points de mesures réalisées. 

 

1.3.3.1. Courbes de solubilité du Paracétamol 

Les solubilités du Paracétamol ont été mesurées dans 3 solvants donnant des 

solubilités et des cinétiques de dissolution différentes et bien décrites dans la littérature. Ces 

3 solvants sont l’eau, l’acétonitrile et l’isopropanol. Les résultats expérimentaux sont 

comparés aux données de la littérature utilisant des techniques variées : équilibration d’une 

suspension de paracétamol à différentes températures et dosage du surnageant par pesée du 

résidu sec98–100, spectrométrie UV101–103, ou indice de réfraction104. Les Figure 53a, b et c 

montrent que les courbes de solubilité obtenues en microfluidique sont en accord avec les 

données de la littérature dans une large gamme de valeurs de solubilité allant de quelques 

mg/mL à plus de 100mg/mL.  

 

1.3.3.2. Courbes de solubilité du Gliclazide 

La courbe de solubilité du Gliclazide a été mesurée dans l’acétonitrile par différentes 

méthodes. La courbe de solubilité obtenue en microfluidique est en accord avec celle obtenue 

par la méthode d’estimation par encadrement utilisant un multipuit développée par Detoisien 

et al 105, et avec les données fournies par Technologie Servier (TES). De plus, deux séries de 

mesures ont été effectuées avec la méthode microfluidique.  En effet, un effort de 

différenciation des deux expériences a été fait en remontant le circuit microfluidique et en 

utilisant une solution étalon différente. La Figure 53d montre que les deux séries de mesures 

sont identiques à l’incertitude de mesure près.  
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Figure 53. Courbe de solubilité du paracétamol obtenues dans (a) l’eau (b) 

l’acétonitrile (c) l’isopropanol ; (d) Courbe de solubilité du Gliclazide dans 

l’acétonitrile.106 

Les poudres étudiées jusqu’à présent (paracétamol et Gliclazide) sont des poudres 

pures et constituées de la phase cristalline stable.  

 

1.3.4. Avantages de la méthode microfluidique de mesure de solubilité  

Cette méthode de mesure microfluidique permet de mesurer rapidement (environ 

2heures) une courbe de solubilité avec très peu de poudre (environ 30 mg) même pour des 

solubilités supérieures à 100 mg/mL (cas du Paracétamol dans l’isopropanol sur la Figure 53c), 

le tout avec des incertitudes relatives faibles (< 5 %). La méthodologie mise en place permet 

de s’affranchir d’un étalonnage long et couteux en matière première en utilisant un seul point 

d’étalonnage, qui est de surcroit à une concentration faible. Les résultats obtenus sont en 

accord avec les données de la littérature.  

Dans ce travail de thèse, seules les solubilités de phases stables ont été mesurées. En 

effet, les poudres étudiées sont pures et constituées de la phase cristalline stable. Cependant, 

le temps très court d’atteinte de l’équilibre pourrait permettre la mesure de solubilité de 

phases métastables sans erreurs dues à la transition vers une phase plus stable durant la 

mesure.  Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour le vérifier. 
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De plus, on peut mesurer des solubilités à des températures plus élevées en évitant 

l’ébullition du solvant par la pression appliquée. En effet, on montrera dans le paragraphe  

C.2.3.2 (Figure 63) qu’en appliquant des pertes de charge au circuit, il est possible 

d’augmenter la pression dans le circuit microfluidique. Des expériences supplémentaires 

seront nécessaires pour vérifier la faisabilité des mesures de solubilité à des valeurs élevées 

de températures en augmentant la pression. 

1.4. Optimisation du montage microfluidique 

Une partie importante de ce travail de thèse a été consacrée à l’optimisation du 

matériel utilisé pour améliorer la qualité des différentes mesures effectuées avec la 

plateforme microfluidique. Pour la mesure de solubilité, les deux principaux défis étaient 

l’élaboration d’une cellule UV répondant à des caractéristiques spécifiques et le choix d’une 

régulation de température efficace. 

 

1.4.1. Prototypage d’une cellule UV 

La cellule UV dont nous disposions au CINaM, et qui avaient été développée lors de la 

thèse de S.Zhang et C.J.J.Gerard (Figure 54), permet de placer un capillaire en FEP ou en PFA 

entre les deux fibres optiques reliées à la source lumineuse et au détecteur. Cette cellule UV 

a montré son efficacité pour la mesure de l’absorbance de protéines (Lysozyme et QR2) dont 

le maximum d’absorbance se situe vers 280 nm. Cependant, cette cellule comporte des 

défauts qui peuvent devenir limitants pour la mesure d’absorbance dans le cadre des mesures 

de solubilité de petites molécules. 

 

Figure 54. Photos de l’ancienne cellule UV (a) structure de la cellule en PMMA (b) 

capillaire en PFA, (c) fibres optiques. 
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1.4.1.1. Absorbance des capillaires 

La lumière qui traverse la solution doit également traverser deux couches du capillaire 

en PFA ce qui engendre une absorbance importante (Figure 55, courbe orange). Cela a pour 

effet de couper le signal entre 200 et 250 nm et de le rendre très bruité entre 250 et 280 nm. 

Or les petites molécules étudiées dans cette thèse absorbent entre 240 et 300 nm. De plus, le 

bruit généré implique des incertitudes importantes sur le calcul des concentrations. On a 

essayé de s’en affranchir au maximum pour réaliser des mesures précises de solubilité en 

utilisant des capillaires en verre de 1 mm de diamètre interne et 1/16’’ de diamètre externe 

(pour le bon raccordement avec le reste du circuit dans la zone de mesure). Même si ces 

capillaires sont en verre classique et présentent tout de même une absorbance jusqu’à 

260 nm, cette dernière est bien moins importante que celle du PFA (Figure 55, courbe bleue), 

ce qui permet de réduire la coupure du signal à 220 nm au lieu de 250 nm, bien que le signal 

reste assez bruité entre 220 et 240 nm.  

 

 

Figure 55. Spectre d’absorbance du capillaire en PFA et du capillaire en verre. 

Blanc réalisé sur l’air, tint=100ms. 

Pour améliorer encore le rapport signal sur bruit à ces longueurs d’onde, une solution 

possible est l’utilisation de capillaire en verre de meilleure qualité ou avec une couche plus 

fine. En effet, la réduction du rapport signal sur bruit qu’il permet (en comparaison avec le 

PFA) est largement suffisante pour nos mesures effectuées entre 250 et 300nm. De plus, ces 

capillaires sont peu onéreux et facilement remplaçables (pouvant être considérés comme du 

consommable). Cependant, le raccordement avec le reste du circuit microfluidique peut être 

problématique et notamment avec l’utilisation de verre cassant.  
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1.4.1.2. Fixation des capillaires et des fibres optiques 

Les capillaires (en verre ou PFA) ne sont pas fixés dans la structure en PMMA. Or lors 

des expériences, le capillaire peut bouger, engendrant des modifications du trajet optique qui 

mènent à des variations importantes des intensités transmises. De même, les fibres optiques 

doivent être maintenues afin d’éviter le même type de problèmes.  

 

Pour cela, un nouveau prototype de cellule UV a été pensé, dessiné en CAO (Figure 56) 

puis réalisé à l’aide d’une imprimante 3D en collaboration avec Medhi Lagaize et Romain 

Grossier. Cette cellule UV imprimée en PLA comporte les améliorations suivantes : 

- 2 trous permettant de visser la cellule à un support fixe pour éviter qu’elle ne 

bouge durant les mesures. (Figure 56a) 

- 2 supports permettant de maintenir la partie sensible de la fibre à la cellule. 

(Figure 56b) 

- 1 trou de diamètre 1/16’’ pour y faire passer le capillaire en verre (Figure 56c) 

dont un côté a été élargi et taraudé pour accueillir une férule permettant la 

fixation du capillaire dans la cellule (Figure 56e). Ainsi une fois serré, le capillaire 

en verre n’a plus aucun degré de liberté. 

- 1 trou perpendiculaire taraudé permettant d’accueillir l’embout SMA fixant les 

fibres optiques à la cellule UV tout en les alignant (Figure 56d).  
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Figure 56. Dessin de la cellule UV : en haut vue globale et en bas vue en coupe 

(réalisé avec Inventor par Mr Medhi Lagaize) (a) trous de fixation de la cellule 

à un support, (b) support de maintien des fibres, (c) trou de passage du 

capillaire, (d) trou taraudé d’alignement des fibres, (e) trou taraudé pour 

accueillir la férule de serrage du capillaire, (f) fibres optiques, (g) capillaire en 

verre. 
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1.4.2. Choix d’un système de régulation de température 

1.4.2.1. Régulation par air chaud ventilé 

La première solution pour réguler la température a été d’utiliser le chauffe-seringues 

déjà présenté précédemment (Figure 34). L’avantage de ce système de régulation est qu’il 

permet d’avoir accès au circuit microfluidique pendant les mesures et que son enceinte en 

PMMA transparente permet une bonne visualisation du montage. Cependant, la place 

manque dans l’enceinte pour accueillir à la fois le circuit et les seringues. Un autre problème 

est le fait que le chauffage des seringues à haute température (jusqu’à 70-80 °C) peut 

provoquer des fuites dues à la dilatation thermique. Or, une fuite dans le montage implique 

une mauvaise estimation des débits et donc une grande erreur sur la mesure des solubilités. 

Enfin, la température dans l’enceinte n’est pas vraiment homogène, des différences de 

quelques degrés peuvent être observées entre deux extrémités de l’enceinte. 

Cette solution de régulation de la température peut être judicieuse pour chauffer des 

seringues à température modérée (jusqu’à 40-50 °C) ou réguler approximativement la 

température d’un circuit microfluidique, mais ne pourra pas être utilisée dans le cadre de la 

mesure de solubilité ou de la génération de solutions saturées où une précision plus 

importante est necessaire.  

 

1.4.2.2. Régulation par Chauffage Infra Rouge 

Une solution plus « exotique » a été testée durant cette thèse. Le principe de celle-ci 

est d’utiliser une source d’émission de lumière infrarouge pour chauffer par rayonnement les 

circuits microfluidiques (Figure 57). La température est ainsi régulée par la variation de la 

puissance de la lampe infrarouge en fonction de la température mesurée par une sonde Pt100 

et la température de consigne. La sonde de température peut être positionnée en contact 

direct avec les solutions passant dans le circuit microfluidique (Figure 58a et b). Les avantage 

de ce montage sont l’accessibilité du circuit pendant les expériences et le chauffage sélectif 

des composants absorbants. Cependant, il est assez compliqué de réguler la température en 

utilisant une source de chaleur par rayonnement. Les circuits microfluidiques sont composés 

de capillaires en PFA et de jonctions en PEEK qui absorbent différemment les infrarouges et 

chaufferont donc différemment. Une homogénéisation de la température au sein de circuit 

n’a pas pu être réalisée jusqu’à présent, mais cette solution peut être envisagée pour chauffer 

approximativement une partie du circuit microfluidique, par exemple pour transporter ou 

stocker une solution sous-saturée à « haute » température, c’est-à-dire au-dessus de la 

température de l’expérience à réaliser. 
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Figure 57. Photo du montage de régulation de température par chauffage 

Infrarouge. 

 

 

Figure 58. (a) Schéma de la technique de mesure de la température avec une 

sonde Pt100 (b) photo du montage. 
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1.4.2.3. Régulation par circulation d’eau 

Une autre solution testée est d’utiliser de l’eau comme fluide caloporteur pour 

chauffer le circuit microfluidique. Cette eau peut être soit en circulation et chauffée par un 

bain thermostaté, soit chauffée par un élément Peltier. Les enceintes thermostatées utilisées 

ont été développées lors des thèses de doctorants précédents en collaboration avec la société 

ANACRISMAT, mais leur utilisation a été détournée de leur fonction de stockage des capillaires 

pour accueillir tout le circuit microfluidique. L’avantage de ce type de régulation est qu’elle 

permet une régulation optimale de la température qui reste homogène dans toute l’enceinte 

thermostatée. De multiples entrées/sorties sont prévues, et la mesure de la température se 

fait via une sonde Pt100 placée dans le bain d’eau. L’inconvénient est qu’une fois l’enceinte 

fermée, le circuit microfluidique n’est plus accessible jusqu’à la fin de la mesure. Ce montage 

permet toutefois une grande modularité notamment en comparaison des montages sur puce 

en PDMS ou COC « figées ». 

Cette solution est celle qui a été retenue pour la mesure des solubilités en 

microfluidique au laboratoire du CINaM.   

 

Figure 59. Photos des enceintes thermostatées en bain d’eau. (a) Par circulation 

d’eau chauffée à l’aide d’un bain thermostaté (b) Par eau chauffée par un 

élément Peltier. 

 

1.4.2.4. Régulation à l’aide d’un four HPLC 

Enfin, une solution de régulation plus adaptée au milieu industriel a été testée. Celle-

ci utilise un ancien four de colonne d’HPLC pour le chauffage du circuit (Figure 60). Son 

système de fonctionnement est basé sur le chauffage d’une plaque métallique par effet Joule 
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au sein de l’enceinte. Si celle-ci est bien fermée, la température est homogène après quelques 

minutes. Cette solution permet de répondre aux contraintes de sécurité particulières 

appliquées dans un laboratoire de développement pharmaceutique. C’est pourquoi il a été 

choisi d’utiliser ce four pour les expériences en microfluidique dans les locaux TES. 

 

 

Figure 60. Four HPLC utilisé pour la régulation des circuits microfluidiques à TES. 
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Chapitre 2. Étude du polymorphisme en 
système microfluidique 

 

2.1. Introduction 

Nous avons vu précédemment qu’avec la microfluidique en capillaires, nous pouvions 

partir d’une poudre pour la dissoudre et générer des solutions saturées, dont nous savions 

mesurer la concentration en ligne. Nous contrôlons également la température à laquelle nous 

générons ces solutions afin d’atteindre des concentrations différentes. A la suite, l’enjeu 

consiste à utiliser ces solutions saturées pour l’étude de la cristallisation.  

Afin de répondre au besoin de multiplier les expériences et de réduire les volumes dans 

les études de cristallisation, nous avons choisi d’utiliser la microfluidique à base de gouttes. 

Lors des thèses précédentes, des méthodes de cristallisation en microfluidique à base de 

gouttes ont été développées, mais principalement dans le cadre de la cristallisation de 

protéines. Dans cette thèse, nous verrons dans un premier temps que ces méthodes peuvent 

être transposées à l’étude de la cristallisation de petites molécules. Cependant l’utilisation de 

solvants organiques à plus haute température, nécessite une optimisation notamment dans 

le choix de l’huile inerte utilisée comme phase continue.   

Puis, le montage pour l’étude du polymorphisme sera présenté et les résultats obtenus 

avec une molécule modèle (le sulfathiazole) seront exposés. Cette partie du manuscrit a pour 

but de montrer la faisabilité de l’approche que nous proposons pour cribler les polymorphes 

directement, à partir de faibles quantités de poudre en microfluidique. 

Comme nous avons pu le voir dans la partie bibliographie de ce manuscrit, l’étude du 

polymorphisme d’une molécule est une étape importante lors du développement 

pharmaceutique d’un nouveau médicament. Le but est de faire varier les conditions de 

cristallisation afin de cribler les polymorphes existants et d’évaluer leurs propriétés 

physicochimiques. Ainsi, un grand nombre d’expériences doivent être réalisées avec des 

quantités de poudre disponibles qui sont en général faibles. De plus, la nucléation étant un 

phénomène stochastique, la répétition des expériences peut permettre de voir des 

phénomènes peu probables. 
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2.2. Choix de l’huile 

En microfluidique, la formation de gouttes est réalisée par émulsion entre une phase 

dispersée (solvants contenant les molécules) et une phase continue (huile). Nous avons 

expliqué dans la partie bibliographie de ce manuscrit (A.3.1.2) que la formation de gouttes 

était régie par le nombre capillaire Ca (équation 13) faisant intervenir la viscosité dynamique 

de la phase continue et son énergie interfaciale avec la phase dispersée. Le choix de l’huile qui 

sera utilisée comme phase continue est donc primordial pour la suite des essais en 

microfluidique.  

 

2.2.1. Problématique du choix d’huile 

Il faut trouver une huile inerte chimiquement, permettant la formation de gouttes de 

solvant organique pour une large gamme de température (20-80 °C). Ce choix est d’autant 

plus difficile que l’utilisation de tensioactif, aidant la formation de gouttes et permettant de 

les stabiliser, est à proscrire pour ne pas interagir avec nos expériences de cristallisation. Au 

CINaM, les huiles traditionnellement utilisées en microfluidique sont le FMS et le FC70. 

Cependant, ces huiles ont été utilisées pour la formation de gouttes d’eau à des températures 

dépassant rarement les 40 °C (pour la cristallisation de protéine).  

Le but a donc été de tester plusieurs huiles fluorées pour la formation de gouttes de 

solvant dans des canaux microfluidiques et à différentes températures. 

 

2.2.2. Matériels et méthodes pour tester l’huile 

Le solvant utilisé pour ces essais est l’éthanol, car celui-ci a été remarqué comme étant 

l’un des solvants avec lequel il est le plus difficile de former des gouttes en microfluidique. 

Cela est dû à sa faible énergie interfaciale avec les huiles fluorées (presque dix fois inférieure 

à celle de l’eau avec les mêmes huiles). L’éthanol utilisé est de l’éthanol absolu (99,9 %). Les 

huiles qui ont été testées sont le FMS, le FC70, le GPL103, GPL105 et GPL106. 

Le système microfluidique utilisé pour ces essais est composé d’un pousse seringue 

équipé du chauffe seringue (permettant de réguler la température des différentes phases), de 

capillaires microfluidiques de 500 µm de diamètre interne en PFA, d’une jonction de type croix 

et d’une binoculaire afin de visualiser les gouttes. Pour faciliter leur visualisation, une feuille 

d’aluminium est placée sous le capillaire de sortie du système microfluidique. Un schéma du 

montage utilisé est présenté sur la Figure 61. Nous avons généré des gouttes avec une 

géométrie en croix, car c’est la géométrie qui permet de réaliser des mélanges et de faire 

varier la composition des gouttes. De plus, c’est également la géométrie qui donnent la zone 

de fonctionnement la plus étroite, ce qui nous place dans la situation la moins favorable 

comme pour l’utilisation de l’éthanol.   
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Figure 61. Schéma du montage de test des huiles pour la formation de gouttes 

d’éthanol 

 

Pour chaque huile, la génération de gouttes est testée. D’abord à température 

ambiante pour une quinzaine de conditions de débits de phases continue et dispersée afin de 

délimiter la zone de fonctionnement donnant des gouttes monodispersées. Puis, à 

température plus élevée (65 °C) où les mêmes conditions de débits sont testées.  

 

2.2.3. Résultats et discussion 

2.2.3.1. Huile FMS 

Cette huile ne permet pas de générer des gouttes d’éthanol monodispersées dans une 

large gamme de débits à haute température. De plus, cette huile n’a pas une bonne 

compatibilité avec les solvants organiques couramment utilisés en cristallisation comme ont 

pu le remarquer Zhang et al10, préférant l’utilisation du FC70 qui présente une meilleure 

compatibilité. 

2.2.3.2. Huile FC70 

Cette huile a été utilisée par Zhang et al10, pour la formation de gouttes d’éthanol à 

température ambiante. Bien qu’à 25 °C la génération de gouttes d’éthanol monodispersées 

est possible dans une large gamme de débits, à 65 °C cela se complique grandement : la 

gamme de générations de gouttes est réduite et les gouttes finissent par coalescer plus loin 

dans le capillaire (pendant le refroidissement dû au passage entre la zone chauffée du 

capillaire et la zone à température ambiante).  
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2.2.3.3. Les huiles GPL (103 105 106) 

Les huiles GPL ont des caractéristiques chimiques similaires à celles du FC70, mais avec 

des viscosités différentes. Toutes ces huiles ont permis de générer des gouttes d’éthanol 

monodispersées à 25 et 65°C. Cependant, il a été remarqué que pour les huiles GPL103 et 

GPL105 (moins visqueuses que GPL106), les gouttes sont stables sur les dix premiers 

centimètres du capillaire de sortie, mais pas toujours plus loin dans le capillaire. De plus, lors 

d’un refroidissement (en chambre froide à 7°C) les gouttes finissent par coalescer.  

En revanche, l’huile GPL106 qui est la plus visqueuse, permet de pallier ces problèmes. 

En effet, elle permet de générer des gouttes monodispersées d’éthanol dans une large gamme 

de débits pour des températures de 25 à 65°C et il n’y a pas coalescence lors d’un 

refroidissement du capillaire. L’huile GPL106 semble donc être un bon choix pour la formation 

de gouttes de solvants organiques en microfluidique.  

2.3. Montage microfluidique pour l’étude du 
polymorphisme 

2.3.1. Présentation du montage 

Le montage microfluidique, choisi pour l’étude du polymorphisme de molécule 

d’intérêt pharmaceutique, est composé de deux principaux modules. Un module de 

génération des gouttes saturées et un module d’incubation et d’observation. Le montage 

complet est présenté sur la Figure 62. Le circuit microfluidique est composé de capillaires en 

PFA et de jonctions en PEEK. Les solutions sont introduites via les pousses seringues 

neMESYS®. 

Dans le module de génération des gouttes (Figure 62b), les solutions saturées sont 

générées à l’aide de la méthode de préparation en ligne présentée précédemment (Figure 45). 

Le flux de la solution saturée rencontre ensuite un flux d’huile GPL106 dans une jonction en 

Té. Ainsi, des gouttes de cette solution saturée sont générées par « cross flowing », la phase 

continue étant injectée dans la branche principale et la phase dispersée dans la branche 

perpendiculaire. Afin, de contrôler la température de dissolution de la poudre, et donc la 

concentration des gouttes, cette partie du montage est immergée dans une enceinte 

thermostatée à circulation d’eau. La température de cette enceinte est contrôlée par un bain 

thermostaté et sa température est mesurée par une sonde Pt100. Pour séparer différentes 

conditions de génération des gouttes (et donc différentes compositions chimiques des 

gouttes), une vanne manuelle thermostatée permet d’orienter le flux de gouttes vers 

différents capillaires de sortie (Figure 62c). Cette vanne manuelle est composée d’une simple 

jonction union en PEEK disposée dans une enceinte thermostatée à circulation d’air (Figure 

62c). La température de cette enceinte est réglée proche de la température de génération afin 

d’éviter d’éventuels phénomènes de nucléation non désirés dus à un changement de 

température.  
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Les gouttes sont ensuite stockées dans le module d’incubation et d’observation où la 

température est contrôlée par une enceinte thermostatée par des éléments Peltier avec de 

l’eau stagnante (Figure 62d). Une caméra motorisée permet de mémoriser la position des 

gouttes et de prendre automatiquement des photos de leurs évolutions durant l’incubation. 

 

 
 

 

Figure 62. Montage microfluidique pour l’étude du polymorphisme. (a) capillaire 

1mm DI rempli de poudre, (b) Module de génération des gouttes saturées, (c) 

Vanne manuelle thermostatée, (d) Module d’incubation et d’observation des 

gouttes, (e) Vanne manuelle et ajout de perte de charge (ΔP). 
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2.3.2. Problème de bulles 

Lors des premiers essais, il a été remarqué la formation de bulles de gaz en sortie du 

filtre, notamment lors de l’augmentation en température, perturbant l’écoulement et 

provoquant la coalescence des gouttes. Ce problème a d’abord été pris pour un problème 

d’étanchéité dans le circuit puis pour un phénomène de nucléation de bulles d’air. Mais après 

vérification de l’étanchéité et dégazage des solvants utilisés, ce problème est resté persistant, 

car la cause de la formation de ces bulles est en fait, un phénomène de cavitation. En effet, 

l’augmentation locale de la vitesse du solvant lors de son passage dans le filtre (pore du filtre 

de 0,5 µm (diamètre du capillaire de 500 µm) provoque des dépressions qui peuvent 

engendrer un changement d’état du solvant (flèche orange sur la Figure 63). Une réponse à 

ce problème est d’augmenter la pression appliquée au niveau du filtre, afin que les 

dépressions ne soient plus suffisantes pour le passage à l’état gazeux du solvant. Une manière 

d’augmenter la pression, à ce niveau du circuit microfluidique, est l’ajout de pertes de charge 

(noté ici ΔP) en aval du circuit (Figure 62e).  

  



 

105 
 

 

 

Figure 63. Schéma simplifié d’explication du phénomène de cavitation dans le 

circuit microfluidique. La courbe bleue représente la pression de vapeur 

saturante du solvant, en dessous de cette courbe le solvant est à l’état gazeux 

et au-dessus à l’état liquide. Les points bleus représentent l’évolution isobare 

lors d’une augmentation de la température dans le diagramme de phase 

lorsqu’aucune perte de charge n’est ajoutée. Les points rouges représentent 

l’évolution isobare lors d’une augmentation de la température dans le 

diagramme de phase lorsqu’une perte de charge est ajoutée. Les flèches 

orange représentent les dépressions générées lors du passage dans le filtre. Il 

est à noter que l’évolution de la pression lors d’une augmentation de 

température n’est pas réellement isobare, car la viscosité de l’huile va 

diminuer ayant pour effet une diminution de la pression au niveau du filtre 

selon l’équation 11.   

 

Pour tester cette hypothèse, 50 cm de capillaire de 500 µm de diamètre interne ont 

été ajoutés à la fin du circuit (représentant une perte de charge d’environ 0,2 MPa dans nos 

conditions). Cela permet effectivement de s’affranchir des problèmes de formation de bulles. 

On peut même voir le retour à l’état liquide des bulles de solvant lors de l’ajout des pertes de 

charge. Afin de pouvoir ajouter la même perte de charge à toutes les sorties du circuit 

microfluidique une seconde vanne manuelle est ajoutée (Figure 62e). 
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2.4. Procédure de cristallisation  

2.4.1. Génération de gouttes saturées à différentes températures 

La première étape de la procédure de cristallisation consiste à générer des gouttes 

saturées à différentes températures (exemple de la Figure 64 : 45 ; 55 ;70 °C). Chaque train de 

gouttes générées à une température, correspond à la concentration à saturation à cette 

température (Cs (T°C) sur la Figure 64). Chaque train de gouttes est alors stocké dans des 

capillaires différents choisis grâce à la vanne manuelle (il est à noter qu’à ce moment de 

l’expérience, il n’est pas nécessaire de connaitre les solubilités qui pourront être mesurées 

ultérieurement). Tous les capillaires sont stockés dans le module d’incubation et 

d’observation à la température maximum de stockage noté Tmax, choisie à 10 °C au-dessus 

de la température de génération la plus élevée (80 °C dans ce cas). Cela permet de dissoudre 

d’éventuels cristaux, formés lors d’un refroidissement non désiré dans le circuit. Cela permet 

aussi de tester l’éventuelle nucléation d’une phase plus stable (moins soluble). Pour cela, les 

gouttes sont stockées à Tmax pendant 5heures et des photos de chacune des gouttes (dont 

les positions ont été mémorisées au préalablement) sont prises automatiquement par la 

caméra motorisée. L’augmentation de température des gouttes dans le diagramme de phase 

est schématisée sur la Figure 64. 

 

 

Figure 64. Schéma de l’évolution dans le diagramme de phase lors de la première 

étape.  
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2.4.2. Déclenchement de la nucléation 

La deuxième étape de la procédure consiste à faire subir un refroidissement aux 

gouttes pour créer la sursaturation et déclencher d’éventuelles nucléations. Plusieurs types 

de refroidissement sont alors possibles comme une rampe de température ou une succession 

de paliers de refroidissement plus ou moins rapides. Ce refroidissement est réalisé jusqu’à la 

température minimale (Tmin sur la Figure 65) correspondant à la température minimale 

atteignable par l’enceinte thermostatée, ici 10 °C. Pendant ce refroidissement, des photos des 

gouttes sont prises automatiquement pour pouvoir suivre leur évolution (nucléation, 

croissance, dissolution, murissement…). Ainsi, la température et le temps d’incubation 

correspondant à un évènement donné pourront être connus. Cela permet de cribler une zone 

du diagramme de phases.  

Une analogie peut être faite entre cette approche et celle développée par Detoisien et 

al 105 avec un Multipuit. Il est possible, avec l’approche proposée ici, de réaliser le même type 

d’étude du polymorphisme qu’avec un multipuit mais avec les avantages de la microfluidique 

à base de goutte, c’est-à-dire la répétition des expériences et la diminution des quantités de 

matière première. De plus, le confinement lié au petit volume des gouttes permet d’atteindre 

des sursaturations plus importantes et d’isoler des phases métastables. 

 

Figure 65. Schéma de l’évolution des gouttes dans le diagramme de phase lors 

d’un refroidissement par paliers. La courbe rouge représente la courbe de 

solubilité de la phase cristalline dissoute. Les points bleus représentent les 

paliers de températures. 
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2.5. Analyse des cristaux obtenus 

Une fois l’étape de refroidissement terminée, un certain nombre de gouttes auront été 

le lieu de la cristallisation (par abus de langage, nous dirons que les gouttes ont nucléé). Les 

cristaux obtenus doivent alors être caractérisés afin d’identifier les phases cristallines 

apparues. Pour cela, plusieurs méthodes peuvent être utilisées ensemble ou séparément 

comme la microscopie optique, la spectroscopie Raman et la diffraction des Rayons X. Nous 

détaillerons ici, comment nous avons couplé ces méthodes de caractérisation à notre système 

microfluidique.  

 

2.5.1. Microscopie optique 

Comme nous avons pu le voir précédemment, une caméra motorisée permet la prise 

de photos durant l’évolution en température des gouttes. L’enceinte thermostatée utilisée 

dans le module d’incubation et d’observation permet d’immerger les capillaires dans de l’eau 

et d’adapter l’indice optique. Ainsi les images des gouttes sont nettes malgré la couche de PFA 

du capillaire. Il est donc possible, grâce à ce dispositif, de visualiser le faciès des cristaux 

obtenus (Figure 66), mais aussi leur croissance (Figure 67) pendant l’évolution de la 

température. En fin d’expérience, une rotation du capillaire peut être réalisée afin d’avoir 

plusieurs angles de vue d’un même cristal pour identifier ses faces (Figure 66). 
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Figure 66. Photos d’un même cristal de Sulfathiazole avec 2 angles de vue et 2 

grossissements différents.  

 

 

Figure 67. Croissance d’un cristal de Sulfathiazole dans l’eau (à température 

constante 45 °C) chaque photo de gauche à droite a été prise à 10 minutes 

d’intervalle. 
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2.5.2. Analyse In-situ par Microscopie Raman 

L’avantage du couplage de la spectroscopie Raman à la microfluidique est qu’elle 

permet une analyse in situ des cristaux contenus dans une goutte, et donc de façon non 

invasive. De plus, le signal récupéré dû au cristal se distingue facilement du signal dû au laser 

qui traverse la couche de PFA, le solvant (constituant la goutte) et, potentiellement, une fine 

couche d’huile (entre la goutte et le capillaire).  

Pour cela, une fois l’expérience de cristallisation terminée le capillaire est récupéré 

puis placé sous le microscope Raman (RXN1 Kaiser Figure 41). L’objectif utilisé est un objectif 

x10, sa focale permet de visualiser la goutte dans toute sa profondeur en zoomant sans 

toucher le capillaire (ce qui n’est pas le cas de l’objectif x50 dont nous disposons). Afin 

d’améliorer le signal Raman lors des mesures, un support en aluminium est placé sous le 

capillaire.  

De plus, il est possible de modifier les conditions expérimentales comme le temps 

d’exposition (en seconde) et le nombre de répétitions. Ces paramètres vont déterminer le 

temps de mesure qui pourra varier de 2 s à plusieurs minutes. Ces paramètres sont choisis 

suivant la qualité du spectre souhaité et la taille du cristal. En effet, plus un cristal est petit, 

plus sa signature en Raman sera faible. 

 

2.5.2.1. Identification d’un cristal dans une goutte. 

Comme le laser traverse le capillaire, l’huile et le solvant en plus du cristal, nous devons 

dans un premier temps repérer les pics correspondant à ces matériaux. Pour cela, les spectres 

Raman du capillaire, de l’huile et du solvant sont mesurés en utilisant les mêmes paramètres 

expérimentaux. La Figure 68 montre la superposition des spectres d’un capillaire en PFA, de 

l’huile GL106, d’une goutte d’acétonitrile et d’un cristal de Gliclazide contenu dans une goutte 

avec une exposition de 5 fois 5 secondes. On peut remarquer, sur la courbe bleue, que même 

si les pics les plus intenses sont ceux du PFA et du solvant, un certain nombre de pics sont 

caractéristiques du cristal de Gliclazide. La Figure 69 compare le spectre d’un cristal de 

Gliclazide dans une goutte et le spectre obtenu directement sur la poudre. La superposition 

des pics obtenus confirme bien l’identification des pics dus au cristal dans la goutte. 
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Figure 68. Spectre Raman obtenu à différents endroits d’un capillaire de 500 µm 

contenant des cristaux de Gliclazide dans des gouttes d’acétonitrile 

(Exposition : 5X5s) 

 

Figure 69. Spectre Raman d’un cristal de Gliclazide dans une goutte d’acétonitrile 

(en bleu) et de la poudre de Gliclazide (en vert) (Exposition 5X5) 

2.5.2.2. Influence des différents paramètres de mesures 

Comme nous avons pu le voir, il est possible d’identifier un cristal dans une goutte, in 

situ, à l’aide d’un microscope Raman. Cependant, le signal correspondant au cristal peut être 

faible c’est pourquoi nous verrons, ici, sur quels paramètres il est possible de jouer afin de 

l’améliorer. 
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2.5.2.2.1. Diamètre interne des capillaires 

Une manière simple d’obtenir de meilleurs spectres est d’utiliser des capillaires dont 

la couche de PFA est plus mince. C’est le cas des capillaires de 1 mm de diamètre interne qui 

ont le même diamètre externe que ceux de 500 µm (1/16’’). Ces capillaires permettent donc 

d’obtenir des spectres où le pic correspondant au PFA est moins intense. Il est à noter que 

l’utilisation de capillaire de PFA permet, tout de même, d’obtenir des spectres de 

suffisamment bonne qualité pour l’identification d’une phase (Figure 68 et Figure 69) 

 

 

Figure 70. Comparaison du spectre d’un capillaire de PFA de 500 µm (Orange) et 

de 1 mm (Bleu) vide obtenu dans les mêmes conditions expérimentales 

(Exposition : 5X5s), le focus étant réalisé au centre du capillaire. 

 

2.5.2.2.2. Influence du focus 

Un facteur important lors de la mesure est le focus. Comme le montre la Figure 71, 

plus l’image du cristal est nette optiquement, plus le signal correspondant au Gliclazide (pic 

entre 620 et 640 cm-1) est intense et celui du PFA faible (pics entre 560 et 620 cm-1). Cependant 

on peut remarquer que la différence optique entre les focus 4, 5 et 6 n’est pas flagrante alors 

que ce dernier permet tout de même d’obtenir un signal significativement plus important. 

C’est pourquoi, si un spectre de bonne qualité est nécessaire, il sera préférable d’effectuer 

rapidement plusieurs focus pour déterminer lequel permet d’obtenir un signal optimal. 
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Figure 71. Spectres Raman d’un cristal de Gliclazide dans une goutte 

d’acétonitrile acquis à plusieurs focus. À droite, les photos obtenues à l’aide 

du microscope, le point rouge représentant le faisceau du laser.  

 

2.5.2.3. Protocole de mesure lors d’un criblage 

Nous avons vu comment obtenir le spectre Raman d’un cristal dans une microgoutte, 

comment repérer ses pics caractéristiques et améliorer le signal obtenu. Cependant, lors d’un 

criblage du polymorphisme, il n’est pas rare de devoir caractériser plusieurs centaines de 

microgouttes. De plus, les phases obtenues sont potentiellement inconnues et il sera alors 

nécessaire d’approfondir les résultats obtenus avec de la diffraction des rayons X. Nous allons 

voir ici comment nous avons optimisé l’étape de caractérisation in situ en Raman pour que le 

procédé puisse être applicable dans le cas d’un criblage. 

Avant tout, il est nécessaire de mesurer le spectre Raman de la poudre de départ afin 

d’avoir une référence sur laquelle se baser pour la suite des expériences. Puis un spectre de 

référence des différents solvants, du capillaire et de l’huile utilisés est acquis (par mesure 

directe ou en utilisant une base de donnée provenant d’expériences précédentes). Une 

possibilité est aussi de prendre comme référence le spectre d’une goutte de solvant pur 

générée dans le capillaire qui sera donc la somme des spectres correspondant au capillaire au 

solvant et à l’huile. 

Ensuite, les gouttes peuvent être passées, une par une, sous le microscope Raman, 

mais inutile d’avoir des spectres bien définis lors de cette première étape. Le but est 
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uniquement d’identifier si différents types de spectres sont obtenus (ce qui pourrait indiquer 

la présence de phases différentes). Pour cela, des spectres obtenus dans des conditions 

d’expositions rapides sont suffisants (2x2s). Si des spectres différents de celui obtenu à partir 

de la poudre de départ sont identifiés, on peut décider d’acquérir un spectre de meilleure 

qualité sur une des gouttes présentant des différences. La position de cette goutte est repérée 

sur le capillaire pour éventuellement la récupérer et la passer en diffraction des rayons X. 

Ce protocole de criblage en 2 étapes permet de gagner du temps, d’analyser des 

centaines de gouttes en quelques heures et de repérer les gouttes qui doivent être récupérées 

pour des analyses plus poussées.  

 

2.5.3. Méthode d’analyse en diffraction des rayons X 

Afin de confirmer l’association d’un spectre Raman à une phase cristalline, il est 

nécessaire de réaliser de la diffraction des rayons X sur certains des cristaux obtenus. Plusieurs 

méthodes sont alors possibles. Une première méthode consiste à récupérer le cristal d’intérêt 

en déposant la goutte dans un bain d’huile fluoré puis d’utilisé une grille micromèche pour ne 

récupérer que le cristal d’intérêt87. Cette méthode est efficace et a prouvé son efficacité. 

Cependant, lors de cette thèse d’autres méthodes plus directes ont été expérimentées afin de 

permettre une mesure plus rapide. 

 

2.5.3.1. Mesure in situ à travers le capillaire 

 Une première méthode consiste à faire les mesures directement à travers le capillaire. 

Il suffit donc d’identifier la goutte d’intérêt puis de couper et sceller le capillaire autour de 

cette zone. Le morceau de capillaire contenant la goutte et le cristal est ensuite placé sur le 

goniomètre du diffractomètre et après réglage de la position du capillaire (pour que le faisceau 

de rayons X soit bien aligné) l’acquisition peut être lancée. Comme pour les mesures in situ en 

Raman, un cliché de diffraction est d’abord obtenu à partir d’une goutte ne contenant pas de 

cristal afin d’avoir une référence correspondant au capillaire, au solvant et à l’huile. Une 

comparaison des clichés obtenus sur une goutte avec et sans cristal est présentée sur la Figure 

72.  
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Figure 72. Clichés de diffraction obtenus : en haut sur une goutte d’eau ne 

contenant pas de cristal et en bas sur une goutte d’eau contenant un cristal 

de Sulfathiazole. 
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Comme on peut le voir, des tâches correspondant au cristal sont visibles. Cependant, 

il est difficile d’identifier une phase polymorphique particulière avec cette méthode, car les 

intensités des pics du cristal sont faibles comme peut le montrer la Figure 73, où tous les pics 

visibles correspondent au PFA du capillaire. 

 

Figure 73. Diffractogramme d’un cristal de sulfathiazole II à travers un capillaire 

microfluidique de 1 mm de Diamètre interne (360 s d’exposition). 

Il est cependant possible de récupérer les dhkl à partir du cliché de diffraction afin de 

les comparer avec des données de la littérature (s’il elles sont disponibles). 

 

2.5.3.2. Mesure Ex-situ 

2.5.3.2.1. Par passage de la goutte dans un capillaire en 

verre  

Afin d’obtenir des diffractogrammes de meilleure qualité, une solution intéressante 

est de réduire le signal correspondant au capillaire en PFA en utilisant un capillaire en verre. 

Une méthode de transfert a donc été expérimentée afin de récupérer la goutte d’intérêt dans 

un capillaire en verre sans contact avec l’extérieur.  
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Figure 74. Schéma montrant le montage pour la récupération d’une goutte dans 

un capillaire en verre. 

Le principe est de coller le capillaire en PFA contenant les gouttes à l’intérieur d’un 

capillaire en verre dans la partie la plus large, de diamètre supérieur au diamètre extérieur du 

capillaire en PFA. Ce capillaire en verre est préalablement rempli d’huile, cela permettra 

qu’une fine couche d’huile reste sur les bords intérieurs du capillaire, le rendant plus 

hydrophobe et améliorant le passage des gouttes. Puis l’extrémité du capillaire en verre qui 

présente un diamètre inférieur au diamètre interne du capillaire en PFA (<1mm) est collé à 

l’intérieur de ce dernier (Figure 74). Un débit faible (entre 0,5 et 1 mL/h) est appliqué afin de 

pousser les gouttes dans le capillaire en verre puis dans le capillaire en PFA. Une fois la goutte 

d’intérêt positionnée dans le capillaire en verre, le débit est stoppé et le capillaire en verre est 

récupéré, scellé et placé sur l’anode tournante du diffractomètre. Cette méthode permet de 

récupérer une goutte tout en gardant le reste des gouttes intactes. Cependant, cela nécessite 

de la minutie de la part de l’opérateur.  
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Figure 75. Cliché de diffraction d’un cristal de sulfathiazole obtenu dans un 

capillaire en verre de 0,7mm de diamètre interne (360 s d’exposition). 

 

Figure 76. Diffractogramme d’un cristal de sulfathiazole obtenus dans un 

capillaire en verre 0.7mm de diamètre interne (360 s d’exposition). 
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La Figure 75 présente un cliché de diffraction obtenu avec cette méthode et la Figure 

76, un diffractogramme. On peut remarquer que les pics de diffraction sont nombreux et 

peuvent permettre l’identification du cristal. Cependant, la qualité du diffractogramme peut, 

dans certains cas, ne pas permettre l’identification d’une phase polymorphique.  

2.5.3.2.2. Après extraction de la goutte puis passage dans 

un capillaire en verre 

Une autre méthode peut alors être utilisée, si des diffractogrammes de meilleure 

qualité sont nécessaires. Une goutte peut être récupérée en la déposant dans un bain d’huile 

pour éviter son évaporation (à l’image de la méthode présentée par Gérard et al87). Puis, le 

cristal peut être récupéré à l’aide d’un capillaire en verre plus fin (par exemple de 0,3 mm de 

diamètre interne). Comme le montre la Figure 77 et la Figure 78, les clichés de diffraction et 

les diffractogrammes obtenus sont de bien meilleure qualité et permettent l’identification 

d’une phase polymorphique (le polymorphe II du sulfathiazole).  

 

Figure 77. Cliché de diffraction d’un cristal de sulfathiazole obtenu dans un 

capillaire en verre de 0,3mm de diamètre interne (360 s d’exposition). 
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Figure 78. Diffractogramme d’un cristal de sulfathiazole obtenu sur un capillaire 

en verre de 0,3mm de diamètre interne (360 s d’exposition). 

2.6. Étude du polymorphisme d’une molécule modèle : 
Le Sulfathiazole 

Nous avons utilisé les techniques décrites précédemment pour étudier le 

polymorphisme d’une molécule modèle, le Sulfathiazole. Le polymorphisme de cette molécule 

a largement été étudié dans la littérature et les spectres Raman des différents polymorphes 

sont déjà connus, ce qui permet d’avoir une référence sur laquelle se baser lors des analyses 

in situ en Raman et de valider la méthode d’analyse. 

 

2.6.1. Matériels et méthodes 

Le montage microfluidique utilisé est celui décrit précédemment dans la partie 2.3.1. 

Nous avons généré des gouttes de 3 concentrations différentes pour chaque solvant. Pour 

cela, les gouttes saturées sont générées à 3 températures différentes : 45, 55 et 70 °C (+/-

0,2 °C). Pour chaque condition, une trentaine de gouttes sont générées. Les 3 solvants utilisés 

sont l’eau, l’acétonitrile, et le n-propanol.  

Le montage microfluidique a été démonté et nettoyé entre chaque nouveau solvant 

utilisé. Pour chaque solvant, un capillaire de 1 mm de diamètre interne a été rempli 

d’approximativement 30 mg de poudre constituée de la phase décrite comme la plus stable 

du Sulfathiazole dans la littérature (la Forme III).  Une fois les gouttes générées, elles sont 
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stockées et observées à Tmax= 80 °C pendant 5 heures, puis la température est diminuée par 

palier de 5 °C toutes les 5 heures (Figure 79). 

 

Figure 79. Évolution de la température en fonction du temps lors du 

refroidissement et de l’observation des gouttes. 

 

Lors de ce refroidissement, une photo de chaque goutte est prise toutes les 10 minutes 

avec la caméra motorisée. Une fois le refroidissement terminé, les capillaires sont extraits du 

module d’observation et d’incubation et positionnés sous le microscope Raman pour l’analyse 

des cristaux obtenus. Tous les cristaux obtenus ont été analysés en utilisant les mêmes 

conditions expérimentales (5x5s d’exposition). 

 

2.6.2. Résultats 

2.6.2.1. Mesure des solubilités 

En parallèle des études sur le polymorphisme, la solubilité de la forme III du 

sulfathiazole a été mesurée à différentes températures avec la méthode microfluidique 

décrite précédemment. Les solubilités mesurées dans l’acétonitrile, le n-propanol, et l’eau, 

sont présentées sur la Figure 80.  
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Figure 80. Solubilité du sulfathiazole III dans l’acétonitrile (en rouge), le n-

propanol (en bleu) et l’eau (en vert). Pour l’eau et le n-propanol les résultats 

sont comparés à ceux obtenus par Munroe et al24. 

Les points de solubilité sont ajustés par une courbe exponentielle. On peut remarquer 

que les points de solubilité obtenus dans l’eau et le n-propanol avec la méthode 

microfluidique sont proche de ceux obtenus dans la littérature par Munroe et al24. La Figure 

81 présente l’évolution de ln (X) en fonction de 1/T, avec X la solubilité (en fraction molaire). 

Nous remarquons une évolution linéaire qui se retrouve dans le cas de solutions idéales 

diluées sans aucune transition de phase, selon la relation de Van’t Hoff : 

𝑙𝑛𝑋 = −
𝑎

𝑇
+ 𝑏 

ÉQUATION 18  

 

Le coefficient directeur de la droite noté « a » permet de déduire ΔHd de la manière 

suivante : 

 

∆H𝑑 = −𝑎 ∗ 𝑅 

ÉQUATION 19  

 

Avec ΔHd l’enthalpie de dissolution en J/mol 

Et R la constante des gaz parfaits 

Les valeurs de « a » et de ΔHd sont présentées sur le Tableau 4 pour les trois solvants 

dans lesquelles les solubilités ont été mesurées.  
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Tableau 4 : Tableau de valeur de « a » et de ΔHd pour les solubilités mesurées 

expérimentalement 

La linéarité des points obtenus nous permet donc de conclure qu’à priori aucune 

transition de phase n’a eu lieu lors des mesures. Afin de vérifier ce point, le spectre Raman du 

lit de poudre a été mesuré à travers le capillaire, en début et en fin d’expérience (avant 

évaporation du solvant alors contenu dans le lit de poudre). Et aucun nouveau pic, ne 

correspondant ni au sulfathiazole III, ni au capillaire et au solvant, n’est apparu entre le début 

et la fin des expériences.  

 

Figure 81. Évolution de 1/T en fonction de ln (X) pour vérifier la relation de Van’t 

Hoff. 

 

2.6.2.2. Microscopie optique 

Grâce aux photos réalisées lors du refroidissement, il est possible de connaître la 

température à laquelle chaque goutte a nucléé. Une fois les cristaux nucléés, aucune 

transition de phase, qui serait due à la dissolution d’une phase au profit d’une autre ou à une 

transition solide/solide, n’a été détectée optiquement lors du refroidissement. 
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 Un exemple de photos obtenues dans des gouttes d’eau/sulfathiazole générées à des 

températures différentes est présenté sur la Figure 82. Ces photos ont été prises en fin 

d’expérience avant passage au microscope Raman. On peut remarquer que pour la 

température de génération la plus faible, un nombre inférieur de gouttes a nucléé, alors que 

pour les deux autres températures de génération (plus élevées) toutes les gouttes ont nucléé 

avant la fin du refroidissement. On note également qu’il n’y a eu qu’un seul évènement de 

nucléation par goutte et donc qu’il y a eu dans ce cas uniquement de la nucléation primaire.  

 

Figure 82. Photos de gouttes (sulfathiazole/eau) obtenues en fin d’expérience 

(après refroidissement jusqu’à 15 °C) : (a) gouttes générées à 70 °C de 

concentration environ égale à 5,9 mg/mL, (b) gouttes générées à 55 °C de 

concentration environ égale à 2,8 mg/mL, (c) gouttes générées à 45 °C de 

concentration environ égale à 1,5 mg/mL. 

Dans l’eau, trois faciès et morphologies bien distincts ont pu être distingués (Figure 

83). Dans le n-propanol, il est plus difficile de différencier optiquement les faciès obtenus 

(Figure 84). Dans l’acétonitrile, un seul type de faciès a été obtenu (Figure 85). 
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Figure 83. Photos de cristaux de Sulfathiazole obtenus dans l’eau (a) faciès en 

plaquette, (b) faciès en baguette, (c) faciès « arrondi »  

 

 

Figure 84. Zoom sur deux cristaux obtenus dans le n-propanol 
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Figure 85. Faciès caractéristique des cristaux obtenus dans l’acétonitrile 

 

2.6.2.3. Analyse par spectroscopie Raman des solides 

obtenus 

Après passage de chaque cristal au microscope Raman, trois types de spectres ont été 

obtenus dans l’eau et dans le n-propanol. Ces trois types de spectres permettent de proposer 

la cristallisation de 3 phases différentes lors du refroidissement des gouttes. 

Dans le cas des cristaux contenus dans les gouttes d’eau, l’identification des spectres 

est facile, car l’eau n’induit pas de signal Raman dans le domaine 0-1900cm-1. Seuls les pics 

intenses du capillaire en PFA (290, 386 et 733 cm-1) peuvent gêner l’identification (Figure 86 

courbe noire). Ainsi il est possible de différencier les trois types de spectres dans la zone 400-

700cm-1 et 800-1000 cm-1. Un des types de spectres obtenus (Figure 86 courbe orange) 

correspond à celui de la poudre de départ, composé du polymorphe III pur du sulfathiazole. 

Les deux autres types de spectres montrent de grandes similitudes avec les spectres présentés 

dans la littérature par Munroe et al24 et Hu et al107, et semblent correspondre au polymorphe 

II décrit comme métastable et au polymorphe IV dont la stabilité fait débat, car il pourrait-être 

la phase stable22–24.  

Dans le cas des cristaux contenus dans les gouttes de n-propanol, l’identification est 

plus difficile, car comme on peut le voir sur la courbe noire de la Figure 87 le n-propanol 

présente des pics intenses sur tout le domaine spectral. La zone 800-1000cm-1, où la différence 

entre les trois polymorphes est bien visible dans le cas de l’eau, est gênée par deux pics 

intenses dus au n-propanol. Cependant, il reste possible, après une observation attentive, de 

différentier trois types de spectres dont les pics caractéristiques des polymorphes II, III, et IV 

du sulfathiazole peuvent être repérés (notamment dans les zones 800-850 et 900-950 cm-1). 

Dans le cas des cristaux obtenus dans l’acétonitrile, un seul type de spectre a été 

observé correspondant au polymorphe II du sulfathiazole (Figure 88). Les spectres sont plus 

lisibles que ceux obtenus dans l’isopropanol, car le spectre de l’acétonitrile comporte moins 

de pics intenses. 
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Figure 86. Graphique représentant les trois types de spectres obtenus dans les 

gouttes d’eau, correspondant à la forme II (en vert), à la forme IV (en bleu), à 

la forme III (en orange) comme la poudre de départ et le spectre de référence 

d’une goutte d’eau (en noir) 

 



 

128 
 

 

Figure 87. Graphique représentant les trois types de spectres obtenus dans les 

gouttes de n-propanol correspondant à la forme II (en vert), à la forme IV (en 

bleu), à la forme III (en orange) comme la poudre de départ et le spectre de 

référence d’une goutte de n-propanol (en noir) 
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Figure 88. Graphique représentant le type de spectres obtenus dans les gouttes 

d’acétonitrile correspondant à la forme II (en vert) et le spectre de référence 

d’une goutte d’acétonitrile (en noir) 

 

2.6.2.4. Analyse par DRX des solides obtenus 

Afin de confirmer les analyses et l’attribution des phases par spectroscopie Raman des 

cristaux, un cristal associé à chaque type de spectre obtenu a été récupéré puis analysé par 

Diffraction des Rayons X. Les diffractogrammes obtenus sont alors comparés aux 

diffractogrammes correspondant au Suthaz, Suthaz02 et Suthaz04 correspondant 

respectivement aux polymorphes II, III et IV du sulfathiazole dans la Cambridge Structural 

Database (https://www.ccdc.cam.ac.uk/). Ces comparaisons sont présentées sur la Figure 89, 

la Figure 90  et la Figure 91  et confirment l’attribution d’un spectre Raman à un polymorphe. 

Il peut être remarqué que certains pics de diffraction des diffractogrammes provenant de la 

Cambridge Structural Database n’apparaissent pas ou peu sur les diffractogrammes obtenu 

avec l’anode tournante. Cela peut s’expliquer par le fait que nos mesures sont faites sur des 

monocristaux et que le monocristal ne tourne qu’autour d’un axe. Par conséquent, tous les 

plans réticulaires ne sont pas en position de diffraction. Ainsi, il ne faut pas tenir compte des 

intensités des pics obtenus. La liste des dhkl générés à partir des diffractogrammes des cristaux 

mesurés et celle de la Cambridge Structural Database est présenté en Annexe1 pour une 

comparaison plus minutieuse. 
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Figure 89. Comparaison (en orange) du diffractogramme obtenu à partir d’un 

cristal du polymorphe III du sulfathiazole d’après la spectroscopie Raman 

(dans un capillaire de 0,3 DI et un temps d’exposition de 360 s), et (en bleu) du 

diffractogramme du suthaz02 correspondant au polymorphe III du 

sulfathiazole dans la Cambridge Structural Database. 

 

Figure 90. Comparaison (en orange) du diffractogramme obtenu à partir d’un 

cristal du polymorphe IV du sulfathiazole d’après la spectroscopie Raman 

(dans un capillaire de 0,7 DI et temps d’exposition de 360 s), et (en bleu) du 

diffractogramme du suthaz04 correspondant au polymorphe IV du 

sulfathiazole dans la Cambridge Structural Database. 



 

131 
 

 

Figure 91. Comparaison (en orange) du diffractogramme obtenu à partir d’un 

cristal du polymorphe II du sulfathiazole d’après la spectroscopie Raman (sur 

un capillaire de 0,3 DI et un temps d’exposition de 360 s), et du 

diffractogramme du suthaz correspondant au polymorphe II du sulfathiazole 

dans la Cambridge Structural Database. 

 

2.6.2.5. Synthèse des résultats sur le polymorphisme 

Les expériences réalisées nous ont permis de connaitre la température de nucléation 

de chacune des gouttes et de déterminer quel polymorphe est apparu et ce pour les 30 à 50 

gouttes indépendantes générées pour chaque condition de concentration. À partir de ces 

données brutes, le nombre et le pourcentage d’apparition de chacun des polymorphes pour 

chaque température ont pu être déterminés, ainsi que le nombre, le pourcentage et le 

pourcentage cumulé d’évènement de nucléation par température. Ces informations étant 

complémentaires, nous avons choisi de rassembler toutes ces données sur un seul et même 

graphique par solvant permettant une vision complète des résultats. Ces graphiques (Figure 

92, Figure 93 et Figure 94) représentent les diagrammes de phase (concentration en fonction 

de la température) du sulfathiazole III dans les différents solvants. La courbe de solubilité 

(mesurée expérimentalement en microfluidique) est représentée en orange.  
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Figure 92. Graphique récapitulatif des résultats obtenus pour la cristallisation du 

Sulfathiazole dans l’eau pour un refroidissement par palier de 5°C toutes les 

5h. 
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Figure 93. Graphique récapitulatif des résultats obtenus pour la cristallisation du 

Sulfathiazole dans le n-propanol pour un refroidissement par palier de 5°C 

toutes les 5h.  
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Figure 94. Graphique récapitulatif des résultats obtenus pour la cristallisation du 

Sulfathiazole dans l’acétonitrile pour un refroidissement par palier de 5°C 

toutes les 5h.  

Afin de bien expliquer la lecture de ces graphiques, je prends l’exemple de la Figure 92 

qui correspond aux résultat obtenus dans l’eau. La première ligne du graphique à 5,9 mg/mL) 

représente le refroidissement des gouttes générées à 70 °C, dont la concentration est donc 

égale à la solubilité à cette température (mesuré à 5,9 ±0,3 mg/mL) : 

 

- Lors du refroidissement, aucune goutte n’a nucléé entre 80 et 70 °C. 

-  Une fois en dessous de 70 °C, les gouttes sont sursaturées (par rapport au 

polymorphe III, phase stable du sulfathiazole, composant la poudre de départ) 

et ainsi à 65 °C les premières gouttes commencent à nucléer. La portion 

d’anneau rouge représente le pourcentage de goutte ayant nucléé à cette 

température (à 65 °C, la moitié des gouttes ont nucléé). Le camembert 

représente le pourcentage des différents polymorphes étant alors apparus 

parmi ces gouttes (à 65 °C, 70 % des cristaux apparus sont du sulfathiazole IV 

en bleu, 23 % du sulfathiazole II en vert et 7 % du sulfathiazole III en orange). 

- Puis, après le palier de 5heures à 65 °C, la température est diminuée jusqu’ à 

60 °C. Parmi les gouttes n’ayant pas encore nucléé, la moitié ont été le lieu de 

l’apparition de nouveaux cristaux (la portion d’anneau noire représentant le 

pourcentage de gouttes nucléé précédemment). Et le pourcentage des 
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polymorphes apparues à cette température est de nouveau représenté par un 

camembert, codes couleur inchangés. 

- À 50 °C, 100 % des gouttes ont été le lieu de nucléation de cristaux.  

- Le grand camembert, en fin de ligne à gauche, représente le pourcentage total 

cumulé des polymorphes apparus aux différentes températures à la fin du 

refroidissement. 

 

2.6.3. Discussion 

Dans cette partie, les résultats obtenues pour les différents solvants sont analysés et 

discutés. Un premier constat est que le grand nombre d’essais réalisés met en avant l’aspect 

stochastique de la nucléation primaire. On peut voir sur la Figure 92 et la Figure 93 qu’il y a 

des plages de température de nucléation allant de 15 à 30 °C. Ce résultat est intéressant et 

permet de mieux comprendre pourquoi, pour un procédé de cristallisation industrielle, la 

nucléation secondaire par ensemencement est préférée, permettant de s’affranchir du côté 

aléatoire de la nucléation primaire, en la déclenchant de manière contrôlée et reproductible. 

 

2.6.3.1. Analyse et discussion des résultats obtenus dans 

l’eau 

En analysant les résultats obtenus dans l’eau nous remarquons l’étroitesse de la zone 

métastable. Par exemple, pour une concentration de 5,9 mg/mL les trois polymorphes 

peuvent apparaitre dès 65 °C, très proches de la courbe de solubilité de la forme stable III, et 

pour une sursaturation β≈ 1.3 (par rapport à la solubilité de la poudre de départ décrite 

comme la phase stable du sulfathiazole dans la littérature). Pour les gouttes de concentration 

de 2,8 mg/mL, le même phénomène peut être observé et environ la moitié des gouttes ont 

nucléé dès 50 °C (pour β≈ 1,4).  

Par ailleurs, l’apparition d’un cristal du polymorphe IV du sulfathiazole sur la courbe de 

solubilité du polymorphe III, connu comme le plus stable, est étonnante. Ce résultat pourrait 

suggérer que le polymorphe IV est plus stable que le polymorphe III, comme le prédit Blagden 

et al23 . Cependant, ce résultat peut tout à fait être un artéfact dû au fait que lors du 

refroidissement il arrive que la température de consigne soit dépassée de 1°C avant de se 

stabiliser. Ainsi, la légère sursaturation qui peut être engendrée aurait pu permettre la 

nucléation de cette phase. Cela confirme, tout de même, que les polymorphes III et IV ont une 

solubilité très proche dans l’eau comme il a pu être montré dans la littérature22,24. 

De plus, les gouttes composées de la plus faible concentration (générées à saturation 

à 45 °C et avec une concentration de 1,5 mg/mL) ont, quant à elle, donné lieu à moins de 

nucléation. En effet, à la fin du refroidissement moins d’un quart ont été le lieu de l’apparition 

de cristaux alors que, à 10 °C, la sursaturation est β≈ 7,5. 
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Globalement, l’apparition des différents polymorphes semble concomitante dans 

l’eau, avec une apparition privilégiée du polymorphe IV. En ce qui concerne le faciès des 

cristaux obtenus, il a été remarqué que, tous les cristaux comportant un faciès de type 

baguette, se sont révélés être des cristaux du polymorphe II. L’association des autres faciès 

obtenus à un polymorphe est plus complexe. Les polymorphes IV et III ne semblent pas être 

reliés à un type de faciès particulier. 

En complément, lors d’une expérience préliminaire réalisée dans des conditions assez 

similaires (génération des gouttes à 70 °C à une concentration de 5,9 mg/mL, mais avec un 

refroidissement plus rapide) deux des gouttes ont nucléé plus tard que les autres à une 

température de 15 °C (les autres gouttes ayant nucléé plus tôt durant le refroidissement, 

entre 65 et 40°C. Ainsi seules ces deux gouttes ont atteint des sursaturations beaucoup plus 

importantes (β≈ 23,5) et une autre phase est apparue (photos la Figure 95 et le spectre Raman 

sur la Figure 96). Les spectres Raman de ces cristaux présentent de grandes similitudes avec 

celui du polymorphe I du sulfathiazole décrit dans la littérature107. Cependant, la méthode de 

récupération des cristaux, pour analyse en DRX n’étant pas mise au point au moment des 

expériences, aucune confirmation par DRX n’a été possible.  

 

 

Figure 95. Faciès des cristaux obtenus à 15 °C pour des gouttes eau/sulfathiazole 

de 5,9 mg/mL (lors d’une expérience préliminaire) 



 

137 
 

 

Figure 96. En gris : spectre correspondant à une goutte ne contenant pas de 

cristal. En rouge : spectre Raman caractéristique des cristaux obtenus à 15 °C 

pour des gouttes eau/sulfathiazole de 5,9 mg/mL (lors d’une expérience 

préliminaire).  

Ces résultats montrent le rôle important de la façon dont on se déplace dans le 

diagramme de phase. Le refroidissement plus rapide ayant permis à certaines gouttes de ne 

pas avoir le temps de nucléer plus tôt et d’atteindre une sursaturation plus élevé, évènement 

rare, qu’il a pu être possible de voir grâce à la répétition des expériences. 

 

2.6.3.2.  Analyse des résultats obtenus dans le n-

propanol et l’acétonitrile  

Dans le cas du n-propanol comme solvant, seules les gouttes les plus concentrées ont 

été le lieu de nucléation de cristaux et la zone métastable est plus large que dans le cas de 

l’eau. Il semblerait que les sursaturations plus élevées (à partir de β≈ 2,35) dans cette gamme 

de température, privilégient la cristallisation du polymorphe II métastable. Ceci bien que le 

nombre de gouttes ayant nucléé ne permet pas d’avoir des statistiques suffisantes pour 

conclure définitivement. Par ailleurs, on peut remarquer que, pour la concentration la plus 

élevée et en dessous de 30 °C, aucune goutte n’a nucléé alors que dans ces conditions, on 

devrait s’attendre à ce que l’augmentation de la sursaturation favorise une cinétique de 

nucléation plus rapide.  

Dans le cas de l’acétonitrile comme solvant, seules les gouttes les plus concentrées ont 

été le lieu de l’apparition de cristaux et la zone métastable est plus large que dans le cas de 

l’eau et de l’isopropanol. Seuls des cristaux du polymorphe II du sulfathiazole ont nucléé à la 
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fin du refroidissement à 10 °C pour une sursaturation β≈ 7,25. L’acétonitrile semble favoriser 

la cristallisation du polymorphe II dans ces conditions de refroidissement.  

Les résultats obtenus pour ces 2 solvants sont surprenants (mais préliminaires). On 

aurait pu s'attendre à une augmentation de la nucléation du fait des solubilités plus élevées 

que dans l'eau. Dans la littérature ce phénomène a déjà été observé notamment par Anderson 

et al108 qui a montré que les cinétiques de nucléation dans l’eau sont plus rapides que dans le 

n-propanol et l’ammoniaque. La difficulté de nucléation peut alors provenir de l'association 

solvant-soluté, phénomène décrit dans les travaux de Gu et al109 sur le polymorphisme du 

Sulfamerazine. Par ailleurs, les nucléations observées en début de rampe de température dans 

le n-propanol peuvent correspondre à de la nucléation hétérogène due à la présence de 

particules ou d’impuretés non désirées. 

2.7. Conclusion 

Nous avons développé un montage microfluidique à base de flux et de gouttes pour 

l’étude du polymorphisme de principes actifs pharmaceutiques. Ce montage permet de partir 

directement d’une poudre pour préparer une solution saturée à une température donnée, par 

le passage d’un solvant à travers un lit de poudre. La solution ainsi préparée est utilisée à la 

suite du montage pour générer des trains de gouttes de composition chimique différentes 

(solvants et concentrations en principe actif), en fonction de la température de passage du 

solvant. Les gouttes sont ensuite stockées et observées, pendant que l’on applique un profil 

de refroidissement qui permet de balayer le diagramme de phase 

concentration/température. Nous avons complété l’observation optique par de la 

spectroscopie Raman afin d’analyser in situ les cristaux obtenus (c’est-à-dire à travers le 

capillaire en PFA, l’huile et le solvant). Pour cela, la méthodologie que nous avons développée 

pour analyser un grand nombre de gouttes par expérience est en deux étapes : nous utilisons 

une première exposition rapide des gouttes (2x2s par goutte) pour repérer les gouttes qui 

présentent des spectres différents de celle de la poudre de départ, ce qui montre la présence 

de différentes phases dans ces gouttes.  Puis, ces gouttes sont repérées en position pour à la 

fois réaliser des spectres de meilleure qualité et les analyser en diffraction des rayons X, in situ 

ou ex situ. 

Les résultats expérimentaux concernent l’étude du polymorphisme du sulfathiazole 

dans trois solvants (eau, n-propanol et acétonitrile). Lors de cette étude, 4 des 5 polymorphes 

connus du sulfathiazole ont pu être détectés. Par l’observation optique, nous avons obtenu 

des données intéressantes, comme la température de nucléation et le faciès des cristaux. Par 

la spectroscopie Raman, nous avons pu identifier les phases cristallines obtenues lors du 

refroidissement. Nous avons donc établi à quelle température un cristal est apparu, dans quel 

milieu (solvant), à quelle concentration (par conséquent, à quelle sursaturation si les 

solubilités sont connues) et quelle phase cristalline est apparue. Afin de regrouper toutes ces 
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informations dans un diagramme de phase concentration/température, nous avons même 

développé une nouvelle façon de présenter toutes les données acquises.  

En conclusion, nous avons montré la faisabilité d’un criblage en microfluidique en 

partant directement de la poudre : 30 mg de poudre par solvant pour au moins 3 

concentrations et 30 à 50 essais indépendants par condition. Chaque goutte étant 

indépendante, la reproduction des expériences a permis d’avoir des données statistiques sur 

la nucléation, car c’est un phénomène aléatoire. En effet, avec les mêmes conditions de 

cristallisation certaines gouttes nucléent et d’autres pas, et il a pu être observé des plages de 

température de nucléation de 15 à 30 °C pour des gouttes générées dans les mêmes 

conditions. Par ailleurs, le confinement dû au faible volume des gouttes permet d’atteindre 

des sursaturations plus importantes et de stabiliser une phase métastable. Enfin, les cristaux 

obtenus étant monocristallins, les analyses par spectroscopie Raman in-situ et en diffraction 

de Rayons X in situ ou ex situ nous ont permis d’identifier les phases polymorphiques. 
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Chapitre 3. Transfert en laboratoire 
pharmaceutique, vers le criblage de sel 

3.1. Transfert des outils et méthodes microfluidiques 
développées en laboratoire industriel 

Un objectif important de cette thèse a été le transfert des outils et méthodes 

développées en laboratoire pharmaceutique industriel. Pour cela, j’ai eu l’occasion de passer 

quelques mois au sein de l’équipe « État Solide » de Technologie Servier basée sur Orléans. Ce 

transfert a nécessité un effort d’adaptation aux contraintes inhérentes au milieu industriel 

notamment en termes de sécurité et d’ergonomie pour le manipulateur.  

Pour cela, les outils, notamment de contrôle de la température, ont dû être modifiés. 

En effet, l’utilisation d’un bain à circulation d’eau peut poser des problèmes de sécurité et 

l’utilisation d’un four de colonne HPLC a été préférée pour le chauffage des circuits 

microfluidiques (voir partie C.1.4.2.4). La Figure 97 présente le montage utilisé pour la mesure 

de solubilités chez TES. La cellule UV a été adaptée pour récupérer les solutions dans un vial 

hermétique après leurs passages entre les fibres optiques évitant tout contact des solutions 

avec l’air ambiant. 

Afin de faciliter le travail des futurs utilisateurs, la méthode de mesures des 

concentrations a été revue pour mesurer directement les Absorbances (sans passer par les 

Intensités transmises) simplifiant la manipulation.   
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Figure 97. Montage de mesure de solubilités adapté au milieu industriel. (a) 

pousse-seringue, (b) four de colonne HPLC permettant le chauffage du circuit 

microfluidique, (c) spectromètre UV, (d) cellule UV imprimée en 3D au CINaM. 

3.2. Proposition de montages microfluidiques pour le 
criblage de sels 

Fort de l’expérience acquise et des outils développés pour le criblage du 

polymorphisme, des réponses en microfluidiques pour le criblage de sels ont commencé à être 

expérimentées durant cette thèse. Ces travaux préliminaires sont décrits succinctement dans 

cette partie. 

Comme nous l’avons vu dans la partie bibliographie, le criblage de sels est une étape 

cruciale dans le développement d’un médicament. En effet, la salification d’un principe actif 

permet d’avoir, entre autres, une solubilité aqueuse plus importante. Pour réaliser ce type de 

criblage, un grand nombre d’expériences de cristallisation et d’analyses physico-chimique 

doivent être réalisées. Le principe étant de trouver le sel ayant les propriétés les plus 

intéressantes en termes de solubilité, stabilité, polymorphisme, « processabilité » …  

Ici deux approches sont brièvement présentées : une approche académique se basant 

sur les travaux réalisés au cours de cette thèse pour le criblage du polymorphisme et 

précédemment au CINaM pour le criblage de protéine-ligand ; et une approche industrielle 

prenant en compte les contraintes inhérentes au criblage de sel en laboratoire 
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pharmaceutique (temps, sécurité, …), où des réponses en microfluidique seront apportées 

pour aider à un choix de sel classique. 

L’approche académique se base sur les travaux de Gérard et al46 qui proposent une 

« librairie chimique » disponible dans les canaux microfluidiques. La « librairie chimique » 

permet dans ces travaux d’ajouter différents ligands dans des gouttes de concentration 

connue en protéine. Dans notre cas, le couplage de cette méthode à celle de génération de 

solutions saturées est intéressant pour un criblage de sel.  

Pour l’approche industrielle, j’ai pu passer quelques mois durant ma dernière année 

de thèse dans les locaux de Technologie Servier pour transférer les méthodes et les outils que 

j’ai développés au CINaM. J’ai alors mis en place les outils microfluidiques, permettant les 

mesures de solubilité et la génération de gouttes saturées, sur lesquels j’ai également formé 

un ingénieur. Le but était aussi d’échanger avec l’équipe présente pour proposer des réponses 

en microfluidique aux problématiques du choix de sel. Une approche industrielle se basant sur 

le couplage de la stratégie classique d’un choix de sel avec des méthodes microfluidiques est 

proposée. 

 

 

3.2.1. Proposition d’un montage pour une approche académique du criblage de 
sel 

 

Ce montage permet de générer des solutions saturées de la base (Figure 98 (1)) puis 

de rencontrer un flux d’huile pour générer des gouttes de cette solution (Figure 98 (2)). Dans 

une autre branche du circuit, une librairie de différents contre-ions en solutions est disposée 

dans un capillaire microfluidique (Figure 98 (3)). Ces deux flux se rencontrent dans une 

jonction en T afin de mélanger des gouttes saturées de la base avec différents contre-ions en 

solution (Figure 98 (4)). Ces gouttes de composition différentes sont stockées et observées 

pour étudier leur cristallisation durant un profil de température. 

 

 

Figure 98. Montage proposé pour une approche académique du criblage de sels. 
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3.2.2. Proposition d’une approche industrielle du criblage de sel intégrant des 
outils microfluidiques 

 

3.2.2.1. Stratégie classique de choix de sels à 

Technologie Servier 

   La Stratégie de choix de sels à Technologie Servier est décrite de façon simplifiée dans 

le Tableau 5. Cette stratégie ou des variantes proches sont classiquement utilisées dans 

l’industrie pharmaceutique et permettent le choix d’un sel par élimination : 

- La première étape consiste à caractériser la forme neutre de départ et à évaluer son 

ou ses pKa afin de pouvoir sélectionner une dizaine de contre-ions potentiels. Ce criblage 

consiste à réaliser des expériences de formation des sels. La méthode utilisée est le mélange 

à équivalence de la forme neutre et d’un contre-ion dans une dizaine de solvants. En fin 

d’expérience, les résidus solides sont filtrés et analysés par Diffraction des Rayons X (DRX) et 

Calorimétrie différentielle à balayage (DSC). Dans le cas de solutions limpides, celles-ci sont 

évaporées à sec puis analysées par les mêmes techniques. 

Les résultats des expériences de cristallisation et les analyses qui leur sont associées 

permettront le choix de 6 sels au maximum (parmi les 10 du départ) qui présentent une 

meilleure cristallinité, mais aussi un nombre réduit de polymorphes. La production de petits 

lots (environ 200 mg) de chaque sel est réalisée afin de leur faire subir de plus amples analyses. 

L’objectif est de connaitre aux mieux leurs propriétés physico-chimiques. À cette étape, une 

première mesure de solubilité approchée (peu précise, mais donnant un ordre de grandeur) 

est notamment réalisée. Des échantillons de chaque sel subissent, en parallèle, des tests 

préliminaires rapides (3jours) de stabilité permettant d’écarter les sels les moins stables. À la 

fin de cette étape et en fonction des résultats obtenus, 3 sels au maximum seront retenus. 

L’étape suivante consiste à produire une plus grande quantité de ces 3 sels (environ 

1 g de chaque) afin qu’ils subissent des analyses encore plus poussées et un test de stabilité 

plus long (6 semaines en incubateur à 40 °C et 75 % d’humidité relative) est réalisé. Grâce aux 

données collectées, il sera alors possible de choisir le sel ayant les propriétés physico-

chimiques les plus intéressantes. Il est à noter que le choix d’un sel est aussi réalisé en 

collaboration avec d’autres services du laboratoire (formulation, génie chimique, toxicologie, 

pharmaco-cinétique…) afin que tous les aspects du développement pharmaceutique soient 

pris en compte.   
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Tableau 5 : Stratégie classique de choix de sels à Technologie Servier.  

L’avantage de cette méthode est son efficacité. Il est, effectivement, difficile de passer 

à côté d’un bon sel. Cependant, elle nécessite beaucoup de temps et une quantité de matière 

première non négligeable. De plus, cette approche commence par se focaliser sur la 

cristallisation de tous les sels avant même d’avoir des données sur les propriétés physico-

chimiques essentielles telles que le point de fusion ou la solubilité en milieu aqueux. 

3.2.2.2. Proposition d’intégration de la microfluidique 

dans le choix de sel 

Dans un premier temps, il a été envisagé d’appliquer la microfluidique à la stratégie 

classique. Des essais préliminaires de suivi de cristallisation par microscopie Raman ont été 

réalisés. Ces essais ont rapidement fait apparaître que les temps d’analyse n’étaient pas 

compatibles avec la durée très restreinte d’un choix de sel qui est une étape critique dans le 

plan de développement d’un principe actif pharmaceutique. Nous avons donc décidé de 

réfléchir à une approche radicalement différente en essayant de faire abstraction de l’existant 

et en se focalisant sur les contraintes de temps, matières premières disponibles et paramètres 

physico-chimiques critiques pour un choix de sel.  

Il est apparu évident que la solubilité en milieux aqueux et la stabilité physicochimique 

étaient les points clés d’une telle étude. L’objectif a donc été d’élaborer un protocole 
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permettant d’accéder rapidement à ces données sans avoir à nous focaliser sur le criblage de 

cristallisation dans un premier temps.   

Pour cela nous nous sommes inspirés de la méthodologie la plus classique et efficace 

pour le criblage de co-cristaux. Cette approche basée sur le co-broyage assisté par solvant 

(comme il est préconisé dans la littérature14,110) conduit très fréquemment au co-cristal 

cristallin. En effet, l’utilisation de quelques microlitres de solvant favorise la solubilisation 

partielle des réactifs tout en abaissant les températures de transition vitreuse de tous les 

constituants et favorise ainsi leur cristallisation. Le choix du solvant utilisé pour le co-broyage 

a été basé sur des données de solubilité approchées des principaux acides organiques utilisés 

en pharmacie. Il est apparu que l’acétone est un solvant intéressant pour l’essentiel des acides 

à l’exception de l’acide tartrique. De plus, les principes actifs pharmaceutiques sous forme non 

salifiée ont potentiellement une solubilité non négligeable dans ce solvant. Nous avons donc 

décidé d’utiliser l’acétone comme solvant de co-broyage pour l’ensemble des acides. Dans 

l’hypothèse où le co-broyage ne conduirait pas à un sel cristallin, le sel amorphe sera tout de 

même évalué en termes de stabilité pour vérifier si celui-ci pourrait recristalliser sous l’effet 

de la température ou de l’humidité et pourrait potentiellement être intéressant. 

Les sels ainsi obtenus peuvent être rapidement testés en termes de solubilité et 

stabilité et être caractérisés par DRX et DSC. Le couplage du co-broyage à la détermination de 

la solubilité par la méthode microfluidique mise au point précédemment permet d’accéder 

très rapidement aux données de solubilité et stabilité avec des quantités réduites de principes 

actifs pour ensuite concentrer les efforts de criblage de cristallisation uniquement sur les deux 

sels présentant le meilleur compromis entre solubilité et stabilité. 

Le criblage de cristallisation des deux sels dans 15 à 20 solvants peut se faire soit via 

une méthode classique de criblage soit par microfluidique. Pour cela un premier montage 

permettant d’évaluer la cristallisation en microfluidique de chaque sel dans les différents 

solvants a été proposé. Ce montage permettant aussi la production de monocristaux pour la 

résolution des structures cristallines. 

À la suite de cette étape, et à la lumière des tests de stabilité longs (6 semaines +3 

mois) il sera alors possible de choisir le sel ayant les propriétés physico-chimiques les plus 

intéressantes.  

Cette proposition de stratégie est toutefois encore en étude, et de nombreux défis 

doivent être relevés avant son utilisation en laboratoire industrielle : 

- Optimisation du matériel pour le couplage co-broyage/solubilité par micro-

fluidique 

- Parallélisation des expériences de cristallisation en microfluidique 

- Adaptation aux contraintes de sécurité  
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Tableau 6 : Synthèse résumant la Stratégie proposée et intégrant la microfluidique, à 

optimiser et valider 
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Conclusion générale et 
perspectives
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Conclusion générale 
 

Dans la partie bibliographique, nous avons montré que la variation des conditions de 

cristallisation peut engendrer l’apparition de différentes phases ayant des propriétés physico-

chimiques bien distinctes. La cristallisation étant une technique très largement utilisée dans 

l’industrie pharmaceutique, nous avons vu que l’étude de l’état solide d’une molécule 

d’intérêt pharmaceutique est une étape primordiale de son développement. Cette étape aux 

enjeux importants est liée à de fortes contraintes. En effet, les criblages de sels et de 

polymorphes nécessitent un grand nombre d’expériences engendrant une consommation de 

quantité de matière qui peut être importante à un stade où les quantités disponibles sont 

faibles. La réduction des volumes mis en jeu en microfluidique peut permettre de répondre à 

ce problème. Parmi les différentes techniques microfluidiques, la microfluidique à base de 

gouttes est particulièrement intéressante. En effet, cette technique permet la génération de 

gouttes de volume nanométrique monodisperse, qui sont isolées les unes des autres par de 

l’huile et que l’on peut donc considérer comme des nanocristallisoirs indépendants. Ainsi, il 

est possible de réaliser un grand nombre d’expériences en utilisant très peu de matière 

première. De plus, la répétition de conditions identiques permet d’avoir une approche 

statistique du phénomène aléatoire qu’est la nucléation, et augmente également la 

probabilité de voir ce qui est improbable comme des nouvelles phases. Cependant, les 

principales limites de l’utilisation de la microfluidique en cristallisation sont l’incompatibilité 

de certains systèmes avec les solvants organiques couramment utilisés et l’utilisation de 

tensioactifs pour la formation de gouttes qui peuvent interagir avec la cristallisation. Pour cela, 

des systèmes microfluidiques utilisant des jonctions en PEEK et des capillaires en Téflon ont 

été développés. En plus de leurs compatibilités avec les solvants organiques, ces systèmes 

« Plug and Play » sont faciles à mettre en œuvre et permettent d’envisager une multitude 

d’applications sans ajout de tensioactifs.  

Dans ce contexte, l’objectif de ce travail de thèse a été de développer des outils 

microfluidiques permettant l’étude de la cristallisation de principes actifs pharmaceutiques. 

Les outils développés doivent être utilisables dans le cadre d’études de l’état solide en 

laboratoire industriel. Afin de répondre aux contraintes de ce type d’études en microfluidique, 

une partie importante du travail de thèse a consisté à l’amélioration technologique de la 

plateforme microfluidique disponible au CINaM. Cette plateforme plutôt orientée vers la 

cristallisation de protéine n’était pas optimisée pour la cristallisation de principes actifs 

pharmaceutiques, qui nécessite l’utilisation de solvants organiques à haute température 

(proche de leur point d’ébullition) posant des défis qu’il a fallu surmonter. 

Un premier défi a été de trouver une méthode permettant de partir directement de la 

poudre en microfluidique. Jusqu’à présent, il était nécessaire de préparer les solutions 

saturées à part, puis de les injecter dans le système microfluidique. Ceci pouvait poser des 

problèmes de recristallisation non désirée et des difficultés techniques pour 
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l’expérimentateur qui doit manipuler les solvants organiques à hautes températures. La 

méthode développée ici permet la dissolution de la poudre en ligne, directement dans le 

montage microfluidique. Cette méthode, basée sur le passage du solvant à travers un lit de 

poudre bloqué par un filtre (à l’image d’un percolateur à café), permet la génération de 

solutions saturées sans pertes et sans manipulation directe de l’expérimentateur.  

 La possibilité de générer en ligne, des solutions saturées a permis de développer un 

montage microfluidique pour la mesure de solubilités en ajoutant une cellule UV 

(spécialement conçue dans cette thèse) qui mesure la concentration des solutions. Grâce à la 

méthode de dissolution en ligne, il est également possible de s’affranchir d’un étalonnage long 

et couteux en matière première, et la mesure d’une seule solution étalon faiblement 

concentrée est suffisante. Afin d’évaluer l’efficacité de cette méthode, les solubilités du 

paracétamol à différentes températures ont été mesurées dans trois solvants, ayant des 

affinités différentes avec la molécule et les résultats sont en accord avec la littérature. Cette 

méthode microfluidique permet la mesure de solubilités avec précision (incertitudes 

inférieures à 5 %) en utilisant très peu de matière première (environ 30 mg pour une courbe 

de solubilité complète) en peu de temps (environ 2 heures), le tout pour des gammes de 

concentration allant de moins de 1mg/mL à plus de 100mg/mL et des températures allant 

jusqu’à 70 °C. Dans ce travail de thèse, seules des solubilités de phases stables ont été 

mesurées. Cependant, le temps nécessaire pour atteindre l’équilibre étant très court, on peut 

envisager la mesure de solubilité de phases métastables, sans erreurs dues à la transition vers 

une phase plus stable durant la mesure.  

Une grande partie de ce travail de thèse a porté sur l’étude de la cristallisation en 

microfluidique à base de gouttes. Pour cela, nous avons conçu un montage pour générer des 

gouttes saturées à différentes températures, et donc à différentes concentrations. Ces gouttes 

sont ensuite stockées et observées, pendant que l’on applique un profil de refroidissement, 

permettant de balayer le diagramme de phase concentration/température. De cette 

observation, nous avons obtenu des données intéressantes, comme la température de 

nucléation et le faciès des cristaux. Chaque goutte étant indépendante, la répétition à 

l’identique des expériences permet d’avoir des données statistiques sur le phénomène 

aléatoire qu’est la nucléation. Nous avons couplé notre outil microfluidique à de la 

spectroscopie Raman sur chaque goutte, ce qui permet une analyse in situ des cristaux 

obtenus (c’est-à-dire à travers le capillaire, l’huile et le solvant). Ainsi, nous avons pu identifier 

les phases cristallines obtenues lors du refroidissement. Les cristaux obtenus étant 

monocristallins, nous les avons également analysés in situ et ex situ en diffractions de Rayons 

X. Nous savons donc à quelle température un cristal est apparu, dans quel solvant, à quelle 

concentration et à quelle sursaturation (si les solubilités sont connues) et de quelle phase 

cristalline il est constitué. Par cette technique, nous avons ainsi étudié le polymorphisme du 

sulfathiazole dans trois solvants (eau, n-propanol et acétonitrile). Lors de cette étude, nous 

avons observé l’apparition de 4 des 5 polymorphes connus du sulfathiazole, montrant la 

faisabilité d’un criblage en partant directement de la poudre. En effet, le confinement dû au 
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faible volume des gouttes permet d’atteindre des sursaturations plus importantes et de 

stabiliser une phase métastable. La méthodologie d’analyse par Spectroscopie Raman pourra 

être améliorée par un programme permettant de regrouper les spectres mesurés en fonction 

de leur point commun afin de faciliter l’analyse des résultats. 

Enfin, j’ai transféré les outils et les techniques microfluidiques mis au point lors de 

cette thèse dans un laboratoire de développement pharmaceutique industrielle (Technologie 

Servier). Des échanges avec l’industrie ont eu lieu tout au long de cette thèse, ce qui nous a 

permis de proposer des réponses en microfluidique à flux et à base de gouttes pour le criblage 

et le choix de sels en laboratoire pharmaceutique. 

 

Perspectives 
Pour les études futures à envisager, je présente ici les perspectives à court et à long 

terme concernant les différents travaux réalisés durant cette thèse : 

- Jusqu’à présent seules les solubilités de phases stables pures ont été mesurées avec 

la méthode microfluidique développée. Cependant, le temps nécessaire pour atteindre 

l’équilibre étant très court, avec cette méthode, on peut envisager la mesure de solubilités de 

phases métastables, sans erreurs dues à la transition vers une phase plus stable durant la 

mesure. De plus, le suivi en ligne de l’absorbance pendant l’expérience permettrait de repérer 

si une transition de phase a lieu. En effet, ce phénomène aurait pour conséquence une 

modification de la concentration en sortie du filtre provoquant un décrochage de l’absorbance 

puis un second palier correspondant à un nouvel équilibre. 

- Une autre perspective intéressante serait l’amélioration du système de stockage et 

d’observation des gouttes qui permettra l’observation d’un plus grand nombre de gouttes 

simultanément et de faciliter le travail de l’expérimentateur. L’optimisation de ce nouveau 

système est en cours et celui-ci permet de stocker les gouttes dans un capillaire plus long 

disposé dans une spirale (conçu au laboratoire et imprimé en 3D) pour son maintien dans le 

bain thermostaté. Ce système permet le stockage d’environ 500 gouttes. L’augmentation du 

nombre de gouttes (et donc du nombre d’expériences indépendantes) nous permettra 

d’obtenir des résultats statistiques robustes. De plus l’amélioration de la méthodologie de 

mémorisation de la position des gouttes permettra un gain de temps important. 

- Le traitement des données issues de la méthodologie d’analyse par Spectroscopie 

Raman pourra être améliorée par un programme permettant de regrouper les spectres 

mesurés en fonction de leurs points communs afin de faciliter l’analyse des résultats. De plus, 

un montage de spectroscopie Raman en ligne est en cours d’expérimentation. La 

configuration la plus intéressante pour réaliser ce type de mesure est d’utiliser un montage 

Raman en Transmission. Une fois optimisé ce montage permettrait des mesures plus rapides, 

car ne nécessitant pas l’extraction du capillaire microfluidique. De plus, un tel montage Raman 

pourrait permettre l’analyse en ligne de la concentration des solutions et donc d’élargir la 
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gamme d’application de la mesure de solubilités en microfluidique à des molécules absorbant 

peu ou pas en UV/Visible. 

- Enfin, les outils et méthodes microfluidiques développés dans le cadre d’un criblage 

de sel en laboratoire industriel devront être optimisés et validés pour une utilisation en 

« routine ». Pour cela, il faudra trouver des solutions techniques pour améliorer la sécurité 

lors de la manipulation par les utilisateurs, notamment lors du remplissage des « cartouches » 

avec la poudre de principe actif qui permettrait son utilisation pour des molécules plus 

toxiques.  
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Annexe1 : Diffractogramme et liste des dhkl obtenus sur 
des cristaux de sulfathiazole et comparaison avec ceux 
de la Cambridge Structurale Database 

Comparaison des dhkl entre cristal du polymorphe III d’après la spectroscopie 
Raman et suthaz02 : 
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Comparaison des dhkl entre cristal du polymorphe IV d’après la spectroscopie 
Raman et suthaz04 : 
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Pos.[°2Th.] d-spacing[Å]

13,1855 6,71479 8.01155 2.7002 2.15687 1.90832

15,148 5,849 7.7546 2.68321 2.15417 1.90741

15,4214 5,7459 6.84713 2.67313 2.14792 1.90668

16,2861 5,44275 6.71476 2.67052 2.14704 1.90008

18,6489 4,75814 5.84387 2.66973 2.14011 1.89058

19,3329 4,5913 5.74187 2.65257 2.13575 1.88461

20,6189 4,30777 5.72495 2.61424 2.12153 1.87823

21,0599 4,21854 5.43061 2.58774 2.11892 1.8743

22,1704 4,00969 4.75582 2.58487 2.11156 1.87231

23,7631 3,74443 4.58301 2.56703 2.10749 1.87072

25,5372 3,48818 4.40054 2.54966 2.10525 1.86857

26,8376 3,32204 4.31373 2.54888 2.09954 1.86378

27,1044 3,28994 4.29584 2.54645 2.09901 1.86242

27,8237 3,20651 4.2715 2.54113 2.09562 1.86194

32,4647 2,75795 4.21497 2.52197 2.08959 1.86158

33,5395 2,67198 4.00578 2.5121 2.08229 1.8506

36,2908 2,47548 4.00208 2.50737 2.07143 1.84544

42,8441 2,1108 3.97513 2.49882 2.07048 1.84535

45,4861 1,99415 3.8773 2.49599 2.06368 1.84183

3.76923 2.49025 2.05908 1.83952

3.74144 2.48494 2.05899 1.83207

3.63811 2.4742 2.0263 1.82596

3.62686 2.4741 2.01882

3.56459 2.47081 2.01824

3.53068 2.46362 2.01273

3.4848 2.45844 2.00289

3.48469 2.45513 2.00104

3.42357 2.42292 1.99645

3.42002 2.39833 1.9946

3.35738 2.38605 1.99308

3.34723 2.37791 1.98892

3.33342 2.33616 1.98757

3.2897 2.33099 1.97667

3.28362 2.32096 1.9741

3.24708 2.30985 1.97193

3.23943 2.29515 1.96514

3.22667 2.29151 1.96451

3.20432 2.28238 1.96393

3.17505 2.2644 1.96327

2.97336 2.25895 1.96223

2.92194 2.25563 1.95595

2.91907 2.24242 1.95435

2.89389 2.23825 1.95001

2.87094 2.23514 1.94796

2.86247 2.2261 1.94449

2.84605 2.22487 1.94115

2.84377 2.21189 1.93865

2.76967 2.21147 1.93625

2.76348 2.20507 1.92924

2.76183 2.20465 1.91834

2.75456 2.20027 1.91494

2.73681 2.18838 1.91454

2.7153 2.18089 1.91396

2.71417 2.17347 1.90984

d-spacing (suthaz04) [Å]
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Comparaison des dhkl entre cristal du polymorphe II d’après la spectroscopie 
Raman et suthaz : 
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Pos.[°2Th.] d-spacing[Å]

10,7836 8,20447 8.21811 2.72619 2.18111 1.91032

15,3538 5,77107 7.76305 2.69963 2.17912 1.90621

16,152 5,48764 7.48948 2.69268 2.17354 1.9058

18,3536 4,83401 5.92494 2.6754 2.16755 1.90388

19,2242 4,61702 5.83278 2.67346 2.16343 1.90341

20,023 4,4346 5.74743 2.66249 2.15025 1.90128

20,4931 4,33392 5.62268 2.64375 2.14695 1.89628

21,6016 4,11396 5.47121 2.63676 2.1375 1.89586

22,2401 3,99728 5.45239 2.62378 2.12907 1.89325

23,6741 3,7583 4.81835 2.60874 2.11753 1.89262

24,3741 3,65193 4.60844 2.60549 2.10944 1.89044

25,1895 3,53554 4.42744 2.5987 2.10872 1.88902

25,9981 3,42737 4.275 2.58768 2.10654 1.88564

26,8365 3,32218 4.12162 2.56067 2.10493 1.87563

28,7141 3,10907 4.10906 2.54743 2.09969 1.87423

29,5302 3,02498 3.99008 2.53288 2.09571 1.87237

30,4054 2,93988 3.88152 2.52763 2.06867 1.87004

31,0381 2,88138 3.8116 2.52137 2.06598 1.8659

32,3892 2,7642 3.79255 2.51966 2.06574 1.86233

34,3813 2,60846 3.74474 2.51476 2.06081 1.85624

35,5741 2,52369 3.7318 2.51238 2.06022 1.85479

36,1868 2,48235 3.70958 2.49649 2.0558 1.85178

37,0544 2,4262 3.70355 2.47673 2.05489 1.85135

37,6461 2,38942 3.6594 2.45012 2.05453 1.84653

38,4861 2,33918 3.65033 2.43818 2.04646 1.83792

39,0181 2,3085 3.59985 2.42856 2.04624 1.83778

39,5986 2,27599 3.55647 2.42416 2.03832 1.8297

40,5021 2,22728 3.53923 2.41257 2.03148 1.8264

41,5381 2,17409 3.53436 2.40949 2.01836 1.82586

42,0421 2,14919 3.44805 2.40918 2.01355 1.82516

43,0176 2,10268 3.42607 2.38879 2.00698 1.82374

44,0581 2,05541 3.42021 2.36857 1.99766 1.82299

44,7861 2,02368 3.36862 2.36845 1.99712

46,4936 1,95326 3.31777 2.34184 1.99504

46,8021 1,9411 3.29596 2.33223 1.99095

47,6981 1,90671 3.27013 2.32821 1.97563

49,1261 1,85458 3.18025 2.31467 1.97498

50,0051 1,82402 3.10311 2.30883 1.97357

51,7324 1,76564 3.09758 2.30647 1.97061

3.0169 2.30422 1.9688

2.96247 2.30329 1.9659

2.93502 2.29952 1.96437

2.9328 2.29725 1.95543

2.91869 2.27447 1.95318

2.91639 2.26501 1.94797

2.88556 2.26377 1.94426

2.87371 2.25574 1.94076

2.81134 2.24421 1.94002

2.8041 2.23449 1.93975

2.80316 2.22899 1.93749

2.76023 2.21977 1.93547

2.75361 2.21372 1.93166

2.73937 2.19465 1.91645

2.7356 2.19102 1.91581

d-spacing (suthaz)[Å]
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Annexe 2: Article « Microfluidics Setup Rapidly Measures 
Solubility Directly from Powder” 
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Résumé 
 

L’étude de l’état solide d’un principe actif (PA) est une étape cruciale dans le développement 
d’un médicament. En fonction des conditions de cristallisation, une molécule peut apparaitre sous 
différentes formes ou phases (polymorphes, solvates, sels, co-cristaux, amorphes) ayant chacune des 
propriétés physico-chimiques qui leurs sont propres comme la solubilité, la morphologie, 
l’hygroscopicité et la stabilité. Le but est donc d’identifier la forme solide permettant d’obtenir les 
propriétés les plus adaptées et de déterminer ses conditions de cristallisation. Pour cela, un criblage 
complet est nécessaire. De plus, la nucléation étant un phénomène stochastique, un grand nombre 
d’expériences doivent être réalisées pour obtenir des données fiables, ce qui entraine une 
consommation importante de matière première. Dans ce contexte, des techniques de criblage à haut 
débit ont été développées. Parmi celles-ci, la microfluidique à base de goutte permet la génération 
de centaine de gouttes monodispersées (isolées les unes des autres par de l’huile) pouvant être 
considérées comme des nano-cristallisoirs indépendants (volume de l’ordre de la centaine de 
nanolitres). 

Cette thèse présente le développement d’une plateforme microfluidique pour l’étude de 
l’état solide de PA. Dans un premier temps, cette plateforme permet de partir directement de la 
poudre, de la dissoudre dans différents solvants, d’estimer ses solubilités en fonction de la 
température et de préparer des solutions sursaturées. Puis dans un deuxième temps, le PA est 
cristallisé dans des gouttes avec différentes conditions expérimentales : compositions chimiques, 
concentration et température. Enfin, les cristaux obtenus sont caractérisés in situ à l’aide d’un 
microscope Raman ou par Diffraction des Rayons X. Si nécessaire les cristaux peuvent être récupérés 
pour des analyses plus précises en ex-situ 
 
 
 

Abstract 
 

The solid state study of an Active Pharmaceutical Ingredient (API) is a critical step in the 
development of pharmaceuticals. Depending on the crystallization conditions, a molecule can appear 
in different forms or phases (polymorphs, solvates, salts, co-crystal, amorphous), each of them 
having significantly different physico-chemical properties such as solubility, crystal habit, 
hygroscopicity or stability. Then the purpose is to identify the solid form that provides the most 
appropriate properties and to determine its crystallization conditions. Therefore, a wide screening is 
necessary. Moreover, due to the stochasticity of the nucleation phenomenon, a large number of 
experiments is required in order to obtain reliable data which leads to significant consumption of raw 
material. In this context High Throughput Screening techniques have been developed. Among them, 
droplet-based microfluidics seems to be promising. Indeed, it allows the generation of hundreds of 
monodisperse droplets (isolated from each other by oil), each of them being considered as 
independent nano-crystallizer (volume of about one hundred nanoliter). 

This thesis presents the development of a microfluidic platform for solid state study of API. 
First, this versatile platform allows to start directly from the powder, to dissolve it in different 
solvents, to estimate solubilities online and to prepare supersaturated solutions.  Second, we 
recrystallize the API in the droplets for different experimental conditions: chemical composition, API 
concentration and temperature.  Finally, the crystals obtained are characterized in situ by Raman 
microscopy and X-ray diffraction. If it is necessary, crystals can be collected for ex-situ X-ray 
Diffraction. 

 
 


