<

=l

PUCVL

Pdle Universités
Centre Val de Loire

UNIVERSITE D’'ORLEANS

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET TECHNOLOGIES

CENTRE DE RECHERCHE SUR LA MATIERE DIVISEE

TH ESE présentée par :
Irena MILOSEVIC-MARKOVIC

soutenue le : 20 novembre 2009

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université d’Orléans
Discipline : Physique et chimie de la matiere et des matériaux

Emulsions structurées et nanoparticules
magnetiques dans un hydrogel:
réalisation, caractérisation et validation en tant
gue systeme de délivrance thermomagnétique

THESE dirigée par :

Marie-Louise SABOUNGI Professeur, Université d’'Orléans
RAPPORTEURS :

Laurence MOTTE Professeur, Université de Paris 13

Igor CHOURPA Professeur, Université Francois Rabelais, Tours
JURY:

Bruno CHAUDRET Directeur de Recherche, CNRS Toulouse, Président
Etienne DUGUET Professeur, Université de Bordeaux |

Laurence MOTTE Professeur, Université de Paris 13

Igor CHOURPA Professeur, Université Francois Rabelais, Tours
Jovan BLANUSA Chargé de Recherche, Institut Vinca, Serbie
Samuel GUILLOT Maitre de Conférences, Université d’Orléans
Marie-Louise SABOUNGI Professeur, Université d’Orléans









Thése 2009-Irena MILOSEVIC



Thése 2009-Irena MILOSEVIC



Remenciements

Commencons par la fin, les remerciements ! Voiadirpmoi I'occasion a l'issue de trois
années de travail de remercier toutes les persajuien’ont suivi, encourage, et permis de découvrir
la chance et la malchance d’étre chercheur.

Je souhaite en tout premier lieu remercier lesgp@ss qui m’'ont fait I’'honneur d’accepter
d’étre les membres de mon jury : M. Bruno Chaudoetr avoir présidé de facon exemplaire ce jury,
mes rapporteurs, Mme Laurence Motte et M. Igor Ghawour avoir accepté de donner de leur temps
pour évaluer ce manuscrit, ainsi que mes examirgtéd. Etienne Duguet pour ses questions
pertinentes et la clarté de ses remarques, de noreeM. Jovan Blanusa pour les kilométres
parcourus depuis la Serbie. Merci a toutes ceopees pour I'intérét montré a cette étude.

Je tiens a exprimer toute ma gratitude et toutesynapathie & Mme Marie-Louise Saboungi,
Professeur, directrice du Centre de Recherche déatéere Divisée qui fat aussi ma directrice de
thése pour sa gentillesse, sa bonne humeur, s@rtores d’esprit, et les bons moments passés en sa
compagnie et celle de David. Merci sincérement tevoir ouvert les portes du CRMD et de I'équipe
Matériaux Complexes Confinés, et d’avoir toujowsle temps & me consacrer.

Je n’oublie pas mes « coco-encadrants »: SamudloGei Jean-Paul Salvetat. Je leur suis
énormément reconnaissante pour leur amitié, letiergae, leur soutien moral et scientifique. Jean-
Paul, merci de m’avoir fait confiance, de ne pasvair oublié de Bordeaux, d’étre venu a ma
soutenance, et merci d’avoir toujours répondu a apgmls. Samuel, nous avons fait nos débuts au
CRMD ensemble, jeune maitre de conf (oui, jeuneprmiere année avec un agenda surchargé
d’enseignements, tu n’as pas hésité a acceptecatlegr ce travail et a prendre « la reléve »,da t’
lancé dans le monde des nanos magnétiques aveturasicru en moi, et si tu ne m’'avais pas soutenu
lors de cette rédaction de thése je ne sais pasisiis pu finir.

Je suis également redevable a toutes nos diveslabarations qui ont permis de finaliser cettesthé
J'ai pu apprécier les joies de la RPE des raditiboes grace au professeur Laszlo Forrd, qui m'a si
chaleureusement accueilli a I'Ecole Polytechniqéeldfale de Lausanne, merci particulierement a
Andrzej Sienkiewicz pour m’'avoir initié a la RPEa&Katarzyna Pierzchala pour m'avoir supervisée
lors des manips. Je tiens également a dire un grend a Katel Hervé et au professeur Igor Chourpa
pour les mesures de SAA, de Raman et bien enteodules discussions qui m'ont éclairé sur le
greffage des nanoparticules magnétiques. Merci &iBla Duttine pour m’avoir laissé en toute
confiance la RPE de I'ICMCB et a I'équipe du prefasr Etienne Duguet des matériaux hybrides (je
pense notamment a Lydia et & Romain) pour m'aw@imis et aidé a faire les manips d’hyperthermie
magnétique. Merci a Marin, Jovan, Vojislav, Vladde [linstitut Vinca en Serbie pour cette
collaboration fructueuse et le SQUID. Merci a Rpth@ et Abdellah pour la méthode des.3Les
mesures de SAXS ont été effectuées au synchrotetta B Dortmund et je remercie a cette occasion

les chercheurs et doctorants de cette institutiorsgnt tres sympathiques. Merci a José Teixeira du

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 3



LLB & Saclay pour sa gentillesse et le temps decéaiu neutron, et a Janis Kliava du CPMOH a
Bordeaux pour m’avoir tendu la main a propos deslikitions des spectres RPE.

C’est avec beaucoup de nostalgie que jen viengraercier mes amis doctorants, ex-
doctorants, post-doctorants, ou autre, pour tosshno@ments, nos chemins se sont croisés a Orléans,
jai trouvé en eux des amis fideles et généreuindal (ma copine de galére et de salsa « Oh piting
con ! »), Kévin (lhomme qui ne sait pas dire nooncierge du labo et MdC), Yasin (le Turc qui
danse le rock, et oui ¢a existe), Sébastien (dih&vreuil, qui connait tous les secrets de dramee,
frontal ), Guérald (I'irremplacable), Vincent (dravail !), Matthieu & Mathieu, José (Wolverine),
Romain (mon prédécesseur), Nathalie ('americaapdgb, Tri, Edouard (le voyageur), Marie-Pierre
(qui s’adoucie avec le temps), Sarah (HamSarahirsi, courage !), Christine, Ludovic (Papa Ludo),
Serigne, Jérdme (n'oublie pas ta promesse le jpuwailirent (M. Poitiers), Abdellah (toujours un sac
plein de cadeaux du Maroc), Julie, Haytam, Lingu¢ioe, Chuangiang, Karine, Mohamed, Rissel,
bien sdr Geoffroy (oui-oui, buveur de rakia), mexcZygus, Barambar et Caprioca pour mon single
roumanesque.

Merci aux « rockeurs » pour le fabuleux concertai#y Xavier L., Christophe. Et merci aux
permanents (ex et présent) : Fabienne M. (merci fsowelecture), Xavier B. (le king des jeux de
mots !), Muzahim, Nicolas, Nanny, Sandrine, Faldaristiane, Sylvie, Christophe, Maryléne, Margot,
Caroline, Pascal, Roland (merci pour I'’XPS), Fdimécano (et ses blagues), Nathalie, Francoise,
Freddy, Hamidréza, ainsi que les autres.

Mes copines de course a pied vont me manquer énwntépour leur bonté de coeur et leur
écoute dans les moments difficiles : Fabienne Vér¢irpour la microscopie aussi, pour la relecttre e
pour tout le reste !), Marie-Pierre F., Séverinel' équipe du secrétariat composée de NicocoleifNin
et Jennifer (super Jenni), le meilleur secrétaiatmonde : les filles vous ne pourrez jamais étre
méchantes méme si vous le voulez !

Mes amis les plus fideles m'ont beaucoup soutemag@ ces trois années : Dragana, Nina,
Bojana (ainsi que leurs conjoints), mais aussi &a\iucie, JB, Mathilde, Steph !

Enfin c’est grace a toute ma famille qui a toujoété & mes coOtés et que jaime plus
gu’infiniment que j'ai vraiment pu réussir : monjB®e, ma maman, mon papa, mes freros lgor & lvan,
ma belle-famille (NeSo, hvala !), mes cousines @&ajTamara) et ma tante (qui ont été si fieres de
moi), etc.

J'ai une pensée pour ma belle-maman et mes graresmeéi ne sont malheureusement plus

de ce monde et qui auraient été fieres de moi.

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 4



TABLE DES MATIERES

Thése 2009-Irena MILOSEVIC



Thése 2009-Irena MILOSEVIC



CONTEXTE ET MOTIVATION ... 11

Chapitre |
Etat de l'art : systéme de délivrance thermomagnégue...... 13
I.1. Les hydrogels magnétiques : concept et origindd.................. 15
I1.1.a. Rappel des propriétés magnétiques des nartapdes................. 15
1.1.b. Relaxation de Néel et de Brown............cooivviiiiiiiiiiiiiiiiii s 16
I.1.c. Délivrance contrélée de principe actif parteom de nanoparticules
MAGNELIGUE. ... ittt e e e e e e e e e, 18
I.2. Les Isasomes : vecteurs lipidiques Structurés....................... 24
1.2.a. Emulsions et phases « cristal liquide »..........cccaeiiiiiiiinnnn. 24
L1.2.b. Les systemes non émulsifiés et le contréléaddiffusion de PA...... 28
1.2.c. Les Isasomes et le contrble de la diffusianPA........................ 29
I.3. Bilandu chapitre l..........coooi i e 31

Chapitre Il
Synthese et caractérisation des nanoparticules

doxyde de fer.....ccooir i 33
I.1. Généralités sur les oxydes de fer...............ccooeeivieeeiiciieeee. 35
[1.1.1. Caractéristiques structuraleS............cooooi it iiiiiiiiiieee e, 35

[1.1.2. Ferrofluide et stabilisation colloidale...........c.cocooiviiiiiinnnn. 36

[1.1.3. Généralités sur la synthése de nanoparticas d’oxyde de fer...... 37

I1.1.3.a. Synthése par coprécipitation en milieu @eux.............. 37

[1.1.3.b. Synthése en milieu non aqueux type miesihverse........ 38

I1.2. Synthese des nanoparticules d’oxyde de fer patoie chimique

et préparation des ferrofluides.............cccooeiiiii i 39
I1.2.1. Synthése par coprécipitation de selsde fer.......................... 39

11.2.2. _Synthése par réduction d’acétylacétonate der type micelle
QLY== PP 41
I1.3. Résultats des syntheses de nanoparticules diae de fer......... 42
11.3.1. Taille des nanoparticules.............cccoo i e, 42

Thése 2009-Irena MILOSEVIC



I1.3.1.a. Synthése par coprécipitation simple..............cccuue oo 43
11.3.1.b. Synthése par coprécipitation assistée peg ultrasons....... 44

[1.3.1.c. Synthese type micelle inverse par rédaoati
d’acétylacétonate de fer... Y £ ¢

I1.3.2. Caractérisation structurale des nanopartlcudas d oxydes de fer... 48

I1.3.2.a. Synthése par coprécipitation simple..........ccccooevnien. 48

11.3.2.b. Synthése par coprécipitation assistée désasons............ 51
I1.3.2.c. Synthése type micelle inverse par rédaoaoti

d’'acétylacétonate de fer............... P S Yo

11.3.3. Propriétés magnétiques des nanopartlculesmkyde de fer......... 54

[1.4. Conclusion sur les syntheses des nanopartiad d’'oxyde de fer.. 56

Chapitre Il
Conception et mise au point d'un systeme de délivnee

thermomagn@tiqQue..........c...eveiie i, S7

L INtrodUCHION. .. ... e e e e 59

[11.2. Préparation et caractérisation des Isasome®t de I'hydrogel

= Vo | 1= 1T 0T 60
[11.2.1. Emulsions de mésophases lipidiques.............cccooviiieecvennnnnn. 60

[ll.2.1.a. Auto-assemblage, transitions de phase aaractérisation

S o (U= 1[N 60
[11.2.1.b. L'interface des émulsions : définition 'dn tensioactif,
propriétés des agents tensioactifs, balance HLB............ 62
l1l.2.1.c. Effet de I'émulsifiant sur la taille desémulsions et leur 66
SEADINE. ...
[11.2.1.d. Effet du tensioactif sur la structure iterne des 70
ISASOMS . ..t

[11.2.2. Encapsulation de nanoparticules magnétique hydrophobes
dans [€S 1ISASOMES........ovvvieieiiiieiie e 11

[11.2.2.a. Choix du PA et influence du PA sur lagicture des

BIMUISIONS . .o ettt a e

[11.2.2.b. Effet du confinement des NPM sur la stoflure interne des

BIMUISIONS . .. ettt e e e e et e e e 74
[11.2.2.c. Effet du confinement sur la taille desngulsions............. 77
[11.2.2.d. Polymérisation des émulSions.............cccoevievnevinvimnnn. 79

Thése 2009-Irena MILOSEVIC



l11.2.2.e. Confinement des NPs dans les émulsiomdypnérisées...... 83

[11.2.3. Préparation des hydrogels magnétiques.............cccevveennnee. 87
[11.2.3.a. Choix du polymere et préparation des hpgels

MAGNELIQUES... ..ot et cee e e et e e e eeaen 87

l11.2.3.b. Capacité d’absorption des hydrogels nmest.................. 89

[11.2.3.c. Echauffement des NPM sous champ magnétialternatif 90

[11.3. Utilisation de la RPE pour suivre la diffusion de PA............... 93
1.3.1. Principe de la RPE........coiii i e e 93
[11.3.2. Caractérisation du signal RPE du TEMPO.........c......oo.n. ... 95
[11.3.3. Etude de la diffusion du PA hors du gel das des systémes avec
et SANS EMUISION.......iviii it e e e e e e 103
[11.3.4. Etude de la diffusion du PA hors du gel erfonction du temps et
de la température régulée par un bain externe........................... 107
[11.3.5. Etude de la délivrance du PA hors du gel ar activation
thermomagn@tiQUE............ccveeeiiiiiie e ceeee et 108
[11.4.Conclusion du chapitre Hl..........ccoooiiiii e, 111

Chapitre IV

Hydrogel réticulé par les nanoparticules magnétiqus......... 113
IV. 1. INtrodUCTION. ... e e e e aae 115
IV.2. Modification de surface des NPM.............ccociiiii i enen, 116
IV.2.1. Etat de surface deS NPM.......oviiiiiii e 116
IV.2.2. Méthodes de silanisation : Comparaison dealsilanisation par
US et par traitement thermique.............coooe i, 118
IV.2.2.a. Détermination du point isoélectrique........................ 120
IV.2.2.b. Analyse par spectrométrie IRTF des nanojpeules
SHANISEES. .. i 121
IV.2.2.c. Microscopie électronique en transmission................. 123
IV.2.2.d. Analyse thermogravimétrique................coveivviieiennnnnn. 125
IV.2.3. Modification de surface des NPM silaniséepar des fonctions
CarboXyliQUES......viivi e e e 126
IV.2.3.a. Détermination du Pl par zétamétrie..................c....... 126
IV.2.3.b. Analyse par spectrométrie IRTF.............c.coiiiivimenn.n. 127
IV.2.3.c. Microscopie électronique en transmission................. 128

Thése 2009-Irena MILOSEVIC



IV.3. Réticulation des chaines d’acide hyaluroniquepar les NPM

MOGIfIEOS .. oo oo e, 129

IV.3.1. Hydrogel magnétique d’acide hyaluronique :principe de la
réticulation..........cocoiiii i e 129

IV.3.2. Liaison des NPM a I'hydrogel.............ccoceeiiiiiiiiieeee.. 130

IV.4. Conclusion du chapitre V... e, 135
CONCLUSION GENERALE........o 137
PERSPECTIVES. ... e 139
ANNEXES ... o e 141
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES...........ccoooiiiiiii 153

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 10



CONTEXTE ET MOTIVATION

« La théorie, c'est quand on sait tout et que rierfonctionne. La pratique, c'est quand tout
fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Sradique et la théorie sont réunies, rien ne
fonctionne et on ne sait pas pourquoi. »

A. Einstein

La nanomédecine est un vaste domaine ou la ndmaiegie s'appligue au travers
d’'applications biomédicales. L'intérét vient du trdfe de l'infiniment petit qui nous ouvre désormai
les portes de la Santé et nous permet d’'intenanimiveau cellulaireLes nanotechnologies ont ainsi
fait progresser la médecine la ou les méthodegitnadelles connaissaient certaines limites. Etlias
aidé a améliorer le diagnosfidokerst J. V. et al, 2009] I'administration de médicamenfSeppas
N. A., 2004]ou bien permis le développement de nouveaux adgeétapeutiquefVikhail A. S. et
al., 2009] De plus en plus, les termes de « systéeme irgellig ou de « thérapie intelligente » sont
employés pour dépeindre la nanomédediiik J. Z., 2004 ; Peppas N. A., 2004]Par « intelligent »
on qualifie des biomatériaux sensibles a I'enviemaent local, ou a un stimulus externe ; ils sont
fonctionnalisés de sorte a les rendre tres spéeifig

Avant de s'intéresser aux nanoparticules magnesigd'oxyde de fer et aux émulsions
nanostructurées, I'équipe matériaux complexes néaf(MCC) du Centre de Recherche sur la Matiere
Divisée (CRMD/Université d'Orléans) a réecemmentealéppé un axe de recherche concernant les
biomatériaux, qui a débuté par I'étude de I'enchgign de principes actifs (PA) dans des
nanostructures poreuses (silice mésoporeuse), ldolibération est contrblée par reconnaissance
moléculaire. En particulier, le taux de diffusioesdespeces confinées est modulé par le contr@&e de
taille des pores et la fonctionnalité de surface danoparticules. L'idée est de poursuivre cette
démarche avec un nouveau type de matériau divieéprpatible et pouvant étre mis en forme
facilement.

Dans le cadre de cette these, nous nous somnaehedta l'utilisation des nanoparticules
magnétiques pour les applications biomédicalekesBbnt déja utilisées en imagerie médicale comme
agents de contrastigim D. H. et al, 2009] en thermothérapie pour I'ablation thermique dmseurs
[Hou C. H. et al, 2009] en biologie pour la détection, la purificationl'&folation de protéines et

d’ADN [Atintas E. B. et al, 2009] ou en tant gu’'agents de transfection magnétigee Y. J. et al,
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2009] dans la délivrance de médicamei@snyettou F.et al, 2009]ou encore pour la fabrication de
biocapteurgLi J. et al, 2009] De nombreuses sociétés développent cette tedieaol'innovation
dans ce domaine est permanente.

Le but de ce travail est de créer un hydrogelcgutient durablement un médicament et dont
la diffusion peut étre déclenchée par un stimulyterae thermomagnétique. Pour cela, divers
matériaux vont étre utilisés pour constituer le ériati: des émulsions de mésophases lipidiques
(Isasomes), des hydrogels et bien sar les nanopkegi magnétiques d’oxyde de fer.

Pour obtenir un systéme de délivrance de prindgifiéefficace nous avons suivi le processus suivant

o Dans un premier temps, les nanoparticules d’oxgeefer ont été synthétisées par différentes
méthodes chimiques. La structure, la forme, ldetdié magnétisme de ces particules ont été
caractérisés. La meilleure voie de synthése aéétionnée pour la suite du travalil.

o Ensuite, un premier systeme de délivrance thermpétagie alliant un hydrogel physique
thermosensible, des NPM et des Isasomes a étéunpisiat. Des mesures de diffraction aux
petits angles ont permis de déterminer la stalglité structure interne des gouttelettes suite a
I'ajout des différents additifs. De plus, la prég#on de I'hydrogel magnétique et la capacité
des nanoparticules a échauffer le systeme sontségpoNous utiliserons ici une technique
originale, la résonance paramagnétique électronjour suivre les processus de diffusion de
PA par activation thermomagnétique.

o Enfin, nous avons modifié la surface des nanopdesicmagnétiques d’oxyde de fer dans le
but de réticuler I'nydrogel. Les différentes étapgeda fonctionnalisation seront présentées et
caractérisées.

0 Une synthése des résultats significatifs et despeetives seront présentées dans le dernier

chapitre du manuscrit.

Pour ce travail, différentes collaborations ontigiées avec :

» le Laboratoire de Physique de la Matiere CondermséeSerbie (Vinca Institut) pour les
mesures magnétiques dans le cadre d’un projeta’gghde chercheurs.

* [I'Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne en &uasis I'équipe du Professeur Lazslo
Forro pour les résultats préliminaires de RPE #titiation a [l'utilisation des sondes
radicalaires type nitroxyde. Cette collaboraticgté@possible grace a un PICS.

e [ICMCB de Bordeaux avec l'équipe du Professeureftie Duguet pour la partie
hyperthermie magnétique couplée a la RPE.

* I'équipe « Nanovecteurs magnétiques pour la chimi@pie » de 'UFR de Pharmacie,

Université de Francois Rabelais de Tours pour lada
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Chapitre |
Etat de I'art
Systemes de délivrance

thermomagnétique

« Pour préparer I'avenir, il faut éclaircir le pags»
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I.1. Les hydrogels magnétiques : concept et origintd

La délivrance contrdlée d’'un principe actif (PAlieu lorsqu’'un matériau, synthétique ou naturel, es
combiné avec un PA de telle sorte qu'il soit délide maniere pré-établie. Quelle que soit la falmn
concevoir cette délivrance (lente, rapide, cycligete.), le but est de la contréler afin d’améliore
I'efficacité des traitements et d’éviter les prabs de sous ou sur-dosage. Ce mode d’administration
contrlée permet d'imaginer des systemes utilisaninieux les médicaments. Si un tel systéme a
beaucoup d'avantages, il faut garder en mémoirg@dssible toxicité de ses constituants, leur
incompatibilité biologique mais aussi leur codltrimbeque, parfois supérieur aux matériaux déja
existants, et leur mise en ceuvre souvent complexe.

L'utilisation des nanomatériaux pour la délivraramntrolée de PA constitue le coeur de cette thése.
Ces dernieres années, les recherches dans ce dosmaisont orientées vers le développement de
nouveaux nanomatériaux dits intelligents pouvaponélre & des stimuli externes tels que le pH, le
champ électrique, la température ou le champ magmtLa finalité est de mettre au point un
systéme permettant de répondre a I'un de ces s$tenulléclenchant la délivrance d’'un PA. Dans ce
travail, nous nous sommes intéressés au stimugnétique.

Les hydrogels magnétiques utilisés dans la délogarontrolée de PA peuvent répondre de
différentes maniéres au stimulus magnétique. Lepri@tés magnétiques intrinséques du matériau
jouent un rdle primordial dans cette réponse. Aicsisont a la fois les propriétés physiques deuwha
des constituants du composite et les propriétésigiys des nanoparticules magnétiques qui vont

définir notre matériau et son efficacité.

I1.1.a. Rappel des propriétés magnétiques des nartapdes

La compréhension des phénoménes magnétiques imdgnge & I'échelle « nano » est
nécessaire afin d’expliquer I'intérét que I'on @oé ce type de matériau et de quelle facon noossall
nous en servir pour opérer une délivrance contr@&tte partie n'est pas exhaustive ; elle permet
simplement de rappeler des notions générales.

Les nanomatériaux sont constitués d'un assemblageadicules de taille nanométrique. A
cette échelle, les matériaux possedent des prépriguvent totalement différentes de celles des
mémes matériaux massifs. Lorsque la taille d’'unénemi magnétique diminue, son processus
d’aimantation change. Le matériau, constitué dsiplus domaines magnétiques a I'état massif, ne
présente a I'échelle nanométrique plus qu’un seuabaine[Frenkel J. & Dorfman J., 1930]. Les
particules magnétiques monodomaines sont ferrontigiges.

Dans ces systémes monodomaines, chaque particidsed® un moment magnétique
permanent bloqué dans des directions cristallogmaps appelées axes ou directions de facile
aimantation en-dessous d'une température dite dée.CQette direction est en général un axe
cristallographique privilégié, associé a une émerdianisotropie magnétocristalline. Lorsque le

moment magnétique s’aligne sur I'axe de facile aitaigon, I'énergie potentielle est minimale. Ainsi,
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I'énergie d’anisotropie magnétocristalline de naartipules monodomaines s’exprime par la relation
suivante issue de la théorie de Stoner-Wohlfarth :

E, =KV sin2g
ou K est la constante d’anisotropie magnétocristalih& volume de la nanoparticule, @tl'angle
entre la direction de I'aimantation et 'axe deila@imantation.

Lorsque le volume de la particule diminue en-detane taille critique, I'énergie
d’'anisotropie, qui maintient I'aimantation des npadicules dans une direction précise, devient
comparable a I'énergie d'agitation thermiqlgl (ks la constante de Boltzman) au voisinage d’une
température de blocages.TLa barriére d’énergie d’anisotropie est alordadidle que les moments
magnétiques peuvent basculer aisément d'une oti@mtale facile aimantation a une autre. Ce
phénoméne magnétique est le superparamagnétistaeaetérise le comportement d’'un ensemble de
particules ferromagnétiques monodomaines lorsqtenpérature T est supérieure a la température de
blocage E. Louis Néel fut le premier, en 1949, a rapporttratat magnétique particulier concernant
des tres fines particules, sans pour autant le re@noomme te[Néel L., 1949; Dormann J. L.,
1981]

Le temps caractéristique associé a ce mécanisme de relaxation thermiguaidwntation d’'une

nanoparticule peut étre décrit par une loi d’Aribén

E
T=T1,exg —=

ou E, est la barriere d’énergie magnétique a francliir @ retourner I'aimantation, & est le temps

de relaxation pour une barriere d’énergie nulle.

Bean et Livingston ont montré que les nanopartcuagnétiqgues (NPM) agissent tels des atomes
paramagnétiques. En effet, si le temps de mesamnahtation est inférieur au temps de relaxation

le moment magnétique de la particule est dans sdrbbqué, le matériau est alors considéré comme
ferromagnétique. Par contre, si le temps de messirgupérieur g I'aimantation paraitra nulle et tout
se passera comme si on avait un matériau paran@gmétvec un supermoment magnétique, d’'ou le
nom donné au phénomene de superparamagnétizme C. P., 1955; Bean C. P & Livingston J.

D., 1959; Rondinone A. Jet al, 1999, Pankhurst Q. Aet al, 2003.

Le mécanisme de relaxation de Néel (ou relaxasigmerparamagnétique), décrit par la loi

Ty =r0ex;{%], dépend de la taille/ des nanoparticulefOkawa K. et al, 2006] et de la

températurd.
1. 1. b. Relaxation de Néel et de Brown
En fait, ces deux mécanismes de relaxation peuédrd considérés dans le cas de

nanoparticules magnétiques. Ils sont tous deux eptés dans le cas de nanoparticules

superparamagnétiques.
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Dans le cas de nanoparticules ferromagnétiquest & mécanisme de Brown qui domine. La

relaxation de Brown dépend surtout de I'environneinhecal des nanoparticules car c’est 'ensemble

de la particule qui effectue un mouvement de romatiil est décrit par la lai; = ?;7\?‘

B

, OM,, est le

volume hydrodynamique de la particule;da viscosité du milieu.

Dans le mécanisme de Néel, c'est le moment de uehgoprticule qui tourne. La
compréhension des processus de relaxation et choptéhe d’échauffement local y étant associé a
donné naissance a un nouveau type de thérapie atediasé sur les propriétés magnétiques des
nanoparticules. Un autre phénoméene magnétiqueapsst étre di a I'échauffement local et est connu
sous le nom de perte par hystér@sicroix J. M. et al, 2009]

Depuis 1999, de nombreux travaux concernent lgetn@nt du cancer par hyperthermie
magnétiqugJordan A. et al, 1999, Hiergeist Retal, 1999; Yang J. K.et al, 2007] Il consiste a
chauffer localement une tumeur cancéreuse a ldédaanoparticules magnétiques jusqu’a atteindre
des températures comprises entre 41 et 46°C. Aeogseratures, les cellules tumorales ne sont plus
viables[Chatterjee J. et al, 2005; Kettering M. et al, 2007; Fortin J. P.et al, 2008]

Cette augmentation de température est renduebpossi utilisant les modes de relaxation
précédents. En appliqguant un champ magnétique, nlasoparticules ferromagnétiques ou
superparamagnétiques disposent d’une énergie antffispour orienter et retourner leurs moments
magnétiques, et ainsi franchir la barriére d’éreer@n utilisant un champ magnétique alternatif, les
nanoparticules sont soumises a une relaxationnakerqui va induire l'augmentation de la
température locale. Ce phénomeéne de génératiohaleuc par un champ magnétique alternatif a été
décrit par RosensweigRosensweig R. E., 2002]La chaleur libérée lors de [I'échauffement
magnétique doit étre quantifiee dans le but derater et comparer I'efficacité des différents
systémes. La capacité des nanoparticules a chadtetvaluée par la mesure du taux d’absorption
spécifiqgue ou puissance d’échauffement massiquBAR (specific absorption raje[Pankhurst Q.

A. et al, 2003; Schmidt A. M., 2005; Mornet Set al, 2006}

SAR=C x (E)
At

C est la capacité calorifique spécifique de I'échiant avecC = =soVant  o(3Cyyan: €St la capacité

Xmagn

mmagn

calorifigue massique du solvaRry,,g, = Minagn €t Msonvane €tant les masses de I'elément

solvant

magnétique (le fer) et du solvan%—-lt- est la pentorégine de la courbe de la température en

fonction du temps.
La SAR est en d'autres termes la puissance libéokes forme de chaleur par gramme

d’élément magnétique.
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I1.c. Délivrance contrélée de principe actif par teom de nanoparticules
magnétiques

Les hydrogels sont d’excellents candidats pouraggdications biomédicales. En effet, ils sont
constitués de polyméres, qui ont la capacité dddesoune grande quantité d’eau. Leur faculté de
pouvoir se gonfler (en absorbant de I'eau) ou de dégonfler » (en expulsant de I'eau) se déclenche
par le pH, la force ionique ou la températiifeppas N. A., 2003; Peppas N. A&t al, 2000; Satish
C. S.et al, 2006; Jeong Bet al, 2002}

Il est donc possible d'imaginer de nombreux systmomposites de délivrance de PA
originaux prenant en compte a la fois les propsigvysiques intrinseques des nanoparticules
magnétiquegArruebo M. et al, 2007] et les propriétés physico-chimiques des hydrogets
systémes composites contrélés par application sfimmulus magnétique peuvent étre classés en trois
catégories principales :

* Les composites a activation thermidues T. Y. et al, 2009];

* Les composites ayant une réponse magnétique ¢hioff-Y. et al, 2006];

» Les nano-composites a guidage magnétique dansfds[ca X. et al, 2007]
Selon le type de délivrance visé, plusieurs contjposi peuvent étre réalisées. Ainsi, un matériau a
guidage magnétique dans le corps peut aussi déle/siRA par activation thermiqu&liller-Schulte
D. et al, 2006]

Les composites a activation thermomagnétique

Ces composites combinent des nanoparticules mageéti (NPM) a des hydrogels
thermosensibles. Récemment, Eiual. ont répertorié tous les polymeres thermosensililBsés ainsi
gue leur LCST (lower critical solution temperaturempérature au-dessus de laquelle I'échantillon
présente deux phases : I'eau et une phase richelgmére)[Liu T. Y. et al, 2009] Au-dessus de la
LCST, le polymere perd sa solubilité dans l'eaarsafju’en-dessous de cette température critique, il
devient hydrosolubléL’Alloret F. et al, 1997] D’aprés Liu, deux mécanismes de délivrance sont
possibles en employant ce type de polymeres gqsepté une microséparation de phase. Le schéma

suivant décrit ces mécanismes :

g. :
Magnetic A Reversible
Nanoparticle i
p VVVWVVWVVb" v Volume Shrinkage
w‘“‘r (Slow Drug Release)
Gentle Magnetic B

Heating

Intense Magnetic a0 Ty -~ .
Drug Molecule Heating o o SN ;:Ex,fg?:r:ﬁ;:
(Instant Drug Release)
Temperature~
responsive Polymer

Figure I.1. Mécanismes de diffusion de PA par chatdge magnétiquelLiu T. Y. et al, 2009]
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Un chauffage magnétique modéré permet de libéeAléet de I'eau) progressivement pendant que le
réseau du polymere se contracte sans altératiortoAtraire, sous chauffage magnétique intense, la
diffusion du PA est quasi-instantanée, et la stmectde I'hydrogel est par ailleurs détruite. Le
polymere le plus frequemment utilisé est le pghigopropylacrylamide), de LCST comprise entre 30
et 34°C[Liu T. Y. et al, 2009; Xulu M. P.et al, 2000; Zrinyi M., 2000; Muller-Schulte D.et al,
2006; Rubio-Retama J.et al, 2007; Satarkar N. S. & Hilt J. Z., 2008; Lien Y. S& Wu T. M.,
2008; Satarkar N. S. & Hilt J. Z., 2008]

En 2000, un hydrogel magnétique a été formulé girpee poly(NIPAAmM) (poly\N-
isopropylacrylamide)) et de NPM. La présence desMN§&mble ne pas modifier les propriétés
thermosensibles de I'hydrogel, ni sa LCST et perdeetcontrdler le composite grace a un champ
magnétiquéZrinyi M., 2000] .

Plus récemment, Satarkar et Hilt ont concu un dyelr magnétigue composite a base de
poly(NIPAAm) et de NPM de 25 nm, enrobées par duyvioylpyrrolidone. Les impulsions
magnétiques hautes fréquences ont permis de cemtaddiiffusion du bleu de méthylene (molécule de
PA modéle de cette étud®atarkar N. S. & Hilt J. Z., 2008].

164
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Figure 1.2. Diffusion de PA par champ magnétique plsé[Satarkar N. S. & Hilt J. Z., 2008].

En comparant le bleu de méthyléne a la vitaminegglila une masse quatre fois plus importante, les
auteurs ont observé une vitesse de diffusion dudideméthyléne plus grande (loi de Stokes-Einstein)

Miuller-Schulte et Schmitz-Rode ont synthétisé desteurs magnétiques sphériques de
poly(NIPAAmM) par polymérisation inverse en suspensiCe type de polymérisation permet
d’encapsuler a la fois le colloide magnétique etr®lécules modeles de PA dans la matrice de
polymere. A I'application du champ magnétique algif, les NPM générent de la chaleur permettant
d’atteindre une température supérieure a la LCSIE éaire diffuser les PA.
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Figure 1.3. Diffusion du bleu de méthyléne et de la rhcamine B hors du systeme poly(NIPAAM)/NPM
avec et sans (without MF) champ magnétiqu[Muller-Schulte D. et al, 2006]

Le profil de diffusion du bleu de méthylédiffere de celui de la rhodamine B’aprés les auteu le
bleu de méthylene présente des charges positivesntyant en interaction ionique avec le ferrofe
anionique, ralentissast diffusion a travers I'hydrog[Muller-Schulte D. et al, 2006.

L'équipe de Liuet al a travaillé sur le copolymereililoc F127, caractérisé par u
température micellaire critique de 20 a 3f[Alexandridis P. et al, 1994; Liu T. Y. et al, 2009] lls
ont observé que des nanoparticules composées dduin @¢'oxyde de fer et d’'une couronne de F
ont une LCST plus élevégue le F127 seul a la méme concentra[Liu T.Y. et al, 2007] Par la
suite, un compositthermosensible a été réalisé par un procédé daeésgin situ de NPM dans des
nanospheres de F12Ze matériau offre une réponse tres rapide au sigrtherromagnétique.
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Figure 1.4. Suivi de la délivrancede la doxorubicinea partir de nanospheres de F127/NPNpar application

d'un champ magnétique haute fréquence (5100 kHz)[Liu T. Y. et al, 2008]
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Comme le suggérent les données de la figure &4l¢livrance du PA n’est pas uniquement due a un
effet thermique des NPM mais dépend aussi d’un téeérchangement structural de I'architecture
polymérique. En effet, dans un bain thermostatg°&€ 3la cinétique est 4,9 fois plus lente que dans
cas du chauffage magnétiqgue a 35°C mais n’est ¢gigaable[Liu T. Y. et al, 2008] Un autre
exemple de matériau composite a base de F127 toesigles capsules fabriquées en connectant les
copolyméres de F127 par de la gélatine. Ces plasicucoques, qui contiennent des nanoparticules
d’'oxyde de fer et un PA, ont un rdle de stockagdeeprotection. Lorsque le champ magnétique est
activé, les NPM générent de la chaleur et les dapssont détruites irréversiblement, délivrant trés
rapidement le PA (prés de 80% en 5 minufies) T. Y. et al, 2009]

La gélatine, obtenue par hydrolyse partielle dilagéne, est biocompatible. Mélangée a de
I'eau, elle forme un gel aux basses températufeme@torsqu'elle est chauffée. L'étude de 'eflain
champ magnétique oscillant montre que la diffugiorPA est essentiellement due au mouvement des
NPM (et non a 'augmentation de température géngageces dernieres). Par ailleurs, une étude en
fonction du poids moléculaire de la molécule modigd*A démontre que plus la molécule est grande,
plus la diffusion est ralenti®e Paoli V. M. et al,, 2006]

Certaines associations de polymeres permetteptintiser I'effet recherchgHernandez R.
et al, 2009; Zhang J. L.et al, 2007; Stover T. Cet al, 2008] Par exemple, I'ajout de chitosan a la
gélatine offre des possibilités supplémentaires pogtockage du PA et un point d’ancrage pour les
NPM. L'activation magnétique haute fréquence vauffiea et déformer la microstructure du matériau,
la réponse est la diffusion du PAu S. H. et al, 2007]

Les composites a réponse magnétiqgue on/off

Un matériau a réponse magnétique de type on/bfiresclasse de composites qui ne répond
gu’'au seul stimulus magnétique - et non plus themagmétique - pour libérer le PA. Contrairement a
la précédente catégorie, le matériau intégranfl@’Bst pas thermosensible. Néanmoins, le processus
de diffusion reste contrélé par un déclenchememgn@idque.

En 2005, Giuet al. proposent un mécanisme de délivrance alliant IE&MNa des
nanoparticules de silice mésoporeuse (MSN) avepdes d’environ 3 nm. Ce mécanisme consiste a
fonctionnaliser les NPM a la surface des pores miéger le PA (fluorescéine) a l'intérieur des
canaux des MSN (cf. fig. 6). Les NPM étant liées gh@s ponts disulfures, la délivrance de PA est
activée en clivant ces liaisons par des agentsctédis dans un premier temps, puis en attirant les
NPM a l'aide d'un aimaniGiri S. et al, 2005]
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Figure 1.5. Mécanisme de délivrance par clivage eittraction magnétique [Giri S. et al, 2005]

Ce confinement du PA est tres efficace et lorsguebouchon magnétique» est retiré, 85% du PA
diffuse en 48 heures.

Pourtant des chercheurs ont observé un effet aomtdu champ magnétique sur des
polyméres magnétiques. Alors que dans les casgestsl'application d’'un champ magnétique active
la diffusion, dans leur cas, elle est ralentie @aitoppée. L'équipe de Chen, qui s’est aussi issée
aux hydrogels magnétiques thermosensibles, a dfgwelaes polyméres magnétiques a base de
gélatine puis de PVA (polyvinyl alcool). La dispers de NPM ferromagnétiques dans la matrice du
polymére permet d’agir sur la porosité du réseapalgmere. Quand un champ magnétique continu
est appliqué, le réseau se contracte car les NPlastirées les unes vers les autres, I'enchevétniem
de chaines empéche le PA de passer librementeéxgrievréseau de pores (longueur de corrélation du
réseau) jusqu’a la surface du matériau. Au comtrdorsque le champ est nul le PA diffuse plus
rapidemengLiu T. Y. et al, 2006; Liu T. Y. et al, 2006; Liu T. Y. et al, 2007; Huang L. Y. &
Yang M. C., 2007].

Trés récemment, Mitsumata a tenté d'expliquerfllience de la rotation de particules
d’'alginate magnétiques sur la diffusion de PA. NE&M utilisées dans son étude sont des ferrites de
baryum et le PA, le kétoprofefiditsumata T. et al, 2008]
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Lorsque la vitesse de rotation des particules antgnéa délivrance de PA s’accélere d’un facteur 8.
Ceci serait le résultat de I'effondrement de laidtire des particules de gel, d'une certaine facon,

érodées par les mouvements d’eau dis a la rofaficsumata T. et al, 2008]

Les micro ou nano-composites a guidage magnétigaagile corps (drug targeting)

La catégorie de matériaux concernant le guidagggtajue est la plus vadieibbe A. S. et
al., 2001; Dobson J., 2006 ; Lalatonne Yet al, 2008] Dans ce cas, les NPM peuvent, du fait de
leurs propriétés magnétiques, étre dirigées danerfes a I'aide d’'un gradient de champ magnétique.
De plus, en les fonctionnalisant pour former desicttires coeur-couronne, il est tout a fait
envisageable de les utiliser comme sondes de raismamcdlLalatonne Y. et al, 2009]ou comme
vecteurs de PABanerjee S.S.et al, 2009] Les objets utilisés sont en général des lipospues
micro ou nanocapsules, des micro ou nanosphéreslgmere. Le PA est confiné dans la couronne
[Yoon T. J. et al, 2005; Zzhao W. ¢ al., 2008] dans le coeur ou lié directement a la surface des
vecteurs particuleBBanerjee S.S.et al, 2009] L’administration du PA est locale et le gradiest
champ magnétique sert uniguement a guider les csitepgusqu’a I'organe ou tissu cible a traiter.
Les recherches dans ce domaine sont les plus asareg effet, les premiers essais précliniques et
cliniques ont déja été réalisés en 1996 avec desfltedes de magnétites enrobées d’anhydroglucose,
le PA était un anti-cancéreux, I'épirubicine, at®ochimiquement sur les particules. Le PA, une fois
concentré a I'endroit visé, se désorbe. Ces egmaisiontré une bonne tolérance des patients vis-a-v
des ferrofluides thérapeutiqu@sibbe A. S., Bergemann C., Riess Het al, 1996; Lubbe A. S.,
Bergemann C., Huhnt W.et al, 1996]

Les polyméres biodégradables tels que les nanmsph@agnétiques de polylactide-co-
glycolide (PLGA)[Gomez-Lopera S. A.et al, 2001 ; Okassa Ngaboni Let al, 2005; Okassa
Ngaboni L. et al, 2007; Liu X. et al, 2007] ou de poly(L-lactique acide) (PLLAHu F. X. et al,
2006] permettent de libérer le PA lorsque le polymeredégrade. Des polymeres sensibles au pH ont

aussi été utilisés pour déclencher la libératioR duBhattacharya S.et al, 2007]
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Le poly(éthyl méthacrylate) (PEMA) et le poly(2ehrpxyéthyl méthacrylate) (PHEMA) sont
des polyméres non-biodégradables, leur associatimnique forme un copolymeére dibloc. Le PEMA
étant hydrophobe et le PHEMA hydrophile, le PEMAgtitue l'intérieur hydrophobe du colloide. La
solubilisation d’'un PA hydrophobe dans le PEMA eagrotéger lors du transport. En effet, le
composite est résistant aux dilutions, au pH,tarigérature et n’est pas biodégradable, ce quupgoc
au PA une protection stable et durable. Par agdldardiffusion du PA est ralentie de presque 7@% p

rapport a une diffusion dite libre hors des micetle polymeré¢Bai Y. et al, 2006]

I.2. Les Isasomes : vecteurs lipidiques structurés

Nous nous sommes intéressés a une famille d’émglgincore peu connues : les émulsions a
base de lipides structurants. Aprés un bref rappeles émulsions, la nature et I'intérét des éinunts
structurées seront explicités. Enfin, leur utilisaten tant que vecteur pour la délivrance de RA se

commentée.

1.2.a. Emulsions et phases « cristal liquide »

Une émulsion est un systeme comprenant au moinsrdiesgibles, dont I'un est dispersé dans
l'autre sous forme de gouttelettes. On distingupHase dispersée et la phase continue. Si la phase
continue est une phase grasse, I'émulsion est maési®n d'eau dans I'huile. Au contraire, c’est une
émulsion d’huile dans 'eau si la phase continueagaeuse. L'ajout d'un émulsifiant permet a lafoi
de stabiliser les émulsions dans le temps et dsabaila tension interfaciale afin de faciliter le
phénomeéne de dispersion. Le tableau I.1. suivantnagyue I'ajout d’'un tensioactif permet de réduire

considérablement I'énergie nécessaire pour créeintierfaces.

Domaine Type Energies (mJ/f)
Eau/air 73
Glycérol/air 50
Surfaces Huile/air 20a40
Eau+tensioactifs/air 10a 30
Eau/huile 50
Interfaces
Eau+tensioactifs/air 0,1a10

Tableau 1.1: Ordre de grandeur des énergies de swate et des énergies interfaciales répertoriées daes
techniques de l'ingénieur.

Les émulsions sont utilisées dans divers sectadrsstriels comme l'industrie cosmétiqguke
Clermont-Gallerande H. et al.,2001] l'industrie agroalimentairAugustin M. A. & Hemar Y.,
2009, ou encore l'industrie pharmaceutique pour I'erscégtion de PASakulku U. et al, 2009]
Ainsi, ’'homme du métier comprendra aisément t@ssdnjeux qui existent derriére le développement

et la caractérisation de nouvelles formulationsmdision. Ces derniéres années, des phases de type
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« cristal liquide » formées a partir de lipidescaassemblés ont pu étre émulsifi§earsson K.,
1989 ; Gustafsson Jet al, 1996 ; Gustafsson Jet al, 1997 ; Larsson K., 200Q]Ces associations
lipidiques rappellent celle existant dans les memeés biologiquedlLarsson K., 1989] Leur
interaction avec d’autres molécules est encorecoahue et notamment leur position exacte dans les
structures.

A partir d’'un systéme binaire lipide amphiphileustiurant/eau, il est possible de formuler des
dispersions, de tailles submicroniques, ayant ungctsire interne modulable en fonction de la
température de facon réversiflerrsson K., 2000; Koynova R. & Caffrey M., 2002 Kaasgard T.

& Drummond C. J., 2006]. Par exemple, la monolinoléine (MLO) est un mogoétide insaturé qui

s’'auto-assemble en présence d’eau donnant une phlisgie discontinue invers@§3m ), une phase

hexagonale inverse (iH ou une phase,Len fonction de la température ou de la quantigaua’

solubilisée.
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Figure 1.7. Diagramme de phase du systéme binaire MD/eau. La ligne rouge représente la séparation de
phase entre les régions avec et sans excés d’&Campo L. et al, 2004]
Comme le montre la figure 1.7., la MLO ne peut &dlser qu’une certaine quantité maximale d’eau a
une température donnée. Au-dela de cette valeux, pleases vont coexister : la mésophase gonflée au
maximum et I'eau en exces. Ce phénoméne fait ajtparae ligne de séparation de phase, fonction
de la température (ligne rouge sur la fig.1.7.)tt€€situation permet de disperser la mésophase
caractérisée par la ligne d’excés d'eau par sdoicatfin d’obtenir des émulsions nano-structurées.
Pour stabiliser les gouttelettes d’émulsion, ilrestessaire d’ajouter un tensioactif tel que lgmpeére
tribloc F127 (PEQ-PPQ+-PEQsy) dont les unités hydrophobes (PPO) s’'adsorbeiat sufface des
gouttelettes d’émulsion. Les blocs hydrophiles (PEHOrment une couronne permettant une

stabilisation stérique de la dispersipustafsson J.et al, 1996 ; Gustafsson Jet al, 1997; de
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Campo L. et al, 2004 ; Yaghmur A.et al, 2005] Ces émulsions stables dont l'intérieur est auto-
assemblé sont appeléelsasomes» (Isa pour Internally self assembled

L’ajout d’'un composant supplémentaire dans ces dtations peut influencer les structures
auto-assemblée@Borné J. et al, 2000 ; Caboi F.et al, 2001] En effet, cet additif, de par sa
structure, modifie la courbure interfaciale et aite éventuellement des transitions de phase paur u
concentration suffisanté&eddon J. M.et al, 1996 ; Caboi F.et al, 2001 ; Caboi F.et al, 1997 ;
Shearman G. C.et al, 2006]

Inverse E
micear flaf H. HoH w HeH w d “5"::::1
Solution "

+

Mean interfacial curvature

Figure 1.8. Courbure interfaciale en fonction de lamésophas¢Seddon J. M.et al, 1996]

Le type de mésophase créé par un lipide strudtdears I'eau dépend de la courbure donnée a
I'interface lipide/eau. Celle-ci dépend directemeatia structure du lipide au travers de son par@me
d’empilement critique. Pour une courbure moyenrienles interfaces sont localement lamellaires, ce
qui induit des mésophases lamellaires ou cubigisestinues. Les courbures positives sont reliées a
des phases avec une proportion majoritaire d’ealpet a des agrégats micellaires dispersés dans
'eau. Dans notre cas, a l'intérieur des gouttesmilsion, I'eau est minoritaire et les courbures
moyennes des interfaces négatives. En augmentaotume hydrophobe des chaines lipidiques (par
exemple en rajoutant une huile), les courburesetenint encore plus négatives et le systéme peut

donner des phases hexagonale, micellaire cubigad’extréme des micelles inverses (Figure 1.8).
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En incorporant par exemple du tétradécane ou dt)fRAjonéne, la nanostructure interne des
émulsions a pu étre modifiée et controlée en foncte la température et de la concentration en
additif & température fixeraghmur A. et al, 2005 ; Yaghmuret al, 2006 ; Guillot S.et al, 2006]
Toutes les structures qui coexistent avec un ed@si sont dispersables a température ambiante a
condition de connaitre la bonne formulation. Pagneple, une nouvelle phase micellaire cubique

discontinue a pu étre dispersée récemment, la pﬁaié_hn [Yaghmur et al, 2006]

Possible Internal Nanostructures of MLO-Based Emulsified Droplets:

————————— FI127

Tetradecane

Ingreasing Temp, Ingreasing Temp,
andfor Tetradecane andfor Tetradecane
Deercasing Temp. and/or \ Decreasing Temp. andfor
Tetradecane Tetradeeans
Pn3m H: W/0 Microemulsion
A =77, addidon of water plus secondary emulsifier
‘ #

[ = -

&
Emulsificd microcmulsions

discontinuous micellar cubic (L) J

Micellar cubosomes

%

g

Temperature andfor solubilized oil content increase
Temperature and/or solubilized oil content decrease

AN R
AN
reverse hexagonal (H) v
. Hexosomes
250C bicontinuous cubic (V) Cubesomes v
25°C
Bulk non-dispersed systems Isasomes

Figure 1.9. Nanostructures possibles a l'intérieudes gouttelettes d'émulsion a base de ML{Yaghmur A.
et al, 2005 ; Yaghmur A. & Glatter O., 2009]
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Une particularité de ces émulsions est de pouwirbdiser une large gamme de molécules ayant
diverses polarités. Ceci est d0 au réseau de reamnig aqueux contenu dans la matrice hydrophobe
qui forme la structure tridimensionnelle des gdettes (cf figure 1.9.): ces canaux peuvent

représenter jusqu’'a 30% en masse de la partialenen A.et al, 2007]

Figure 1.10. Localisation possible des additifs damla gouttelette selon leur polarité (1 est hydrople, 2 est
amphiphile, 3 est lipophile)[Leser et al, 2003]

De par leur stabilité dans le temps, leur biocoibg@é, leur trés grande surface (~400 mz2/qg) et le
capacité de stockage importante, ces dispersiangrent étre d’excellents candidats pour le tramspo
et la protection de molécules fonctionnelles hydi@s, lipophiles ou méme amphiphiles
[Drummond C. J. & Fong C., 2000; Caboi Fet al, 2001 ; Caboi Fet al, 2002 ; Sagalowicz Let
al., 2006; Amar-Yuli I. et al,, 2009]

I1.2.b. Les systemes non émulsifiés et le contréléaddiffusion de PA

Chang et Bodmeier furent les premiers a s’y ing&esn 1997Chang C.-M. & Bodmeier
R., 1997. A partir d'un systéme binaire monoglycéride inséteau, ils ont élaboré des matrices
lipidiques pour I'étude de la délivrance de molésutle PA (Myverdl). Ces matrices sont des
systémes non émulsifiés ditsilks La chlorphéniramine maléate et la pseudoéphédiile ont été
choisies comme molécules modeles hydrophiles.rnitsobservé que la diffusion suit une loi linéaire
en fonction de la racine carrée du temps (loi @&)Rpendant les douze premieres heures, confirmant
ainsi que la délivrance de PA est prédominée padiffasion. La diffusion plus lente de la
chlorphéniramine maléate a été attribuée aux ictierss de cette molécule, légérement amphiphile,
avec la phase cubique de la matrice. Ces phasestal diquide » lyotropes sont sensibles au
changement de température, le contréle de la @ffusnolécule hdte modéle en fonction de la

température a donc été exploré (figure 1.11.).
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Figure I.11. Influence de la température sur la quatité d’eau solubilisée dans la matrice (A) et laiffusion
du propanolol hydrochloride (B) [Chang C.-M. & Bodmeier R., 1997]

Lors d'un changement de température de 4 a 50°@lacule diffuse plus rapidement. Ceci est la
conséguence d'une part de la solubilité accrueadmdlécule lorsque la température augmente et
d’autre part de I'expulsion subite de I'eau et dul®rs de la matrice (phase lamellaire a 4°C espha
cubigue a 50°C) comme le montre la figure 1.11-Alidverse, la matrice se « remplit » d’eau lorsque
la température diminue ce qui n'a pas d'influenae la diffusion de la molécule de PA hors du
systéme. Dans une seconde étude, Chang et Bodowidait varier le pH et montrent que ce
parameétre peut aussi influencer la diffusion demdes[Chang C.-M. & Bodmelier R., 1997]

En conclusion, le déclenchement de la diffusionrdekecules de PA hors de matrices structurées peut
étre contrblé par un changement structural de @@sigtes a l'aide de deux parametres: la

température et le pH.

1.2.c. Les Isasomes et le contrble de la diffusianfA

De nombreuses études ont déja été réalisées stindagements structuraux a l'intérieur des
Isasomes suite a I'ajout de diverses moléculede(hunolécule active, tensioactif) suivant leurléail
leur structure, leur polarité, leur concentratjgimghmur A. et al, 2006 ; Uyama M.et al, 2009 ;
Amar-Yuli I. et al, 2009 ; Leseret al, 2003] Les phases dispersées cubiques et hexagonaks aus
nommées cubosomes et hexosomes sont les phasamtgéié le plus largement explorées, la
littérature en témoigngGustafsson J.et al, 1996; Gustafsson Jet al, 1997; Nankano M.et al,
2002; Spicer P. Tet al, 2002; Boyd B. J., 2003; Yaghmur Aet al, 2005; Guillot S.et al, 2006;
Yaghmur A. et al, 2006; Rosa M.et al, 2006; Salonen Aet al, 2007; Boyd B.et al, 2007
Popescu Get al, 2007]
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En revanche, peu de travaux ont été effectuésé&udé de la délivrance de molécules actives dd'ai
de ces vecteurs structurés. En 2005, Clogstoal. ont agit directement sur la molécule de PA, le
tryptophane (molécule hydrophile), dans le but Hanger la cinétique de délivrance. L’ajout de
groupements alkyls aux molécules de tryptophaneeledant moins hydrophiles, leur localisation au
sein des gouttelettes a été modifiée. Les moléauhésainsi tendance a se loger dans les régions
apolaires des nano-structures, ralentissant |éustin vers I'extérieur des cubosomes. Un coedfiti
de partitionP a été défini:

_[X

bicouchelipidique]

[XaqueuJ
oU [Xpicouche lipidiqud r€Présente la concentration de PA dans la régpmiaire de la phase cubique, et

[Xaquedd 1@ concentration de PA dans la région polaireisRh longueur de la chaine alkyl augmente,
plus P est grand et plus le temps de diffusion angen Par conséquent, une modification de la
diffusion est possible en ajustant la longueuradehaingClogston J. et al, 2005] D’autres études
sur les hexosomes et les cubosomes en tant queuvegour la délivrance contrblée ont été faites.
Angius R.et al. ont utilisé des molécules spécifiques pour leagiblde certains types de récepteurs
cellulaires]/Angius R. et al, 2006]

Boyd et al.ont imaginé des systémes de délivrance de typdfatiémulsion nanostructurées
présentant une température de transition procl®Ue, température du corps humain. Ce systeme se
sert des transition de phase pour déclencher fasiih de molécule hét@oyd B. J. et al, 2006;
Fong W. K. et al, 2009; Lee K. W. Y et al, 2009]

Bicorliruous Cubhs frverse Hexag ons 1000 300 (0, 40°C (H.). 30°C (Qy)
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E gik Hsal ; ZFF
T G0
m
o el _.‘--l-—llll-
i 20 '._,.,.n-"’
0 4=
0 2 4 G H 1 12

o SRSt tima ' [he'®)
Figure 1.12. Systéme de délivrance on/off activé paariation de structure induit par changement de
température [Fong W. K. et al, 2009]

Ce type de contr6le de la délivrance est particeieent intéressant pour des applications

pharmaceutiques des émulsions nano-structurées.
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Figure 1.13. Variations avec la température des mfils de délivrance statique (a gauche) et dynamigu(a
droite) du glucose a I'extérieur des émulsions staiurées (Phytantriol + 3% Vitamine E) cubique
bicontinue (Q.) et hexagonale inverse (5 [Fong W. K. et al, 2009]

La délivrance du PA (le glucose dans ce cas) estird® par la diffusion. Cette diffusion est
déclenchée par la température (cf. figure 1.13adche). Le systeme de type « commutateur » est le
suivant : pendant la phase, @ systeme est ouvert, et pendant la phas&aHiffusion est arrétée (cf.
figure 1.13. a droite). Cette étude est une pranyveane diffusion de type on/off est réalisable #tipa
d’'lsasomes Elle est a comparer aux résultats de Chang & BidelrfChang C.-M. & Bodmeier R.,
1997] sur la délivrance de PA intégré dans des bulkpldeses lamellaires et cubiques de lipides
structurants (cf. 8§ 1.2.b.). En effet, méme si densas des émulsions submicroniques structurées la

surface spécifique de diffusion est beaucoup phugoitante que dans les bulks et le tensioactif
constitue une barriére a la diffusion, la phasequéQ (= Pn3m) semble étre la phase propice a une

diffusion plus rapide du PA.

I. 3. Bilan du chapitre |

L'étude bibliographique menée dans ce chapitrerenjs de situer la problématique qui est la
conception de matériaux originaux répondant a imusts externe par la délivrance de PA. Les
nombreux articles référencés nous informent smelzessité de nouveauté et de développement dans
ce domaine. C'est dans cet esprit que cette thé&é menée. Les chapitres qui suivent décriront la

démarche utilisée pour la conception de nos maiérigt la caractérisation de la délivrance de PA.
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Chapitre |l
Synthese et caractérisation

de nanoparticules d’oxyde de fer

« On fait la science avec des faits, comme omuf@tmaison avec des pierres : mais une
accumulation de faits n'est pas plus une scienagdas de pierres n'est une maison »

H. Poincaré
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Il.1. Généralités sur les oxydes de fer

Les nanoparticules d'oxyde de fer sont classéekeanr catégories. Elles sont appelées SPION
(SuperParamagnetic Iron Oxides Nanopartiles les particules individuelles ont un diamétre
supérieur a 50 nm, et USPIONI{rasmall SuperParamagnetic Iron Oxides Nanopaett pour des
tailles inférieures a 50 nm. Dans ce chapitre, ndéisrirons la synthése et la caractérisation des
matériaux. Les oxydes de fer sont les ferriteplas connus historiquement. Les types d’oxyde de fe
sont nombreux, nous expliciterons ici les prinagalcaractéristiques physico-chimiques de la

magnétite et de la maghémite.

[1.1.1. Caractéristiques structurales

La détermination structurale des particules d’exye fer est rendue difficile par la formation
de nombreuses phases cristallines composées dfieétaliques a différents degrés d’oxydation. En
effet, six phases d’oxydes de fer peuvent étreaminées dont les plus courantes sont la magnétite
(F&0y), la maghémiteytFe0s), 'lhématite (-Fe0s) et la wistite (FeO). La plupart de ces phases
adoptent une structure de type spirfeldous nous intéressons ici & la magnétite et ighémite.

La structure de la magnétitesEga été établie dés 1915 a I'aide de la diffractiea thyons X
par Bragg et par Nishikaw@ragg W. H., 1915 ; Nishikawa S., 1915]La maille élémentaire de la
magnétite est un arrangement cubique face cerft de 32 anions © comportant par ailleurs 64
interstices de symétrie tétraédriques et 32 intestde symétrie octaédrique. L'état de I'oxyddate
est différent des autres car il contient a la ftés atomes de fer divalents {Jeet trivalents (F¥).
Ces atomes se trouvent dans les sites tétraédrigfuestaédriques mais seulement 1/8 des sites
tétraédriques et la moitié des sites octaédriqgaes accupés. Le spinelle de la magnétite de formule
[Fe*]{[Fe*'Fe"]o0, est dite inversgHill et al, 1979]car les ions trivalents se répartissent entre les
sites tétraédriques et octaédriques tandis queoles divalents se trouvent uniqguement en sites
tétraédrigues comme schématisé sur la figure 2d.gBoupe d'espace cubique E$Bm (n°227), et
son paramétre de maille est 8,3970 A. La magnésitesouvent non-stoechiométrique, dans ce cas le

cation déficient est le Be Quand la magnétite est stoechiométrique le rapedisur F&" est de 0,5.

! Une structure de type spinelle est0¢Y**),(0?)..
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Figure 1I.1. Structure spinelle inverse de la magndte, systéme cfc d’'ions oxygengsossuin Y.et al, 2009]

Dans la maghémite-FeOs, le fer se trouve totalement dans I'dtatalent d’oxydation ce qui
se traduit par I'apparition de lacunes cationigeiepositions octaédriques. Comme pour la magnétite,
la maghémite est un spinelle inverse qui crisaltlans un systéme cfc d’ions oxygéne. Il a étdiétab
que la formation d’un spinelle a pour origine lemsferts électroniques entre les ion$' ¢ F€* de
'oxyde de fer. Cette méme mobilité électroniqué asssi a I'origine de la transformation de la
magnétite en maghémiféolivet J. P. & Tronc E., 1988; Jolivet J. P.et al, 2004] La structure
spinelle de la maghémite s’écrit [’r—ja[Fe?’*s,g 131004, C'est une structure spinelle lacundifeonc
E. etal, 1982]
Le paramétre de maille de la maghémite différer&gent de celui de la magnétite : 8,3515 A au lieu
de 8,3970 A.

[1.1.2. Ferrofluide et stabilisation colloidale

En vue d’applications biomédicales, la mise empsnsion des oxydes de fer et le contrble de
la stabilité des suspensions sont des enjeux nsajeer paragraphe suivant explicite les différents
parameétres a prendre en compte pour la prépardtiom ferrofluide stable dans le temps. Un
ferrofluide est une dispersion colloidale de patés magnétigues dans un solvant généralement
aqueux. Afin de rendre la suspension homogene adtlest des interactions répulsives entre les
nanoparticules sont nécessaires pour éviter legltoagration et/ou une séparation complete du
solvant.
La stabilisation des dispersions diluées de pdeticahargées peut étre décrite par la théorie DLVO
(Derjaguin, Landau,Verwey, Overbeeck). Elle doreméduteur de la barriere énergétique pour éviter

les contacts entre particules, c’est la stabiliteétique. La stabilité de la suspension résultend’u
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équilibre entre les forces attractives et réputsiertre les particules. Les forces qui vont a bete

de la stabilité sont les forces attractives de Wap der Waals, et les forces d'interaction magyuéti

Les énergies permettant la stabilité des ferrofisidont I'énergie d’agitation thermique Brownienne
(de l'ordre de KT) et les énergies répulsives entre les particlles.énergies de répulsion permettant
de moduler la barriere de potentiel prévenant lamgration, ne dépendent que des molécules
choisies pour stabiliser la suspension. La stébii la suspension a une contribution électrosiatiq
(stabilisation électrostatique) ou bien stériqua pasorption de macromolécules (stabilisation
stérique) a la surface des particules magnétiquréant ainsi un volume exclu. Les paramétres a
considérer pour obtenir une suspension électrgatstable sont le pH de la solution, la nature et
concentration des électrolytes (force ioniguejivet J. P., 1994 ; Vayssiéres L., 200%5&ndis que les
facteurs influencant la stabilité stérique sont tiplds comme la force d'interaction surface-
macromolécule, le taux de couverture de la surtse particules, la taille des particules adsorbées,
etc.[Jolivet J. P., 1994 ; Jolivet J. Pet al.,2004]

Avant de pouvoir obtenir un ferrofluide stablefdlut synthétiser les nanoparticules d’'oxyde de fer
d'une certaine maniere. Au fil des années, diveoslas de synthése ont été mis au point, les plus

usuels sont présentés ci-apres.

[1.1.3. Généralités sur la synthese de nanoparticas d’oxyde de fer

La synthése des nanoparticules d’oxyde de feé éaégement étudiée. Il existe des méthodes
de synthese physiques et chimiques, cependanidakionique est la plus courante car elle permet un
meilleur contrdle de la taille a I'échelle nanonggte [Gupta A.K. & Gupta M., 2005]. Dans le
cadre de cette these, nous nous sommes intéredség déthodes de synthese par voie chimique : la
synthése par co-précipitation et la synthése phratéon d’acétylacétonate de fer.
De maniere générale, la synthése par voie chinmpgué se scinder en une phase de nucléation et une
phase de croissance. Pour obtenir la taille désieéaanoparticules il faut pouvoir contrbler et/ou

limiter ces deux étapes.

[I.1.3.a. Synthése par coprécipitation en milieu @eux
La synthese de la magnétite par coprécipitatidond’ ferriques et ferreux par une base forte

est connue depuis 1852 Fort, 1852]. La réaction chimique est la suivante:
Fe* +2Fe” +80H™ - Fe,0, +4H,0

La phase spinelle est formée quasi instantanémetgnmgérature ambiante. Le contrdle de la
morphologie et de la polydispersité des particalesyde de fer a été un enjeu scientifique des les
années 198(Sugimoto T. & Matijevic E., 1980 ; Ozaki M. & Matijevic E., 1985 ; Massart R.,
1981 ; Matijevic E., 1981 et 1986 ; Jolivet J. P1,994] Il a résulté de ces travaux I'importance des
parameétres comme la température, le temps de elgay it force ionique, le pH.

La force ionique et le pH du mélange réactionnal $es facteurs principaux pour le contrble de la

polydispersité et de la taille des oxydes de fersda synthese aqueuse par coprécipitation. Denfago
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générale, plus le pH et la force ionique sont &ewdus les particules sont petit@&yssieres L.,
2009] Vayssierest al. ont également observé I'existence d'une valeupldecritique, & une force
ionique fixée, au-dessus de laquelle la taille plegicules n’évolue plus au cours du vieillissement
Au contraire, si le pH, au cours de la coprécipmtatest inférieur a ce pH critique, les particubes
tendance a grossir aprés leur formation (marissedi@stwald)[Vayssiéres L.et al, 1998] De plus,

la nature des anions présents en solution issiseldeutilisés peut aussi avoir une importance. Les
travaux de Matijevic ont permis d’observer que denwir complexant de I'anion joue un réle majeur
dans le controle de la morphologie des particulesyde. Par exemple, la présence d’'anions chlorure
n'oriente pas la croissance des nanoparticulesyd®xleur croissance reste donc isotrope car ces
anions ne sont pas suffisamment complexgvitgijevic E., 1981 et 1986]

La synthese par coprécipitation présente I'avantigeavailler en milieu aqueux ce qui est un point
primordial lorsque I'on envisage des applicatiomsri®dicales. La stabilisation des oxydes de fes sou
forme de suspension colloidale aqueuse est rendssibie par peptisation acide ou basique, sans

l'intervention de tensioactif organigiiglassart R., 1981 ; Berger Pet al, 1999]

[1.1.3.b. Synthése en milieu non aqueux type miesdihverse

Les oxydes de fer peuvent étre obtenus par dauatethodes chimiques au cours desquelles
les nanoparticules sont aussi fonctionnaliséessDaparagraphe suivant est détaillée une synthese
plus sophistiquée que la synthése par coprécipitatiais aussi plus contraignante car elle a lieu en
milieu non aqueux.

Cette synthese en milieu non aqueux permet de peodes nanoparticules d’oxydes de fer
hydrophobes stabilisées de maniére stérique pamdéscules de tensioactifs (e.g. acide oléique,
CTAB). Lorsque la synthése se fait dans un solagotaire, les molécules de tensioactifs s’organisen
sous forme de micelles inverses (eau dans I'hailEntérieur la nucléation-croissance interviendra
Dans ce type de synthese qui comprend la syntte@rsdgezomposition thermique et la synthese par
réduction de précurseurs, différents paramétres petmettent de contréler la taille, la polydisfiérs
des particules mais aussi la forme des partid@les S.et al, 2004 ; Chaudret B., 2005 ; Dumestre
F. et al, 2004] Dans la synthése que nous utilisons, la tailke rdenoparticules est influencée par la
nature du précurseur métallique, la températurke éemps de la réaction. En regle générale, la
température de la réaction est fixée par la tenype&ral’ébullition du solvant choigBun S. et al,

2004] Ce mode de synthése se décompose en plusiepes égprésentées dans la figure 11.2.
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Phase |: Synthéses des éléments Phase 2: nucléation

Réactif agissant sur le précurseur
i g : tensioactif
Phase 3 arrét

-
¥ 3 ..l -
de la nucléation Sssossy POCUTSEUr
-
-

Atomes constitutifs de la nanoparticule

3. 15 . inalec
. ales
Phase 4: croissance, Particules finale

maturation d oswald

Figure 11.2. Différentes phases de la synthése chimique peéduction de précurseurs[Fleurier R.,
2006}

Dans un premier temps, les ions métalliques quit ienmer les atomes métalliqu
constitutifs de la nanoparticule sont mis en présates réactifs. Durt cette phase, la températ
contrdle la réaction de réduction des précurséurzartir des atomes métalliques formés, les gel
nécessaires a la croissance des particules sahtifsoc’est la nucléation (ou germination). Loesld
nucléation, I'ajat de molécules de tensioactifs a la solution peeniter la vitesse de croissant
L’étape suivante est I'arrét de la germination da aiminution de la quantité d’atomes métalliq
présents en solution (consommation des atomes,Emfe fois la ncléation stoppée, la croissanc

lieu, gouvernée par le phénoméne de mirissemestwald

Il.2. Synthese des nanoparticules d’'oxyde de fer pavoie chimique et

préparation des ferrofluides

Nous avons synthétisé des nanoparticules d’oxyddedepar voe chimique selon tro
méthodes deux syntheses par coprécipitation et une syatpas rédction d'un acétylacétonate

fer.

Il.2.1. Synthése par coprécipitation de sels de

Protocole expérimental de la synthése par copréaeifidn

Le mode opératoire de cette synthése suit de préséthode mise au point par Mas:
[Massart R., 1981] Il comprend une étape de synthése suivieavage des nanoparticules. Poe

faire, les sels de fer sont introduits darn ballon bicol en propadn stoechiométriqudel que
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[Fe'] _ 015M
[Fe"] ™ 030M

=05 dans 50mL d’eau déionisée ultrapure (X®MLa solution de réactifs est

dégazée pendant 5 & 10 minutes a 'argon, et lesleder sont coprécipités a pH entre 10 et 12ipar
exces dammoniaque (NBH, 25%) a température ambiante, et sous fortetémit La solution est
alors chauffée a 90°C pendant 20 minutes. Unedoes la solution colloidale de nanoparticules a
refroidi jusqu’a température ambiante, les paréisusont récupérées par décantation magnétique a
'aide d’'un aimant en néodyme. L'élimination demsoammonium adsorbés se fait par des lavages
successifs a I'acétone puis a I'eau déionisée.aegparticules sont ensuite conservées dans l'eau

déionisée dans le but d’'étre peptisées.

Protocole expérimental de la synthése par copréaifidn assistée par les ultrasons

Une variante de la synthése par coprécipitativteesynthése assistée par les ultragens
E. H., 2005] Son intérét est qu’elle ne nécessite pas de tionsliparticuliéres de température et
d’atmosphére. Cependant, quelques travaux ont répmpe le temps d'ultrasons influence la
cristallinité des nanoparticules obtenues et paséquent leurs propriétés magnétiqlieésn E. H.,
2005 ; Drofenik M., 2006] Cette synthése repose sur le phénomene de @avigoustique a savoir
la formation, la croissance et I'implosion de bsltans un liquidéitzgerald M. E. et al, 1956] A
I'intérieur de ces bulles, des conditions de haemepérature et haute pression sont cr@edanken
A., 2004] Par la suite, nous avons voulu comparer cettéhéga a la synthése par coprécipitation
conventionnelle.
Comme précédemment, les ions ferriques et ferrenk &outés en proportion stoechiométrique a 10
mL d’eau déionisée dans un pilulier de 30 mL. Uniede a ultrasons en titane grande puissance et de
fréquence 20 kHz est plongée dans la solution. uisspnce de la sonde est réglée a 30-35% de sa
puissance maximale (500 Watt) par intermittences&’seconde. La solution contenant le mélange
initial est soumis aux ultrasons pendant 1 minmanad’ajouter 'ammoniague en excés qui sert a
coprécipiter les sels de fer. Un précipité noir danoparticules d'oxyde de fer se forme
immédiatement. Le floculat de nanoparticules estrés aux ultrasons pendant différents temps allant
de 10 minutes a 3 heures. Des échantillons duptéaont prélevés dans le but d’étre analysée a 10
minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures et 3 helessnanoparticules, récupérées par décantation
magnétique, sont lavées plusieurs fois pour serdids®r des ions ammoniums adsorbés a leur
surface.

Les floculats obtenus sont conservés pour étréaprite mis en suspension colloidale.

Préparation des ferrofluides : Peptisation des narasticules d’oxyde de fer

Trois types de ferrofluides ont été réalisés aipdes particules obtenues par coprécipitation

dans cette étude : un ferrofluide acide dont letreeion est non floculant comme les ions nitrates (

NO,) [Mornet S., 2001} un ferrofluide basique ayant pour contre-ions lestions de
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tétraméthylammoniurfBerger P. et al, 1999]et un ferrofluide citraté anionique dont les ceritns
sont des citrated8ee A.etal, 1995 ; Toprak M. S.et al, 2007]

» Ferrofluide acide cationique L'oxyde de fer floculé est traité par I'aciderigue HNG a la
concentration de 2 mol/L. La solution est agitéal@antée magnétiquement. Le précipité
récupéré est lavé a l'acétone afin d’éliminer le&xal’acide. Un volume de 150 mL d'eau
déionisée est ajouté aux nanoparticules pour Ipsge par les ions nitrates. La solution est
placée dans un bain a ultrasons pendant 15 miafitesle bien disperser les agrégats qui se
seraient formées. Ces NPs seront utilisées pauotiification de surface dans le chapitre IV.

» Ferrofluide basique anionique ‘Au floculat de nanoparticules synthétisé en mibkgueux,
une solution molaire d’hydroxyde de tétraméthylamimm N(CH),OH est ajoutée. Les
nanoparticules sont dans un premier temps récup@aedécantation magnétique puis lavées
a l'acétone pour éliminer I'excés d’'ions. Les parkes sont redispersées a 'aide d’'un bain a
ultrasons dans la quantité d’eau voulue. Ce fanddl sera utilisé lors d'une étude de
résonance paramagnétique électronique.

» Ferrofluide citraté anionique: Le mélange biphasique de nanoparticules magresticpt
d’eau est fortement agité a 90°C pendant 1 heuggésence de citrate de trisodium {Sid)
en exces dont le pH est compris entre 7 et 9. Gettagion est soumise aux ultrasons 1 heure
de plus, et les particules sont récupérées a l@#igeaimant puissant en néodyme. Le floculat
est lavé a I'acétone et redispersé dans une cermiantité d'eau a I'aide d’ultrasons pendant
30 minutes. La suspension obtenue a un pH compitis & et 9. Le N&it permet d’avoir des
suspensions stables sur une large gamme de pHH4 ¥®) puisque la molécule de citrate
posséde trois fonctions carboxyliques dont les®K8°C sont 3,08, 4,74 et 5,4 complétement
déprotonées a pH neutree citrate s’adsorbe sur les nanoparticules parptexation des
atomes de fer superficigbubois E. et al, 1999] L’hydrogel magnétique physique sera formé

en utilisant ce ferrofluide citraté.

Chacun des ferrofluides préparé est dialysé ad'adin boudin de dialyse en cellulose régénérée
Spectrapor 6 avec une taille de pores de 50 kDdgmeril & 2 jours dans de I'eau déionisée au pH

approprié. Cette eau de dialyse est changée timstdsheures.

I1.2.2. Synthése type micelle inverse par réductiotiacétylacétonate de fer
La synthése utilisée dans le cas présent compnaatdecétapes.
e L'étape n°l consiste a mélanger, dans un ballaoltréquipé d'un reflux, 2 mmol de
précurseur d’acétylacétonate de fer(lll), méhol de réducteur 1,2-hexadécanediol dans
30 mL de solvant (éther d’octyl, de phényl, ou éezyl). Cette solution est dégazée pendant

20 minutes a l'argon sous agitation constante.
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« Dans l'étape n°2, toujours sous atmosphére inelde,température est augmentée
progressivement (5°C/min) jusqu’a 100°C. A ce st&damol d’acide oléique sont incorporés
a l'aide d’'une seringue et le mélange est laiss#té température pendant 10 minutes.

* A la troisiéme étape, l'augmentation de températoomtinue jusqu'a la température
d’ébullition du solvant (5°C/min). La réaction ektissée a cette température pendant
20 minutes.

» Aprés avoir laissée la suspension recouvrer la éeatpre ambiante, les nanoparticules sont
récupérées pour étre purifiées. Pour ce faire, 4@'éthanol absolu est versé dans le floculat
et ce mélange est centrifugé a 6000 tours par mipehdant 15 minutes. Le surnageant est
jeté tandis que le précipité noir est redispersésdame solution d’hexane contenant 5 mL
d’éthanol. On centrifuge une nouvelle fois 15 masu& 6000 tr/min, cette fois le surnageant
est récupéré. Enfin, une derniére centrifugatidrréaisée en ajoutant 40 mL d’éthanol a la
suspension. Le précipité noir est alors redispgass I'hexane a I'aide d’'un bain a ultrasons.

Les particules obtenues sont enrobées de molédialeisie oléique comme sur le schéma de la figure

11.3 ci-dessous :

L -

Figure 11.3. Schéma d'une nanoparticule d’oxyde déder entourée d’acide oléique (a gauche) et de

l'interaction possible entre I'acide oléique et cée nanoparticule (a droite).

Du fait que l'acide oléique est un ligand tensidadt contribuera a la stabilisation colloidalenda

I’hexane, le solvant apolaire utilisé.

I1.3. Résultats des syntheses de nanoparticules diale de fer

I11.3.1. Taille des nanoparticules
La taille des particules d’oxyde de fer est unend@nimportante. L'un des moyens pour
évaluer leur diameétre, leur forme et leur dispérsist la visualisation des nanoparticules en
microscopie électronique en transmission (MET).
Avant tout, le ferrofluide est dilué dans le solivapproprié et mis dans un bain a ultrasons perfant
mn afin de casser les agrégats éventuels. Pourvebdes nanoparticules en MET, il faut déposer et
laisser sécher a température ambiante une gouttermduide dilué sur des grilles de microscopie.

Les clichés sont réalisés sur un sur un microsétylgos CM20 opérant a 200 kV.
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[1.3.1.a. Synthése par coprécipitation simple
Le cliché de la figure 1.4 montre des particulesxgide de fer plus ou moins sphériques et
plus ou moins agrégées. L’agrégation est essentielt due au phénoméne de séchage de la goutte

sur la grille.

Figure 11.4. Cliché de MET de nanoparticules synthésées par coprécipitation simple et stabilisées da
I'eau par I'acide nitrique (ferrofluide acide).

Un histogramme en taille a été réalisé a partipldsieurs centaines de nanoparticules (fig. 11.159).

distribution a été ajustée par une loi de typerlognale (fig. 11.5.).

28
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Diametre des nanoparticules (nm)

Figure 11.5. Histogramme en taille des nanoparticués d’oxyde de fer issues de la synthése par

coprécipitation simple ajusté a partir d’'une loi log-normale.

La loi log-normale est de la forme :
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1 In2(d/do)J
n(d) =—=——xexp ————2*
(d) J2rod F{ 2 g2
n(d) est I'amplitude de la densité en fonction du diken@, d, est le diamétre médian etest I'écart-
type dedn(d).
Le diamétre le plus probable des particules, rtéest relié ad, et o par la relation

d,=d, exp(— 02). Si I'écart-type est grand, la dispersion deswal@utour del, est trés large. Si

est faible, la dispersion des valeurs est étraiteua ded,.
Dans le cas de la synthése par coprécipitationlsjng diameétre le plus probable est de 8,3 nne et |
diamétre médian est de 9 nm. L’écart-type de sgtiehése est = 0,29.

[1.3.1.b. Synthése par coprécipitation assistée disasons
En MET, les nanoparticules issues de la synthasec@précipitation assistée des ultrasons
apparaissent trés facettées. A premiere vue, afjparaissent plus polydisperses en taille que sans
ultrasons, le cliché montre en effet de trés peprticules mais aussi des plus grosses allabtnie
a 19 nm. Comme précédemment, les particules sastqu moins agrégées et sont inférieures a 20

nm.

Figure 11.6. Cliché de MET de nanoparticules synthéisées par coprécipitation assistée par les ultrass et
stabilisées dans I'eau par les ions de tétraméthytamonium (ferrofluide basique).

Une distribution en taille de ce dép6t est faifgaéir de quelques centaines de nanoparticules
(environ 800) et nous avons ajusté cette distinudi I'aide de la loi log-normale.
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Figure 11.7. Histogramme en taille des nanoparticués d’oxyde de fer issues de la synthése par

coprécipitation assistée par les ultrasons ajustégartir d’'une loi log-normale.

Dans le cas de la synthése par coprécipitatioistéssdes ultrasons, I'histogramme en taille
montre I'existence de trés petites particules demiameétre est inférieur & 3 nm et qui n’étaiess p
observées dans la synthése précédente. De plus|apsynthese assistée par les ultrasons, 21% des
nanoparticules ont des tailles comprises entre 3 rah tandis que pour la synthése sans ultrasons,
seulement 3% des nanoparticules sont dans cettm@al® taille. Le diamétre médian calculé a partir
de I'ajustement par la loi log-normale est de fl Bt le diamétre le plus probable est de 5,5 ram. L

dispersion en taille autour dg est tres large avec= 0,5.

11.3.1.c. Synthese type micelle inverse par réduction d’atatgtonate de fer

Sur le cliché de microscopie présenté figure I{8.gauche), nous observons un tapis de
nanoparticules bien délimitées. L’acide oléiquewrsticide gras de formule chimique brutgHz,0,
et est dans le cas présent le ligand (cf fig.Lll Br) effet, cette molécule amphiphile comporte téte
hydrophile qui interagit fortement avec les groupata hydroxyles des nanoparticules et une chaine
hydrophobe qui rend les particules hydrophobesaMaurs, ce ligand & longue chaine alkyle aidke a
stabilisation stérique des nanoparticules et éaitei leur agrégation. La distance interparticelair
entre deux particules voisines est en moyenne 13,1dp= 2,1 nm,d, = 2,1 nm etr = 0,14), c'est-a-
dire qu’elle est tres inférieure a la longueur @endchaines d’acide oléique mises bout a bout, une
chaine mesurant 1,75 niree D. K. et al, 2007; Pauly M.et al, 2009] Par conséquent, les chaines
d’acide gras de deux particules voisines s’integg@mt fortement sans que les nanoparticules ne

s'agglomerent lors du dépét.

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 45



Les nanoparticules sont de forme plus ou moinsrgpigé En microscopie haute résolution (fig. 11.8.,
a droite), les plans réticulaires sont visiblesqoe permet de confirmer que les particules sonh bie

cristallisées.

Figure 11.8. Clichés de MET de nanoparticules synthtisées par réduction d’'acétylacétonate de fer dans
I'éther d’octyl et stabilisées par de I'acide oléige dans I'hexane. A droite-cliché haute résolutiod’une

nanoparticule dont on distingue les plans réticulags.

Frequence (%)

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Diamétre des nanoparticules (nm)

Figure 11.9. Histogramme en taille des nanoparticuts d’'oxyde de fer issues de la synthése par réducti
d’acétylacétonate de fer dans I'éther d'octyl ajust a partir d’une loi log-normale.

A partir de la distribution en taille (fig. 11.9.)a loi log-normale nous donne le diameétre le plus
probabled,= 6,1 nm, le diamétre médiaty= 6,2 nm et I'écart-types = 0,16 nm. La dispersion est

donc trés peu polydisperse.
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D’aprés Suret al, plus la température de la réaction est élevée Ipltiaille des particules augmente
[Sun S.et al, 2004] En plus de la synthese dans I'éther d’octyl, nawusns testé d’autres solvants
ayant des températures d’ébullition différented Bnuconservant les mémes étapes précisées dans le
paragraphe Il. 2. 2. Les températures d'ébullitten I'éther de phényl, d’'octyl, et de benzyl sont
respectivement 265, 295 et 300°C.

% en classe

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Diametre des nanoparticules (nm)

Figure 11.10. Clichés de MET de la synthése par raaction d'acétylacétonate de fer dans I'éther de ph#/l
et son histogramme en taille.
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Figure 11.11. Clichés de MET de la synthése par rédttion d’acétylacétonate de fer dans I'éther de benyl

et son histogramme en taille.

La température d’ébullition de I'éther de phényrétplus faible que pour I'éther d’octyl ou de bdnz

il est attendu des tailles de particules plus @®tites clichés de MET des figures 11.10. et |l dibsi
gue les histogrammes en taille montrent une gragtirogénéité en taille contrairement a ce quéa ét
observé sur la figure 11.8. et avec des nanopdescheaucoup plus facettées. Les particules ishies
la synthese avec I'éther de phényl (figure Il.Xdh) 8% de particules qui ont des tailles inférisuie

4 nm contrairement a la synthése avec I'éther deyb®u d'octyl. De plus, méme si I'éther d’octyl e
phényl ont des températures d'ébullition procheXC(8'écart), les particules obtenues sont trés

différentes. Par ailleurs, la synthése dans I'éttiectyl donne des nanoparticules de formes plus
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arrondies contrairement aux deux autres synthésssrésultats montrent que les parameétres de la
réaction ne sont pas optimisés pour les synthémes ltether de phényl et de benzyl. L’amélioration
passe par I'ajustement de certains parametregjtelde temps de réaction, la montée contrblée en
température ou encore les précurseurs utilisés.

Par la suite, nous avons poursuivi notre étudetiigamt la synthése par réduction d’acétylacétenat

de fer donnant les meilleurs résultats, c'est-@ldisynthése dans I'éther d’octyl.
I1.3.2. Caractérisation structurale des nanoparticués d’oxyde de fer
Dans le but de déterminer la structure des oxgddgr synthétisés, nous avons combiné deux

méthodes : la diffraction des rayons X (DRX) espeectroscopie Raman.

Préparation des échantillons de NPs d’oxydes dedeur la DRX: Les diffractogrammes de poudre

ont été collectés avec un diffractométre Philiplisant une radiation Cutg (A, = 1.5406 A). Les
échantillons de floculat sont séchés, broyés etpeabés sur un support en PVC ou tout simplement

déposés par évaporation du solvant sur une plagjverde.

Préparation des échantillons de NPs d’oxyde degdeur la spectroscopie Ramarl 'analyse Raman

se fait a partir de floculat de particules ou d'umutte de ferrofluide séché sur une lamelle de
microscopie optique en verre. L'appareil utilisé @s$ microspectrometre Raman confocal a balayage
LabRam équipé d’'une platine Peltier. La longuewonde excitatrice émise avec un laser hélium-néon
est de 632,8 nm. Afin de prévenir la dégradatior’@ghantillon et la transformation de phase des
oxydes de fer dles a la tempérafaie Faria et al, 1997]la puissance du laser a été réduite a l'aide de
filtres de 15 mW au départ & 0,4 mW. La proporgonmagnétite et en maghémite dans I'échantillon
est évaluée par une analyse semi-quantitative emngiéluant les bandes Raman-actives grace a des

courbes Lorentziennes. Une moyenne est effectugisamnt trois a quatre zones sur I'échantillon.

11.3.2.a. Synthese par coprécipitation simple
Le diffractogramme de la figure 11.12. donne d&eimations sur la cristallinité des oxydes de
fer. La largeur des raies peur indiquer un effeada taille réduite des particules mais éventoediat

étre la conséquence d'oxydes de fer mal cristallisé
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Figure 11.12. Diffractogramme de poudre d’oxyde defer synthétisé par coprécipitation simple.

Nous avons indexé les pics de Bragg de ce diffggatome en effectuant le rapport de la position du

pic par rapport au pic le plus intense (pic ders¥fée). Ce rapport au carré est un entier naturel :

sing | _ N;
Sineref Nr2ef
Le pic de référence étant le pic correspondant &dices de Miller (311), on prendra

B () =222 17775 et N2 =h?+k2+12 =32 +12 +12 =11. Les résultats sont regroupés dans le
ref 2 ref

tableau II.1.
Pic 20 ° N2 N h | k | | N2théorique N théorique Remarques
18,4 3,0171 1,7369 1.1 1 3 1,7320
2 | 30,25 8,0358 28347 2 2 0 8 2,8284
35,55 11 3,3166 3.1 1 11 3,3166 Pic de référence
37,25 12,0390 3,4697 2.2 2 12 3,4641 Epaulement
4| 432 15,9950 39993 4 4 0 16 4
47,3 18,9935 4,3581 3 3 1 19 4,3589 Non observé
5 | 537 24,0775 49068 4 2 2 24 4,8990
6 | 57.3 27,1329 52089 ° 1 1 27 5,1962
7 | 62,85 32,0854 56644 4 4 0 32 5,6569
8 | 71,35 40,1431 6338 6 2 0 40 6,3246
9 | 745 43,2443 65760 ° 3 3 43 6,5574

Tableau I1.1. Indexation des pics du diffractogramne de la figure 1. 12.

Les valeurs calculées a partir des données expdaiae sont en accord avec les valeurs théoriques,

I'indexation des pics correspond au groupe d’espabéueFd3m .
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La loi de Braggd,, :ﬁ et I'expression du parametre délendétablie pour une maille
sin

cubiquea =d,,vh? +k?+I? permet de moyenner sur chaque pic la vekear

Dans le tableau 11.2., nous avons calculé le pait@ntke maille déduit de chaque pic, que nous avons
également mis sous forme graphique dans la figuta. IL’ensemble des points se trouvent entre les

valeurs des parametres de maille de la magnétite ket maghémite.

Pic N
observé 20 ° dna (A) a (A
1 18,4 1,7370 4,8161 8,3417
2 30,25 2,8348 2,9510 8,3468
3 35,55 3,3166 2,5223 8,3654
37,25 3,4697 2,4110
4 43,2 3,9994 2,0917 8,3667
47,3 4,3582 1,9195
5 53,7 4,9069 1,7048 8,3520
6 57,3 5,2089 1,6060 8,3449
7 62,85 5,6644 1,4768 8,3543
8 71,35 6,3359 1,3203 8,3505
9 74,5 6,5760 1,2721 8,3418
Tableau 11.2. Détermination du paramétre de mailledes oxydes de fer.
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Figure 11.13. Valeur calculée du paramétre de maik a en fonction duN expérimental et comparaison avec

les paramétres de maille de la maghémite et de laagnétite.

La différence entre les paramétres de maille dedgnétite et de la maghémite étant faible (8,3970 A
et 8,3515 A respectivement), le calcul du paramé¢renaille ne nous permet pas de conclure quand a
la phase obtenue a l'issu de la synthese. Commaliia synthése nous n'avons pas effectué I'étape
d’oxydation de la magnétite, il est probable géetfantillon est un mélange des deux phases.

La spectroscopie Raman est utilisée dans I'anaigse nanoparticules d’oxyde de fer. En

2005, Chourpaet al. présente une analyse semi-quantitative par latrggeopie confocale Raman
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permettante caractériser la composition moléculaire des exydk fer et d’en déduire la proport

en magnétite et en maghémite dans I'échant[Chourpa et al, 2005]

—

)

-
|

Intensite (v.a.)

<
wh
|

0.0 -

T I T T T T T
400 500 600 700
Longueur d’onde (cm™')

T
300
Figure 11.14. Spectre Raman des nanoparticules d’gpde de fer synthétisées par coprécipition simple.

La theorie prédit que la magnétite aura cing bardtises en Rami: trois T, une F et une A,
Nous avons fait le choix de travailler sur la ganueel50 & 8C cmi*. Dans cette zone, la magné
est caractérisée par trois bandes & 532 et 661 ci[de Faria D. L. A. et al, 1997] D’apres la
littérature, lespectre Raman de la maghémite con généralemertrois bandes principales vers 3
500 et 700 cm [Chourpa I. et al, 2005 ; Soler M. A. G.et al, 2007] Le spectre moyepris dans
différentes zones de I'échantillon est donné figudet. La bande la plus intense est située ertifeet
750 cmt, il est possible de la déconvoluer en deux bandes, bande a 6 cm?! et une autre a
710 cni. Le mode A, de la magnétite naphasée est attribué a la bande a cmi’ et la seconde
bande est assignée a la maghémite. Le rapporaide ihtégrée des bandes 710, cmi* sur 4 zones
de I'échantillon fournit une estimation sequantitative de la proportion de magnétite et
maghémite (selon Chourpa al). Dans le cas présent de la synthése par copadapitsimple cette

méthode donne uroportion de magnétite de 55% contre 45% de maigé

[1.3.2.b. Synthése par coprécipitation assistée des ultras
Lors de la synthésessistée par les ultrasons nous avons prélevé wantidin de floculat ¢
différents moments successifs de la synthese. diadill.15. représente les diffractogrammes
oxydes de fer de 10 minutes a&ures d'ultrasons. Aucune différence significe n'a été enregistrée
et ces diffractogrammes possédent les mémes piBsadg caractéristiques de la magnétite et «
maghémite cubiques. Les pics de Bragg sont ¢ et indiquet, comme pour la synthése précéde

gue les particules sont mal crilisées et que les particules de I'échantillon s fines
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Figure 2.15. Diffractogrammes de poudre d’oxyde déer synthétisé par coprécipitation assistée par les

ultrasons a différents instants (de 10 mn a 3h).

L’analyse semi-quantitative par spectroscopie Rardéarite par Chourpet al, va nous informer sur

la composition des oxydes de fer de chaque préléntaux différents instants. Entre 10 minutes et 3
heures d'ultrasons, aucune différence significatdens les spectres Raman n’est enregistrée.
Contrairement a ce que l'on pourrait penser, lepterd’US n’influence pas la composition en

maghémite.

1400 4 —— 3 heures _
4 —— 2 heures )
1200 1 heures |
i 30 minutes
1000 10 minutes
m: ]
= 800
~q) ]
=
n i
= 600 —+
2
= ]
400
200 -
0 -
T T T T T T T T T T . T .
200 300 400 500 600 700 800 900

Longueur d'onde (cm'1)

Figure 11.16. Spectres Raman moyens des nanopartites d’'oxyde de fer synthétisées par coprécipitation

assistée des ultrasons de 10 minutes a 3 heuresluolasons.
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11.3.2.c. Synthése type micelle inverse par réduction d’atzgtonate de fer
La quantité de nanoparticules issue de la synth@se2duction d’acétylacétonate de fer étant
faible et le produit sec étant visqueux di a ls@née d'acide oléique, la DRX a été réalisée arpart
de dépbt de nanoparticules sur une plague de aprés évaporation de I'hexane. Il est important de
concentrer au maximum le film de nanoparticulesr gmen couvrir la surface du verre et pour avoir
une quantité suffisante de matiere qui diffracte. $oustrayant le signal amorphe du verre, le
diffractogramme de la figure 1.17. est obtenu. tSpjgs représentatifs de la magnétite et de la

maghémite sont indexés par les indices de Millsociss.
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Figure 11.17. Diffractogramme d’un dépdt de ferrofluide aprés évaporation de solvant sur plaque de ver

d’oxyde de fer synthétisé par réduction d’acétylagénate de fer.

Le spectre Raman de la figure 11.18. présente lém@s bandes a 663 et 710 proportion de
magnétite et de maghémite a été établie a paribedaleux bandes. Le ferrofluide a base d’oxyde de
fer synthétisé par réduction de fer (lll) acétytacate est évalué a 61% de magnétite et 39% de

maghémite.

34

Figure 11.18. Spectre Raman des nanopatrticules

N
1

d’oxyde de fer synthétisées par réduction

Intensité (a.u.)

d’acétylacétonate.
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I1.3.3. Propriétés magnétiques ds nanoparticules d’oxyde de fe
Les fluctuations thermiques désorientent I'aimaotatiAL-dessus de la température
blocage, on voit apparaitre un comportement paraétaggiede I'aimantation M conformémen la
loi de Langevin :
M = Ms(cothx-1/x)

avec x = uyB/ kgT ,u moment magnétique des particules monodomay, perméabilité du vide ¢
M aimantation a saturatiorExpérimentalement lemesure d'une grandeur physit n'est pas
instantanéeelle s’effectue sur en temg, (temps de mesure) caractéristique de I'ayil utilisé. Pour

un magnétometre a SQUIL, ést de I'ordre de 1(s.La température de blocage dépend du temp:
prend une mesure a étre réalisée.

L'évolution de I'aimantation d'un ensemble de pautes est réesumée sur la figure Il

o ¥ Aimantation effective
y

Aimantation d'une
nanoparticule

- Loi de Langevin

«+ 5 Bg
DI 4y t
& P 4 1 B
e YA 49 . Po
o] Ny W | g%t ab
N W e / : K ) Ty & c“%
WV [ LR
e\ | ~— 4 “-][\Fiﬂ;ii-’ 9%
YRy - : — WY
Sy Toos T

superparamagnétisme
Figure 11.19. Evolution de I'aimantation en fonction de la tempéature. Blocage des aimantations a bas:
température, qui s'annulent deux a deux pouidonner une aimantation effective nulle, et évolution a hae
température comme un matériau paramagnétique suivara loi de Langevin. On notera la diminution de
la norme de 'aimantation des nanoparticules avea@ltempérature. Les doubles fleches schématisentffet

du superparamagnétismi [Fleurier R., 2006]

Les mesures magnétiques sont réalisées sur le toagtée a QUID du Laboratoire de
Physique de la Matiere Condeng(Vinca Institut), en Serbie.

Le protocole expérimental de mesure ZFC/FC s’ddien quatre temp
Pour le ZFC ouero field coole :

1. L’échantillon est refroidi a K en champ nul ;
2. Un champmagnétique faible est appliqué (100 ;
3. On augmente la température de 5 a K, I'aimantation est mesurée tous AT.

Pour le FC odield cooled:

4. On diminue la température de 300 K sous champ et I'aimantation est de méme mes
tous lesAT.
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A l'aide des courbes ZFC/FC donnant I'aimantatiom fenction de la température a champ
magnétique constant, la température de blocage @t déterminée sur les échantillons de
nanoparticules synthétisées selon les différentthades.

Sur les figures suivantes, nous pouvons obsemerl'qimantation augmente puis diminue

avec la température, les maxima correspondentedripérature de blocage.

T T T T T T T T T T T T
10 NPs synthése par coprécipitation simple T

...............

courbe FC

..........

8 ]
— - courbe ZFC
L0 el
3
=)
é 6 _
= | $ B=100 Oc

3
4 |

y T T T v T y T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Temperature (K)

Figure 11.20. Courbes ZFC/FC des nanoparticules d'myde de fer synthétisées par coprécipitation simple

Plusieurs informations ressortent de ces courbésneDpart, nous confirmons qu'a température
ambiante, les nanoparticules d’'oxyde de fer syig@és sont dans I'état superparamagnétique. D’autre
part, nous connaissons les températures de bl¢@apePour la synthése par coprécipitation simple,
cette température est de 170 K environ. Elle ggrseure pour la synthese assistée par les USymuisq
la Ty est de 210K. La figure 1.22. concerne les mesumagnétiques en ZFC/FC des nanoparticules
d’oxyde de fer synthétisées par réduction d’acé@tlanate de fer. La température de blocage est plus

faible dans ce cas aveg=65 K.

T v T T y T T T T " T

8 T T T T T T T T T v
NPs synthése par coprécipitation+US 10 minutes ] NPs synthése par coprécipitation+US 3 heures
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e o ... 4
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Figure 11.21. Courbes ZFC/FC des nanoparticules d'myde de fer synthétisées par coprécipitation assést

par les US pendant 10 minutes et 3 heures.
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Sur les courbes de la figure 11.21., nous ne cemstaaucune différence dans le comportement
magnétique des NPs soumises 10 minutes ou 3 hauxedS. Les maxima sur ces courbes sont trés
larges, ce qui est la conséquence de la largabdistn en taille observée pour les NPM issues de
cette synthese. En effet, chaque taille correspdndne température de blocage, donc plus la
distribution de taille sera importante au sein’dehantillon, plus il y aura degTdifférentes. Sur la
figure 11.22., la distribution en taille étant éte le maximum de la courbe de ZFC est plus fin.

0.004 Synthése type micelle inverse

FC

0.003 4
B=100 Oe

M (emu)

YZFC

0.002 4

0,001 4 ©

T > T T T y T T T ¥
0 50 100 150 200 250 300

T(K)
Figure 11.22. Courbes ZFC/FC des nanoparticules d'myde de fer synthétisées par réduction

d’acétylacétonate de fer type micelle inverse.

[1.4. Conclusion sur les syntheses des nanopartiad d’'oxyde de fer

La synthése d'oxyde de fer la plus simple & mettmeceuvre et nécessitant le moins de
contraintes est de loin la synthése par coprétimitassistée des ultrasons. Néanmoins cette smthé
gui donne la valeur du diamétre le plus probablglis faible, s’avere la moins performante tant au

niveau du contrble de la taille que de la cristéi des nanoparticules.

d, (nm) do (NmM) c % magnétite % maghémite
Coprécipitation simple 8,3 9 0,29 55 45
Coprécipitation + Ultrasons 5,5 7,1 0,50 54 46
6,1 6,2 0,16 61 39

Réduction Fe(acag) type
micelle inverse

Tableau II.4. Caractéristiques des nanoparticulesysithétisées par les trois méthodes décrites dans

ce chapitre.

La synthese par réduction d’acétylacétonate dedeséde la distribution en taille la plus étrdiés,

valeurs de diamétre mesuré étant groupéees autody=d&1 nm. D’ailleurs, la valeur du diamétre le

plus probable et du diametre médian sont voisimedrairement aux autres synthéses. Cependant,
cette synthése est de loin la plus exigeante sant@écules d’acide oléique sont fortement adsarbée

en surface. Il est donc trés difficile de sépagsrNPM de ces ligands.
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Chapitre |l
Conception et mise au point d'un

systene de deélivrance

thermomagnétique

« A la source de toute connaissance, il y a une idée pensée, puis I'expérience vient confirmer
l'idée. »
C. Bernard
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[11.1. Introduction

L’étude bibliographique du chapitre | s’est focééissur les travaux de divers groupes ayant
rapporté la préparation de systemes de délivraoaegnt étre activés par la température et/ou par un
champ magnétique. Les matériaux thermosensiblésnjsuscité le plus d'intérét dans notre étude,
ont été les hydrogels et les émulsions nanostréesufisasomes). La température permet de modifier
ces matériaux et déclencher la délivrance de PAupgrrocessus de gonflement/dégonflement pour
I'hydrogel ou par une modification de la structurerne des gouttes d’émulsion. Une grande quantité
de molécules actives relativement lipophiles pewe¢ &olubilisée et stockée dans les émulsions
nanostructurées. En les dispersant et immobiliskms un hydrogel, cela permet d’obtenir un
matériau contenant des réservoirs lipophiles. ldaffement du systeme par des nanoparticules
magnétiques permettrait de moduler la structureédesisions et par la-méme d’activer la diffusion
des molécules qu’elles contiennent hors des gettttsl mais aussi hors de la structure polymérique

thermosensible.

NPM

Intérieur de I'lsasome contenant
le PA

Isasome stabilisé par un

& / tensioactif

o 0 [ o /Matrice polymérique
[+
° o
o o o

Figure 111.1. lllustration de la hiérarchie du systéme de délivrance envisagée.

Ce chapitre a pour but d’étudier la délivrance depRr activation thermomagnétique hors
d'un systéme complexe comprenant des nanoparticukgnétiques, des Isasomes, un hydrogel
thermosensible et un PA détectable par résonameenpgnétique électronique (RPE). La RPE s’avére
étre une technique tres prometteuse pour le sl@/fas du PA et des nanoparticules magnétiques.

Dans un premier temps, nous décrirons les Isasdmebpix du tensioactif, le PA, et I'effet
éventuel des additifs sur la structure de ces éamss Ensuite, un descriptif de la préparation de
I'hydrogel magnétique sera présenté. Les premigsaie de chauffage par hyperthermie magnétique
sur ce systeme seront commentés. Enfin, nous mong¢efficacité du suivi de la délivrance de PA

par résonance paramagnétique électronique.
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[ll.2. Préparation et caractérisation des Isasomes et dehydrogel
magneétique
[11.2.1. Emulsions de mésophases lipidiqu
lll.2.1.a. Auto-assemblage, transitions de phase et caractérisasivacturale

Il a été montré (voir 8 1.2.a.) qu'il est possildle former des émulsions stables de syste
binaires lipides structurants (MLO)/e L'incorporation d'un additif lipophile ou amphipkilaux
Isasomes a permis la réalisation d’'un nouveau systiont la structure interne peut étre controlée
seulement par la température mais aussi par latiguaradditif solubilisée a températurenstante.
Dans ce travail, I'additif que nous avons utilisgt & F-(+)-limonéne; les différentes phases
systéme ternaire émulsifié MLC-(+)-limonéne/eau ont été présentées récen [Guillot S. et al,
2006}

CHs;

H,C CH3

OH
Figure 111.2. Molécules de MLO et de R-(+)-limonéne.

Deux parametres principaux ont été défini pouratéraser les Isasom ; les paramétrp eté dont les
définitions sont :

_ masseMLO
(masseMLO + masseR - (+) - limonéng

massealu tensioacti
masseMLO + masseR - (+) — Iimonéné

A7

Le paramétré repesente la concentration de MLO dans le mélangeopydibe e, le rapport de la
quantté d’émulsifiant sur la phase dispersée. Le pan@np permet principalement de ccéler la
taille des Isasomes en augmentant ou en diminaaqudntité d’émulsifian

En ajustanta valeur ded, la structure interne des Isasomes fétre contrélé. Le diagramme de
phase de ce systéme est donnée dans la l1ll.3.A ci-aprés. Lorsque la quantité d-(+)-limonéne

augmente dans le systeme dispersé ML(, c'est-a-dire lorsquia valeur ded diminue, la structur
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interne passe d’une phase cub Pn3m aune phase hexagonale inverse puis a une phasdaine

cubique (T<40°C)Fd3m pour aboutir & demicelles inverses non structurés microémulsior. De
méme, a une valeur dedonrée, la structure interne change en fonction degftntation ou de |
diminution de la températurée systéme est parfaitement réversiisietempérature car il s’agit
meésophases en exces d'eau en équilibre thermodgnanaivec le solva. De plus, ne expulsion
d’eau par les particules a lieu simultanément d@edhangement « structure @ a 'augmentation de
la température puisque la quantité d’eau solubilis€mi@rieur des Isasomes est directement li¢
leur structure interngSalonen A.et al, 2007} Les particules incorporent a nouveau de I'easgoe

la dispersiorest refroidie. Ce comportement fait penser & mode de respiratic » des particules.

80
(A) 701 Emulsified
— 80 Microemulsion
O | Hexosomes
& 501
[} :
5 Micellar
© * Cubosomes
L 304
£
© 204
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0 : ‘ ; ‘
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Figure 111.3. (A) Diagramme de phase du systeme MLOJ/-(+)-limonéene (B) courbes de diffusior

caractéristiques et indexation des pics de Brac[Moitzi C. et al, 2007.

De par les interactions qui existent entre la matet le rayonnement, la diffusion par un échamt
d’'un faisceau de rayons X permet de déduire I'oggdion de la matiere au sein de cet échantill
différentes échelles déterminées par la gamnvecteurs de transfert utilisée. La diffusion deres
X aux petits angles est donc une technique permetgasonder la structure des IsasorL’intensité

diffusée est proportionnelle au facteur de forde I'élément diffusan{fonction dont I'enveloppe
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décroit en § pour une sphére homoge) multiplié par le facteur de structe La figure 111.3.(B)
rassemble les courbes de diffusion aux petits angbactéristiques de ces systemes émul.
attestant du caractére cristallin ou non des Isasoinis pics de Bragg obtenus sur la fic I11.3.(B)

das a la structure de la mésophase émulsifieersterés par les indices de Miller k I) (voir annexe
B).

1.2 .1.b. Linterface des émulsiol: définition d’'un tensioactif, propriétés de
agentstensioactifs, balance HLB

La mise en suspension de gouttelettes d’émulsians k& cas général et plus particulieren

de nos mésophases nécessite la présence d'un siayptutensioactifs. Les molécules tensioact

sont des composés amphiphiles gomportent une partie apolaire ayant donc une &fipour les

composés lipophiles et une partie polaire ayantfarte affinité pour I'eau

hydrophile

hydrophobe

Figure 111.4. Schématisation d'un tensioactif aveqartie hydrophobe et partie hydrophile.

La partiehydrophobe ou apolaire est composée d’'une ou pitss@haines aliphatique(s). Le carac
plus ou moins hydrophobe de la molécule est notarhfieaction du nombre d’atomes de carbc
d’insaturations et de ramifications qui constitaeplartie apolaireLa partie hydrophile est souve
constituée d’'une téte polaire munie d'un ou plusiegroupements polaires. On distingue
tensioactifs ioniques (chargés) des tensioactifi-ioniques (neutres).

Une bonne stabilisation des émulsions passe pachtex approprié du tensioactif associé

I'application envisagée.

(20 e
Y huile/eau™ 50.10-3 J/mz l i
_—

Figure 111.5. lllustration du phénomeéne lié a I'adsorption des tensioactifs aux interfaces. A gauchégtat

Interface totale = 90 m2

Energie nécessaire = 40,5 J

démixé et a droite, I'état dispersé.

Comme illustré sur la figure III.5., lorsqueux milieux de polarité différente (exemple de llwans

I'eau) sont mis en contact, le composé de dendite fpible migre vers la surface et les deux ph
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vont se séparer, c’est la démixtion. En homogénélsamélange par apport d’énergie unepersion
est formée, la surface totale séparant les deugegh@on miscibles est alors augmentée. La pré
de tensioactifs est indispensable pour stabilseéidpersion et éviter une nouvelle démixi

La nature amphiphile de ces molécules leur ae des propriétés d’agents de sur: elles se
placent spontanément a l'interface de solvantsifiérehtes polarités, réduisant ainsi la tensior
surface et permettant la dispersion de deux ligquiden miscibles (cf. Fig 1ll.6.). L'énerg
d’'adsorpion est de l'ordre de I'énergie thermiqugT, ainsi, un équilibre adsorption/désorption
crée. Le tensioactif permet de diminuer la tengiterfaciale afin de faciliter 'augmentation daite

interfaciale par le processus de dispers

Figure 111.6. Localisation du tensioactif a I'interface eautuile permettant la stabilisation des gouttelette

La dispersion des émulsions est rendue possibleéoargie interfaciale est abaissée par I'adsory
des molécules tensioactives. La diminution a tension interfaciale est fonction de la conceiatn:
en tensioactif a I'interface et de I'aire occupée gette molécule. Cette derniére joue le rbleiatae
stabilisation des suspensions afin d’éviter ladnsies gouttelettes d’émulsion. La dbilisation des
émulsions provient de différents phénomeénes (coate®, marissement d’Ostwald) conduisant

démixtion.

cmcC

Figure 111.7. lllustration de la CMC de molécules ce tensioactif-adsorption aux interfaces

Ainsi, les tensioactifs s’adsorbent aux interfacese/eau afin de minimiser les tensions interflesi:
Pourtant, awdela d'une concentration seuil nommée concentratitoellaire critique (CMC)
l'interface est saturée (cf. Figure I1l.7.). Les lémules en excés s'associent alors pour former
agrégats aussi appelés micelles. Les chaines hyalvep constituent le cceur de la micelle et les

hydrophiles sont au contact de I'eau. La formerdeslles est liée a la nature et a la concentratas
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tensioactifs, ainsi les agrégats peuvent étre Bples, cylindriques, et(Arditty S., 2004] La CMC
dépend de la température, de la force ionique dieunde la nature des cor-ions, de la charge de
téte polaire et de la longueur des chainethatiques.

En général, le tensioactif est choisi de maniére qu'il ait une bonne affinité pour la phase aouni.
Par exemple, une dispersion d’huile dans une pbasenue aqueuse nécessite un agent a cari
plutét hydrophile. Cette nature du teoactif est évaluée de maniére empirique a I'aideahcept d
balance hydrophilépophile (HLB). Le paramétre HLB a été défini gariffin dans les années 19t
il permet de préciser le caractére hydrophile poghile de I'agent de surface. Les val de HLB
sont reportées sur une échelle de valeurs commia igure 111.8

Lipophile | Hydrophile

Figure 111.8. Echelle HLB.

Pour des émulsions de type eau dans I'huile, lasidactifs ayant un HLB inférieur a 8 st
préférables. Des tensioactifs de plus forte HLBt adilisés pour des émulsions de type huile ¢
I'eau. Par ailleurs, pour faire le bon choix desieactif, il faut prendre également en compte |eBt
de 'huile.

La notion de courbure spontanée est aussi esserdsahs le choix du tensioactif. Elle réte de la
compétition entre I'attraction hydrophobe des ceaialiphatiques et les répulsions ionique:
stériques des tétes polaires tendant a optimiage Ipar téte polaire des molécules amphiphiles
parameétre empirique d’empilement critique ene relation géométrique reliant le volume de laimod

aliphatique ¥), la longueur de cette chairl) et la surface optimale occupée par la téte molag) du

tensioactif (cf. Figure I11.9.) telle qLP :%[Tanford C., 1976; Israelachvili J., 1991.
2

Figure 111.9. lllustration du paramétre d’empilement critique [Cosgrove T., 200Et.

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 64



La valeur de P est reliée elle@dme a la forme du volume occupé par la moléculeedsioactif er
solution et conditionne la courbure spontad’une interface formée et dofetype de phase crée.
fig. 111.10.).

. C, Forme de la molécule Structures formeées
ayl, de tensioactif
X
<1/3 >>0 (R, Micelle
\:?, -y wcelles
v lc ’ sphériques
Céne
1/3-1/2 >0 @
Céne
trongque
v e B
Cylmdre

=1 <0 D ,\# Micelles
Céne trongué mverses

. ]
mverse

Figure 111.10. Relation entre le parametre d’empilenent critique, la courbure, la forme de la moléculest

les structures forméeqd’apres Arditty S., 2004].

La courbure spontanée est donc essentiellemere par le parametre de forme P. Lorsqu
tensioactif est préférentiellement liposoluble chainealiphatique est plus volumineuse que la
polaire, la courbure spontanée est alors négaf;<0). En revanche, si ce dernier est plutét sol
dans leau, la courbure spontanée est pos
La HLB, la nature du tensioactif, la force ioniqie milieu, la température, le pH de la solutiont:
les critéres a connaitre dans le but de trouvgehiade surface idéal. Dans la suite, nous avouisic
d'étudier trois tensioactifsle polymeére tribloc F127 déja connu pour staéilies Isasomes (cf.
I.2.a), le caséinate de sodium et la Iécithineajie

Dans le cas des émulsions comme dans le cas defiuieies (cf. Chapitre I, 11.1.2.), les
gouttdettes dispersées interagissent entre wia la phase continue. Leur stabilisation est le rés
de I'équilibre entre les forces attractives (e.grcé de Van der Waals) et répulsives de t
électrostatiques ou stériques. Ces forces vontrdigter I'état d’agrégation de ces particules «
solides. Néanmoins, d'autres facteurs auront pout effeccélérer ou de ralentir ce phénomene

déstabilisation ou de destruction des émuilsi
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[11.2.1.c. Effet de I'émulsifiant sur la taille des émulsions leur stabilité

Selon la nature réversible ou irréversible du ph@e, deux types d’instabilités sont défi
La floculation et la pesanteur entrainent une répartition non lgém® des goullettes de phase
dispersée sans réduire la quantité d'interfaceeel@s deuxphases. L'agitation permet al
généralement de redisperser les got Par exemple, le phénomene de crémage est d( fiéieedce
de densité entre I'huile et I'eau, les gouttes déhmigrent vers le ha, conséquence directe de
poussée d’ArchimédelLa vitesse de ce processus peut étre limitée éelnigant la taille de
gouttelettes, en diminuant la différence de massemique entre les deux phases ou en augment
viscosité de la phase continue.

La destruction de I'émulsion est attribtau miissement d'Ostwald @ la coalescence. Le
marissement d’Ostwald se traduit par la diminutikndiametre des petites gouttes au profit des
grosses jusqu’a leur disparition compléte. La @maace est quant a elle un mécanisme par |
deux goutte adjacentes de phase dispersée fusionnent derenaréeersible. Elle implique la ruptu
du film de tensioactif séparant les deux gouttetetCette rupture peut étre causée par la natu
tensioactif et/ou une quantité insuffisante enitawif ce qui rend le film tres instab

Pour pallier les phénoménes d’instabilité, la ratdes agents de surface va avoir un
prépondérant. Plusieurs facteurs peuvent incer la stabilité des émulsic: tout dabord, la
concentration surfacique ou laux de couvertu de la surface des gouttelettmoins la surface est
couverte, plus la coalescence est re), puis I'émisseur de la couche surfaci (plus la couche de
tensioactif adsorbée est épaisse, moins les pagi@uront de contact prochetre elles). Ainsi, la
présence d’émulsifiant de faible poids moléculaadragiliser I'interface

Le F127, la lécithine de soja et le caséinate dauso(NaCas) sont des tensioactifs perme

de stabiliser des émulsions de type huile dans.

\
~c Hy

Figure 111.11. Molécule de lécithine de soja.
La lécithine est une phosphatidylcholine (figurelll.), c'es-a-dire un phospholipide formé a pal

d'une choline, d’'un phosphate, d’'un glycérol et dkux chaines aliphatiques d’acide gras.

posséde une téte hydrophile constituée de la @haldirdu groupement phosphate, et une pi
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hydrophobe. La lécithine est zwitterionique, la lof® est chargée positivement tandis que
groupement phosphate est chargé négativementistieeplusieurs types de lécithine dont un t
présent naturellement s I'organisme au niveau demembranes cellulaires et du métabolic
cellulaire. Cela en fait un tensioactif biocompkjktrés utilisé dans les préparations culinaire:
cosmeétiques. La lécithine de soja est une lécithatarelle, contrairement auwcithines synthétique
elle ne contient que des acides gras insat

Le NaCasest une protéine extra du lait qui peut étre utilisée comme un tensioadtd lait est
composeé de 87% d'eau @ 13% de matieres seches. Les matieres sechefosuéeselles-mémes
de 36% de glucides, 29% de matiéres grasses, 10ftatiere saline et de 25% de matiére az
protéinique. La matiére azotée protéinique comp8dsh de caseines, molécules amphiphiles qu
été testées dans le cadre de cette étude. S¢ pKa, la caséine peut étre chargée positiven

négativement ou étre neutre.

2,5 4,6 pKa

Caséine
chargée
négativement

Caséine chargée Caséine

positivement neutre

Figure 111.12. Charge de la caséine en fonction dpKa.

Les caséines se trouvent dans le lait sous forma domplexe de diverses caséines liées
phosphate de calcium ltmidal. Ces protéines sont sensibles au pH duemilLorsque le milieu e
acidifié a pH<4,6, les protéines coagulent et pausit de la phase aquelLes poudres de caséini
sont obtenues par précipitation lait a pH=4,6. Le caséinate de sodiunig(&-Aldrich) est un
mélange des caseéines, as,, p etk. Sa masse molaire moyenne est de RB& Il jouera a la fois le
réle d'émulsifant et d'épaississacar il augmente la viscosité deghase aqueus
Dans cette étude, les Isasomes ont étésis pour leur capacité de stockage des molécul

PA, leur propriété thermosensible assez parti@lighangement de structure) et leur tres gr.
interface eau/huile. Dans un premier temps, lailgtaldes suspensions d’'lsasomes a été caractt
enfonction du temps pour les trois différents tensiifa
Le lipide utilisé est un mélange commercial, le bdar® U/J (DU) provenant d DANISCO A/S,
essentiellement & base de monoglycérides, voubsgosition

* 96% de monoglycéride don2% de linoléate (monolinoléine) ;

» Diglycérides ;

» Acides gras.
Le DU étant un lipide alimentaire, aucune tité particuliere n’est a signaldres dispersions ont é
préparées en mélangeant tous les composants dddiém-DU, R-(+)limonéne émulsifiant, eaua
température ambiante de maniére a ce que la plydsephobe représente 1% de la masse tota
'émulsion. L’énergie nécessaire afragmentation de la mésophase Ilsasomesest apportée par
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intermittence d'une seconde a l'aide d'une sondeltéasons (Vibracell, Fischer Bioblock) de
fréquence 20 kHz réglée a 30% de sa puissance rax{®B00 Watt) pendant 10 minutes. L’étude de
la stabilité des émulsions dans le temps s’est fasur une quantité d’émulsifiant correspondap8 a

et s’est portée sur deux types d’'lsasomes : desoémwlsions émulsifiées (EME) &0, et des
hexosomes &85. L’évolution du diametre hydrodynamique moyes deuttelettes d’émulsions a été
suivie pendant plus de 2 mois par diffusion dynamide la lumiere a I'aide d’un granulometre laser
(Nanosizer, Malvern).

La diffusion de lumiere dynamique est une méthodecaractérisation indirecte des tailles et non
invasive ; elle permet de mesurer le diametre dtcpées compris entre 10 et 500 nm. Le principe
repose sur la mesure de la diffusion Browniennepdesicules dans le solvant de viscogitéfin de
pouvoir déterminer leur diametre grace a I'équatdierbtokes-Einstein pour des faibles concentrations
Cette diffusion dépend directement du mouvementwBien des particules, c'est-a-dire de leur
déplacement aléatoire et irrégulier d0 aux choascdes molécules de solvant. Pour éviter les
mouvements de convection et n'avoir que du mouvérBeownien, la température est maintenue
constante tout au long de la mesure et I'échantiflst laissé au repos 10 minutes avant chaque
mesure. Chaque particule ne diffuse pas la méneasiié selon sa forme et sa taille. Dans le cas de
particules sphériques, la taille peut alors étreaiement reliée au coefficient de diffusion, dans
régime dilué, grace a I'équation de Stokes-Einstein

= KT
677D

H
oU Ry est le rayon hydrodynamiquie la constante de Boltzmanks(= 1,38.10% J.K%), T la
température (K)y la viscosité du fluide (Pa.s) Btle coefficient de diffusion (m?273.
La fonction d'autocorrélation est moyennée sur H3ures. L'ajustement de cette fonction permet
d’obtenir la distribution des rayons hydrodynamigjgedce a un calcul numérigue de la transformée
de Laplace inverse. Le résultat est un histogramenkoccurrence des particules en fonction de leur
taille. Les résultats en intensité ont été repastides graphes de la figure 111.13.
Les émulsions ont un réle primordial dans cette@&telles protégent le PA en le maintenant cor#iné
l'intérieur de leur structure. La nature des énaulsi et leur taille submicronique permettent de
solubiliser une grande quantité de molécules dersiés polarités dans un environnement tres Idcal. |
est donc important de contrbler leur stabilité dangemps. Celle-ci a été suivie pour différents
emulsifiants.
Le F127 permet une stabilisation purement stérdpsedispersions puisque ce copolymere tribloc est
neutre. Ce tensioactif s’adsorbe aux interfaces Is@somes par sa partie hydrophobe composée
d’'unités PPO, et offre une tres bonne stabilitéaaalsions dans le temps comme le montre la figure
111.13. Le diamétre hydrodynamique moyen des gdetties d’émulsions stabilisées par le F127 est de
I'ordre de 200 nm &50 et &85 et ne fluctue pratiguement pas au cours du temps
A 650, pour les émulsions stabilisées par la IécitHeeiminution en taille le premier mois suggére

une réorganisation de la distribution en taille t&somes jusqu’a atteindre un diamétre moyen de
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150 nm qui demeure stable dans le temp883, le diamétre moyen des particules n’évolue pas a

cours du temps, il est de 140 nm environ.
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Figure 111.13. Stabilité dans le temps des Isasomesb50 et a685 avec le F127, la Iécithine de soja et le

caséinate de sodium.
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Dans le cas du caséinate de sodium, les émulsmrisstables le premier mois. Apres 50 jours, on
observe une forte évolution de la taille des Isa&sopour50. Il est possible que cette coalescence soit
induite par le fort crémage de ces émulsions. et,d& densification locale des gouttes par créamag

augmente les interactions de surface et donc laapitité de coalescence. C’est particulierement le
cas a350 qui est une dispersion de phase micellaire qut ptre déstabilisée plus facilement qu’'une

phase hexagonale.

[11.2.1.d. Effet de I'émulsifiant sur la structuranterne des Isasomes
L'utilisation de différents émulsifiants peut égailent induire un changement de la structure
interne. Dans notre étude, le type de mésophasksiéia été sondé par diffusion de rayonnement X
aux petits angles (SAXS) au Synchrotron Delta derband en Allemagne (cf Annexe B).
Les intensités diffusées ont été comparées aursités issues des émulsions stabilisées par le F127
dont le diagramme de phase est connu (cf. FiguB(B)). Les dispersions ont été préparées a 5% en
masse dans l'eau &0 pour les trois tensioactif885 pour le NaCas et le F127 &0 pour la

Iécithine, la composition massique de chaque mélasgdonnée dans le tableau Il1.1.

Eau DU R-(+)-limonéne Emulsifiant
050 9,59 0,2313g 0,2313g 0,0375¢g
685 9,59 0,3931g 0,0694g 0,0375¢g
670 9,59 0,3238g 0,1388g 0,0375¢g

Tableau Ill.1. Composition en masse de chaque émids a 5% dans I'eau pour différentsé a 8.

A 850, les dispersions stabilisées par la Iécithindeo&127 sont des microémulsions émulsifiées
contrairement au NaCas qui montre que les Isasem®@sdéja trés structurés d&s0. En effet, les
pics de Bragg caractéristiques d’une phase culigseciée au groupe d’espaEd3m sont observés
et indexés sur la figure I11.15.(ANous en avons déduit un paramétre de maille derit6,5

A 470 avec la lécithine de soja, des Isasomes en phasdlaire cubique sont obtenus comme les
dispersions stabilisées par le F12758%, le remplacement du F127 par le NaCas ne prevpgs de
changement de structure interne, les pics de laseptexagonale sont indexés sur le spectre.
Néanmoins, sur la figure 111.15.(B) du NaCas, uawpment est visible sur le pic du premier ordrie qu
pourrait correspondre a un mélange de phase heakgawec une phase micellaire cubique. De plus,
les pics hexagonaux apparaissent légérement dpptits g pour le NaCas que le F127 donnant un

parameétre de maille Iégérement plus grand.
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Figure 111.15. Influence de I'émulsifiant sur la structure interne & g8, pour 850 (A), 670 (C) etd85 (B) a

température ambiante (T=26,5°C).

Il apparait donc que le NaCas peut modifier drastigent la structure interne en comparaison des
autres émulsifiants. Ceci se comprend en consitéan le NaCas est un mélange de protéines qui
peuvent s’insérer dans la structure de I'lsasomairesi modifier le paramétre d’empilement critique

dans le sens d’'une courbure moins négative, d'strleturation a des plus faiblés

050 070 685
F127 Microémulsion Micellaire cubique Hexagonal
Lécithine de soja Microémulsion Micellaire cubique
NaCas Micellaire cubique Hexagonal

Tableau 111.2. Récapitulatif des structures internes identifiées dans notre systéme en fonction depour B8

(émulsion a 5% dans I'eau).

[11.2.2. Encapsulation de nanoparticules magnétique hydrophobes dans les
Isasomes
Dans notre systéme, nous voulons tirer avantagetrdasitions structurales qui ont lieu au
sein des Isasomes par variation de la températue gxpulser des molécules de PA hors de ces

gouttelettes d’émulsion. La quantité de PA solsbililans I'émulsion varie en fonction de la struectur
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qui contient plus ou moins d’'eau et d'interfa(Salonen A. et al., 2007] Dans le systéme (
délivrance envisageé ici, la température locale @asitrolée par la capacité des oxydes de
nanométriques a s’échauffer par application d'uangh magnétique externDes NPMhydrophobes
ont donc ausseté confinées dans les émuns (en plus d'étres présentes dans la matric
I'hydrogel) afin que I'échauffement soit homogerams I'ensemble de I'échantill. La possibilité de
polymeériser un certain type d’lsasomes a permisisigaliser ce confinement au MET. Par aillel
ces @uttelettes d’émulsion ou particules de PS solidegnétiques s’averent étre des syste

intéressants pour des applications en guidage rtiggaé

[11.2.2.a. Choix du PA et influence du PA sur la structureed émulsion
Le PA utilisé dans cette étudst un radic&l nitroxyde qui peut étre suivi par RPE. Ce rad
est le 2,2,6,6-tétramethpiperidir-1-oxyl, de formule chimique (CH(CMe,).NO, plus
communément appelé TEMPO (cf. fig. IIl.2¢

HsC— 7 Chs
HC ) CHg

Figure 111.25. Schéma d’'une molécule de TEMPC

Le TEMPO est un composé de la famille des nitrogy(eO), radicaux tres stables qui selon
groupements qu'’ils comportent peuvent étre hydiepliiydrophobe ou amphiphile. Du fait de
stabilité, cette molécule est trés utilisée en doaibon de la IPE en tant que sonde environnemer
pour les systémes modeéles biologig[Subczynski W. K. et al, 1994; Dixon N. et al., 2004] en
tant que médiateur dans I'étude des réactions lenpasation radicalaire contrdl{Gromadzki D.
et al, 2008 ; Karatzas A.et al, 2009 ; Siu K.et al, 2009]ou encore en tant que piége a radic
libres [Lapchak P. A. et al.2001; Castagna R.et al, 2009; Dobbs A. P et al, 2009] Ces
méthodes d’analyse consistent a placer les radisi@intes dans le systéme udier, que ce soit en I
liant chimiquement a une molécule d'intérét ou endissolvant juste dans le systeme. Elles agi
alors comme des sondes de spin (spin-probe». Du fait que la plupart des milieux st

diamagnétiques, la signatuRPE degroupements NO est caractéristique suspectre RPE

L’ajout de composants supplémentaires aux Isasopeg modifier la structure interne c
gouttelettes, selon la concentration introduitesouplement s'intégrer dans la structure en fai
juste éwluer le parametre de mai[Seddon J. M.et al, 1996 ; Guillot S.et al, 200¢ ; Yaghmur A.
et al 2006 ; Uyama M.et al, 2009 ; Amar-Yuli |. et al, 2009] Notre intérét se portant s
l'utilisation des transitions de phase du systearevariation de la température, il est donc essedé

caractériser la structure initiale des Isasome&jaut des divers composants de ce systéme

2 Un radical ou radical libre est une entité chimigoessédant un ou plusieurs électrons-appariés sur sa
couche externe. La plupart des radicaux libres $md instables et donc trés réac
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TEMPO est préalablement solubilisé dans le R-gaphéne a une concentration3#x10?mol.L™

Cette huile contenant le radical NO est ensuitatagau DU pour préparer les Isasomes a 5% dans la
phase continue a la valeur vouluedde

Pour un mélange stabilisé par la lécithing8& avec TEMPO, I'émulsification n'a pas pu se faida
agglomérat hydrophobe s’est en effet formé damhése continue. Ce phénoméne n'a pas eu lieu a
370 pour laquelle I'émulsification a réussi, houss donc poursuivi I'étude du confinemeni7d.

La réussite de I'’émulsification avec TEMPO stabitigpar le NaCas indique une interaction forte entre
la lécithine et le TEMPO lorsque la quantité d’buaist réduited85s).

Les figures suivantes représentent les résultatiffilsion X obtenus avec ou sans TEMPO pour les

deux tensioactifs utilisés.
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Figure 111.26. Intensités diffusées par des émulsits stabilisées par la lécithine de soja&b0 (A) etd70 (B)

avec et sans tempo et stabilisées par la NaCaé%0 (C) etd85 (D).

Sur la figure 111.26., I'ajout du TEMPO au systerb#J/R-(+)-limonéne influe fortement sur la
structure interne des Isasome358 pour les émulsions stabilisées par la |écitdmsoja. En effet, le

PA solubilisé dans la phase hydrophobe provogtraifsformation d’'une microémulsion émulsifiée a

des cubosomes micellaires caractérisés par le grdigspacd=d3m , dont les pics caractéristiques
connus de cette structure sont annotés sur litéemiffusée (cf. fig.l11.26.(A)). La position du
TEMPO dans la structure agit donc sur le param&&epilement critique. L’effet structurant du
TEMPO dans le systeme MLO/R-(+)-limonene est laséguence d'une variation de la courbure

moyenne rendue moins négative. Le radical ne sedurie pas contribuer au volume hydrophobe des
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chaines aliphatiques (zone trés hydrophobe) mais place plus probablement a I'interface proche
des tétes polaires de la MLO (cf chap.l, fig. |, J@sition 2).

En revanche, pour les émulsions stabilisées p#&kcithine as70 et pour celles stabilisées par la
NaCas a550 etd85, les types de structures internes restent ig@swavec ou sans TEMPO. Sur le
spectre de la figure 111.26.(D), I'épaulement deplassible sur-structure (contribution possible ale |
phase cubique bicontinue proche) est Iégéremest gononcé pour I'émulsion &5 intégrant du
TEMPO.

Sans TEMPO Avec TEMPO
Lécithine/550 EME/5,07 nm Fd3m/ 16,7 nm
Lécithine/3670 Fd3m/ 17,63 nm Fd3m /17,51 nm
NaCasb50 Fd3m/ 16,41 nm Fd3m /16,64 nm
NaCash85 H,/ 5,94 nm H, /6,11 nm

Tableau II1.3. Paramétre de maille et distances cactéristiques des mésophases émulsifiées avec awssa
TEMPO.

Les parametres de maille pour la phase cubiquet@ntalculés a partir du pic de Bragg le plus

intense, ils sont obtenus a partir de la relationd,/(h? +k? +12) avec la distance interéticulaire
2n 2 ; N
d =—. Pour la phase hexagonale, oraaTd (h2+k2+ hk) . Pour les émalsi650 et 685
3

stabilisées par le NaCas, le paramétre de maijemante lorsque le TEMPO est dissous dans la phase
huile. Le paramétre de maille est connu pour augeneavec le paraméti@ Ce résultat est donc en
accord avec la courbure négative qui décroit pgonation de TEMPO. Pour confirmer ce
phénomeéne, il aurait été intéressant de faire tudeéen fonction de la concentration en radicakdan

I"huile.

[11.2.2.b. Effet du confinement des NPM sur la stoture interne des émulsions

L'incorporation de NPM de 6 nm de diametre, enrgbéacide oléique, dans la phase
hydrophobe de I'’émulsion est une étape importaniepqurrait entrainer des modifications de la
structure interne.

Le TEMPO (33x102molL™ ) et les NPM sont préalablement incorpodéns le R-(+)-
limonéne. L’huile et le DU sont ensuite mélangégpaportion désirée (parameg et dispersés a
une fraction massique de 5% dans I'eau. Pour étliéiet des NPM sur la structure interne des
émulsions, différentes concentrations (notées de &NRPe sur les graphes suivants) ont été utilisées

elles sont données dans le tableau 1l1.4.
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Echantillons Cnpm Mére Cnpm 650 (mg/mL) | Cypm 670 (mg/mL) | Gypm 685 (mg/mL)
(mg/mL)
NPa 0,289 0,1445 0,0867 0,0434
NPb 0,578 0,289 0,1734 0,0867
NPc 0,867 0,4335 0,26 0,13
NPd 1,156 0,578 0,3468 0,1734
NPe 1,445 0,7225 0,4335 0,2168

Tableau 111.4. Concentration en NPM dans la phase ydrophobe. La concentration mére représente la
concentration initiale en NPM dispersée dans le R+j-limonene avant préparation des dispersions a

différents a.

Ces échantillons ont été analysés par diffusionragsnnements aux petits angles. Les résultats sont
regroupés sur les figures 111.27. et 111.28.

Intensité (u.a.)

014

Intensité (u.a.)

0,1

05 1,0 1,5 2,0 25 3,0
q (nm™)

Figure 111.27. Intensité diffusée (SAXS) pour des éulsions stabilisées par la |écithine &50 et70 avec

TEMPO pour différentes concentrations de NP.

L'ajout de NPM hydrophobes dans la phase dispend&atraine apparemment aucun changement
dans la structure interne des Isasomes et ne raqui la position des pics de Bragg (c'est-a-dire |
parameétre de maille). A50 et a470 pour les émulsions stabilisées par la Iécithias, pics

caractéristiques du groupe d’espafel 3m sont présBetanéme, sur les spectres de la figure

[11.28. (A) et (B), quelle que soit la concentrati@n NP, nous conservons une phase micellaire
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cubique pour les émulsions®0 et une phase hexagonalé&b avec le NaCas. Concernant les
émulsions &85, comme précédemment, nous remarquons un mélienggucture caractérisé par un
épaulement résiduel sur le pic (100) de la phasadumale.

Intensité (u.a.)

Intensité (u.a.)

311

A

Ll T —

+NPa

+NPb ]

+NPc |

+NPd ]

+NPe

0,5

q(nm™)

1,5 20

Figure 111.28. Intensité diffusée (SAXS) pour des gulsions stabilisées par le NaCas @50 et$85 avec

TEMPO pour différentes concentrations en NP.

Les parametres de maille déduits a partir de l@tippsdes pics de diffusion aux petits angles sont
regroupés dans le tableau III.5.

Lec 650 Lec 70 NaCaso50 NaCaso85

TEMPO 16,70 nm 17,51 nm 16,64 nm 6,11 nm
+NPa 16,87 nm 17,57 nm 17,07 nm 6,16 nm
+NPb 17,18 nm 17,63 nm 17,14 nm 6,10 nm
+NPc 16,85 nm 17,68 nm 16,75 nm 5,84 nm
+NPd 16,74 nm 17,63 nm 16,71 nm 6,05 nm
+NPe 16,57 nm 17,74 nm 16,68 nm 6,05 nm

Tableau 111.5. Influence de la concentration en NPMsur le paramétre de maille.
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Les paramétres de maille sont relativement corstamite a I'ajout des NP dans la dispersion. En
conclusion la présence des NPM hydrophobes daphdae dispersée des émulsions présentées ne
semble pas modifier la structure interne des Isaso@eci va dans le sens des observations faites pa

MET des émulsions polymérisées ou les NPM semblaiedisposer a la surface des émulsions.

[11.2.2.c. Effet du confinement sur la taille desnéulsions
L’influence du confinement des NPM sur le diamét@yen des gouttelettes d’émulsion a été

suivie. L'ensemble des compositions est résume lgaadbleau 111.6.

Composition #8)
850 DU/R-(+)-limonéne seuls
850 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO
650 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a 0,289 mg/mL
650 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a 0,578 mg/mL
650 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a 0,867 mg/mL
650 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a 1,156 mg/mL
850 DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a 1,445 mg/mL
870 (Iécithine) oud85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne seuls
870 (Iécithine) oud85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO
670 (Iécithine) oud85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a
0,289 mg/mL
670 (Iécithine) oud85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a
0,578 mg/mL
670 (Iécithine) ow85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a
0,867 mg/mL
670 (Iécithine) ow85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a
1,156 mg/mL
670 (Iécithine) ow85 (NaCas) DU/R-(+)-limonéne + TEMPO + NPM a
1,445 mg/mL

©| 0| N O g1l |l W N| B~

=
o

11

12

13

14

Tableau III.6. Composition des échantillons étudiés

Les émulsions ont été préparées a 5% en massegoutte d’émulsion est versée dans une
cellule de mesure contenant quelques millilitresad’ déionisée. La mesure de taille en diffusion
dynamique de la lumiére est reproduite a cing segrichacune moyennée sur 10 mesures.

Sur la figure 111.29., les Isasomes stabiliséslpdécithine de soja ont un diamétre moyen de
190 nm a550 et de 220 nm &70. Aucune variation significative de la taille st@bservée quelle que
soit la concentration en NPM. Néanmoins, une rédactie 20 nm est observée apres ajout du
TEMPO dans les deux cas dexposés. Une étude plus détaillée en fonctioradmhcentration de

TEMPO aurait été intéressante afin de conclurdestdle du radical sur la taille.
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Figure 111.29. Taille la plus probable des émulsios stabilisées par la Iécithine @50 et670

Sur la figure 111.30., I'ajout de TEMPO dans unigpersion stabilisée par le NaCas provoque
une forte augmentation de la taille des Isasomé&®cf échantillons 1 et 2) et le volume est presqu
multiplié par 2,5 pour une gouttelette. En ajoutal®s particules magnétiques dans la phase
hydrophobe, ce phénoméne s’estompe et les gotateletprennent les tailles mesurées sans TEMPO,
c'est-a-dire 245 nm environ. Les NPM contribueragefa stabilité en taille des émulsions contenant
du TEMPO. Il existe donc une interaction forte entes différents constituants de I'émulsion
magnétique qui peut donner des caractéristiquessigdrghimiques trés différentes selon les
concentrations utilisées. 885, les résultats en taille obtenus ne permettastde conclure quant a
I'effet du TEMPO et des NPM hydrophobes.
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Figure 111.30. Taille des émulsions stabilisées pade NaCas a50 et485.

[11.2.2.d. Polymérisation des émulsions

Cette partie du travail avait pour but d’exploreeuacon simple et originale de synthétiser
des particules de polystyréne (PS) a porosité dlgmtren polymérisant les Isasomes.

Pour ce faire, le R-(+)-limonéene a été remplacéusamonomére hydrophobe polymérisable,
le styréne. Les émulsions initiales (avant polysation) étaient donc composées d’'un mélange de 5%
de phase hydrophobe a base de DU/styréne stabdisie F127, et dispersé dans 95% d’eau par une
sonde a ultrasons pendant 12 minutes a températnipégante. Un photoinitiateur, le 2-hydroxy-2-
méthylpropiophénone, a été ajouté au styrene arvbtasse pour initier la polymérisation par UV. La
phase dispersée a été polymérisée a l'aide d’unpdaultraviolette (UV) a une longueur d’'onde de
365 nm pendant deux jours. Nous avons systématigpiemmesuré le diametre hydrodynamique
moyen des dispersions avant et aprés polymérisatiade d’'un granulometre laser. Ces résultats on

été corrélées avec les observations des partisalieles par MET.
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Les histogrammes obtenus par diffusion de la lumigynamique ont été ajustés par une loi de
distribution de type log-normal permettant d’obtdai médiane x;), la variance ) et au modenr,
valeur maximale du pic).

Les résultats sont présentés sur les graphiquissfgire 111.17. ainsi que les barres d’erreuridgnt
'asymétrie d’une loi log-normale. Les barres déemr ont été calculées sur la moyenne de chaque

distribution en taille grace aux formules suivantes

T . A etB sont les barres d’erreur supérieure et inférienes :
A A=mxexp() et B=mxexpo)
m »
__B . m est la valeur du mode de la dispersion. Connaidsamariances et la

médiane x le mode de cette distribution en taille polydisgeest donné par
m=x, xexpo?).
Dans un premier temps, une étude du contréle ke dais émulsions initiales et des particules

de PS résultantes a été menée en faisant vagqaal#tité de F127 définie ppr

%]
D

B Microémulsion i
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Figure 111.16. Distribution en taille des phases dipersées avant et aprés polymérisation. On remarque

gu’apres polymeérisation il y a contraction de la téle conformément a ce qu'il a été observé dans lk.

Sur la figure 111.16., la distribution en taille @t et apres polymérisationdd0 etp8 montre que le
diamétre moyen des particules polymérisées estrienfé aux gouttelettes d’émulsion non
polymérisées. De plus, la distribution en tailles garticules solides apparait plus étroite que pour
'émulsion. Pour comprendre ce phénomene, des pheea dispersées composées de styréne
uniquement ou d'un mélange MLO/styréne ont aussipeflymérisées. Nous observons suite a la

polymérisation que le volume occupé par le styrpalymérisé (ou polystyrene) est inférieur au
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volume occupé par le liqguide monomérique avant mpélysation. De plus, lorsque le mélange
DU/styrene est polymérisé, une couche visqueuseleasds du solide apparait qui pourrait
correspondre a I'expulsion partielle du DU horslalphase solide. Nous avons donc supposeé que la
contraction lors de la transition liquide a soletd’expulsion du DU ont pour conséquence directe u
diminution du diamétre moyen des particules apobgpérisation.

La figure 111.17. de gauche représente I'évolutdmla taille moyenne des gouttelettes d’émulsion et
des particules solides en fonction du paramptrBlusp augmente, c'est-a-dire plus la quantité de
F127 est importante, plus le diamétre moyen descpbes diminue. Au-dessus @80, le diametre
moyen est quasi-constant et inférieur & 60 nm pesiparticules de PS. Comme précédemment, la
taille des particules aprés polymérisation estaiog inférieure aux particules avant polymeérisation

mais elles tendent vers une méme valeur aux gramdiesrs de.

275 I B Emulsions 1
250) @ Particules i

2

1
L]

1

100

e i B Emulsions
75 i -
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T T
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T
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Figure 111.17. Taille des émulsions et des partici@s polymérisées en fonction de la valeur geet de la

valeur ded. Les barres d’erreur sont issues de I'ajustementgr une loi log-normale.

Par la suite, I'étude a été conduitg@ pour plusieurs valeurs deafin de partir d’'lsasomes de
structures internes différentes (voir le cas demssdmes a base de R-(+)-limonéne offrant un
polymorphisme en fonction d§. Sur le graphique de la figure 111.17. de drofteur des valeurs de
inférieures a 50, c'est-a-dire ou la quantité deese est supérieure a la quantité de DU, nous
observons une seule taille représentative poutrtedsions polymérisées. Par contre, pour les valeur
de & supérieures a 50, les mesures ont révélées deutions en taille multimodales pour les
particules polymérisées. En complément de la ddfuslynamique de lumiere, les particules ont été

observées par MET pour deux valeursdef. fig. 111.18.).
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100 nm .

Figure 111.18. Clichés de MET de particules polymériséea partir d'lsasomes a520 et4683 (8).

Les clichés de MET confirment les résul précédents. A20, les particules sont sériques avec des
tailles monomodales d’environ 1nm. A 883, on peut s’attendr@ polymériser des particul
contenant une phase hexagonale. Cependant, I& de&MET ne révele pas de particules homog
mais &s amas d’aiguilles localisés. Ceci s’explique Ipdfait qu’'ad83, I'émulsion ne contient qu
17% de matiére polymérisable contre 83% de DU. #ecealeur ded, les gouttelettes émulsions
contiennent une phase hexagonale composée de adirauorme a partir de I'au-assemblage des
molécules de MLO schématisé sur la figure 111.18. dtyréne ajouté au systéme se positionne

ces canaux d’eau.

Canaux d’eau

Figure 111.19. Représentation schématique d’une phse hexagonale invers

Lorsque I'émulsion ®83 est soumise a polymérisation, seul le styréne contians les gouttelett
est polymérisé car le lipide n’est pas polymérisabk styréne étant présent uniquement dans la
hydrophobe entre les canaux d’eau, seuls les espate les canaux sorolymérisés, c'est la raisc

pour laquelle aprés polymérisation nous observaes aimas de particules allongées et non
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particules structurées isolées. Pour polymérisetetles particules ayant une structure interne, il
faudrait également pouvoir polymeériser la MLO oarbremplacer la MLO par un lipide structurant et
polymeérisablgKhiew P. S.et al, 2004 ; Yan F.et al, 2006]

[11.2.2.e. Confinement des NPs dans les émulsiomymérisées
Dans un second temps, une étude du confinemerifigsdans les émulsions a base de DU/styréne
et dans les particules solides de PS a été mereseNPM hydrophobes de taille moyenne 6,2 nm
issues de la synthese par décomposition thermigumohposés organométalliques ont été précipitées
et redispersées dans une solution de styrene. gpession de NPM dans le styrene et 7% de
photoinitiateur ont été ajoutés a la MLO de facarvbtenir une émulsion a 5% dans I'eau. Le F127 a
été utilisé comme stabilisant. Une partie de I'&Gianl 2320 a ensuite été polymérisée durant deux
jours sous UV. A lissue de la polymérisation, ¢esticules de PS ont été formées. Cependant, un
dépdt noir de NPM est visible au fond du flacon <dde cas de I'émulsion avant et apres
polymérisation. Sur le cliché de MET de la figuhe2D., la présence de NPM sur la grille n’est pas
détectée, montrant que les NPM au bout de deuss joarsont plus en suspension dans l'eau. Les

NPM ont été expulsées hors des émulsions.

Figure 111.20. Particules de PS issues de la polyméation UV des émulsions magnétiques stabiliséearple
F127.

Les molécules de F127 s’adsorbent a la surfacgaléselettes d’émulsion pour les stabiliser a kaid
de leur partie centrale hydrophobe. Cette absaorpdist réversible et il existe un équilibre entre
'adsorption et la désorption des molécules deitawsf et une fraction de F127 qui reste libre ou
sous forme de micelle en solution. Les NPM étantle#es par des molécules d’acide oléique, le F127

va par conséquent s'adsorber naturellement suswriéaces hydrophobes. Cette propriété a d’ailleurs
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été exploitée dans des travaux de .t al.dans le but de transférer les NPM d’un solvantapola
un solvant polair¢Jain T. K. et al, 2005]

Iron-oxide
Oleic acid Nanoparticle

Pluronic F-127

Figure 111.21. lllustration de I'adsorption du F127 sur les NPM irobées d'acide oléique d’aprés Jailet al.
[Jain T. K. et al, 2005]

Le tensioactif entourant les NPM hydrophobes vaaémér leur précipitation et empécher |
intégration au sein des Isason

Le F127 est un émulsifiant a proscrire dans ledcasonfinement de NPM dans nos émulsions. Di
travaux de Landfestat al nous ont amené a faire le choix d’un autre adergurface qui n’interag
pas avec les NPM, ldodécylsulfate de sodit (SDS)[Landfester K., 2001; Landfester K. et al,
2003 ; Ramirez L. P.et al, 2003. Dans ces travaux, ils rapportent I'encapsulatame grande

quantité de NPMia une synthése en microémulsion en plusieurs étapesmmtisée -dessous :

ADleic acid $ps

o ©
Octane & @ \ -Octane O
e
Styrene
R [ oo pystyeme
Emulsification-évaporation miniemulsion

88 . KPS %@ &
® ]

& @ﬂ < Sﬁ &
TR Polymerization ® ®
& & N

Figure 111.22. Schémadu principe de I'encapsulation des NPM dans des pticules polymériques par le

processus de miniémulsic de Ramirezet al.[Ramirez L. P. et al.,2003.

Nous avons suivi le schéma général de cette symtregapportant quelquesodification: : les NPM

ont été précipitées et dispersées directement ldas@ution de monomere sans passer par une
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d’émulsification-évaporation, le DU a été utilisend notre étude a la place de I'hexadécane ; Enfin
polymeérisation a été initialisée par UV.

Cette préparation a lieu en trois étapes. Touta@b2 g de la suspension magnétique de
styrene, 0,17 g de photoinitiateur et 104 mg desobt pesés et ajoutés a 10 g d’eau contenant 30 mg
de SDS. Tous ces composants sont mélangés darsnudebglace a I'aide d’un agitateur magnétique
a 500 rpm pendant 1 heure pour former une émulgiossiére. Ensuite, une sonde a ultrasons est
plongée dans la solution toujours dans un bainldeeget les ultrasons sont appliqués pendant 2
minutes & 90% de la puissance totale de l'appabette émulsion sera notée « émulsion 1 ». En
paralléle, une seconde émulsion est préparée eangednt 2 g de styréne sans NPM, 0,17 g de
photoinitiateur, 10 g d’eau contenant 30 mg de SXSméme, préalablement aux US, le mélange est
agité pendant 1 heure a 500 rpm puis soumis 2 esratx US a 90% de puissance dans un bain de
glace : c’est « I'émulsion 2 ». Enfin, les émulsidnet 2 sont co-soniquées pendant 1 minute aux US
50% d’amplitude dans un bain de glace. Le bain ldeegévite une éventuelle polymérisation de
I'émulsion induite par la chaleur générée par liéssons qui n'est pas négligeable (cf. annexe A).
L’émulsion obtenue est Iégerement brunatre dulfaita présence de NPM.

Cette dispersion est polymérisée pendant 2 jowrs 8% a 365 nm et caractérisée en MET.

Lo

Figure 111.23. Gouttelettes d’émulsion magnétique wbilisées par du SDS et polymérisées par UV.

Les photos prises au MET confirment la présenceadicules d’émulsion polymérisées sphériques et
de NPM. La taille des particules de PS est confaamme loi de type log-normale, les plus grosses
ayant un diamétre d’environ 100 nm et les plust@etmesurant a peine 20 nm. Les particules
semblent étre connectées les unes aux autres, cameties étaient sur le point de fusionner. Les
NPM sont localisées aussi bien a l'intérieur desi@pdes de PS qu’a leur surface. La répartitios de
NPM au sein des particules est trés inhomogenggesi qu’'un bon nombre de particules de PS n’en
comporte aucune.

Le SDS semble néanmoins un tensioactif approplaeséabilisation de particules de PS magnétiques
contrairement au F127. Malheureusement, c’est ausgiroduit toxique qui ne peut étre utilisé pour
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des applications médicales. D’autres tensioactifsators été testés en utilisant un autre protoclale
Iécithine de soja et le caséinate de sodium (NaCas)

Des émulsions &20 ont été préparées en meélangeant une suspensignétiyue de styréne, le
photoinitiateur et du DU dans 95% d’eau contenanfadécithine de soja ou du NaCas préalablement
dissous $8 dans 'eau. Tout d’abord, une émulsion grossagées réalisée a 500 rpm pendant 1 heure
dans un bain de glace avant de soumettre ce métangaltrasons a 40% de la puissance maximale
pendant 10 minutes dans un bain de glace. L’émuksiété placée sous la lampe UV pendant 2 jours
et la dispersion finale a été visualisée au MET chaleur brune de I'émulsion et I'absence de culot
suggere que les NPM sont toujours en suspension.

Dans le cas de la NaCas, au bout de 2 jours solaslze UV I'émulsion était inexploitable car le
NaCas s’est agrégé a l'instar du caillement du ll&$ résultats de microscopie concernant la ligth

de soja sont présentés ci-dessous :

(B)

Figure 111.24. Clichés de MET montrant la polymérisation de I'émulsion magnétique &20 stabilisée par

la Iécithine de soja 8).

Tres peu de particules polymériques sont isoléetadacithine forme une gangue dont il est diféici
de s’affranchir lors du séchage sur la grille de TME'image de la figure IlIl.24. (A) montre
néanmoins la formation de particules de type frasg¢raspberry-like). Les NPM ont tendance a se
positionner a la surface des particules de PS.|0®lps NPM ont conservé l'acide oléique qui les
entoure puisqu’elles ne sont pas agrégées. Sulitdgs de la figure 111.24. (B) et (C), la gangue
épaisse de lécithine nous empéche de voir lexphlasi polymérisées de fagon précise. Malgré tout, o
devine les limites des particules de PS car les NBiMent les contours, confirmant leur présence a |
surface des particules. Ces particules compositgssimilaires a celles obtenues par Landfeste.
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et par Isojimeet al. avec du SD$Landfester K. et al, 2003 ; Isojima T.et al, 2009].La présence
des NPM entourées d’acide oléique en surface etrantérieur des particules revient a dire que le
solvant ne leur convient pas, ni méme l'intériees garticules. Soit elles participent a la stedilos

des gouttelettes d’émulsion en s’intercalant elggemolécules de lécithine pour former une sorte
d’émulsion stabilisée par des particules colloisl@e « Pickering $Pickering S. U., 1907 ; Arditty

S., 2004 ; Frelichowska J., 2009]soit les NPM migrent de l'intérieur vers sa saefgpendant le
processus de polymérisation. Malheureusement cettraissance ne peut se faire que par une étude
compléte en cryo-MET.

Finalement, la polymérisation des émulsions et \@sualisation a permis de mettre au point
le protocole de préparation des émulsions magresiqui suit :

Les NPM hydrophobes sont extraites du solvant &gotkans lequel elles sont conservées et
dispersées dans le R-(+)-limonéne. Cette « huilgnétique » est ensuite ajoutée au DU pour obtenir
la valeur ded désirée. Parallelement, I'eau contenant le tensfoa 8 est préparée. Tous les
composants sont enfin mélangés afin d'obtenir unalgion a 5% dans I'eau et soumis aux US le

temps nécessaire pour disperser correctement & fityalrophobe.

[11.2.3. Les hydrogels magnétiques
[11.2.3.a. Choix du polymére et préparation des hpdels magnétiques

Le systéme que nous avons choisi d’élaborer ebydrogel physique couplé a des NPM et contenant
des Isasomes. Les gels « physiques » sont obteums éoncentration élevée de polymere du fait des
interactions interchaines ou en augmentant la teatyré en utilisant un polymeére thermosensible a
LCST (ou a basse température pour des polymereSSmY Ces interactions incluent les forces de
Van Der Waals, les liaisons hydrogenes, les intena& hydrophobes. Elles assurent la cohésion du
gel. Le choix de I'nydrogel est primordial & cedgtaEn effet, il doit se conformer a certaines
caractéristiques pour la délivrance par stimulatimermomagnétique et donc étre a UCST. Il doit
pouvoir contenir les NPM et confiner les Isasonassn modifier la structure, étre biocompatible et
avoir une UCST assez haute c'est-a-dire supérielagempérature d’échauffement pour rester sous
forme de gel. Une récente étude a montré que peedion des Isasomes dans un gat-darrageenan
a la concentration de 20 g/L permettait de figes tgasomes dans la matrice de polymére sans
interaction forte sur la structure puisque les &iuak conservent leur structure interne avant oésap
gélification réversible (cf. figure I11.31.)Guillot S. et al, 2009 ; Tomsic M.et al, 2009] Ce
biopolymére est un polysaccharide extrait d'algumsges tres utilisé dans l'industrie alimentaire
comme gélifiant et épaississant, mais aussi posiagplications en délivrance de P&oberg H. et
al.,, 1999 ; Coviello T.et al, 2007] Il existe plusieurs variétés de carrageenan &t lesk et
forment des gels par transition d’'un état désordqpelote statistique) a un état ordonné (héliee) p
diminution de la température ou en ajoutant des &elk-carrageenan est un polymére biocompatible
et thermosensible ayant une température de tramsiti60°C pour une concentration de 20 [ghn
de Velde F.et al, 2002]
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Figure 111.32. En haut : schéma montrant le piégeag des Isasomes dans le réseau de polymere. En bas :
formule chimique du k-carrageenan et comparaison des mesures de SAXSrenémulsion et émulsion

piégée dans la-carrageenan a 25°C et a 60°@Guillot S. et al, 2009]

Outre les propriétés pré-citées, le carrageenar aifeurs été utilisé en tant qu’hydrogel gorgbg
des solutions de NP§Mitsumata T. et al, 2005 ; Liang Y. Y.et al, 2007 ; Daniel-da-Silva A. L.
et al, 2007 ; Daniel-da-Silva A. L.et al, 2008] La préparation d’'un tel systeme est simple et ne

nécessite pas de chimie particuliere.

Méthode de préparation du gel contenant les Isasorse
Dans un premier temps, iecarrageenan est solubilisé seul dans 5 mL d’eB0°& a une

concentration de 40 g/L. Parallelement, une émulsio5% dans I'eau déionisée est préparée en
mélangeant le DU, le R-(+)-limonéne & la valeusd®ulue et contenant TEMPO (2:1™) et NP
hydrophobes enrobées d’acide oléique. Nous avastéraptiquement préparé des émulsiodSGet

670. L’émulsifiant utilisé est la lécithine de saaB8. L'émulsion magnétique précédente et une
solution de NPM citratées a une concentration ercdanue sont mises dans une étuve a 60°C, de
sorte que toutes les solutions a mélanger soilentr@me température.

Une fois le polysaccharide entierement solubilisgsd’eau, on y ajoute 2,5 mL de ferrofluide cérat

et 2,5 mL d’émulsion a 60°C pour assurer un adppdte a I'ensemble. Puis, le mélange est agité au
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vortex pendant 10 & 20 secondes pour homogénélsest;immédiatement refroidi a 4°C pour figer

les constituants répartis de maniére homogéneraefde gel.

[11.2.3.b. Capacité d’absorption des hydrogels nest
Des mesures de gonflement par absorption d’eaéténeffectuées sur nos hydrogels. Aprés avoir
versé dans une boite de pétri de diametre 5 cnélenge visqueux encore chaud, il est refroidi a 4°C
et le film de gel obtenu a partir de 10 g de solust séché dans la boite de pétri sous cloctdapen
une semaine sur gel de silice. Deux types de gettéranalysés, le gel decarrageenan seul a 20 g/L
et le gel a 20 g/L contenant 1,25% d’émulsion tdre/L. Les gels secs sont plongés dans I'eau
déionisée et sont pesés toutes les 10 minutes'fuatigindre la masse de gonflement maximal.
Le taux d’absorption d’eau dans les hydrogels @suté en utilisant I'égquation suivante :

. W, —W,
Tauxd'absorption= (Wj x100

e
ou W est la masse du gel a l'instan¥, est la masse du gel secWf’  est I'eau contenuelel@eas

au temps infini & une température donnée.

La proportion relative d’eau dans I'hydrogel endton du temps est définie par I'équation suivante

. . W,
Proportionrelatived' eau= —%
S

avecWw, =W, -W, , est la masse d’eau contenu dans I'échaméilian instant t donné.
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Figure 111.32. Cinétiques d’absorption d’eau dans &s hydrogels seul et mixte. A gauche : taux

d’absorption d’eau (%) ; a droite : proportion relative d’eau dans le gel.

Les données expérimentales montrant I'évolutiotadgroportion d’eau relative dans I'hydrogel ont
-t
été ajustées par les courbes d’équatiag7x (1-e 4) ava6,58 minutest( temps caractéristique

d’absorption) pour I'hydrogel seul 613,06><(1—e_%) avec20,16 minutes pour I'hydrogel mixte.

La mesure du taux d'absorption d'eau montre queemeps caractéristique d'absorptierest plus
important dans le cas de I'hydrogel seul. Le geftenabsorbe 75% de moins d’eau et plus rapidement

gue lex-carrageenan seul. Les NPM et les Isasomes arléntéde la structure polymérique limitent
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la quantité d’eau absorbée sur les chaines-cirageenan de par I'encombrement des émulsions et
des particules au sein du gel. Les chaines n'g@sti€ées chimiquement, les gels se dégradentwu bo
d’un certain temps. Ce phénoméne intervient lordegugel atteint sa valeur maximale de gonflement.
En conséquence, il a été observé que le gel cariténaulsion et NPM se dégrade plus rapidement.

Les rapports de gonflement des hydrogels peuvessi &tre calculés :

Vvtoo _ Weoo _1
W,

S

Rapportde gonflement
S

Nous obtenons des rapports de gonflement a tenopérambiante pour I'hydrogel seul de 51,87 et de
12,06 pour I'hydrogel mixte.

[11.2.3.c. Echauffement des NPM sous champ magnétigalternatif
L'échauffement des NPM soumises a un champ magreétitiernatif est la conséquence de différents
processus de pertes de chaleur : les pertes pardsis/Lacroix J. M. et al, 2009] et les pertes par
relaxation de Néel et de BroviRosensweig R. E., 2002C’est la taille et les propriétés magnétiques
des NPM qui discriminent le processus physique vguidominer. Pour des NPM monodomaines
superparamagnétiques, comme c’est le cas de nos MRiMaleur générée résulte de I'effet combiné

de la rotation de la particule (agitation Browniepret des fluctuations internes du moment

3k7\_/|[‘ ), la taille des NPM, l'anisotropie

B

magnétique (Néel). La viscosité du fluide portewg €

magnétique, I'amplitude du champ magnétique et régubnce sont autant de parametres qui
déterminent I'efficacité d’échauffement des NPN. dint été explorés indépendamment et chacune de
leur influence a été mise en évidence dans une @u@007Fortin J.-F. et al, 2007]

La capacité a s’échauffer des ferrofluides et desdgels magnétiques préparés a été testée grace au
dispositif d’hyperthermie magnétique dénbtitut de Chimie de la Matiere Condensée de Baude
(ICMCB). Un schéma du principe est représenté aufigure 111.33. Les mesures d’hyperthermie
consistent a placer un matériau magnétigue sochammp magnétique alternatif haute fréquence et a
mesurer I'élévation de température induite. Leséernces d'échauffement magnétique effectuées
lors de cette thése ont été menées a I'lCMCB a @&uml avec I'appareil d’induction Celes 6/400
(Celes S.A., France), de fréquence d’'accord 108pdir la bobine utilisée (7 tours, diamétre moyen
des spires : 5,3 cm, pas des spires : 0,63 cmErgénun champ magnétique alternatif d’amplitude
88 mT (70 kA/m).
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Figure 111.33. Schéma du montage permettant de mesar I'élévation de température de I'échantillon sos
champ magnétique alternatif([Mornet S. et al, 2006 ; Vasseur S., 2007]

Environ 1 g de ferrofluide (FF) citraté ou de gelgnétique est versé dans un tube en polypropyléne
de diametre 1 cm. En ce qui concerne le gel magumetil est préparé et versé dans le tube aloik qu’
est encore chaud, la gélification a lieu en refssidnt le tube a 4°C. Le tube est ensuite placé au
centre du solénoide pour étre au maximum du chaagnétique. Un culot en polystyrene est fixé au
fond du tube pour minimiser les échanges thermigwes I'extérieur. L’élévation de température de
I'échantillon au cours du temps est mesurée patefinédiaire d’'une sonde fluoroptidueuxtron
STF-2 (BFi OPTILAS S.A.S., France), de sorte ae#vibut échauffement parasite de I'appareil de
mesure de la température dans le champ magnétigueatif. L'information est convertie en signal
électriqgue par le module de conversion Luxtron m@Bi OPTILAS S.A.S., France), puis acquise

par port RS232, récupérée et convertie en donngpwitables via le logiciel HyperTerminal
Windows.
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Figure 111.34. Hyperthermie magnétique sur un ferrofluide d’oxyde de fer a différentes concentrationgn

NPM et variation de la pente initiale de la courbeen fonction de la concentration de FF.

3 Le principe de la sonde de température fluoroptigepose sur la mesure de la décroissance de daeficence
d’'un cristal luminescent en fonction du tempsel@ps caractéristique de cette décroissance étaettdiment
corrélé a la température du milieu. L'avantage cdgutelle sonde, par rapport a un thermocouple, régldns le
fait qu’elle ne présente aucun élément magnétiquenétallique susceptible de s’échauffer spontanémhams
le champ magnétique alternaftifasseur S., 2007]
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Les cinétiques de la figure 111.34. relatives a femrofluide citraté montre que l'augmentation de
température par hyperthermie magnétique est dimextereliée a la concentration de nanoparticules
dans le ferrofluide. En diluant le ferrofluide (Fif)e fois puis deux, la température atteinte au deu
1000 secondes varie de 67°C a 45°C et 35°C respawit.

L’efficacité des NPM a chauffer est déterminéelpe€BAR, comme nous 'avons vu dans le chapitre |.

La SAR est directement proportionnelle a la pentgale de la courbe d’hyperthermie comme le

montre la figure I11.35. puisquéSAR:CX(%j , C étant la cagmacalorifiqgue spécifique avec

¢ = Ssovant (¢f chapitre I, §1.1.b.).

Xmatériau
Concentration en Fe 8,8gFe/L 4, 4gFe/L 2,2gFell
AT/ (°Cls) 8191072 3811072 1851072
Ferrofluide /At 19
SARmagn(W/gFe) 39 36 35
el AT/ CCls) / 3011072 1561072
SARemagn(WIgFe) / 19 19

Tableau IIl.7. Valeurs de A%t calculées a partir de Igpente initiale des différentes courbes

correspondants aux différentes concentrations de fiefluide et SAR associées en prenant

Csovan=4,18 J.g~K™, le solvant étant I'eau et G= 2,72 J.¢".K™* pour le k-carrageenan (voir annexe C).

La capacité a chauffer des FF a été comparée & dedl FF incorporés et piégés dans le get-de
carrageenan en présence ou non des émulsionsobesntrations identiques de FF ont été reportées
sur la figure 111.35.

Les mesures d’hyperthermie ont été faites suretepd plus longs pour la comparaison avec les gels.
Nous remarquons qu’en 2000 secondes le FF a laentation de 4,4 gFe/L a déja atteint un plateau
de saturation de température tandis que pour la eméme concentration de FF, le systéme met plus
de temps a atteindre la saturation (plus de 50 tesjuDe méme, pour le FF a 2,2 gFe/L et le gel
contenant le FF a la méme concentration et I'éronlai 1,25%, au bout de 2500 secondes, ce plateau
n’est toujours pas atteint. Ce plateau est erdfadux pertes de chaleur ayant lieu entre le gét &l

et le milieu extérieur.

Les pentes initiales des courbes ont été calcpléesles gels magnétiques. Le gel a 4,4 gFe/L a une

pente de 3011072 °C/s. Pour le gel a 2,2 gFe/L et 1,25%ndlgion, AT/At est égal a156102 °Cls.

Dans ces deux cas, les SAR sont inférieures ausells a la méme concentration. Pourtant, a des
temps longs, la température enregistrée au seigeduest Iégérement plus importante que la
température dans le FF. lkecarrageenan semble avoir un effet calorifugier le systéme, il agit

comme une sorte d’isolant thermique.

* Réduit les déperditions de chaleur.
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Figure 111.35. Hyperthermie magnétique : comparaisam des FF et des gels magnétiques.

Ainsi pour notre systéme complexe les temps d’appbn du champ extérieur devront étre plus
important que pour un FF simple afin d’atteindréelampérature désirée. Ceci reste vrai jusqu’a ee qu
la courbe du systéme mixte coupe celle du FF &suéffet, pour des temps longs, les températures de
saturation sont plus importantes pour les systénged+FF » et « gel+FF+Isasomes » que dans le cas
du FF seul.

[11.3. Utilisation de la RPE pour suivre la diffusion de PA
[11.3.1. Principe de la RPE

Contrairement & la RMN qui est sensible au spuoiéaire, la RPE repose sur le comportement
d'un électron non apparié dans un champ magnétigaehantillon a analyser est placé dans une
cavité située au centre d'un champ magnétique rextde norme constante,Blestiné a lever la
dégénérescence des niveaux électroniques paZetetan. En plus du champ constant, il est soumis
a un champ magnétique oscillant (micro-onde) déstininduire la transition des spins entre les
niveaux énergétiquggaton G. R. et al., 1998]

En faisant varier le champ appliqué ou la fréqeete I'onde excitatrice, il est possible de
mesurer I'énergie entre les niveaux, qui est saupenturbée par I'environnement local des spins
c'est-a-dire la structure et la chimie locale dutémau. Une maniére courante de concevoir ce
probleme est de prendre le modeéle classique desentsnmagnétiques, qui ont un mouvement de
précession autour du champ appliqué a la fréqueneele Larmor. Si I'on applique un petit champ
oscillant & cette fréquence, et perpendiculairefump constant, le moment magnétique va fortement

accroitre 'amplitude de sa précession ; il se pitodn phénoméne de résonance. La résonance se
produit lorsquefiv = gy B, aveg le facteur de Landéys le magnéton de BohB, la valeur du
champ magnétique a la condition de résonamegy2r hviec constante de Planck, etla

fréquence de résonance. Lorsque cette conditiogsgance est satisfaite, les électrons absorkeent d

® Découvert par Pieter Zeeman, Prix Nobel de Physigu 1902.
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I'énergie et transitendes bas niveaux d’énergie vers les hel’énergie électromagnétiquibsorbée
par le systeme durant la résonance doit étre éissginon le systéme see. Elle est disperséea des
processus de relaxation comple, puisqu’ils mettent en jeu les fluctuations locatis I'état du
systeme telles que les vibrations therres du réseau ou encore les fluctuations des de
électroniques, les fluctuations d’ondes de ¢, etc.L’influence de ces fluctuations se traduit par
temps de relaxation, qui est une grandeur phéndogiqae. Traditionnellement, on peut cnguer
deux types de relaxationune relaxation de type s|réseau a laquell®n associele temps
caractéristique Tlcompris entre O et 1us) et une relaxation de type sgiR auquel on associe 1
Dans le premiecas, le réseau cristallin va permettre a un étaitéede spin de se désexciter, dan
second, les états de spins voisins vont perdrectugrence du fait des fluctuations du champ I
Prenons le cas le simple d'un seul électron non rgpie a figure 111.37. Lorsque cel-ci est

placé dans un champ magnétique exter,, son moment magnétique va s’aligner de fagon g
ou antiparallele aehamp magnétique avec I'état de spin correspo : mzi}/z. Cette levée de
dégénérescence crée une ddfére d'énergie entre les deux niveaux d’énergieespondants aL

deux états de spin. L'éclatement des niveaux dieeest proportionnel au champ magnéti

appliqué. En se servant de la dégénérescence viEuRrid’énergie des spins électroniques wun

champ magnétique (effet Zeeman), la RPE mesursdiéilance entre ces niveaux d’éne

=t} h/'iL
m=+ !
/ A /2 ﬁ ! Absorbance

H

o

Energie
%
=t
c

Dérivée premiére

Champ Magnétique (By)
B,=0 B,>0 amp Magnetique (B)

Figure 111.37. Effet Zeeman et signal RPE associ

Pour des raisons de sensibilité, c’'est la dérivBamfgre qui est enregistrée et non la co
d’'absorbanceles paramétres essentiels a considérer pour I'seayin spectre RPE si :
» Lefacteur de Landé,g ou facteur de décomposition spectroscopique. thpéd'apprécier I
degré de localisation des centparamagnétique(position de résonan. La valeur dey est
voisine de 2 pour les radicaux libres et vaut 2308@ur I'électron libre

« Lalargeur pic a pic du spectrede la dérivée premieréAH  donne des informations sur |

interactions des porteurs de spin avec leur enveorent, et donc leur lalisation. Les
facteurs qui influencent la largeur sont les intBoas spi-réseau, les interactions s-spin

(les spins voisins créent des champs magnétiquesuxo qui S’ajoutent aux cham
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extérieurs), et les interactions d’échange (quancbhcentration en spins est grande, ceux-ci
sont alors trés proches les uns des autres etdehitales atomiques se recouvrent).
» L’intensité des spectregdonnée par la double intégration du signal RPEpesportionnelle

au nombre de spins présents dans I'échantillonipliglpar le moment de spin au carré.

[11.3.2. Caractérisation du signal RPE du TEMPO

Les radicaux nitroxydes font partie d’'une classeatkcaux libres qui est trés utilisée en tant
gue sonde de spisin-prob@ ou marqueur de spiggin-labe) [Axel F. S., 1976 ; Lurie D. Jet al,
2005 ; Martini G. et al, 2009] Plusieurs informations peuvent étre extraited atelyse du signal
RPE. Tout d’abord, la concentration de spin NO p&Eu déduite du calcul de l'aire du spectre.
Ensuite, la position et la forme des lignes du @igRPE des radicaux NO peut donner des
informations essentielles sur le temps de relaratio marqueur, la structure, I'ordre, la viscositéa
polarité du milieu héte. Ainsi, le TEMPO est un@&de trés performante de son environnement local.
De plus, les radicaux NO peuvent aussi étre ingépalirectement dans les systémes vivants
[Kuppusamy P. et al, 1998] ce qui permet d’envisager des étudessitro et in vivo. Un autre
avantage de cette technique est la trés grandétiéhsle la RPE puisqu’il est possible de détecte
des concentrations de radicaux libres allant jusdi@® M. Toutefois, il nest pas possible d'utiliser
ces molécules a pH acide de méme gu’en présencieéelascorbique car les radicaux se protonent.

Les spectres RPE sont la plupart du temps commtesgdus d'une ligne de résonance. Ce
phénoméne de résonances multiples est di a lanpeesie noyaux atomiques ayant des moments
magnétiques dans la méme molécule. Les interaatiorm des électrons célibataires avec ces noyaux
magnétiques sont connus sous le nom d’interactigpsrfines et ont pour conséquence I'éclatement

hyperfin du signal RPE. Dans les radicaux nitrosyd&lectron non apparié est situé au niveau du

groupement NO. Il est donc a proximité du noyaul'deote™N , qui a un spin nucléaire S=1.
Conformément a la théorie quantique, les spins grauprendre trois orientations possibles lorsqu’un

champ magnétique est appliqué (cf fig. 111.38.).
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Figure 111.38. Signal RPE classique obtenu pour desdicaux libres de type nitroxyde. Le spin de 'ante

N est égal a 1, soit 2S+1=3 états de spifileno B., 2006] | est I'intensité du signal RPE ety est la

constante de couplage hyperfin.

Par conséquent, le signal obtenu pour le TEMPO getaplet dd au couplage hyperfin entre
I'électron non apparié et les trois différentesentations de I'azote dans I'espace. La RPE est trés
sensible a la nature isotrope ou anisotrope desvemoents. Quand les molécules sont libres en
solution, les trois raies sont d’intensité idendquisque les mouvements sont isotropes.

Notre systéme comporte des NPM porteuses de s@igeétiques qui sont susceptibles de modifier le
signal des radicaux dans les émulsions. En RPEaresparticules sont caractérisées par la résonance
ferromagnétiquéRespaud M. et al, 1998] En effet, dans le cas d’'un composé ferromagnétitps
entités excitées sont des ondes de spins, qui mtertagir avec les phonons pour produire une
relaxation spin-réseau, ou entre elles paquoduire une relaxation spin-spin. Comme les
nanoparticules magnétiques ne sont pas toutesiqdest et orientées dans la méme direction, il
n'existe pas qu'un seul champ de résonance, nisgnde largeur de raie. Toutes les particules
produisent une résonance ferromagnétique avecangeur de raie quéur est propre. C'est la somme
de toutes les conditions de résonance qui donispegtrenesurable expérimentaleméghteurier R.,
2006}

En premier lieu, nous avons tenu a veérifier le cortgment du signal RPE de radicaux libres en
solution aqueuse en présence de NPM (stabiliségsaicle TMAOH en milieu basique) a une
concentration massique en fer de 2,61 gFe/L (dii.Z1.). Pour ce faire, un radical similaire au
TEMPO mais a caractere hydrophile, le TEMPOL (doaydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy),

a été solubilisé dans I'eau a une concentratiod,@lenM. Un spectre large a d’abord été enregistré s

la gamme de 0 a 7000 Gauss a température ambieogprenant la superposition du signal

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 96



ferromagnétique des NPM et du triplet associé aMFBL. Le spectre de ce dernier est situé dans la

pente descendante de la résonance ferromagnétquaeindiqué dans I'encadré la figure 111.39.

4000 —

3000 —

\
\
\\. 2 4

|
I 4
2000 ‘! -

-2000

-3000

-4000 — — —— — —
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Champ magnétique (Gauss)

Figure 111.39. Spectre large RPE du systéeme NPM/TENPOL dans I'eau.

En réduisant la concentration en NPM dans la swiudi concentration fixe de TEMPOL, I'évolution
de la largeur de raie du spectre du radical entifamcle la concentration relative en NPM a étéisuiv
(figure 111.40.).

'
ESR Signal [A.U]

(Gauss)

22 i e .

Magnetic Field [6]

PP

AH
.

1.6 4 .

14 4 T T ' T T T U T ' T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentration relative en NPM (u.a.)
Figure 111.40. Influence de la concentration relative (dilution a partir d’'un FF a 2,61 gFe/L) en NPMsur la
largeur du signal RPE du TEMPOL a (Grgmpor =0,6 mM).
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La largeur de raie des spectres RPE de radicatoxyites s’exprime de la fagon suivante :

AH = AH g +AH gpanget AH

échange dipble

ou 4H, est la somme des contributions indépendantes denleentration en radicaux (élargissement
inhomogene, élargissement di a la présence d’ory@o.) AHschangela contribution de l'interaction
d’échange de spin entre les radicaux, et effiigise la contribution des interactions dipdle-dipdle
entre les particules.

La largeur pic a picdH ,, a été mesurée sur la troisieare du spectre. Comme le montre le graphe

de la figure 111.40., plus la concentration relatien nanoparticules est grande, plus les lignes$RRE
élargies, et donc plus leH,, est grand AH,, suit une loi linéaire en fonction de la concemnbraien
NPM. La position des raies reste néanmoins inctengéelle que soit la concentration. Ces résultats
sont en accord avec les observations faites paatsgii et al., indiquant que I'élargissement mesuré
est la conséquence directe de l'interaction dipigdéle (ou spin-spin)Kovarskii A. L. et al, 2007]

et non des interactions d’échange qui auraiengiéles raies tout en les déplacant vers le cenire d
spectre. Cette expérience préliminaire nous a pedmiconfirmer l'influence des NPM sur la ligne
RPE d'un radical nitroxyde soluble dans I'eau. Déspnous avons montré qu’il est possible par RPE
de suivre a la fois les radicaux mais aussi les NPM

Dans I'étude menée, le radical NO est utilisé et tpe marqueur de la diffusion aprés stimulation
thermomagnétique. Pour cela, le TEMPO est solébilians la phase dispersée hydrophobe et des
nanoparticules d’oxyde de fer sont parsemées danwmadtrice de polymére mais aussi dans les
émulsions. Alors que linfluence des NPM sur lensigd’'un radical NO a clairement été mise en
évidence au sein de solvant de méme polarité, cgsedl de I'interaction des molécules de TEMPO
solubilisées dans un milieu apolaire par rappaxtiiBM qui les entourent ?

Tout d’abord, il convient de souligner que le sigRRE d’'une sonde de spin dépend avant tout du
solvant dans lequel il se trouve. Ceci se tradsirale spectre a travers la constante de couplage
hyperfin Ay, qui correspond a la séparation entre deux ligleesesonance adjacentes. Le TEMPO,
bien qu'étant de nature plutét hydrophobe, a uhgbdité non nulle dans I'eau. Nous avons dissaus |
TEMPO dans le R-(+)-limonéne et dans I'eau déiaiada méme concentration (27181), leurs
spectres RPE (Figure 111.41.) ont été enregisttidasgamme de champ magnétique de 3320 a 3420

Gauss.
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Figure 111.41. Signal RPE du TEMPO dans I'eau (en woir) et dans le R-(+)-limonéne (en rouge).

Pour une méme concentration en composé radicalagelignes obtenues different. La ligne du

TEMPO dans I'huile (milieu apolaire) est moins imge et plus large que celle du TEMPO dans 'eau

oul les raies sont plus fines et intenses, on dabfieh ' = 29G et AH > = 13G . Par ailleurs, la

constante de couplage hyperfin est différente g, change de 17,2 Gauss dans l'eau a 15,4
Gauss dans I'huile. Grace a ces larges différeriessnolécules de TEMPO pourront étre localisées
tres distinctement dans la phase dispersée owkemqgueuse de I'émulsion.

Pourtant, lorsque le TEMPO est solubilisé dansélesilsions, le signal RPE résultant est encore
différent. Le spectre du TEMPO dans une émulsiéfrradans 'eau et le spectre du TEMPO dans la
méme émulsion dilué a 1,25% figurent ci-apres :

lm(u a)
I (ua)

T ¥ T ¥ T T
3340 3360 3380 3400

Champ magnétique (Gauss) Champ magnétique (Gauss)

Figure 111.42. Signal RPE du TEMPO dans des émulsios en phase micellaire cubiqued&0 et

670) & 5% et a 1,25%. Les émulsions sont stabiliséear la lécithine ap8.
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Les spectres ne sont plus constitués du tripletct@rstique, la troisieme raie du spectre est
ici dédoublée. Par ailleurs, les trois raies ne pars identiques en intensité et sont asymétrigdesi
est en fait la conséquence de la partition du TEM#Dre deux environnements de polarités
différentes (I'eau et I'huile). Selon son affiniséructurale et chimique, le radical va se positeynn
préférentiellement dans I'un ou l'autre des mili¢&klin P. et al, 2000 ; Jores Ket al, 2003] Cette
propriété du TEMPO a se partager entre deux mildeugifférentes polarités a été largement exploitée
en biophysique pour I'étude de systémes biologigdesbicouche lipidique ou encore d’hydrogel
[Hsia J. C. et al, 1973 ; Shimshick E. Jet al, 1973 ; Polnaszek C. Fet al, 1978 ; Sankaram M.
B. et al, 1984 ; Maksina A. G.et al, 1991 ; Baranovskii V.Y.et al, 2006 ; Junk M. J. N.et al,
2008}
Cette observation corrobore les résultats obtemusaddiffusion aux petits angles (SAXS) ou en
présence du TEMPO, nous avions observé un changeafaestructure interne qui indiquait que le
radical se situait probablement a la limite entietBtes polaires et les queues apolaires. Chagnad s
obtenu est une superposition des deux lignes RR& fagure 111.41. ayant des constantes de couplage
hyperfin différentes. Sur la raie dédoublée, lanpége composante correspond a celle du TEMPO
dans 'huile et la deuxieme a celle du radical daesu.

A partir des spectres, un paramétre de solubitisdtpeut étre calculé. Il est défini par H et P

annotés sur la figure 111.42. avet = [Maksina A. G. et al, 1991] Le facteurf représente la

+P
fraction de TEMPO solubilisé dans la dispersée dylobe. En mesurant H et P sur les spectres et en
les normalisant par la concentration de la phasiedphobe par rapport a la phase hydrophile, nous

avons calculé les valeurs fleorrespondantes dans le tableau suivant.

850 870
5% 0,88 0,90
1,25% 0,93 0,92

Tableau I11.8. Valeurs du parametref du TEMPO en fonction ded et de la concentration de la phase

dispersée hydrophobe.

Ces valeurs semblent indiquer que les moléculeSEMPO préferent se solubiliser dans la phase
hydrophobe. Le paramétfene donne aucune indication quant a la présenCeEEHPO a l'interface
huile/eau ce qui pourtant joue certainement unimfwrtant dans notre systéme.

Le coefficient de partitiolk est constant et est donné par le rapport des statens d'un
composé aussi nommeé soluté dans un mélange depases non miscibles (en général, eau/octanol)
a I'équilibre pour une température et une pressiomnée[Leo A. et al, 1971] Il correspond a la

distribution du soluté entre ces deux phases d=mitlles il est soluble et permet de déterminer so

|‘V 145;/
® Exemple de calcul 860 et 5% en émulsiofig>° = % %
/ +P (145 +367
5% 95% 5% 95%

y= 088.
)
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hydrophobicité. Ce coefficient est largement wilen pharmacologie car il est un moyen de prédire
'aptitude d’'une molécule de PA a pénétrer dansdeltules et la peau: les molécules les plus
hydrophobes sont plus facilement absorbées. Lehaués les plus usuelles pour mesurer le
coefficient de partition sont le dosage de chaghase aprés mélange, I'HPLC, ou encore
I'électrochimie. Dans le cas présent, I'analyses@inal RPE permet d’accéder a cette information
puisque les deux composantes (huile et eau) agpardisur la troisieme raie du spe¢frales B.L. et

al., 1970 ; Bottle S. Eet al, 1999 ; Ma J. W.et al, 2001 ; Cimato A. N.et al, 2004 ; Viriyaroj A.

et al, 2005 ; Herrmann W. et al, 2007 ; Aliaga C.et al, 2009] En soustrayant de maniére
numérique le signal du TEMPO dans I'eau au signalTEMPO dans I'émulsiorvia le logiciel
Origin®, le signal du TEMPO dans la phase hydrophobe le®na. Le signal résultant permet de
donner une valeur approximative du coefficient deifion du TEMPO et de la comparer aux valeurs
issues de la littérature. De maniere générale,anle plutét en valeur logarithmique du coefficielat
partition. LorsqudogK=0, le composé étudié a autant d’affinité pour I'unel'autre des phases. Si

logK<O0, le soluté est hydrophile etlsgK>0, le soluté est hydrophobe.

Lo (U2

b)

lm-f (ua)

A A I a-b=c) A A j\v a-b=rc)

T T T T T T T v T
3340 3360 3380 3400 3340 3360 3380 3400

Champ magnétique (Gauss) Champ magnétique (Gauss)

Figure 111.43. Pour des émulsions a 1,25%, soustréion numérique du signal du TEMPO dans I'eawia
Origin ®. Le signal RPE du TEMPO dans I'émulsion est noté,de signal du TEMPO dans I'eau pure est b

(signal renormalisé) et enfin ¢ est la soustractionumérique.

Le coefficient de partitioi est défini par I'équation suivante :

K = Chuile
C

eau

avecC e et Ceq, les concentrations de TEMPO dans 'huile et dageul!

La double intégration du signal RPE étant proportelle au nombre de spin et connaissant le

I huite
125%

I ew/
9875%

valeurs de la double intégration du signal dansiléh(phase hydrophobe) et dans I'eau (phase
continue aqueuse). Pour une émulsion a 1,25%50a([TEMPO]=2,1.1d mol.L™") nous obtenons

pourcentage de chacune des phases, nous pouvat&ieine : K = avedie et leas l€S
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K 550 =40 et 3370 ([TEMPO]=1,3.1d mol.L'™"), K 5,, =39. Ainsi, logKsse= l0gKs70=1,6Q cette valeur

signifie que dans le mélange DU/R-(+)-limonene—daulEMPO aura plus d’affinité pour la phase
hydrophobe. Le coefficient de partition est un pate important, c’est une valeur qui est maintenue
constante tout au long de I'étude de la diffusienPd\ en préservant I'équilibre du systéme. De plus,
la nature hydrophobe du TEMPO est un facteur crpoiar de futures études vitro etin vivo.
L’évolution du signal RPE du TEMPO dans les émulsi@ été suivie en fonction de la

concentration relative d’un ferrofluide citraté.(&f 11.2.1.). Les résultats sont présentés suiglard
[1.44.

=

A
;

=l =
_'—_"“*7\ j sty

Concentration
croissante en NPMs

i.' . I: v IA
3320 3340 3360
Champ magnétique (Gauss)
Figure 111.44. Evolution du signal RPE du TEMPO dans les Isasomes en fonction de la concentration

relative en NPM citratées.

Bien que la ligne RPE soit complexe dans ce cagatlda partition du TEMPO, il est clair que les
spins des NPM modifient le signal RPE. Plus leuncemtration augmente, plus les lignes se
déforment. A la concentration en oxyde de fer issgrande, les raies se sont tellement élargieteque
dédoublement est masqué. A la simple observationedespectres, il n’est pas possible de dire si
I'élargissement des raies ne concerne que la botivh du TEMPO dans I'eau ou dans les deux
milieux. Le découplage des deux contributions sutets signaux RPE s’avére compliqué.

Dans la suite, nous nous sommes intéressés duaidif du TEMPO hors du gel. Dans un tube a essai
en polypropylene (le méme qui sert pour le chaaffgr hyperthermie magnétique), le gel
magnétique est introduit encore chaud de fagoncu'demoule le fond du tube. Il est refroidi pemta
une heure a 4°C pour que le systeme (les Isasotnsspprticulierement) revienne dans son état
d’équilibre. Ensuite, 1 mL d’eau déionisée est @ars-dessus du gel, une infime quantité de cette ea

sera prélevée dans un demi-capillaire en quar@&enm de diametre interne et analysée en RPE.
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La double intégration de la ligne RPE est directenm@oportionnelle au nombre de spins. En la

calculant pour des concentrations en TEMPO conmeess avons pu calibrer cette sonde de spin.

5x10° - ; - . . .

4x10" —

3x10" -

Im_(u.aj

2x10" -

1x10" o E

T T T T T
0.0 5,0x10° 1.0x10° 1,5x10" 2,0x10”

[TEMPO] (mel/L)

Figure 111.45. Calibration de la concentration de TEMPO dans I'eau, droite d’équation

| e = 259472x10° x[TEMPQ .

A tout moment, nous pouvons connaitre la conceatraxacte de TEMPO en solution grace
a cette courbe de calibration. Des cinétiques disibn a différentes températures ont pu étre
entreprises sur notre systeme. D’autre part, ungacaison des systemes avec ou sans émulsion a pu

étre effectuée. Ces résultats sont présentés empsatagraphes suivants.

[11.3.3. Etude de la diffusion du PA hors du gel das des systémes avec et sans
émulsion
Cette étude a été menée sur deux types de gelserg®ratures ont été régulées par un bain
thermostaté externe. Deux types de gel ont éiéagit
* un gel dek-carrageenan comprenant NRMkes €émulsion ad50+TEMPO+NP enrobées
d’acide oléique ;
* un gel dex-carrageenan avec NRMesmais sans émulsion. Dans ce cas, le TEMPO a été
dissous dans I'eau du gel a la méme concentratierdgns I'émulsion 850.
Sur les graphiques de la figure 111.46. et lIl.4%s gels seront simplement nommés « avec émuision
et « sans émulsion ». La diffusion du TEMPO hors gels magnétiques a été suivie a température
ambiante fixée a 20 et a 30°C. A 30°C, la mesurgeaups zéro a été faite une fois que le bain
thermostaté est stabilisé a cette températurepi@svements dans la phase aqueuse au-dessus du gel
ont été effectués toutes les 30 minutes a l'aide dapillaire de 0,8 mm de diametre. Le capillaise
ensuite placé dans la cavité RPE, a chaque fois avons fait un spectre large de 7000 Gauss pour
vérifier si des NPM se sont échappées de la mgbatgmérique et un spectre pour le TEMPO. Le

programme WinEPR nous a permis de collecter elya@ales données. La courbe de calibration et la
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double intégration du signal du TEMPO nous a pedrisemonter & sa concentration exacte dans le
capillaire. L’intensité du signal RPE de NPM esipwrtionnelle a la susceptibilité magnétique, i e
elle-méme proportionnelle au nombre de particulédntensité du signal de résonance
ferromagnétique est directement proportionneli@ @uiantité de nanoparticules en solution. Le rappor
signal/bruit étant trés important pour les meswes temps inférieurs a 60 minutes, il n'a pas été
possible de mesurer l'intensité sur ces spectsgyriaphiques de la figure 111.47. commencent donc

60 minutes.

T ¥ T ¥ T ¥ T T T v T
™ sans émulsion

1.0x10" <
| @

8.0x10" e
6.0x10 + -

4.0x10° =

[TEMPO] (mol/L)

2.0x10" < m avec emulsion 4

0.0

T T T T T T T T T T
0 30 60 a0 120 150 180

Temps (minutes)

1.4x10° .
(b) ; sans emulsion 7
1.2x10" s E
1.0x10" o a E

8.0x107 - g

6.0x10° - 4

[TEMPO] (mol/L)

4.0x10" - o R

@ avec emulsion
2.0010" e ) i =

0.0

o

30 60 80 120 150 180
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Figure 111.46. Diffusion du TEMPO avec et sans émudion a 20°C (a) et a 30°C (b).
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Figure 111.47. Diffusion des NPM avec et sans émuilsn a 20°C (a) et a 30°C (b).

Tout d’abord, il est important de souligner qusigmal obtenu dans la phase aqueuse au-dessus du ge
correspond exactement a la ligne du TEMPO dans kignifiant que les Isasomes demeurent piégés
dans la matrice de-carrageenan. Pour le gel sans émulsion, désdihstéro, la diffusion a
commenceé, ce qui n'est pas le cas pour le gel éadsion ou la diffusion hors du gel est ralentie.
Les Isasomes constituent une barriére et retieegmholécules de TEMPO avant activation et limite
leur diffusion. En plus de cette barriére lipidigles molécules de tensioactifs adsorbées a lacurf
des émulsions sont elles aussi une barriére. Lééconles de TEMPO confinées dans les Isasomes
doivent donc franchir tous ces « obstacles » adlarde trouver dans la phase agueuse de I'hydrogel.
Dans I'hydrogel sans émulsion, les radicaux nitd®s/sont déja solubilisés dans la phase aquesse, le
seuls parametres entrant en compte sont la moeiligélibre parcours moyen des molécules a travers
'hydrogel. D’aprés les graphiques de la figure.48l., la diffusion du TEMPO suit une loi
relativement linéaire en fonction du temps.
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1,38. 10' M/s 6,09.10" M/s
1,70.10" M/s 7,57. 10 M/s

Tableau 111.9. Vitesse de diffusion du TEMPO hors @s gels avec ou sans émulsion a 20 et 30°C.

La pente des droites donne une vitesse de diffudioTEMPO (cf tableau 111.9.). La vitesse de
diffusion du TEMPO hors des gels sans émulsiora gstu pres 4,5 fois plus importante que dans les
gels avec émulsion. Les émulsions dans I'hydrogeihént la diffusion, elles sont une sorte de
barriere. La présence des Isasomes dans le gel @én28% en masse influence la quantité de NPM
qui sort du gel. En effet, leur signal est beaucpluls intense pour les gels avec émulsions que pour
les gels sans émulsions. A 20°C, plus de particolagnétiques sont sorties du gel en présence
d’émulsion que sans, bien que leurs vitesses soenparables.

A 30°C, la pente est plus abrupte qu'a 20°C, moteansi qu'augmenter la température accroit la
vitesse de diffusion du TEMPO.

24x10' ' T ; v
@ avee émulsion a 20°C i

@ avec émulsion a30°C | »

2.0x10" K -

1.6x10" 1 ' -

Lo {wa.)

~4
1.2x10" 4 : -

8.0x10° / |
@ 20°C

4.0x10° -

60 90 120 150

Temps (minutes)

Figure 111.48. Diffusion des NPM hors du gel a 20 &€30°C.

L’augmentation de température influe peu aux teomsts (<90 minutes, voir figure 111.48.)
sur la diffusion des NPM. Au-dela de 90 minutesténsité varie de maniére abrupte et augmente
d’'un facteur 6. Le signal des NPM passe de 7000°& 2 2,4x1tHa 30°C pour des temps supérieurs a
180 minutes. Cette variation brusque semble indiquee modification structurale agissant sur la
diffusion des NPM. La diffusion du TEMPO n’étantspafluencée, il ne s’agit pas d’'une transition
structurale au sein des Isasomes, mais plutot ldacsnformation des chaines gdearrageenan (gel

physique non réticulé).
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[11.3.4. Etude de la diffusion du PA hors du gel erfonction du temps et de la
température régulée par un bain externe
Préalablement aux essais thermomagnétiques, nous a&oulu déterminer I'effet exact de la
température sur la diffusion du TEMPO hors du gatsdla phase eau. Une étude en temps et en
température a donc été effectuée en se servantdinrthermostaté qui ajuste la température du gel.
Trois températures ont été examinées 20°C, 30°G7&C. Le gel a été placé dans un tube en
polypropylene avec 1 mL d’eau au-dessus du g& wtbe plongé a hauteur du gel dans le bain-marie
a la température désirée. Pour les températur8 @t 37°C, nous avons attendu que la température

du bain soit stable avant la premiére mesure.

3.0x10° T ; . ' T T T e
a 150 min

2.5%x10°

2.0x10"

90 min 7

5 ] .

1.0x10° -

./’/’/"/"4 30 min |

5.0x10° -

[TEMPO] (mol/L)

0.0

T T T ) T T T
20 25 30 35 40

Température (°C)

Figure 111.49. Diffusion du TEMPO hors des Isasoms en phase micellaire cubique (stabilisées par la

|écithine).

La cinétique de diffusion du TEMPO dépend de lap@rature de facon linéaire. La concentration
initiale en TEMPO a l'intérieur du gel contenar@3% d’lsasomes est de1x10“mol.L™* . Aprés 150
minutes a 37°C, seulement 14% des molécules de TES8MRL sorties du gel, la cinétique de diffusion
est donc tres lente. En suivant ce régime linéeréEMPO (PA) pourra diffuser pendant presque 18
heures, alors qu'il serait rapidement épuisé damel sans émulsion (4,5 fois plus vite, soit 4régu
Ceci fait de notre systeme de délivrance, un systparformant dans la durée d’application. Cette
cinétique lente est la conséquence d’équilibregiphes au sein de notre systeme. Le TEMPO sort de
I'’émulsion au fur et a mesure que I'équilibre duieni est perturbé a partir du systéme extérieea(l’

(3)) comme le montre le schéma de la figure I11.50.
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3)

Figure 111.50. Systeme d’'équilibre entre un Isasomdl), le gel (2) et I'eau (3).

Un gradient de concentration s’installe au seigyiiéme et déplace I'équilibre de celui-ci. Le
coefficient de partition calculé précédemment niodsque que I'équilibre au sein des Isasomes doit
étre conservé pour maintenir le coefficient cortst&n rajoutant de I'eau au-dessus de I'hydrogel, |
concentration de TEMPO au sein du gel diminue, danconcentration du TEMPO dans la phase
hydrophobe va aussi diminuer pour équilibrer leéye. En augmentant la température, la mobilité

des molécules de radicaux augmentent agissard siiesse de diffusion.

[11.3.5. Etude de la délivrance du PA hors du gel p@r activation
thermomagnétique

Nous venons de voir qu’il est possible de libéesrmolécules de TEMPO sous I'effet d’'une
élévation de la température régulée par un baegreatthermostaté. Dans cette étude, la diffusiété a
suivie par RPE aprés activation par échauffememnétique des NPM. Le gel est placé sous champ
magnétique alternatif de fréquence 108 kHz et dlauge 88 mT dans le tube en polypropylene avec
'eau au-dessus du gel. La sonde fluoroptique kestgée dans le gel. La température est enregistrée
en fonction du temps. Lorsque I'’hyperthermie maigjét est arrétée, le prélevement de la phase
aqueuse est effectué a une température connuaretedmps donné. Lorsque le gel est & nouveau au
repos (c'est-a-dire sans champ magnétique), plesgé dans un bain de glace dans le but de malenti
voire stopper la diffusion. Les essais par actirathermomagnétique ont été comparés aux résultats
obtenus avec la régulation par un bain thermostaté.

Dans I'exemple de la figure 111.51., deux hyperthi&es successives ont été pratiquées au sein
de I'hydrogel. La premiére a duré 20 minutes pog température finale de 31°C et la seconde a duré
un peu moins de 40 minutes pour aboutir a 34°Ccdreséquence directe de I'échauffement local du
aux NPM est la diffusion des molécules de TEMPGs lolrr gel dans la phase eau. La comparaison de
la diffusion thermomagnétique dite « active » adiffusion « passive » (régulation par bain) a
températures fixes n’indiqgue aucun autre effetin@tie I'activation magnétique que l'influence de |
température sur la libération du PA. Ainsi le systerépond de la méme maniére (méme quantité de
TEMPO libérée aux différences de température pgég) par contrfle externe de la température.
Lorsque le gel est par la suite maintenu dans imdeaglace, la diffusion est ralentie comme suppos

par la baisse de température.
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Figure 111.51. Diffusion du TEMPO hors du gel magnéique (contenant des Isasomes en phase micellaire
cubique) activé par stimulation thermomagnétique. la phase eau au dessus du gel a été analysée par RPE
a l'issue de chacun des deux échauffements magnéis (région 1 et 2) et aprés repos du gel dans uait

de glace.

La figure 111.52. est un exemple supplémentaird’effet de I'activation thermomagnétique sur le gel
magnétique. L'échauffement magnétique du gel anat9°C au bout de 40 minutes sous champ

magnétique alternatif. Une fois le prélévementattfé, le tube est placé dans un bain de glace.
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Figure 111.52. Diffusion du TEMPO hors du gel magnéique (contenant des Isasomes en phase
micellaire cubique) activé par stimulation thermomaynétique. Le prélevement de la phase eau est
effectué a l'issu de I'échauffement magnétique a 28 et aprés une période de repos dans un bain de

glace.

On peut ainsi observer par RPE la libération detcoules de TEMPO hors du gel par
échauffement des nanoparticules magnétiques. Ligfgment magnétique est comparable a
I'élévation de température en bain thermostatélilération du PA en est la conséquence, on peut
donc parler de libération de PA stimulée par I'édfeaanent des NPM sous champ magnétique
alternatif. Apres avoir stoppé le champ, les mdede TEMPO continuent & sortir du gel au repos

(bain de glace) ce qui correspond a la diffusiosspe a cette température.
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[11.4. Conclusion du chapitre I

Le gel thermosensible composé dearrageenan, de NPM et d’lsasomes s'avére étre un
systéme trés intéressant pour la libération praerde PA. Les Isasomes ont pour role de stocker des
molécules de PA et ont permis de réguler leur ditién. Dans cette étude, nous avons montré que la
stimulation thermomagnétiqgue a pour effet le dédlement de la diffusion en fonction de la
température d’échauffement des NPM dans le gel. &€inla méthode mise en place pour I'étude de
la diffusion demande des améliorations, ce tramapgermis de valider le concept d'utilisation du
TEMPO et de la RPE dans les mesures de diffusidh”de
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Chapitre IV
Hydrogel reticulé par les nanoparticules
magnétiques

« Qu'est-ce que la vie? L'usufruit d'une agrégatiermolécules. »

Les freres Goncourt
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IV.1. Introduction

Figure IV.1. Schéma de la réticulation de I'nydrogel par les NPI.

Cette partie de mon travail de thése est consacléenodification de surface des nanopartic
magnétiques d’'oxyde de fer dans le but greffer différents groupes fonctionn. Ces groupes
devront permettre une interaction av'acide hyaluronique (HApour créer cette fois un gel rétic.
L’HA a été isolé en 1934 par Meyer et Palmer darfleur vitreuse bovin[Meyer K. et al, 1934] Il
est I'une des principales composantes de la maeiteacellulaire et est présent en concentr:
élevée dans un certain nombre de tissus (le @@ le liquide synovialla peau, le cordon ombilice
le cerveau, les muscles etc.). Ses fonctiondogiques sont entre augde maintien de la
viscoélasticité des tissus, de la lubrificationn@ées cartilages, les muscles) et de I'hydrataipace
a sa capacité de rétentiofeau). Il entre aussi en jeu dans la mitose, Igration cellulaire, I¢
développement des tumeurs et des métastasesgamsians les processus d’'inflammai/Necas J.
et al, 2008] Depuis, I'HA est largement utilisé dans les forntioias cosmétigts, pharmacologiques,
dans l'ingénierie tissulaire et semlprometteuen tant qu'agent de la délivrance de [Nishinari K.
et al, 2003 ; Yun Y. H.et al, 200:].

Jusqu'a présent, les travaux existants montremisdeption de I'HA sur de¢ nanoparticules
d’oxydes de fer (sans lien chimique) par interactiélestrostatiques jouant ainsi sur les propri
polyélectolytiques de I'HAKumar A. et al, 2007 ; Yang P. Fet al, 2007; Lee Y. et al, 2008] La
fonctionnalisation des NPM ainsi que sa carisation sont d'importance primordiale dans
applications biomédicales. Le fait d’attacher cljngment des molécules aux coeurs magnét
évite au matériau de se déliter en milieu biologi Nous avons opté pour une modification de sur
multiétapepermettant a tout moment de la synthése de réauleéréybrides magnétiques possé(
de nouveaux groupements fonctionnels. Cette champiusieurs étap, bien que plus contraignar
dans la durée, a permis et permettra dans le dguplorer une pls large gamme de macromoléc
greffées. Ce chapitre préseetsentiellemerles résultats de la fonctionnalisati
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IV.2. Modification de surface des NPM
IV.2.1. Etat de surface des NPM

La stabilit¢ d'une suspension colloidale chargée dagctement liée a la double couche
électriqgue (composée de la couche de Stern et daulehe diffuse séparées par le plan d’Helmholtz)
présente autour de chaque particule. La valeuotienfiel au plan d’Helmholtz est le potentiel zgta
seule valeur accessible expérimentalement. Il égtrohiné par la mobilité électrophorétique en

appliquant I'équation de Henry dans un solvant ipela UE:K ou Ug est la mobilité
U

électrophorétique; la constante diélectriqug Jla viscosité du milieu; le potentiel (mV). Pour chaque
valeur de pH, le potenti€la été mesurée a 5-6 reprises a I'aide du zetaSemeoseries de Malvern.
Une distribution de potentiel autour de la valeuplus probable, en ajustant les données par une lo
de type gaussien, on obtient la valeur du potegugie 'on moyenne sur I'ensemble des mesures. La

largeur & mi-hauteur correspond a I'erreur indigsifieles graphes.

70 ¥ T : T y T ¥ T ¥ T : T

60 4 - -

40 - }__,_. \I

¢ (mV)

S

A/
Z

3 4 5 6 7 8 9 10

Figure IV.2. Potentiel z&ta {) des NPs non enrobées (nues) dispersées dans I'éapH acide (HNG). Le
PI des NPs nues est proche de 7 conformément a cgilcp été observé dans la littératureg/Vayssiéres L.et
al., 1998 ; Mornet S., 2002]

En général, une suspension colloidale soumise s idi@ractions électrostatiques est
considérée stable lorsque le potentiekt supérieur 30 mV en valeur absolue. D’apréiglae IV.2.,
le ferrofluide est stable a pH trés acide ou trasidue et le point isoélectrique (Pl), valeur pour
laquelle le potentiel est nul est atteint a pH=%&h, accord avec les données de la littérature
[Vayssieres L.et al, 1998 ; Mornet S., 2002]
Les spectres infrarouge (IR) sont collectés suspecttrométre Thermo Scientific Nicdf&tFT-IR. Un

échantillon du ferrofluide floculé, séché puis @@mst mélangé a du KBr (3% en masse de NPM). La
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poudre est comprimé de sorte a faire une pastilee lgpn va placer dans le porte-échantillon pour
'analyse IR en transmission. La figure IV.3. mente spectre infrarouge a transformée de Fourier
(IRTF) mesuré, qui est caractéristigue des oxydesstducture spinelle. Deux larges bandes sont

visibles vers 580 et 630 ¢haes vibrations des liaisons Fe-O.

NPs nues

Transmittance (a.u.)

————————

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1

Nombre d'onde (cm )

4000

2
W

Figure 1V.3. Spectre IRTF des nanoparticules d’oxyé de fer nues.

La large bande autour de 3400 tmst due aux vibrations d’élongation des hydroxgesle I'eau
physisorbée a la surface. La coordinence des saf@riques et ferreux en surface des particules es
satisfaite par la présence de groupements hydrexglé sont soumis aux contraintes physico-
chimigues de leur environnement local. En solutigneuse, ces groupes de surface interagissent trés
fortement avec I'eau : des couches d’'eau se foremesturface des nanoparticules.

Dans la technique d'analyse thermogravimétriguéchhntillon est chauffé depuis la
température ambiante jusqu’a 800°C a une vitesestaote de montée en température de 2°C par
minute. Grace au dispositif utilisé, une électrabnak Setaram TG-DTA 92-18, la perte de masse liée
a I'eau ou a d’éventuelles réactions chimiquesresturée suivant la montée en température. La faible
rampe de température utilisée permet d'éviter tedsed’inertie de la perte de masse par rappdat a
température réellement appliquée, on mesure deanpdees de masse induites par les réactions de
décomposition a leur température thermodynamiqa@sDe four, I'échantillon est placé sous un flux
d'oxygene. En faisant des hypotheses sur les odectchimiques possibles et les produits de
décomposition, cette technique permet d’évaluamdriére quantitative les différents composés dont

est constitué I'échantillon.
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Figure 1V.4. Courbe de perte de masse relative d'uéchantillon de nanoparticules d’oxyde de fer.

La perte de masse observée pour I'échantillon d& NBn fonctionnalisées peut étre attribuée
essentiellement a la présence de molécules d’esortazes en surface de la nanoparticule. Deux
processus entre en jeu dans le cas présent, gpréseintés sur la figure 1V.4. : la désorption’dad
physisorbée jusqu’'a 350°C et la désorption I'eaimidorbée au-dela de cette température. Vers
420°C, une transition de phase de la magnétite/éragh a I'hématite est observée ; elle est
accompagnée de I'élimination d’une grande quadt&ééu due a la réorganisation des atomes de fer de
surfacgMornet S., 2001]

IV.2.2. Méthodes de silanisation : Comparaison delsilanisation par US et par
traitement thermique
Des études récentes se sont portées sur la medificdes NPs par des agents de couplage
silaniques[Xu Z. et al, 1997 ; Mornet S.et al, 2005 ; Flesh Cet al, 2005 ; Sonvico Fet al,
2005 ; Steitz Bet al, 2007 ; Wu W.et al, 2008 ; Hervé K.et al, 2008] Le mécanisme de greffage
de ces molécules en solution aqueuse a la surfaoeodyde se décrit en trois étap@skles B.,
1977] et conduit a la formation d’un film polysiloxanetaur des NPM par condensation avec les

hydroxyles a leur surface.
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Nous avons choisi d'utiliser des alkoxysilanes amirde type aminopropyltriétoxysilane
(APS) du fait que les amines présentent un grawikaie réactions chimiques mettant en jeu des
liaisons covalentes tout en conservant une sutfgdeophile. Les propriétés de I’APS pur en solution
aqueuse ont été étudiées précédemiemta H. et al, 1978]

La simplicité de la réaction de greffage de 'AR®a@les hydroxyles de surface des NPM se
heurte néanmoins aux probléemes d’interaction eepikement de ces fonctions amines avec la surface
des oxydes. Ce probleme a largement été étudiéleésisavaux de Mornet $t al, et il semblerait
gu’'un traitement thermique modéré sous vide peemétbptimiser le greffage et de retourner les
groupes amines vers I'extérieur du film polysilog@llornet S., 2002] Deux méthodes de greffage
ont été utilisées dans cette étude : la silanisgiiar ultrasons (US) et la silanisation par tragem
thermique.

» Protocole de silanisation par US dans I'éthanol alou:

Les nanoparticules synthétisées par coprécipitatim lavées et dispersées a la concentration
de 3,5.1G mol/L dans 50 mL d’une solution d’éthanol absolkaide d’US pendant une heure. Cette
suspension est versée dans un ballon de 100 mEgka un agitateur magnétique a une vitesse de
500 rpm et dégazée a I'argon 10 minutes. Par ta,sub mL d’APS (98%, Aldrich) sont ajoutés a
l'aide d’'une seringue a travers un septum en choutc Le mélange est agité magnétiquement
pendant 12 heures et une heure aux US. Les NPNIisgilzss sont récupérées a l'aide d’'un aimant en

néodyme et lavées a I'éthanol puis a I'acétone.
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* Protocole de silanisation par traitement thermiquemodéré dans un mélange

eau/méthanol[Mornet S., 2001}

Dans le second protocole de greffage, un volum&O@emL de ferrofluide peptisé par I'acide
nitrique & pH=2 dans I'eau déionisée (3,5 mmol e} ést versé dans un ballon bicol sous agitation
magnétique (500 rpm). 100 mL de méthanol anhydsiole ajoutés au ferrofluide, le mélange est
homogénéisé et bullé a I'argon pendant 10 minut&sPS (10,5 mmol, 4,2 mol/L, 3 équivalents
molaires) est prélevé avec une seringue et ajodté solution. La réaction est conduite pendant
12 heures sous agitation. Au bout de 12 heuresiilOfe glycérol (99,9%, Aldrich) sont versés et la
dispersion est homogénéisée. Le méthanol et 'eatiextraits a I'aide d’'un évaporateur rotatif sous
vide connecté a un piege a azote (méthanol, 40°€aet 80°C) pendant 1 heure. Le traitement
thermique est prolongé dans une étuve sous vid®alpendant 2 heures. Apres refroidissement, les
NPM modifiées sont extraites par lavage avec urangd éthanol/acétone (1 : 2) sous agitation lente
de sorte a éliminer I'excés de silanes oligomérisés NPM sont décantées magnétiquement et lavées

trois fois par un mélange eau-acétone 30-70.

IV.2.2.a. Détermination du point isoélectrique

La modification des groupements de surface entrafinehangement de la charge de surface
des NPs et qui s'accompagne d’'une variation dunpiete. L'efficacité d’un greffage peut donc étre
suivie en mesurant ce potentiel en fonction du gHgui permet de déterminer le point isoélectrique
(P)’ caractéristique des groupements superficiels deigéamles greffées. Les deux lots de NPM
silanisées ont été dispersés dans I'eau par peptisecide (HNQ, pH 2-3, 1,82 gFe/L). Le ferrofluide
acide est dilué 5 fois dans une solution & @®l/L de NaCl, I'ajustement du pH se fait par diddi
de soude dans la solution. Le potentieh fonction du pH est mesuré a force ionique eost

Les propriétés physicochimiques des surfaces dés dife été modifiées suite a la réaction de
fonctionnalisation par 'APS. En comparant les fieggilV.2 et IV.6., on constate un déplacement de la
valeur du PI vers un pH supérieur a 9 dans les dagx indiquant ainsi la présence de nouvelles
fonctions en surface.

Le pK, de I'aminopropyl étant de 10,4, on s’attendaih@liplus proche de cette valeur. Cette
plus faible valeur du PI laisse & penser que Isgmée de silanol en surface ainsi que d’autres
interactions mettant en jeu les amines de 'AP¥@iges repliant notamment vers les hydroxyles de
surface) abaissent ce Pl idéal de 1DMbrnet S., 2001] Aucune différence significative n’est

observée en zétamétrie entre les deux protocolgseffage.

" pH ou les NPs en solution ont un potentiel élgoineutre par compensation des charges (autachdmes
positives que négatives).
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Figure IV.6. Potentiel { des NPM silanisées selon les deux protocoles endison de pH du milieu.
Les valeurs de PI sont décalées vers les pH>9 (ledes NP nues étant proche de 7) indiquent une

modification de surface.

IV.2.2.b. Analyse par spectrométrie IRTF des namofcules silanisées
L'IR permet de mettre en évidence la présenceedpeces adsorbées et/ou greffées a la
surface des NPM au travers de vibrations caratitgress. Dans un premier temps, nous avons
caractérisé les bandes de I'APS pur présenté diguie IV.7. Pour cela, une goutte d’APS pur a été

déposée sur le cristal en Ge du module de réflekiospectrométre Nicolet.
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Figure IV.7. Spectre infrarouge en réflexion de I'aninopropyltriéthoxysilane (APS) pur (120

accumulations, résolution 4 cri).

Parmi les bandes caractéristiques de I'APS ceairous intéressent plus particulierement.
Les modes d’élongation et de cisaillement des fonstamines sont situés & 3290, 3370 et 1588 cm
Dans la zone de 800 €mla bande est attribuée aux vibrations d’élongesigmétrique de Si-O-GH
& 1080 et 1170 cirles vibrations sont également dues aux groupextte 'APS, plus précisément
aux vibrations de valence de Si-O-C et de défoonale O-CH, respectivement.

Sur la figure 1V.8. sont présentées les spectRdd=len transmission (par la méthode de la
pastille 3% de NPM dans KBr) correspondants aux Nddifiées par les aminosilanes.
Tout d’abord, nous remarquons que le spectre @NIRM modifiées par traitement thermique est de
loin celui qui différe le plus par rapport au speaes NPM nues et qui met le plus en évidenceS'AP
En effet, sur le spectre (b) des NPM issues ddédaisation par US, les bandes caractéristiques de
'enrobage par I'aminosilane apparaissent peu, ienla zétamétrie suggere que la fonctionnalisatio

aeu lieu.
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Figure IV.8. Spectres IRTF entre 450 et 4000 cPndes NPs nues et modifiées par I'APS selon les deux
méthodes de greffage (120 accumulations, résolutidncm®). A droite : schématisation du greffage de
I'APS sur un NPM.

La double bande autour de 580-630"caiteste de la présence des NPM dans les échastilles
bandes intenses a 1041 et 1106'aans le spectre (c) sont attribuées aux vibratitmssliaisons Si-
O-Si montrant que la couche de silane est biennp@ligée autour des particulgdesch C.et al,
2005] La présence des silanes est aussi révelée pabtatons d’élongation des liaisons C-H a 2930
et 2850 crit, et des liaisons Si-GHa 1216 cni, la bande de faible intensité située a 1461 est
attribuée aux vibrations de déformation des grouplds conformément a ce qui a été observé par
ailleurs[Mornet S. et al, 2005] Les bandes & 923 et 990 tsont liées aux vibrations d’élongation
des silanols résiduels Si-O. En effet, tous les'@it pas participé a la polymérisation pour forrdes
Si-O-Si. Une bande d’absorption de faible intensgtvisible & 1250 ciqui est attribuée a la liaison
C-N. Toutefois, la spectroscopie IR ne permet paficner que I'APS est lié de maniére covalente a
la particule. En effet, I'existence des liaisons@&i font apparaitre une bande vibrationnelle auto
de 856 crit, qui est difficile & discerner de la bande diie IdBM.

IV.2.2.c. Microscopie électronique en transmission
Les clichés de MET des figures IV.9. et IV.10. cermant les échantillons de NPM silanisées
présentent des nanoparticules d'oxyde de fer plusmains agrégées. Aucune différence n'est révélée
par les images de microscopie entre les deux méshae silanisation. L'épaisseur de I'enrobage étant

fine, celui-ci ne pourra pas étre décelé par MET.

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 123



Figure IV.9. Cliché MET de NPM silanisées par US.

Sur la figure IV.10., nous pouvons observer plusiezones sur I'échantillon avec certaines ou les
particules semblent plus agglomérées. Une analyse-guantitative élémentaire EDX a permis de

déterminer la proportion des silanes par rapporfeau D’'aprés cette analyse, les zones les plus
agglomérées correspondent aussi aux zones préséntalus faible proportion en silane, avec 2%

environ contre 17% dans les autres zones comnmeegosée sur la figure 1V.11.

Figure 1V.10. Cliché MET de NPM silanisées par traiement thermique. L'image est caractéristique des
différentes zones plus ou moins agrégées présensges la grille de MET, une analyse élémentaire EDX
permet a permis de quantifier chacune de ses zones.
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Figure IV.11. Cliché MET de NPs silanisées par tra€ment thermique. Cette image est le grossissement

d’'une zone moins agrégée de I'échantillon.

IV.2.2.d. Analyse thermogravimétrique
L’ATG/ATD permet d'observer la décomposition despéces présentes a la surface des NPM
en fonction de la température. La dégradationateihopropyle a lieu entre 160 et 650JMbrnet S.,
2001] Des mesures ATG ont été réalisées sur les NPMisdles par traitement thermique, qui ont
présenté de meilleurs résultats suite au greffageré¢ IV.12.).

— T T e
0.00 4 NPS silanisées par traitement thermique: T
-0.02
E
3 -0,04
-0.06
-0.08 - : - ]
160°C§ Dégradation du radical aminopropylique 6350°C

T ¥ T L T " T ¥ T i T " T ¥
100 200 300 400 500 600 700 800
Température (°C)
Figure 1V.12. Courbe ATG sur des nanoparticules d'ayde de fer silanisées par traitement thermiquela
prise en masse apres 350°C est un artéfact de meswl a la poussée d’Archimede.

A l'aide de la courbe ATG de la figure IV.12., #tepossible de calculer la perte de masse reldéve

I'échantillon aprés dégradation du greffon. Ainmm constate que la dégradation de I'aminopropyle
représente 5,4% de la masse totale de I'échantillon
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IV.2.3. Modification de surface des NPM silaniséespar des fonctions

carboxyliques

L'étape qui suit le greffage des fonctions amirlarsds a la surface des NPM est un
surgreffage ayant pour but de modifier les amiragsdes fonctions carboxyliques. Les NPM aminées
par traitement thermique sont floculées et réclggepar décantation magnétique. Elles sont ensuite
rincées par une solution de diméthylsulfoxide (1D, ®MF, Aldrich). 1,75 mmol de NPM sont
redispersées dans 50 mL de DMF en appliquant deged8ant 1 heure. La fonctionnalisation se fait
par réaction de l'anhydride succinique avec lesnamide surface. Cing équivalents molaires
d'anhydride (8,75 mmoles, 0,876 g) sont dissoussdam ballon contenant 20 mL de DMF. La
dispersion de NPM est placée dans une ampouleahiceliée au ballon et ajoutée goutte a goutte a
la solution d’anhydride sous forte agitation magnét. La réaction est laissée 24 heures sous
agitation continuelle ; puis, les NPM sont lavégscale DMF d’'abord puis avec de I'acétone afin
d’éliminer les molécules organiques résiduelles.

L’anhydride est l'agent de couplage dans la réactde surgreffage. L’ouverture de
'anhydride succinique génere un lien amide etrébéne fonction carboxylique selon le schéma

réactionnel de la figure IV.12.

0
o MH
IH, - \T(\)\DH

o

Figure 1V.12. Réaction de surgreffage des amines deirface des NPM par réaction de I'anhydride

succinique.

IV.2.3.a. Détermination du Pl par zétamétrie
La mesure du potentiélen fonction du pH a force ionique constante (NAOf.mol/L) a été
réalisée ; les valeurs sont reportées sur le gnaphile la figure IV.13. Le Pl des NPs carboxylées s
situent & pH=4,2 et est donc décalé vers les \aldeipH acides suite a la sur-fonctionnalisation. E
effet, le pKa des fonctions carboxyliques est peogl 4-5. Le Pl obtenu confirme donc la présence de

fonctions carboxyliques a la surface des NPM.
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Figure IV.13. Potentiel{ des NPs carboxylées en fonction du pH. Le Pl eséchlé vers les pH acides

conformément au pK, des fonctions carboxyle®

IV.2.3.b. Analyse par spectrométrie IRTF
Les NPM ont été séchées et broyées a 3-4% en ndassele KBr, la pastille est analysée en
transmission, le spectre IRTF est représenté sfiguee 1V.14. Plusieurs fonctions dans le greffage
nous intéressent plus particulierement, pour &pénées dans le spectre IR, elles sont entouréés su
figure 1V.14 & droite. En effectuant le surgreffages liaisons amides sont normalement formées
(R-CO-NRy) et des fonctions carboxyliques sont ajoutéesoern the chaines. Sur le spectre IRTF, les
groupements amides sont caractérisés par les bardeses a 1620 et 1630 ¢rmorrespondants a la
vibration de déformation de la liaison N-H et a \dration d’élongation de la liaison C=0,
respectivement. L'épaulement vers 1550 qnourrait correspondre au groupe C-N-H de la famcti
amide. Les bandes & 1720 et & 1400 sont attribuées aux vibrations d’élongation diaigon C=0

et de la liaison C-O des fonctions carboxyliqguesiteales.

8 pKo(H-COOH/H-CO0)=3,8; pKy(H:C-COOH/HC-CO0)=4,8
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Figure IV.14. Spectre IRTF de 450 & 4000 cindes NPs carboxylées (120 accumulations, résolutidrenm

1), Représentation des fonctions chimiques présentear la NPM apreés la réaction de surgreffage.

Par ailleurs, nous constatons que les bandesiliegions Si-O-Si sont toujours présentes sur
le spectre ainsi que la bande a 1260 cfa la liaison C-N, prouvant que le film d’APS autale la
particule ne s’est pas désorbé au cours de laiggaa¢ surgreffage ; 'enrobage des NPM est donc
stable. D’'apreés le spectre IR le surgreffage aégtksé avec succes.

IV.2.3.c. Microscopie électronique en transmission

Figure IV.15. Cliché MET des NPs carboxylées.

La visualisation des NPs carboxylées par MET pitésdes particules plus ou moins agrégées, de
forme et de taille inchangées. La comparaison deickeé avec les clichés précédents ne permet pas
de conclure quant a la réussite du greffage.
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IV.3. Reéticulation des chaines d’acide hyaluroniquepar les NPM
modifiées

IV.3.1. Hydrogel magnétique d’acide hyaluronique principe de la réticulation
La formulation de I'acide hyaluronique sous formieydrogel est trés étudi§ean den Bekeromet
al.,, 2008 ; Yeo Y.et al, 2007 ; Wang W., 2006 ; Collins M. Net al, 2006 ; Shah D. Net al,
2008] L'unité répétitive de ce polymere est un disacclea (N-acetylglycosamine et acide
glucuronique) dont la masse molaire est de 400. Das motifs sont reliés par des liaisons
glycosidiques de typg-1,4[Weissmann B.et al, 1952] La longueur du motif de répétition du HA en
solution est évaluée a 10 A. L’HA peut atteindre amasse molaire de 4 millions de Da. Le pKa des
acides glucuroniques est de l'ordre de 2,9 maisqué le HA est un polyanion, un pH de 7,5 est
nécessaire pour une neutralisation totale des groapts carboxyliqud.es charges portées par I'HA
conduisent a des interactions a courte et longstartie dont la contribution électrostatique pergt ét
écrantée par la présence d'électrolytes. L'HA estcdres sensible & la présence de sel en solettion
au pH.

L’HA que nous avons utilisé est de haut poids makéire : masse molaire de®1Da, il est
donc constitué de 2500 unités répétitives. Les pgments fonctionnels entrant en jeu sont
essentiellement I'hydroxyle, le carboxyle et |'anétde.

groupement carboxylate hydroxyle primaire

+
o O-Na OH
& O HO O
O O
OH NH n
O/

/ CHj;

acétamide

Figure 1V.16. Unité répétitive de I'HA. Dans le cagle notre étude, n=2500.

Pour obtenir un gel dit « chimique », il faut qaeclbhésion du gel soit assurée par des liaisons
covalentes. Ces gels gonflent en bon solvant negite rintact, contrairement a un gel physique qui
finit par se dissoudre. La longueur de corrélagatre chaines augmente mais la cohésion du réseau
est maintenueia les points de réticulation. La densité de poirggéticulation est primordiale pour
rapport de gonflement. L'HA présente donc 2500 tsaite réticulation possibles par chaine.

Quatre types d’agent de couplage peuvent étre agass: le glutaraldéhyde (GTA), le 1-éthyl-3-
(3-diméthylaminipropyl)carbodiimide(EDC), le divilsplfone (DVS), le poly(éthylene glycol)
diglycidyl éther (EX 810). L’hydrogel résultant gente différentes caractéristiques physico-
chimiques selon I'agent de coupld@m®llins M. N. et al, 2006} L'ajout d’'un agent de liaison de type

° 1 Dalton (Da)=1 g/mol
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polymériquelWang W., 2006 ; de la Fuente Met al, 2008 ; Yeo Yet al, 2007 ; Shah D. Net al,
2008]ou de type nanoparticulaire tels que les nanotdberbonéBhattacharyya S.et al, 2008]et

les « quantom dots pKim J. et al, 2007] ont également été envisagés dans plusieurs étoees,
agents ont pour but de renforcer la structure liarogel.

Dans un premier temps, nous en avons meélangé uite geantité avec des NPM afin d’observer le
comportement du systeme au pH de I'eau déionisBefp Ainsi, une solution a 0,5 mg/mL de
polymére a été préparée et introduit dans une sagpede NPM silanisées. A ce pH légérement
acide, les NPM sont plus ou moins stables avecotentiel( compris entre 20 et 30 mV, I'HA pour
sa part est de charge négative. Les deux condstéaant de charge contraire, cela favorisera donc
I'interaction électrostatique entre 'HA et les NPM I'ajout de I'HA, on constate que les NPM
s’agglomerent tres fortement. L'image de MET dédare IV.17. montre un agglomérat pris dans une

gangue de polymere.

Figure IV.17. Cliché MET d’'un agglomérat de NPs sénisées mis en présence d’'HA suite a I'observation

de la forte agrégation en solution.

IV.3.2. Liaison des NPM a I'hydrogel

La premiére méthode mise en ceuvre a consisté, danspremier temps, en la
fonctionnalisation des NPs carboxylées par le pghigéne glycol diaminé (PEGdiNHMw=3000,
Sigma) et dans un second temps a faire réagir &dNH, avec 'HA. Le PEGdiNH a par ailleurs
été beaucoup employé dans des processus de foradigation de nanoparticuléghao H. et al,
2008 ; Xiang G.et al, 2008] Une analyse du potentiéken fonction du pH de la solution a permis de
mettre en évidence le risque de ce type de réadipreffet, le PEGdiNKHprésentant une fonction
amine a ses deux extrémités, il devient difficéeabntroler la réaction, méme en ajoutant le PEG en
défaut. Les basses valeurs deomprises entre +20 et -20 mV montre l'instabitité systeme et la
possibilité de liaisons interparticulaires. En gff@a valeur de Pl trés basse (6,3 au lieu de 10,4)
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montre que les fonctions amines du PEGdiMEl sont pas disponibles en surface des collodesi,
les NPM sont certainement couplées entre elleleEGdING.

40 — T - T T T T T T T T T T 1
. NPs-PEGAiNH, |

20 + -
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Figure IV.18. Potentiel{ des NPM PEGylées en fonction du pH. Les valeurs ¢mtentiel montre que la
suspension n'est pas stable quelque soit le pH (8ans entre NPM), la valeur du Pl montre que les

particules ne présentent pas d’amines en surface.

En microscopie, nous pouvons distinguer trés nettera certains endroits les NPs prises dans une
gangue de polymeére. La taille et la forme des @adas demeurent inchangées avec toutefois une

couche épaisse qui les entoure. Des agrégats shtes sur les clichés mais aussi des objets

individuels.

Figure IV.19. Clichés MET des NPs carboxylées PEG3#s.

La formation d’'un hydrogel a également liga la réaction de couplage de 'HA en présence
d’'un carbodiimide (par exemple le 1-Ethyl-3-[3-dim@aminopropyl]carbodiimide, EDC).
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Cette réaction s’effectue en milieu aqueux et éstite par la réaction suivante :
O R—N—C——N—FR o
I I Rt AR
/N > /N .+t N=C=N
+ - H

R1 OH H R1 (e}

R

o o HN'
/\ /\ /\ /\\ /R
R, o° N

O-acyl-urée instable

Figure 1V.20. Réaction de couplage de 'HA avec uaarbodiimide.

Les groupements carboxyles réagissent avec lescoletede carbodiimide pour former un
anhydride, qui réagit ensuite avec ses groupenfentsionnels voisins pour donner des liaisons inter
et intramoléculaires (voir schéma de la figure D/)2

La réaction entre les groupements carboxylatesseatnines en milieu aqueux et en présence
d’EDC est bien connue pour aboutir & des liaisangles. D’apres la littérature le PEGdibidst
utilisé pour le renforcement de la structure dediogel d’HA [Jeon O. et al, 2007] Il demeure
intéressant de mettre a contribution le PEG comgestade couplage entre les chaines de I'HA et les
NPM a l'aide de la réaction avec I'EDC. Cependdrd, été rapporté que le produit majoritairement
obtenu suite a la formation du déri@acyl-urée est leN-acyl-urée L'intermédaire instable ne
subissant pas ou tres peu l'attaque nucléophil€adgine primaire ajoutée en solution, la liaison
amide est donc tres peu forméeio J.-W. et al, 1991 ; Wang W., 2006]Le réarrangement ax-
acyl-uréepeut étre évité par formation d’'un ester interraidigrace au N-hydroxysuccinide (NHS)
[Bulpitt P. et al, 1999 ; Jeon Oet al, 2007]

Dans un premier temps, nous avons dissous 15 mg dahs 1 mL d'eau a pH légerement
acide (5<pH<6), puis nous y avons ajouté iD@le NaCl & 18 mol/L. Le NaCl permet d’une part de
maintenir le milieu a force ionique constante, maissi d’'accroitre la diffusion des chaines de
polymere dans la solution en les rendant plus Blegi (écrantage des charges sur la chaine)
[Paraskevi H., 2004] L'HA & cette concentration est un liquide trésquieux mais n'a pas la
consistance d’'un gel.

Les NPs carboxylées sont dispersées dans I'eanisé(15 minutes sous US) et activées par
le couple NHS/EDC a la concentration de 0,045 ET®mol/L respectivement. Une fois activées les

NPM sont récupérées puis rincées a I'eau déionisée.

e B\\
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Figure 1V.21. Activation des NPs carboxylées par diction du couple NHS/EDC.
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Le PEGdINH est pesé puis dissous a 30 mg/mL. Les NPM acts@etsalors dispersées dans
ce mélange de sorte que la réaction de couplageng@e. Immédiatement aprés, nous ajoutons le
NHS/EDC (toujours a 0,045 et 0,176 mol/L) a I'HAa Isolution contenant les NPM et le PEG est
ajoutée goutte a goutte dans I'HA sous forte dgitatL’agitation est ensuite stoppée et un gel se

forme.

Figure 1V.22. Photos d’une solution visqueuse d’'HAeul et du gel d’HA magnétique formé a partir de
NPs carboxylées et de PEGdiNKia la concentration de 7,5 mg/mL en HA.

Afin de caractériser uniquement le greffage sulN@M, une solution de NaCl (Famol/L)
est ajoutée au gel préparé. Un mélange eau/ac&6ne50) est ensuite versée sur le gel, les NPM
sont récupérées par décantation a l'aide d’'un dinmaas NPM résultantes ont été lyophilisées pour

s’affranchir au maximum de I'eau adsorbée.
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Figure 1V.23. Liaisons chimiques possibles de I'HAavec les NPM et le PEGdiNH

Deux a trois types de liaisons peuvent étre forndé@es le gel suite a la réaction du couple NHS/EDC.
Sur I'ensemble des constituants. Elles sont reptéee sur les figures IV.20 et 1V.23 : les chaines
d’HA reliées par le PEG diaminé, les chaines d’'Hbhrectées par les particules PEGylées (ou un

ensemble de particules PEGylées), ou des chalhidsdifectement liées entre elles.
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Figure 1V.23. Spectre IRTF de I'HA seul, du PEGdiNH seul et des NPM fonctionnalisées et complexées
par 'HA.

Sur la figure IV.23. sont rassemblés les spectRedd I'HA, du PEGdiNH et des NPs carboxylées
fonctionnalisées par I'HA et le PEGdiNHLa comparaison des spectres montre sans ambiguité
présence de I'HA sur les NPs carboxylées. Les sad2850 et 2920 chsur le spectre NPs-HA
correspondent aux vibrations des groupements Ceéb vibrations des fonctions issues des liaisons
amides sont présentes sur les spectres des NP$-#6A'lA seul. De plus, les vibrations des liaison

Fe-O attestent de la présence des NPM.

0,1 ———r—p—t———f————————
a) NPs silanisées
b) NPs-HA N
E -
—~—
g
b _
—
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Température (°C)
Figure 1V.24. Courbes ATG des NPs silanisées et NBprés greffage de I'HA.
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La perte de masse est totale et beaucoup plus tamperque pour les NPs silanisées du fait que la
couverture sur les NPs-HA est plus épaisse (vguré 1V.24.). En effet, la perte de masse relagste

de 55%. La premiere décroissance correspond a pegsisorbée qui se trouve en plus grande
quantité dans I'HA (dQ aux propriétés hygroscopgjde 'HA). La deuxiéme perte de masse observée
est la conséquence de diverses réactions de dégradies composants en surface des NPM.
L’analyse détaillée ne peut se faire a ce staddisgosant pas de spectrométre de masse couplé a

I'appareil.

I\VV.4. Conclusion du chapitre IV

Dans ce chapitre, nous avons abordé le themerdédalation des hydrogelsa des NPM. Les étapes
de la fonctionnalisation des nanoparticules onte®@été validées par diverses méthodes. Toutefois,
dans ce systeme complexe, il est trés difficildfuliaer de maniere certaine que la réticulatiorafna
bien été réussie du fait des différentes assoomfpossibles. C'est pourquoi il semble nécesgadney,
confirmer la réticulation des NPM a I'HA, d'effeetu des mesures de rhéologie sur I'hydrogel
résultant mais également de visualiser la matricdaerépartition des NPM en son sein par
cryomicroscopie a balayage. Par ailleurs, les nessde gonflement de I'hydrogel sont également &

prévoir pour avoir une idée de I'efficacité dedticulation du gel.

Thése 2009-Irena MILOSEVIC 135



Thése 2009-Irena MILOSEVIC 136



CONCLUSION GENERALE

« Et dans un dernier souffle, je comprends toué lgutemps n'existe pas, que la vie est notre
seul bien, qu'il ne faut pas la mépriser, que reummes tous liés, et que I'essentiel nous
échappera toujours. »

Guillaume Musso

Différentes voies de synthése ont été réaliséasg pa fabrication de nanoparticules
magnétiques d’'oxyde de fer. La synthése par cgptétion conduit a des nanoparticules nues ayant
une surface assez propre permettant d’envisageredesions de fonctionnalisation. Par ailleurs, ce
type de synthese a I'avantage de fournir trésdamt une grande quantité de matiere ce qui n&sst p
le cas de la synthése en milieu non aqueux. Lahegatpar réduction d’acétylacétonate de fer donne
des nanoparticules enrobées d’acide oléique avecdistribution en taille assez étroite. La nature
hydrophobe de ces particules a permis de les aanfins des systémes émulsifiés et des particeles d
polystyrene.

Les nanoparticules synthétisées par différentedesvode synthése sont toutes
superparamagnétiques, avec des températures dgéblves inférieures a la température ambiante. La
capacité a s’échauffer des nanoparticules obtempaescoprécipitation sous champ magnétique
alternatif a été vérifiée. Les processus mis endjgus le phénomene d’échauffement local sont les
relaxations de Néel et Brown. Ceci nous a permisaheevoir un systéme de délivrance de PA et de
mettre au point une méthode originale de suivi&ence en utilisant la résonance paramagnétique
électronique. Toutefois, il est nécessaire d’amétide principe de mesure pour un tel systeme de
délivrance basé sur un hydrogel physique afin demmser la solubilisation de l'interface gel/eau.

L’intégration d’lsasomes dans un systeme de d#lcse de principe actif s'avere trés
intéressant. lls ont été employés pour le stockaggEEMPO, composé paramagnétique utilisé comme
sonde radicalaire en RPE. La nanostructure intdemees émulsions a un grand intérét dans notre
systéme puisque le changement de température pesitla modifier et avoir une conséquence sur la
diffusion. L'influence de ces molécules hétes ain sie la structure des gouttelettes a clairement ét
identifiée a l'aide de la diffusion de rayonnememnix petits angles (SAXS). L'ajout de TEMPO
diminue la courbure négative et modifie le diagramde phase. Ainsi, 850 par exemple, une
microémulsion émulsifiée stabilisée par la lécighite soja se transforme en une phase micellaire
cubique émulsifiée Ed3m ) en présence des moléculeSEMPO. La RPE a montré que les
molécules de TEMPO se partitionnent entre la plhgsieophobe et la phase aqueuse des Isasomes.
Un coefficient de partition a été calculé a patés spectres RPE.

La comparaison des gels avec ou sans émulsionn&réngue les Isasomes tiennent un réle

primordial dans notre systeme. Ces réservoirs deadhdatissent la diffusion des molécules. Tandis
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gue pour les systemes sans émulsion la diffusiomm@nce dé 'instant initial, pour les systemes
avec émulsion, a l'instant initidle PA reste confiné dans le geés Isasomes ainsi que I'émulsific
les recouvrant forment une barriere a la diffusion. ls&lrogels avec émulsion permetteune
diffusion a libération prolongéde P£.

L’influence de la température sur la diffusion du Rérs du ge magnétique contenant d
Isasomes en phase micellaire cubique amontrée.Néanmoins, aucun saut dans le cinétiqu
diffusion d0 a une modification de la nistructure des Isasomes n'a été observé su
'augmentation de la température jusqu'a 37Pour observer ce phénomeéne il faudra sans ¢
travailler a plus bas, c'est-adire avec moins de lipideLa température influgpar contre sur la
conformation du gel dpolymere non réticulé L'expérience a montré que la diffusion est gouve
par le maintien de I'équilibre entre les 3 compdsamu systeme (gel, Isasomes, €

Ces mesures ont été corrélées avec I'étude délivrancepar activation thermmagnétique.
L'activationde la diffusion sous champ magnétique altericonfirme qud’activation de la libératiol
des moléculegst principalement gouvernée la températured’échauffement des nanoparticu
magnétiques.

Les nanoparticules magnétiss d’oxyde de fer ont été fonctionnalisées en plusiétapes. L
but est la réticulation d'un hydrogel par des NPEGEs dernieres constitueraient des points
réticulation au sein du gel. De cette maniére plagicules seraient liées chimiqguement imatrice
polymeérique. A l'issuale chaque étape, le greffage des molécules fometil@s a été caractériseé |
différentes méthodes :

o la zétamétrie a permis de vérifier si le pdsoélectrique correspondaitta molécule greffe ;
o I'ATG nous a donné ur indication sur la quantité relative de greffons ;
o grace al'IRTF, les groupements fonctionnels oatiéentifié:.

Le schéma suivant présente les différe étapes suivies pour la réticulation :

Silanisation
Fonctions AMINES

Gel d’acide hyaluronique
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PERSPECTIVES

« Lavenir nest jamais que du présent a mettre en ordre. dsipas a le prévoir, mais a le

permettre. »
A. de Saint-Exupéry

Ce travail de these a ouvert la voie a l'utilieatdes sondes paramagnétiques et de la RPE
pour I'étude de diffusion dans un systéme de dstive complexe. Notre systéme est si complexe
gu’il convient de I'étudier plus en détail danstesises configurations. Ceci permettra de I'amédior
et d'encore mieux contréler la diffusion de PA. Pate cadre des études complémentaires sont a
prévoir.

Tout d'abord, il convient de rappeler que I'objegrremier était de combiner les propriétés
d’échauffement des NPM, les propriétés structuralethermiques des Isasomes et les propriétés
thermiques des hydrogels dans le but de créer wtermg de délivrance par activation
thermomagnétique. Dans notre étude, nous n'avonsopder que la phase micellaire cubique des
Isasomes stabilisés par la lécithine de soja caaceta diffusion. Par comparaison, il faudrait demn
la phase hexagonale qui a été caractérisée empesde caséinate de sodium. De plus, le changement
d’émulsifiant pourrait également influer sur lafdgdion. Il serait intéressant de déterminer le tdeix
couverture de chaque émulsifiant par la techniqu& diminishing bubble $Bezelgues J. Bet al,
2008}

De méme, I'hydrogel physique pourrait étre rem@lpar un hydrogel a LCST comme le F127
ou par un gel formé a partir d'un mélange de pohgmeé UCST et LCST ayant une température de
transition bien définfiTomsic M. et al.,2009] L’hydrogel devrait avoir une influence non néghdple
sur la diffusion du PA.

De plus, des caractérisations supplémentairebhydrogel réticulé sont & prévoir notamment
des mesures de rhéologie. Par ailleurs, I'étudéaddiffusion de PA sur cet hydrogel ainsi que la
comparaison avec le systeme mixte non réticuléailent étre effectuées.

En complément de toutes ces perspectives, il sendalessaire d’effectuer des esgaigitro

de nos matériaux pour évaluer leur toxicité.
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ANNEXES
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Annexe A
SONOTRODE

Les ondes ultrasonores sont des ondes mécanigééssetijues dont la fréquence est comprise entre
20 kHz et 20 MHz. Leurs propriétés ne dépendentdjuenilieu dans lequel elles sont propagées.
L’atomiseur ultrasonique est constitué d’'un gérmetnaicapable de convertir une énergie électrique
continue de 40 & 60 Hz en énergie électrique hHaddeience (25-30 kHz). Cette énergie est ensuite
transmise a un capteur piézoélectrique en céramgifué dans le convertisseur, qui va la transforme
en vibrations mécaniques. Une fois cette converfsiite, les vibrations sont transmises a la sonde g
va les intensifier et les focaliser en son extrépgindroit ou I'atomisation a lieu. Grace aux ondes
pression créées dans le liquide, des microgouttslste forment, et de ce fait 'émulsion. En elfst
ondes ultrasonores vont permettre de fragmentgrhlsse organique afin de la disperser dans la
solution aqueuse. Ceci est rendu possible graes plitnoménes de cisaillement ou de compressions
selon la position de ces fragments dans I'échantilPlus I'énergie fournie au systeme sera imptatan
plus la phase organique sera fragmentée et plugolgises seront petites. Afin de mieux comprendre
le fonctionnement de cet appareil en voici le scéBl et S2 représentent respectivement la surface

de la partie supérieure de la sonotrode et celkadmartie inférieure.

sonotrode

piézoélectrique

[©2]

I cisaillement
I compression

échantillon

Figure 1. Schéma de la sonotrode plongé dans undige.

Nous venons de voir que la sonotrode transmetriggaaécessaire afin de créer des ondes de
compression dans le liquide. De cet apport d’éeergisulte une augmentation plus ou moins
importante de la température, qui est un paranesgentiel a contréler dans la formation d’émulsions
de « phases cristal liquide » comme nous le verpanda suite. C’est pourquoi nous avons déterminé
les courbes caractéristiquesnpérature-temps de sonicatide I'appareillage. La connaissance de ces
courbes nous permettra alors de se placer darsoddgions optimales afin d’atteindre la températur

nécessaire a la fluidification du systéme cristplile pour une meilleure fragmentation. Pour oefa
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nous avons utilisé une sonde thermique fonctiondans la gamme -50 - 900°C et possédant une
incertitude sur la mesure de 1°C.
Nous avons ainsi pu tracer les courbes suivantes :

< Evolutionamplitude -températura temps fixé dé4 minutes

% Evolutionamplitude -températura temps fixé d& minutes

% Evolution tenpérature-tempsa amplitude fixée de30% la gamme d’amplitude

maximum autorisée pour éviter la détérioration @uériel est de 20-40%.
Il est a noter que pour toutes les manipulatioas@es nous avons programmeé les pulsations

de l'appareil afin que les temps de sonicationeeta@pos soient identiques et égaux a une seconde
(pulses on/off). Ce temps de repos est essentiel permettre au liquide de se réorganiser et pour

éviter que la température ne soit trop élevéerapjement.

< Evolution amplitude -température a temps fixé de 14ninutes
Pour déterminer cette courbe expérimentale, nouss rsmmmes placés dans les mémes
conditions opératoires que lors de la réalisaties €mulsions. Nous avons ainsi soniqué 10 mL d’eau
distillée Millipore 18,2 M2 durant 14 minutes a des amplitudes variant efftret 20%. En effet, pour
les émulsions comprenant 95% d'eau, nous n‘attendms de différence substantielle sur les
températures entre I'eau pure et I'émulsion. Daupart, nous n'avons pas dépassé les 40%

d’amplitude pour ne pas détériorer I'appareil. barbe obtenue est la suivante :

80 T T T T T T T T
754 -
g 70 -
g
=
S 65 J
@
o
e
2 60 -
Pulseon =1s
Pulse off=1s
55 Temps sous la sonde : 14 nfn
Liquide : eau
50 T T T T T T T T
20 25 30 35 40

Amplitude (%)

Figure 2 : Courbe-étalon amplitude -température d’'un échantillon d’eau pure aprés 14 minutes.

Nous constatons que la température de I'échantipnés 14 minutes est fortement
dépendante de I'amplitude de I'onde délivrée. Heteil parait logique, qu'a un temps donné la
température soit plus élevée pour une énergie rééliplus importante. Cependant, nous pouvons

constater que cette augmentation n’est pas linégtirest beaucoup moins importante pour de grandes
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amplitudes que pour de faibles : une saturatioarient. Ainsi, dans cette gamme d’amplitude, ne
dépasse pas les 76 °C. Cette valeur limite auraiapertance capitale par la suite en vue d’'une
dispersion des phases cubiques.
% Evolution amplitude -température a temps fixé de Bninutes
Nous avons réalisé une seconde courbe-étalon &mplitude pour un temps plus faible

d’exposition. La courbe caractéristique obtenudaestivante :

70 T T T T T T T T
65+ .
60+ -
o ]
o 55+ .
5 | |
S 50 .
[}
g_ | |
o 45 -
1 Pulseon=1s
404 Pulse off=1s ]
1 Temps total sous la sonde =5 mirj ]
357 Liguide : eau Millipore ]
30 T T T T T T T T
20 25 30 35 40

Amplitude (%)

Figure 3 : Courbe-étalon amplitude -température d’'un échantillon d’eau pure aprés 5 minutes.

Les conditions opératoires, hormis le temps decsdion qui est de 5 minutes, sont les mémes
que précédemment. Nous constatons tout d’'abordl'glkere de la courbe est identique a celle
obtenue auparavant pour 14 minutes et n’est dosidip@aire. D'autre part, les températures attsinte
sont ici inférieures a celles mesurées au bouddmithutes : par exemple la température finale au bo
de 5 minutes a une amplitude de 40% n’est que &€ 66ntre 76°C au bout de 14 minutes pour une
méme amplitude. Ainsi plus le temps de sonicatisinééevé, plus I'énergie recue par le liquide est
importante et de ce fait, plus la température lesté.

Nous venons de voir linfluence de lI'amplitude deibrations de la sonotrode sur la
température effective de I'échantillon, nous allamgintenant nous intéresser a l'augmentation

thermique due au temps de sonication a amplitoge fi
Evolution température —temps de sonication a une aplitude fixée a 30%

Pour réaliser la courbe caractéristique températeneps de sonication (Figure 4), nous avons

fixé 'amplitude des vibrations & 30% et fait varie temps de sonication jusqu’a 23 minutes.
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304 4
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' ! j T T T ¥ T T
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Temps total sous la sonde a ultrasons (min)
Figure 4 : Courbes-étalons température -temps d’exgsition a une amplitude de 30%.

e : sonication sans bain de glaces : sonication avec bain de glace entourant I'échaitibn.

Nous avons ajusté la courbe sans bain de glaagnpdbi exponentielle dont voici I'équation :

T(t)=A-Ae™
Avec : A; = 73,52 °CA, = 48,11 °C ek = 0,2188 mift

Nous constatons que l'augmentation du temps decatom induit une augmentation non

linéaire de la température dans I'échantillon. bacge une saturation de la température interviant :
partir de 17 minutes, un pallier est atteint avee ualeur limite de 73,5°C. La loi déterminée isi e
cohérente avec la Figure 2 ; pour 14 minutes @llesrdonne une valeur de 71,3°C.

Nous remarquons aussi que la température a 20 esiragt Iégerement inférieure a celle
attendue pour le plateau et que I'écart est supééid’erreur sur la mesure qui est de 1°C. Ceat pe
s’expliquer par un temps assez long de stabilisad® la mesure par la sonde thermique utilisée, au
cours duquel la température de I'échantillon peuigder.

Quant a la courbe obtenue avec un bain de glaees pouvons constater, d'une part, que
'augmentation de la température se fait proporte@iement au temps de sonication et d’autre part,
que la température atteinte au bout de 14 mingelsgement inférieure a celle obtenue sans bain d
glace : la présence de glace empéche une augnoartta importante de la température.

De maniere générale, nous avons choisi de réalseémulsions avec un temps de sonication
de 14 minutes. Comme nous le verrons, il est inapbrde connaitre la température atteinte a cet
instant pour savoir si le systeme a atteint unes@llide nécessaire a une fragmentation optimale.
Grace aux parametres d'ajustement de cette cotahmie nous savons que celle-ci est de 71°C
environ.

Il est & noter que toutes ces courbes-étalonstémésurées avec une température externe de

26°C (ambiante). La température maximale atteingpedd évidemment Iégérement de cette
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température ambiante car le liquide n'est pas idel€extérieur et posséde de plus une surface libr
en contact avec I'extérieur. C’est d’ailleurs auasaison pour laquelle la température de I'édliant

se stabilise et ne croit pas continOment aveaipseale sonication.
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Annexe B

Diffusion de rayonnement aux petits anglesSAXS)

BN

Une expériencaele SAXSconsiste a envoyer sur un échantillon faiscea de rayons X
collimaté de longueur d’'ondg, et de détecter I'intensité diffus@€)) en fonction de I'angle d
diffusion 6.

Les vecteurs caractéristiques de la diffusion atitgpangles sont définis de la maniére sui\ :

> kle vecteur de I'ade incidere pour quue|k0|:27” :

> kle vecteur d'onde caractéristique de I'onde difeysdont la direction irique la direction

d’observation ;

4rrsin(6/2)

> qle vecteur de diffusion ave g=k-k,et son modulelq| = dans le cas de la

diffusion élastique edbu 6 représentéangle de diffusion mesuré par rapport a la dicecdu
faisceau incident étla longueur d’onde de la radiation incide
La fenétre angulaire donnée dét les tailles typiques sondéesphr la techniqt, avec :

_2m

D
g est l'inverse d’'une longueur «joue le role de I'échelle d’observation.

Le principe de la technique est schématisé sugled suivant :

Ko

Schéma du principe de la diffusion de rayonnementux petits angles

L’amplitude A(G) diffusée par I'ensemble du milieu est la transfande Furier des
fluctuations de densitép(r) a la position 7. Dans le cas d’'une solution de particul Ap(r) est
défini comme la différence entre la densité de longueuiffiesion a la positior ¥ du centre de masse
des particules, dans le milieu de volunV, et celle du solvant pg.., Cc'est-a-dire
BO(T) = A(F) = Psonant:

Ainsi,on a:
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A@) = [ ap(1)e T d’r
\Y

Expérimentalement, nous avons acces a l'intensitgghal qui s'écrit :

1@ = (A@A @)
OUA (d) est le complexe conjugué, et les crochets la maysur I'ensemble des configurations sur le
temps de I'expérience. Dans le cas ou les objesonepas orientés, l'intensité diffusée ne déppral
du module du vecteur d’onde.
Prenons le cas d’'un échantillon teparticules en solution dans un voluiie Comme lintensité
diffusée est le produit de I'amplitude et de sonjegué, des termes d'interférences apparaissent. Pa
conséquent(q) contient I'information relative a la forme des fizules a travers les corrélations entre
diffuseurs élémentaires d’'un méme objet, mais aredative a l'organisation des particules par la
fonction de corrélation interparticulaire. Pour dearticules sphériques et identiques, lintensité

diffusée par unité de volume peut étre écrite $oferme d’un produit :

1@ =1 RISE
La fonctionP(q) est le facteur de forme d’une particule. La fame(q)est le facteur de structure qui
dépend des interactions entre particules. Cetteesgjpn est aussi une approximation valable paur le
solutions faiblement concentrées ou le potentigltefaction entre les objets est & symétrie sphériqg
[Lindner P. & Zemb T., 2002].
Dans le cas des Isasomes, nous nous sommes iatesstout au facteur de structure, le facteur de
forme régulant seulement la hauteur des pics.

Le facteur de structure dépend des symétries dehdese lipidique. Les pics de Bragg présents

dépendent donc les lois sur les h, k, | relativesgroupes d’espaces associés (voir tableaux esapr

111 3
A0 1 220 8
10 2 311 11
200 : 222 12
20 / 400 16
S0 £ 331 19
220 12 422 24
310 13 333+511 27
400 16 440 32
320 19 531 35
410 21 442 36
500 25 620 40
330 27 533 43
420 28 622 44
510 31 444 48
600 36 551+711 51
430 37
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Annexe C

DOSAGE DU FER DANS LES FERROFLUIDES PAR
SPECTROSCOPIE D’ABSORPTION  ATOMIQUE DE
FLAMME

Cette technique permet de doser la quantité toalier (fer ferrique et ferreux) en atomisant
les échantillons dilués pour les transformer eneuamtomique et dissocier le composé chimique
contenant I'élément.

Une gamme d'étalonnage est préparée par dilutiomieu acide d’'acide chlorhydrique 1 N d’'une
solution mere de fer dont la concentration en megt. connue. En général, I'étalonnage se fait avec
cing points de concentration: 1 mg/L, 2 mg/L, Y¥Img7,5 mg/L, 10 mg/L. Pour pouvoir étre
analysés, les oxydes de fer doivent étre dégraddsrePour cela, les ferrofluides sont attaqués pa
une solution d’acide chlorhydrique 6 N en effectuame dilution 1/8™ Les échantillons sont laissés
une nuit pour obtenir une attaque totale des oxylteger. Les solutions obtenues sont jaunatres.
Ensuite, ces solutions sont diluées dans une solaitide 1N pour avoir des concentrations entrant
dans la gamme d'étalonnage. Les échantillons péépsont analysés a l'aide d’'un spectrométre
d’absorption atomique de flamme. La source de magorent est une lampe a cathode creuse a la
longueur d’'onde du fer (372 nm), un atome ne pouahsorber que les radiations qu’il est capable

d’émettre.

0,5

T % T " T ¥ T T

A=0,045 7’2"‘(‘l '
0,4 :

0,34

0,14 -

0.0 T T T T T

C.. (mg/L)

Droite d’étalonnage permettant de doser I'élémenter dans les ferrofluides. A est I'absorbance, & est la

concentration en fer de I'échantillon en mg/mL.

La concentration de I'élément recherché (le fer)déserminée a partir de I'absorbance mesurée grace

a la courbe d'étalonnage.
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ANNEXE D

Application de la méthodesw a la caractérisation thenique des
nanofluides et des gels

La méthode3w consiste a détectetr@sieme harmonique thermigf3w) généré dans un élément
chauffant par un courant électrique harmoniqi(t) = [ cos wt e Wpécificité tout a fait

remarquable de cette méthode est que I'élémentfanasert aussi de thermometre !
Le « thermometre/élément chauffant », de résistatamrigueR= R, [1+ al T, ( l)] présente de tres

faibles dimensions transversales (diamétre deréoddi micrométre) pour une longueur de I'ordre du
centimeétre. L'élément chauffant peut étre constjiaé exemple d'ufil métallique de coefficient de
températurer  (plongé dans le fluide a caractér@med'unruban métalliqugdéposeé sur I'échantillon
s'il est solide).

La puissance thermique est fournie dans le filanpanteffet Joule et présente par conséquent une
composante harmonique de pulsatiQw . Celle-ci progoune variation temporelle de la
températurel’(t) de I'élément chauffant qui contierssaune composante harmonique de pulsation
2w ATy, (t). Daprés I'expression de la résistance éleatricR, AT5,(t) engendre une
composante harmonique de pulsat3w dans la teasioibornes du filamentus,, (t)

Le champ des températures du filament étantitfigencépar la nature du milieu en contact avec
I'élément chauffant, la mesure cAT,,(f)  permet de débemassez facilement et de maniére
précise certaines caractéristiques thermiques tieung@n contact, comme la conductivité thermicue

, la chaleur spécifiquec ou le coefficient d’échangpnducto-convectif, ~ pour un fluide en
écoulement.

La détermination d(AT2w<t) n’est pas directe mais passtapnesure de la tension effical/s,, du
troisieme harmonique thermiquus,,(t) (méthode3w ) relevée par détection synchrone olysma
spectrale soit directement aux bornes de I'élémiggtffant (méthode différentielle) soit a I'équikb
d’'un pont de Wheatstone dans lequel le filamenuffhat a été inséré.

Nous avons pour la premiére fois appliquée la nd&l3w a la détermination des propriétés de gels

qui peut aussi étre utilisée dans la caractérisa@nanofluides.
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Capacité calorifique du gel dex-carrageenan a 20g/L en fonction de la température.
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Emulsions structurées et nanoparticules magnétiques dans un
hydrogel: réalisation, caractérisation et validatio n en tant que
systeme de délivrance thermomagnétique

Résumé :

Le développement des nanotechnologies a permis a la médecine de progresser la ou les

méthodes traditionnelles de diagnostic et de thérapie connaissaient certaines limites. La manipulation
et le contrdle de I'infiniment petit permet aujourd’hui de créer des systémes adaptés a I'environnement
cellulaire.
Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au potentiel des nanoparticules magnétiques d'oxyde
de fer en nanomédecine et notamment a I'utilisation de leurs propriétés magnétiques particulieres
pour la mise au point de nouveaux matériaux pour la délivrance de principe actif par activation
thermomagnétique. Notre systéme est constitué d'un hydrogel physique biocompatible, de
nanoparticules magnétiques et d’émulsions de mésophases lipidiques (Isasomes). Les Isasomes sont
des dispersions de systémes auto assemblés qui selon la température peuvent changer de structure
(phases hexagonales, cubiques,...). L'ajout d’'un principe actif aux Isasomes peut aussi modifier leur
structure interne ; des mesures de SAXS ont permis de confirmer cet effet. Ces émulsions
nanostructurées ont servi de réservoir aux molécules modeéles de principe actif (le radical TEMPO).
Aprés activation magnétique, la diffusion contr6lée du principe actif hors de I'hydrogel a été suivie par
RPE. Enfin, les nanoparticules ont été fonctionnalisées de fagon a concevoir un hydrogel réticulé par
les nanoparticules magnétiques. Les diverses étapes de la fonctionnalisation ont été validées par
différentes techniques expérimentales (Diffraction de rayons X, MET, Raman, IRTF, Zétamétrie, ATG,
XPS).

Mots clés: Nanoparticules magnétiques, mésophases lipidiques, Isasomes, hydrogel,
fonctionnalisation, réticulation, délivrance thermomagnétique, RPE.

Structured emulsions and magnetic nanoparticles in a
hydrogel: achievement, characterization and validat  ion as a
thermomagnetic delivery system

Summary :

The development of nanotechnology led to significant progress in medicine especially where
traditional methods of diagnosis and therapy showed limits. The manipulation and control of the
physics at the nanoscale offered new opportunities for creating systems tailored to the cellular
environment. In this work, we were interested in the high potential of magnetic nanoparticles of iron
oxide in medicine. In particular, we would like to use their peculiar magnetic properties for developing
new materials for the delivery of active compounds through thermomagnetic activation. Our system
consists of a biocompatible hydrogel with confined magnetic nanoparticles and lipid-based emulsions,
called Isasomes. Those are dispersions of lipid mesophases (hexagonal, cubic,...) that can be tuned
by temperature or composition. The incorporation of an active compound into the Isasomes can
equally modify their internal structure as confirmed by SAXS measurements. These nanostructured
emulsions are used here as reservoirs for model molecules (radical TEMPO), which are trapped into
the hydrogel. After magnetic activation, the controlled release of TEMPO outside the hydrogel has
been followed by Electron Paramagnetic Resonance (EPR). Finally, magnetic nanoparticles have
been functionalized and connected to hyaluronic acid in order to design a crosslinked hydrogel. The
various steps of functionalization have been checked by various experimental techniques (Xrays,
Raman spectroscopy, TEM, FTIR, zetametry, TGA, XPS).

Keywords: magnetic nanopatrticles, lipid mesophases, Isasomes, hydrogel, functionalization, crosslink,
thermomagnetic drug dlivery, EPR.
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