N

N

Intégration de molécules fonctionnelles dans des
auto-assemblages émulsionnés de monoglycérides:
évolution structurale et réle de ’interface

Sébastien Serieye

» To cite this version:

Sébastien Serieye. Intégration de molécules fonctionnelles dans des auto-assemblages émulsionnés
de monoglycérides: évolution structurale et role de 'interface. Autre [cond-mat.other]. Université
d’Orléans, 2012. Francais. NNT: 20120RLE2053 . tel-00835072

HAL Id: tel-00835072
https://theses.hal.science/tel-00835072
Submitted on 29 Aug 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00835072
https://hal.archives-ouvertes.fr

9
UNIVERSITE D’ORLEANS gill

Pole Universités

Centre Val de Loire UNIVERSITE D'ORLEANS

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET TECHNOLOGIES

Centre de Recherche sur la Matiere Divisée

TH ESE présentée par :
Sébastien SERIEYE

soutenue le : 17 janvier 2012

pour obtenir le grade de : Docteur de I'Université d’Orléans
Discipline : Physique et Chimie de la Matiére et des Matériaux

Intégration de molécules fonctionnelles dans
des auto-assemblages émulsionnés de
monoglycérides :
Evolution structurale et role de l'interface

THESE dirigée par :

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

Dominique LANGEVIN Directeur de Recherche, CNRS Orsay

José TEIXEIRA Directeur de Recherche, CEA Saclay
JURY :

Yann VAILLS Professeur, Université d’Orléans (Président du jury)

Patrick SAULNIER  Professeur, Université d’Angers

Alain GIBAUD Professeur, Université du Mans

Samuel GUILLOT Maitre de Conférence, Université d'Orléans















Remerciements

Tout d’abord merci aux personnes dont je vais eulidi nom lors de ces remerciements !

J'aimerais remercier Samuel Guillot pour son sougiesa gentillesse durant toute cette these.
Tu as été bien plus qu’un simple encadrant et avoss pu partager ensemble les moments

les plus durs comme les meilleurs.

Merci aux membres du jury d'avoir accepté de auitigcette thése. Je dois dire que ce
diplome me rend d’autant plus fier par la qualité gersonnes présentes dans le jury.

Merci a 'ensemble du laboratoire, cela parait @any mais c’est un vrai merci que je vous
adresse. Je fonctionne a l'affectif et les momeetgonvivialité, de travail passés avec vous
m’ont fait tenir durant ces trois ans.

Merci aux «salut les jeunes » « planteurs de dleuret autres « acheteurs de lampe
hallogénes » : Kévin, Irena, Julie, Hinda, Sarajd,.lEdouard, MP, Pierre, Jérébme, Ling,...
Merci aux permanents pour leur soutien et leur alé@bienne W, Fabienne M, Marie-Pierre,
Sandrine, Xavier, ...

Merci aux deux personnes les plus gentilles quemmaisse Nicole et Jennifer.

Merci aux personnes qui m’ont permis d’'avoir acéesout un tas d’expériences sans
lesquelles ma thése serait vide : Chantal Piches étudiants et le CBM pour les manips de
biologie ; Laurent Sagalowicz, Martin Leser et lesNé Research Center pour I'acces gratuit
au cryo-MET ; aux synchrotrons de Dortmund, Hambgp@renoble et Lund pour le temps

de faisceau accordé (que de nuits blanches passéeguinzaine de mémoire) ;...

Merci a Chris, Pitite toi, ma famille et aux amisup le soutien lors des moments difficiles et

notamment les derniers mois.

Merci a Olivier Cousin et Candia d’avoir cru en nemi m’embauchant avant la fin de ma

these et de m’avoir permis de rédiger en paratielenon travail.

Ces remerciements restent tres simples, mais jesgyir 'occasion de remercier toutes ces

personnes dans la vie de tous les jours.






Table des matieres

CONLEXIE.........oooooeeeeeeeesssssssseeeesesssesessssssssssssssssssss s seesessseesssssssssssse s sssesesesesesssees 1
Chapitre | : BIDIOGraphie ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 2
1) EMUISION €t EMUISIFIANT ...........ooooveeveeeeeeeseseeseseeseesseseessesessesesesssessessessssssessssssssssesee 3
1) = 1 EMUISION ......ooooooeeeeeeeeeesesssseeeeeeeeseeeeeessssssssseseessssssesesssesssesssessssssseseeensen 3
) =1 — 1 DEfNItION,........ooorreerrerereereessssssessessssesssssssssssssssssesssssssssassssanes 3
) =1 -2 Formation : principes et MOYENS...........c...coocerecureerrererennan 4
) —1 -3 Stabilité d’une eémuISIQN..............coc.ovvrreeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
1) = 2 EMUISIIANT,............oooooeeeeeesseseeeeeeeeeeseeesssssssssseesessssssseeessesssessssssssssseseeenn 9
) =2 — 1 DEfNItION,........coorrermreeeseerecsessessessesesssssssssssssssssssssesssssssssassssanes 9

) — 2 — 2 Criteres de choix d'un emulsifiant... ... 12

I) Auto-assemblages de monolinOIGINg................cooemeemeeeeeesssessssessesssessssssanees 19

II) — 1 M€sophases en VOIUME..............coo.eeemeeeesesesessesesessssessssssssssessssssssens 19

I) -1 -1 Auto-assemblages de monoglycerides...............ccoeemuernnes, 19

Il) -1 -2 Mésophases de monolinoléineg................ccooeoeeeereeeereeennne 23

1) =2 ISBSOMES ... see e see e e sees e esenas 28

1) = 2 — 1 DEFINILION.........ooeeeereeeeeeeeeesesesseesssesesssssssesesssssssesesssssessesssesane. 28

1) =2 —2 MOIECUIES NOLES............oooeeereeereeercsseeesese s ssssssssasessanes 37

Il) -2 —3 Propriétés des Isasomes et applicgtion..................cooe....... 42

) —2—-3—a Relargage..............ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e 42

I) =2 =3 —b ENCapsulation............cceemeeeemeersessssssemsesssssssssenes 46

1) =2 =3 =C INCIUSION..........ooverreeecrreersreesesseseesesssss s s ssssessanes a7

) =2 -3 —d VeCtorisation................ccoocmereeereereeseeseeseeeseesennne 48



Chapitre Il : Matériels et MEthodes,.............ncomnsessnsessssssssssesssssessnns 53
) Préparation des ISASOMES...............ceeerrererimeesuesssessssssssssssssssssesssssssssasessssssssans 54
) =1 CONSHIUANES...........ooueerereeeeereeeesseesessees s s s s s s bsssesssases 54
) —2 -1 Monolinoléine et R-(+)-limonene..............ccccooorccormnecenns 54
) =2 =2 EMUISIINES.........oooooooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseeeeees 55
) =2 — 3 Molécules hOtes et CILES............coommeurermeerreseeersesesesaeeesseeesssenes 57
) — 2 Protocole de fabrication des ISASOMES..............coeeerereernrmeerreerssneesenee. 60
I1) Caractérisation des ISASOMES...........ccccrmmrermmeesmssssmmssssmsssssssssssssssssssssssasessess 62
Il) -1 Mesures de la taille et du potentiel Z&ta.................oooocooveeeueereeeer 62
II) -1 -1 Mesure de la distribution en taillesdamulsions__............... 62
) -1 -2 Mesure du potentiel Z&La.............ccoeereerrrmmeerrsmmsessssesssssssnnens 64
II) — 2 Mesures de cryo-Microscopie Electroniqueleansmission,............ 64
Il) — 3 Mesures en diffusion des rayons X auxtpetngles.............cocooooo.... 66
1) =4 MeSUIreS FTIR..........oooooeeeeeeeceeeeecsseeeessesessse s sssessssssssssssnsssssees 73
1) =5 MeSUres RMIN..........ooeuroeeeerreeeesseeesseessssssssssssssssasessssssesssssssssasees 74
1) =6 BIOIOGIE.............oueerereereeerreeereesssses s s ssssssssss bbb s ssassssasas 75
) —6—1 Culture CEllUIAING.............ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75
I) — 6 — 2 Stabilite des Isasomes et TOXICItE...............ccocooveerreerreerreee 75
Il) - 6 — 3 Internalisation et localisation cedlirk, .................ccoommerrrrrnnens 76
II) — 6 — 4 Vectorisation du Paclitaxel et diffecgation cellulaire_._.... 79
Chapitre Il - Caracterisation des ISASOMES.............cccccoeeeeeeeeeeeeesssssssssssses 81
) Emulsification et stabilité des EMUISIONS...............ccoommmssssesssssessssssssssssssseess 83
) — 1 Influence du temps de SOMICALIQN ... .o 83
) =2 Influence de la formulation...................ccoc.ooeeeeeeeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeseeeeee: 87
) —2 —1 Taille des Isasomes et stabilité damsngs
en fonction de I'émulsifiant.................cooecvveeeererecreeeersecssseerenee, 87
) —2 -2 Influence de la concentration en émalstfi3)
sur la taille des Isasomes 91



) — 2 — 3 Influence da sur la taille moyenne des émulsigns 92

) — 2 — 4 Potentiel z&ta des Isasomes 95

II) Role de la quantité de phase dispersée et éutibn structurale

AES ISASOMES..........coeveceerecssessses s sssss s ssssess s sess s sassass s sass s s s s snsas 99
1) =1 Préambule. ... seessees e seea 99
II) — 2 Influence de la fraction de mésophaseetis@e @ constant. ... 101

1) — 3 Evolution temporelle des émulsions de moméine/limonéne....... 105

I) -3 -1 Evolution de la structure interne.................coooovoov 105

Il) — 3 —2 Confirmation de la perte de limonene.............c.cocooevevnne... 108

1) =3 =3 Influence de I'émuISIfiant...............ooooveoreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereseeenn 114

Il) — 3 -4 Influence de la fraction de mesophase............ccooeeeeneerenns 117

II) =3 -5 Influence de la température de stoekag ...l 120

II) — 3 — 6 Influence de I'agitation au cours dackage. ...l 122

Chapitre IV : Applications deS ISASOMIES ..o ooeeoeeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoes 127
[) Solubilisation des MOIECUIES NOLES............oooeoeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeseeeeeeeneeeaseseanens 128

1) Imperméabilisation de I'INterface . ............c.ccooeeereeessessesessssessesessssessssessssessens 133

I1) — 1 Cire d’'abeille et cire de carnauba.............c.cooooooooveoeeeeeeeeeeeeeeeeen, 133

) A Of [ (o (=] s N (= A 135

1) — 3 Cires EMUISIFIANTES ..o ee e ee e ee e aeeeesnens 137

1) Utilisation en biologie CElIUIAITE...............c.oooveeeeeeeeseesessessssessessessessssessessessssesens 140

1) — 1 Stabilite des ISASOMES ... ..o 140

) -1 -1 Stabilité des Isasomes en présencedem.................... 140

[lI) — 1 — 2 Stabilité du Nile Red inclus dans Ilsasomes_..._.............. 141

) -2 Tests de CytOtoXiCités des ISASOIMES.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 142




lll) — 4 Vectorisation du Paclitaxel 147

1) =5 Vectorisation de FATRA . ........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseesseesseee 149
COMCIUSION,......¢¢¢¢¢¢¢¢1111444111414442222284 2242242422224 151
PEISPECLIVES,.......oovvresesssssssssssssssssssssssss s 152
Annexe | 153

Références Bibliographiques 154






CONTEXTE

L’allongement constant de la durée de vie de I'esg@tumaine est en grande partie due aux
progres de la médecine. De nos jours, les entesppbarmaceutiques disposent d’un arsenal
quasi infini de molécules actives ayant un rbleepbéllement bénéfique au regard de
plusieurs pathologies. Elles constituent un biegcigux qu’il est cependant difficile
d'utiliser. En effet, ces composés actifs sont laspsouvent des molécules sensibles,
facilement dégradables ou peu solubles dans ldsuxibqueux. Il est donc nécessaire de
proposer des vecteurs permettant de les protégee &s rendre disponibles a un endroit
précis et au moment voulu.

Ces vecteurs doivent donc étre robustes face acdeditions hostiles, comme des pH

extrémes ou dans des milieux enzymatiques.

Depuis les années 60, les auto-assemblages de yoérides font I'objet de nombreuses

recherches. En effet, une fois émulsifiés, cesayss de taille nanométrique, sont constitués
de gouttelettes contenant une phase aqueuseglipidit une interface tres importante, offrant
ainsi la possibilité de solubiliser tous types deléoules. Ces réservoirs potentiels a
molécules sont cependant assez fragiles et némasdiés recherches plus abouties afin de
pouvoir les rendre utilisables dans les domainelkatimentaire, de la pharmaceutique, de la

cosmetique ou de la médecine.

Nous nous sommes donc questionnés sur l'influerese ghrametres de fabrication et de
stockage sur ces particules. Nous avons voulu isgquei réle joue l'interface des gouttelettes
dans leur structuration et dans la protection detecules hétes. En effet, la littérature ne
propose que peu de choix quant a I'émulsifiant potveétre utilisé pour stabiliser ces
structures. Une fois ces parametres définis, ndusergerons l'influence de l'ajout de

molécules hotes sur ces auto-assemblages et enfsr@ssaierons d’optimiser la couverture
interfaciale pour augmenter la rétention de cemués.



Chapitre 1 :
Bibliographie



) Emulsion et émulsifiants

N)—1 Emulsion

) —1— 1 Définition

Une émulsion est une dispersion d’'un liqguide dansautre liquide, les deux étant non
miscibles. A partir de I'état démixeé, c’est-a-dog les deux phases ne sont pas mélangées,
I'émulsification est le fait de fragmenter 'unesddeux phases sous forme de gouttelettes
dans le second fluide appelé « phase continue ».

La zone séparant les deux liquides est appeléefdoée ou film interfacial. On parle
d’émulsion directe lorsque la phase continue esili’et la phase dispersée est I'huile (on note
H/E), et d’émulsion inverse dans le cas contreil). La taille des gouttelettes d’émulsion
est généralement comprise entre 0,05 et 100 um: &a émulsions dont la taille est
comprise entre 100 et 5Gfn on parle de mini-émulsions, et de nano-émulsupms des
tailles inférieures a 10m [1-2].

La non-miscibilité de I'eau avec 'huile s’expliqper le fait qu'a l'interface des deux fluides,
'eau ne peut pas créer de liaisons hydrogéne Ewaite. La création d’'une interface, entre
phase dispersée et continue, nécessite un apparerdie, appelée tension interfacigle
(exprimée en mN.fhou mJ.nf). Par exemple, la tension interfaciale, ou I'éiergcessaire

a la création d’interface, entre I'eau et I'air dst73 mN.rit.

Lorsque deux fluides non miscibles sont émulsionl@phase dispersée I'est sous forme de
gouttelettes sphériques, afin de minimiser I'érergicessaire a la création de cette interface.

La sphere étant, a équi-volume, la géométrie ptasela surface la moins importante.

L’énergie a apporter pour la création des intedagst d’autant plus grande que la taille des

gouttelettes de phase dispersée est petite.



Ceci s’explique par la difféerence de pression @uoes de Laplace) entre l'intérieur et

I'extérieur des gouttelettes, qui est reliée @&feton interfaciale par la formule 1:

Formule 1 : AP =2y /r

Avec AP : la pression de Laplace (Pa) ; la tension interfaciale (mJfetr : le rayon de la

gouttelette (m).

La surpression a lintérieur des gouttelettes estcdatimement liée a leur taille et a la
tension de surface. Ainsi plus le rayon est faiples la pression de Laplace est élevée, moins
les gouttelettes sont déformables et donc plustildéficile de les fractionner. Il est donc

nécessaire d’'apporter plus d’énergie pour la fatina d’émulsions de petites tailles.

) —1 -2 Formation : principe et moyens

Pour disperser une phase sous forme de goutteldtes une autre, il est nécessaire
d’apporter de I'énergie pour créer des interfab&nulsification s’effectue généralement par

cisaillement. Sous cisaillement, la gouttelette tiaglément sphérique, est déformée et
s’allonge suivant la direction du cisaillement.réaluction de son diamétre entraine la rupture
du film interfacial. Il se crée ainsi deux goutteds de diamétre inférieur a la gouttelette
initiale (figure 1) [3].

N
N
L

=

Figure 1 : Représentation schématique du cisaileiiene gouttelette, tiré de [3].




Ce phénomeéne de cisaillement, ou de rupture de iftarfacial, peut étre réalisé par

différents moyens (liste non exhaustive) :

» L’agitation mécanique : utilisation de pales rotasi ou d’'un systeme rotor/stator.
Ici, la phase dispersée est fortement cisaillée $esiontraintes engendrées par le
systéme en rotation ; les gouttelettes sont akiméesd jusqu’a la rupture et la formation

de gouttelettes plus petites.

» La sonication : I'utilisation d’ondes ultrasonongsrmet la fabrication d’émulsions
grace au phénomene de cavitation, c’est-a-dire #appn de bulles de gaz dissous dans
le liquide, soumis a l'alternance de compressionsde dépressions. Ce cycle de
compression/décompression entraine des phénomerasaldscence entre bulles, qui
éclatent apres avoir atteint une taille critiques@clatements déforment et rompent les

interfaces eau/huile, permettant ainsi la formatiergouttelettes.

* L’homogénéisation sous haute pression : les deudd$, souvent pré-émulsionnés,
subissent localement une grande variation de essir des temps courts, tout en
traversant une géométrie de petit diametre. Lesnghénes d’émulsification sont

proches de ceux rencontrés pour la sonication [4].

La plupart de ces méthodes d’émulsification corghti® un échauffement de la solution car
I'énergie apportée est principalement dissipée dmmphase continue sous forme de chaleur.
Seule une faible partie de cette énergie est éiligour la création des interfaces. Il est bien
sOr nécessaire de quantifier/contréler expérimentaht cette augmentation de température

pour éviter la dégradation de certains constituants

Cependant, la dispersion simple d’'une phase éviokseorablement vers une séparation de
phase macroscopique. Par exemple, la dispersianl@’tans de I'eau conduit rapidement a
la démixtion ; aprés quelques secondes les gottiételéusionnent pour retourner a I'état
initial, c’est-a-dire deux phases distinctes.



[) — 1 — 3 Stabilité d’'une émulsion

La création de gouttelettes de phase disperséeldgnsase continue augmente la surface
totale de contact entre I'eau et I'huile. Plus I'orée de petites gouttelettes, plus cette
interface augmente et plus I'énergie nécessaire [famaroitre est grande. A titre d’exemple,
prenons un systeme constitué de 30 mL d’huile etddmL d’eau, disposées dans un bécher.
Si I'on disperse la phase huile sous forme de glaites monodisperses de 1 um de diamétre,
on crée alors une interface totale eau/huile der@®0dans un volume total de 100 mL. Si
I'on considére une valeur moyenne de tension diaceientre I'eau et I'huile de 50 mJ*m
nous pouvons calculer I'énergie nécessaire a kaiorede l'interface totale, c’est-a-dire a la
creation de lI'émulsion: 180« 50 = 9 J, soit la quantité d’énergie nécessaire au
fonctionnement d’une ampoule de 60 W durant 0,Torsde. Si 'on compare désormais les
énergies interfaciales des états démixé (0,25 immdispersé (9 J), il est alors évident que le
systeme va tendre vers I'état possédant la plusebésergie, a savoir I'état démixé. Les
émulsions sont donc des systemes qui ne sont gasdbdynamiguement stables ; elles
evoluent rapidement vers la démixtion. L'adjonctid® molécules tensioactives permet de
limiter ce phénomeéne en créant une barriere errggbuttelettes de phase dispersée (voir
partie 1)-2).

Malgré cette barriere, les émulsions restent sgeth difféerents phénoménes de

déstabilisation, résumés dans la figure 2 [3] :

* Le mdrissement d’'Ostwald : ce phénoméne irréversiist essentiellement di aux
différences de pression de Laplace existant &fietr des gouttelettes de différentes
tailles. En effet, la plupart des méthodes d’énfigisiion permettent la création d’'une
émulsion dont la distribution en taille n’est pascgement monodisperse (de type
gaussien ou log-normale). Le contenu des petitestajettes va donc naturellement
diffuser vers les gouttelettes de plus grandeetailbnt la pression interne est plus faible.
Ce phénomene se traduit par la modification derdagométrie au cours du temps ou
les populations de gouttelettes de petites tailisgaraissent au profit des plus grosses.
La vitesse de ce phénoméne décroit avec le tenapselle favorise une dispersion
homogéne de grosses gouttelettes.



Le mdrissement d’'Ostwald peut étre réduit, voiraibg, de différentes facons: en
réduisant la tension interfaciale, on réduit laspren de Laplace; en diminuant la
solubilité des composés de la phase disperséelaahase continue, ou en réduisant la
concentration d’émulsifiants pour limiter le trandpde matériel par des micelles de

tensioactifs [5].

* Le crémage, la sédimentation et la floculation: gi@Snomeénes sont réversibles et ne
causent généralement pas la déstabilisation coengéet’émulsion. Ces instabilités sont

dues a la compétition entre mouvement brownieresampteur. Si la densité de la phase
dispersée est plus faible que celle de la phasencen(H/E) alors les gouttelettes vont

crémer ; si sa densité est plus élevée (E/H), destgjettes vont sédimenter. La vitesse
de sédimentation/crémage est donnée pour desuestisphériques par la loi de Stokes
(Formule 2) :

Formule 2 : R = 6anrv
Avec v = Apgr3/9n

Avec R : résistance visqueuse, vitesse de sédimentation (if)sg: constante de la

pesanteur (M3, 1 : viscosité de la phase continue (Pa.s)rayon des gouttelettes (m)

etAp : difféerence de masse volumique entre phase diépaat phase continue (k&®m

D’aprés cette relation, on en déduit que pour médule phénomene de
créemage/sédimentation, il faut soit augmenter kEcosgité de la phase continue soit
diminuer la taille des gouttelettes de la phasepalsee. Par ailleurs, la
sédimentation/crémage tend a favoriser la coalescencconcentrant les gouttelettes

dans un espace réduit.

» La coalescence : ce phénomene irréversible coedttfusion de deux gouttelettes
et anticipe la démixtion du systeme [2,6]. Les tmlattes, soumises au mouvement
brownien, sont susceptibles de se rencontrer. Semphénomenes inverses de ceux
décrits lors de la dispersion par cisaillement,desx films interfaciaux vont rentrer en
contact, puis fusionner pour finalement ne formeuwg@ seule gouttelette de diametre

plus important [7,8]. Tous les parameétres augmeitdgamiobilité des gouttelettes et leur



probabilité de contact sont donc a éviter. Poua @&l pourra réduire la température,
augmenter la viscosité de la phase continue, aoeres répulsions électrostatiques en
augmentant les charges présentes aux interfacesuguonenter la concentration en

emulsifiant pour mieux couvrir l'interface et optser la fluidité du film interfacial [9].

e L’inversion de phases: il est possible d’obtenis damulsions tres concentrées,
c’est-a-dire avec une fraction volumique de la phdispersée proche de 70 %. Dans le
cas d'une émulsion H/E tres concentrée, I'émulsitomprend de trés nombreuses
gouttelettes d’huile compactées et séparées phn difm aqueux. A partir d’'un certain
pourcentage de fraction volumique de phase dispéts&pendante de la composition de
I’émulsion), intervient une inversion catastrophigua phase agueuse ne pouvant plus

contenir davantage d’huile, 'émulsion s’inverseipdevenir une émulsion E/H.

C?:c - [=R=f=F=)=] (= Nelelel=]
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(==Y k-] OO0 OO
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Figure 2 : Schématisation des différents mécanistaat@stabilisation d’'une émulsion [3].

Comme expliqué précédemment, la tension de suréggitla métastabilité des émulsions. |l
est donc capital de réduire I'énergie nécessaleecaéation d’interface. Pour cela on utilise

des molécules tensioactives appelées émulsifiants.



) — 2 Emulsifiant

[) — 2 — 1 Définition

Les émulsifiants, surfactants (contraction de llaisgsurface active ageptmolécules
tensioactives ou encore tensioactifs, sont des aquldé composées de deux podles, I'un

hydrophile, I'autre hydrophobe et sont souventéspntés comme sur la figure 3 [10].
‘ } Partie hydrophile

> Partie hydrophobe

J

Figure 3 : Représentation schématique d’un émaitifiici, a bas poids moléculaire).

Cette structure bipolaire leur confere un caraca@nphiphile : chaque péle aura tendance, par
affinité, a se solubiliser dans une des deux phase¢émulsion. Ceci leur permet de
s’adsorber aux interfaces, gu'ils stabilisent emiduant I'énergie nécessaire a leur création.
En regle générale, un émulsifiant est d'autant glficace a stabiliser une émulsion, qu’il
diminue la tension interfaciale. En effet, plustéasion de surface est faible, plus I'état du
systeme dispersé est énergiquement proche du sysktémixé, et plus I'émulsion sera stable

dans le temps.

Il existe plusieurs centaines, voire plusieursierd, de molécules tensioactives tant naturelles
gue synthétiques. Les premiers émulsifiants usilfseent des sels d’acides gras, produits par
la saponification de I'huile d'olive, un millénairgvant notre ere. Ces tensioactifs étaient
utilisés comme savon pour nettoyer corps et vétesnent

Le premier émulsifiant utilisé en alimentaire fat IEcithine de jaune d’ceuf, dont le nhom

provient du gredekithos(jaune d’ceuf).



Aujourd’hui de nombreux émulsifiants sont prodyags voie synthétique et sont couramment
utilisés en industrie comme les sucroesters (elstesucres et d’acides gras), les polysorbates
ou les polymeres de polyéthylene glycol.

Cependant de nombreux autres émulsifiants sontgdier naturelle et couramment utilisés
dans le domaine alimentaire comme les monoglycgriés protéines ou les lécithines d’ceuf

ou de soja.

On peut ainsi stabiliser des émulsions (des mildigpersés en général) en utilisant différents

types de molécules ou de particules [11] :

» La plupart des tensioactifs utilisés sont a basipanoléculaires, ayant une masse
molaire inférieure & 1000 g.nmblC’est le cas des monoglycérides, des lécithides,
sucroesters ou du Sodium Stéaroyl Lactylate (S84)sont généralement composés
d’une téte polaire et d'une ou plusieurs chainghatiques. lls s’adsorbent rapidement
a l'interface et diminuent de maniére tres impddda tension de surface. Le SSL est
ainsi capable de réduire la tension interfacial@@aa 25 mN.rft (contre 73 mN.fi
sans eémulsifiant) [12,13]. lls créent une interflogde et sont aisément désorbés par
variation de pression a l'interface ou par la cotitip@ avec des émulsifiants a plus haut
poids moléculaire [14]. La figure 4 représente umm@écule de phosphatidylcholine

(Iécithine), couramment utilisée comme émulsifiamtagroalimentaire.

Figure 4 : Molécule de phosphatidylcholine (Iéait)i.
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* Les émulsifiants a hauts poids moléculaires sostrdelécules de masse molaire
supérieure @ 1000 g.mblcomme par exemple les protéines, le PolyGlycérol
PolyRicinoléate (PGPR), les amidons modifiés etilés types de polymeéres [15]. Les
caséines ou les protéines sériques de lait sosgiglaement utilisées dans les industries
alimentaires comme tensioactifs [16]. Dans le s ahséines, leur structure globulaire
regroupe les acides aminés hydrophobes (LeucirgniAe, Tyrosine, Phénylalanine) a
I'intérieur de celle-ci, ce qui permet leur bonr@usilisation dans I'eau. Lorsqu’une
protéine s’adsorbe a l'interface eau/huile, elledpga structure tertiaire afin d’exposer
ses pbles hydrophobes vers la phase liposolublite @énaturation est irréversible et
rend l'interface trés rigide. De par leur masss,deotéines et les polymeres sont donc
difficilement désorbés de linterface, la rendanu pituide [17,18]. De plus, leur
adsorption est beaucoup plus lente que les teriggacbas poids moléculaires de par
leur changement de conformation. Aussi, ils dimitumoins fortement la tension

interfaciale pour atteindre généralement des valdar'ordre de 40-50 mN.T

* Les emulsions de Pickering ne sont pas, a proprepemntr, stabilisées par des
tensioactifs mais par des particules colloidalesnroe par exemple la silice ou des
cristaux de lipides [19,20]. Malgré la rigidité dparticules utilisées, la fluidité des
interfaces demeure importante. Leur désorptiortrestdifficile, elles stabilisent donc
les émulsions aussi bien que des émulsifiantsiglass [21-23]. La figure 5 montre des

émulsions stabilisées par des particules de $2i¢p

Figure 5 : Emulsion H/E stabilisée par des paréisule silices (tiré de [24]).
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* De maniére plus confidentielle, il a été montré gedaines bactéries sont capables
d’agir comme des particules et s’adsorbent a Ffatee des émulsions. Leurs couches
externes étant souvent hydrophobes, elles fadilieur adsorption aux gouttelettes
d’huile. Elles ne diminuent que trés modérémertetsion interfaciale mais protege de
maniere stérique les gouttelettes réduisant laieistp coalescence. La figure 6 montre

des gouttelettes d’huile stabilisées par@eedococcus erythropolj&5,26].

10um

Figure 6: Image de microscopie confocale montdanistabilisation de gouttelettes de

tetradécane par des bactéries du gBtm@dococcus erythropolis.

Les industriels et les chercheurs disposent d’'seral important et diversifié d’émulsifiants,

mais il convient de les choisir correctement ercfram des propriétés des émulsions voulues.

) — 2 — 2 Critéres de choix d’'un émulsifiant

Le choix d’'un émulsifiant répond a de nombreuxecés :

* En premier lieu il faut définir son affinité pounacune des phases. En effet, selon la
loi de Bancroft, la phase continue de I'émulsionlagphase dans laquelle I'émulsifiant
doit étre le plus soluble. Ainsi un émulsifiant hysbluble stabilisera des émulsions
directes (H/E) et un tensioactif liposoluble steseita des émulsions inverses (E/H). La
solubilité des émulsifiants est généralement déte¥en par une valeur empirique

appelée HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance).
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Cette valeur représente la somme des contributides parties hydrophiles et
hydrophobes de la molécule. Ainsi les groupes hydlee donnent des contributions
positives au HLB et les groupes hydrophobes degribations négatives (Tableau 1),

comme le montre la formule 3 suivante :

Formule 3 :

HLB= 7+X (contribution groupes hydrophilest {contribution groupes hydrophobes).

Tableau | : Valeurs associées a difféerents grogbésiques d’'un émulsifiant pour le

calcul de sa valeur HLB.

GROUPES VALEURS
~-504Na 38,7
—~COONa(K) 19,1 (21,1)
=N 9.4
-CO0OR 24
—COQR (Sorbitanne) 6,8
-CO0OH 2,1
-0OH 1,9
—OH (Sorbitanne) 0,5
-0- 1,3
=CH- -0,475
—C'Hy— -0,475
—C'Hy -0,475
~CHy—C Ha—0— 0,33
—CHy—CHy—CHy—O— -0,15

Les émulsifiants ayant une valeur de HLB comprisgree 1 et 8 seront plutdt
liposolubles (donc utilisés pour stabiliser des é&ionls de type E/H) et les émulsifiants
ayant un HLB supérieur a 12 seront plutét hydrdsielsl et seront employés dans les

emulsions directes (H/E). Ces valeurs sont valadbkesnpérature ambiante.
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Par exemple, le PGPR, ayant un HLB de 1 sera pariant indiqué pour une émulsion
indirecte, alors que le sucrose stéarate de HLB &db sera utilisé pour créer une

émulsion directe.

Méme si I'on désire préparer une émulsion H/E, eutpétre utile d’ajouter a la
composition un co-émulsifiant. Il s’agit d'un teoactif soluble dans la phase dispersée,
qui participera a la stabilisation de I'interfad&mulsifiant principal résidant dans la
phase continue (voir figure 7). En comparaison ‘@enulsifiant principal, le co-
emulsifiant va se situer de l'autre coté de l'ifaee.

Le co-émulsifiant ira se loger dans les espacesdaivacants et permettra une meilleure
couverture de l'interface, une diminution de la tensnterfaciale, et réduira le risque
d’échange de matiere entre les difféerentes gotiiéslece qui ralentira le mdrissement
d’Ostwald.

eau

interface—,

huile

? = Emulsifiant = Co-émulsifiant

Figure 7 : Interface eau/huile recouverte par adeslgifiants et co-émulsifiants.
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* La charge de I'émulsifiant, au pH utilisé, est dduimportance capitale pour la
stabilité des émulsions [27,28]. L’augmentationlaeépulsion électrostatique permet
alors de réduire la coalescence. Il existe quapest d’émulsifiants au regard de leurs
charges de surface. Parmi eux, trois types d'éffanss possédent des charges de
surface : les émulsifiants anioniques (chargestidga ex : acides gras), les cationiques
(charges positives, ex: CétylTriméthyl AmmoniumoBide - CTAB), et les
zwitterioniques (molécules présentant simultanérdestcharges positives et négatives)
qui sont généralement utilisées comme détergentss@s d’imizadolium).

Enfin, certaines molécules ne présentent aucunegehet sont donc non-ioniques,
comme par exemple les copolyméres a blocs. Suileamomaine d’application il
convient de se restreindre a un type d’émulsifigrar exemple, on peut préférer un
tensioactif cationiqgue pour augmenter la délivradeeprincipes actifs sur la peau, qui
est chargée négativement [29-33], ou au transpbN [34].

» La tallle et le poids moléculaire des émulsifiapdsit des criteres a considérer dans
le choix d’un tensioactif. Un émulsifiant a hauigsomoléculaire sera choisi lorsqu’une
formulation est complexe et contient un ensemblsdicules tensioactives a bas poids
moléculaire. Leur fort ancrage a l'interface limngdes compétitions entre surfactants
pour y accéder, susceptibles de créer une désttimi [35-37]. Les émulsifiants a bas
poids moléculaire seront préférés lorsque I'on Vaire interagir 'émulsion avec des
cellules. Ces tensioactifs ne forment pas unedryargpaisse a l'interface, facilitant ainsi

les phénomenes d’internalisation.

* La concentration de I'émulsifiant est un paramétneortant dans la formulation
d'une émulsion. En regle générale, plus la conaéiotr de I'émulsifiant augmente,
mieux l'interface est couverte, plus la tensiorsdgace diminue et plus I'émulsion aura
tendance a étre stable. La figure 8 rend comptiirdience de la concentration de

I'’émulsifiant sur la tension de surface et surdawerture de I'interface.
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Figure 8 : Influence de la concentration d’émudsifisur la valeur de tension de surface.

On introduit alors une Concentration d’AgrégatioritiGQue (CAC) au-dela de laquelle,

I'interface est entierement couverte par des éffrautés (sous forme de monomere). Au-
dessus de la CAC, linterface est totalement reedevet la tension de surface reste
constante, méme aprés addition supplémentairend@éetif. L'interface ne présentant

plus d’espaces libres, I'addition d’émulsifiantstrainera leur solubilisation dans la
phase continue, sous forme de monomeres ou d'astyblages. Les émulsifiants
regroupent leurs péles hydrophobes et hydrophiliesde former des structures plus

stables. Ces auto-assemblages sont eux-méme capadikbiliser les interfaces [38].

Ainsi, au-dessus de la CAC, certains emulsifiamist £apables de s’auto-assembler pour
former différentes structures. Elles sont dictées lpastructure de I'émulsifiant qui est
exprimée par le facteur de forme. En effet, I'attian réciproque des chaines aliphatiques et
des tétes polaires tend a fixer une surface optirpat téte polaire notég. Israelachvili a

ainsi déterminé un facteur de forntd=§ rapporté dans la formule 4 [39]:
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Formule 4 FF=v/(al)

Avecv : le volume de la partie hydropholag, la surface optimale par téte polaird.da

longueur de la chaine aliphatique.

Ce facteur de forme donne une idée de la courbpomtanée d’'une couche de
tensioactif et permet de déduire le type d’émulsivéée (E/H ou H/E) [40]. Les
courbures sont, par convention, positives si elta® orientées vers la phase polaire et
négatives si elles sont orientées vers la phaseHife. Le FF et la courbure sont les
deux éléments qui définiront la forme adoptée fiatetface comme le montre la figure
9 [41].

o O G Forme de la molécule Structures formees
agl de tensioactif

T

2 i

<3 =20 5 i
v I I ? spludriques

13-1/2 >0 \ ,’

Cémna
tongas
A g
| e
~1 ~1
Crlndre : Breuche plans
=1 =0 B - - Micalia
L dne tromgue mveres

mverse

Figure 9: Relation entre le facteur de forme, daurbure spontanéeoCla forme de la

molécule et les structures formées en solutiom ;o [41].

Les auto-assemblages formés par les émulsifiaqiendi&nt donc du facteur de forme. Par
exemple, des émulsifiants ayant un facteur de fodmé (c’est-a-dire une courbure nulle)

s’organisent en bicouche. Pour d’autres facteurdodee, a de faibles concentrations, les
molécules s’organisent en micelle (les parties dgldobes se regroupent au cceur de la

structure) ou en micelle inverse (les parties hgdobes sont exposées a la périphérie). Ces
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assemblages peuvent permettre de créer une vérivabliere imperméable a linterface et

confiner le contenu des gouttelettes.

Ainsi, des émulsifiants comme certains monoglycérident capables de former plusieurs
sortes d’auto-assemblages ou d’agrégats micelldirest cependant nécessaire d’atteindre la
CAC et de dépasser la température de Krafft (teatpér au-dela de laquelle les molécules
tensioactives se solubilisent et sont capablesadgosassembler, voir figure 10) [42-44].

Mésophase |- Couche d'eau

. lamellaire
5 i
\g T°C de Krafft / \\
: j
(¢))
i 4

coagel a-gel

Figure 10 : Diagramme partiel de transition de peakun émulsifiant.
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II) Auto-assemblages de monolinoléine

1) — 1 Mésophases en volume

II) - 1 — 1 Auto-assemblages de monoglycérides

Les monoglycérides sont des lipides tres commune&mmencontrés comme additifs
alimentaires. lls représentent 75 % du volume diéifiants produits dans le monde
(Iécithines incluses) [45]. Ces molécules résulmtl’'estérification d’'un glycérol et d’'un
acide gras. Le glycérol est considéré comme lapi@re du monoglycéride, de par ces deux
extrémités hydroxyles libres ayant des affinitésrptes molécules d’eau. A linverse la
chaine carbonée de I'acide gras confere a la maéaow forte hydrophobicité. Plus I'acide
gras sera long, plus sa valeur HLB sera faible, plasra liposoluble et de ce fait, efficace
comme émulsifiant pour fabriquer une émulsion isgeE/H. La composition bipolaire des

monoglycérides leurs conférent de bonnes proprétagdsifiantes.

Aprés ajout d’eau, au-dessus de la températureraldt i€t de leur CAC, les monoglycérides
regroupent leurs pbles hydrophobes et hydropHikests assemblages sont déterminés par la
nécessité d’optimiser I'énergie nécessaire a laticné d’interface entre les zones hydrophiles
et hydrophobes. En fonction du facteur de formdadmncentration et de la température, ils
s’associeront soit en micelle, soit en bicoucheeltaime ou encore en micelle tubulaire. Ces
structures monoglycérides/eau sont en équilibnerthdynamique au contraire des émulsions.

Suivant le facteur de forme des monoglycéridesplabure de l'interface eau/huile peut étre

positive, négative ou nulle. Lorsque la courburepesitive les phases sont dites normales
(les chaines aliphatiques sont orientées a l'etérdes structures), a l'inverse lorsque la
courbure est négative, les phases sont dites ewegles chaines hydrophobes forment la
couche externe de la structure). Aux fortes comaganhs et en fonction de la température, les
monoglycérides forment des mésophases de typalditgtide (hexagonal, cubique,...). La

séquence des différentes mésophases des monogégcést schématiquement décrite dans la

figure 11 [46] ; elle peut étre amenée a variefoaiction du monoglycéride utilisé. [47].
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Figure 11 : Succession probable des phases d’'uangeéleau/monoglycérides en fonction de

la teneur en eau du mélange, tiré de [46].
(a) phase micellaire cubique inverskl, ] phase hexagonale inversb) phase cubique bicontinue inversieg)
phase lamellaire,cf phase cubique bicontinue normalel,)(phase hexagonale normald) phase micellaire

cubique normale.

Pour des fortes concentrations en eau, des migedlesales se forment (microémulsion H/E,
dénommée }). Quand la concentration en eau diminue on atwintessivement une phase
hexagonale normale (1 une phase lamellaire cristalline,JLune phase hexagonale inverse
(Hy) et une phase micellaire inverse (microémulsionl,Edu Ly). La phase lamellaire
cristalline (L), possédant une courbure interfaciale nulle, padiagramme en zones de
signes de courbure opposés. La premiere, avecantee doncentration en eau, regroupe les
auto-assemblages ayant une courbure positive, iegpaydrophobes étant regroupées au
centre des micelles. Pour des faibles concentragareau, on observe des structures de type
inverse, ayant une courbure négative, et des chaiighatiques dirigées vers I'extérieur des
structures. Entre les phases hexagonales et lares|ldes phases cubiques bicontinues sont
attendues : la phase cubique bicontinue normafg €¥la phase cubique bicontinue inverse
(V). Entre les phases hexagonales et micellairesemise trouver des phases micellaires
cubigues (1 et inverse d). Dans notre étude, nous utiliserons un monogigediormant des

mésophases inverses. Les mésophases de monoglgcenidété étudiées et décrites depuis
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les années 60, notamment par Lutton, Larsson etdtijzqui publierent les premiers

diagrammes de phases [48-51].

Les mésophases possedent donc des domaines dedhudé finement dispersés. La
topologie des domaines d’eau est diverse : dertypellaire, tubulaire ou continue. Ainsi, ces
mésophases peuvent accueillir des molécules destgotubilités qui peuvent s’intégrer dans
'eau, dans la partie lipophile ou aux interfac&eci est notamment vrai pour des composes
de faibles solubilités comme des ardbmes, des parfdes nutriments ou des principes actifs
de médicaments, qui peuvent étre insérés danpealtystructures.

Les molécules purement liposolubles seront sokd®k dans les chaines aliphatiques des
acides gras, les molécules hydrophiles seront napgedans les domaines aqueux. La plupart
des molécules utilisées en industrie pharmaceutgqualimentaire possedent un caractere
amphiphile et vont s’adsorber a l'interface eauéui

L'intérét majeur de ces mésophases de monogly®@ede que l'interface est extrémement

importante et représente environ 408gpour la phase cubique inverse)V

De tels auto-assemblages sont observés dans & mdtnotamment au sein des membranes
cellulaires [52-54]. Certaines membranes ne sositupgguement formées de bicouches mais
montrent des organisations cubiques, observéesxganple dans le réticulum endoplasmique
lisse, des membranes nucléaires ou au sein deshoitdries et des photosomes [55]. En

effet, dans les zones mitochondriales dédiées éhdigge d’énergie, des organisations

membranaires cubiques ont été reportées.

Leur tres grande surface interfaciale permet uraggé plus important d’énergie dans un

volume restreint. La figure 12 montre les membrandsques des mitochondries de I'amibe

Chaos carolinensifs6,57].
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Figure 12 : Image de microscopie électronique astrassion de membranes cubiques de

mitochondries de 'amib€haos carolinensifs6].

La barre d'échelle représente 56

De nombreuses molécules, autres que les monoglgsésont connues pour leur capacité
d’auto-assemblage : monoéthanolamide [58], phogpHdek, phytantriol [59-61],
glycolipides, phosphatidyléthanolamine ou des d&rid’urée. Cependant, la majeure partie
des publications décrivant des mésophases fixemtddention sur les monoglycérides et
notamment sur la monooléine [62,63], la monoélaid[Bd-66], la monolaurine, la

monopentadécénoine [67,68], la monoérucine [69hauonolinoléine.

Ces mésophases peuvent étre caractérisées paislediplusieurs techniques :

* La technique la plus adaptée et la plus utiliséer pla caractérisation des
mésophases de monoglycérides est la diffusion agms X aux petits angles (Small
Angle X-ray Scattering : SAXS).

« La microscopie électronique est la deuxieme teakanlg plus répandue pour I'étude
des mésophases de monoglycérides. La cryo-Micrasdepctronique a Transmission
(cryo-MET) et la Microscopie Electronique a Balagag Emission de Champ (MEB)

sont des techniques complémentaires des rayons X.

Concernant la Microscopie a Balayage, le faiscealedrons est plus fin et vient
balayer la surface d'étude. Ce n'est plus le faigcgansmis qui est collecté mais le
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faisceau retro-diffusé. Cette technique permet ddaananiére fidéle, la reconstruction
en trois dimensions de I'échantillon. Elle possedpendant une résolution inférieure a
la MET.

 De maniere plus confidentielle, d’autres techniqpesivent étre utilisées pour
décrire les mésophases de monoglyceérides. La Miopas a Force Atomique permet de
déterminer la taille des domaines des mésophases w@isualiser la dispersion de ces
mésophases dans I'eau [70,71].

» La Calorimétrie Différentielle & Balayage (Diffet&th Scanning Calorimetry —
DSC) peut étre utilisée afin de distinguer leséddhtes plages de fusion/cristallisation

des phases de monoglycérides [72].

* La Résonance Magnétiqgue Nucléaire (RMN) permetedgaht de déterminer les

organisations des assemblages de monoglycéridégi[73,

Ces meéthodes permettent donc de visualiser les maésep et d’en décrire les principales

caractéristiques. Lors de cette étude, les strestinternes seront identifiées par la technique

de diffusion des rayons X aux petits angles. Delagrosition des pics de Bragg dans le

diffractogramme, on en déduit le parametre de md# la mésophase.

II) -1 -2 Mésophases de monolinoléine

La monolinoléine est le résultat de I'estérificatid’'un glycérol et d’'un acide linoléique

(cis,cis-9,12-octadécadiénoigueun acide gras a 18 atomes de carbone avec deux

insaturations en position 9 et 12. Ces insaturatifont adopter a la molécule une

conformation courbée (figure 13). Son HLB de 3,8clonfere un réle d’émulsifiant inverse,

qui stabilisera des émulsions E/H.
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Figure 13 : Représentation de la molécule de moaldine.

Le diagramme de phase du mélange monolinoléinedegté décrit par De Campo et al. en
2004 [75] (figure 14).
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Figure 14 : Diagramme de phase du mélange monélm®kau, entre 20 et 94°C en fonction

de la teneur en eau.

Les lignes noires représentent les changementshdsep. La ligne rouge représente la ligne de au-del

laquelle I'eau est en excés (la mésophase estradamum de solubilisation).

Les mésophases sont caractérisées par leur topodigune grandeur caractéristique, le
parametre de maille, qui exprime la périodicité nd’'motif. Pour les mésophases de
monoglycérides cette grandeur est de l'ordre delqgges nanometres. Ces distances

caractéristiques sont tres faibles et leurs détetinns nécessitent I'utilisation de techniques
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de caractérisation physique lourdes tel que laisiidin de rayonnements ou a la microscopie

électronique.

Les mésophases de monolinoléine possédent un pgdiaimme important en fonction de la

teneur en eau et de la température :

e La microémulsion inverse £} est une dispersion de micelles d’eau dans ungepha
lipidique, de l'ordre de quelques dizaines a unetaise de nanomeétres. A la
différence d’'une émulsion inverse, la phaseekt stable thermodynamiquement. Ces
micelles d’eau ne sont pas toutes de méme dianmétid, pas de périodicité et ne sont
donc pas considérées comme des mésophases. HEmntent I'intérét de former
spontanément et de fagon stable, des domaines étngues d’eau dans une matrice
de lipides. La phase;lest présente a toutes les températures pour idssféeneurs
en eau. Lorsque I'échantillon est chauffé au-deggu80°C, la phase;lest la seule

présente.

e La phase lamellaire {i) est obtenue pour des teneurs en eau comprises8nat
10 % et des températures inférieures a 30°C. Hitesiste en des empilements de
bicouche de monolinoléine planes et parallélesegites, formant une matrice a une

dimension (figure 15 tirée de [76]).

i) A j.j|,r.¢u_,;ﬂ,_!},

il
SRR f;;‘p .
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Figure 15 : Représentation schématique d’'une phasglaire Lo.

Les tétes polaires sont en rouge alors que lesebaliphatiques sont en gris.
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e La phase hexagonale inverse,Hdécrite en 1960 par Luzzati [77,78], est un
arrangement ordonné et dense de micelles cylinesiqlieau dans la matrice de
monolinoléine. Elle est obtenue a des tempéragimses (entre 45 et 85°C) et a une

teneur en eau minimale de 13% [76,79]. (figure 16)

Figure 16 : Représentation schématique d’'une phesaggonale inverse,H

Les tétes polaires sont en rouge alors que lesebaliphatiques sont en gris.

e Pour des températures inférieures a 50°C et g@siteneurs en eau supérieures a
10%, la monolinoléine forme des mésophases cubifjisesmtinues inverses Y. Il
existe trois types de mésophases cubiques bicastimrerses : la mésophase cubique
primitive (Im3m), la mésophase cubique diamant (Pn8mla mésophase cubique
gyroide (la3d). La mésophase cubique primitive (gast pas présente dans le
diagramme de phase en volume du mélange monoledézEiu) a comme structure des
tubes d'eau séparés par une bicouche. La mailleaaposée de 3 canaux d'eau
arrangés perpendiculairement, se rejoignant aueceat celle-ci (figure 17) [80]. La
phase Pn3m est aussi composée de deux canauxs#pates par une bicouche de
monolinoléine. Quatre canaux d’eau se rencont@mtdnt un tétraedre avec un angle

de 109,5°C [81]. La phase la3d, a quant a ellestmeture plus complexe.
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Figure 17 : Représentation des mailles des mésepltabiques bicontinues inverses.

a : Phase cubique bicontinue inverse gyroide la3dPhase cubique bicontinue inverse primitive Im3m

¢ : Phase cubique bicontinue inverse diamant Pn3m.

A partir d’'une certaine teneur en eau, les més@shae peuvent plus absorber d’eau et une
séparation de phases se produit. La courbe roudae figure 14, représente cette quantité
maximum d’eau internalisable dans les mésophasgesiefa de cette courbe, le systéme est
hétérogene, la mésophase est en exces d’eau. @rvelipie la phase cubique bicontinue
inverse (\4) est capable de solubiliser plus d'eau que la @lh@xagonale inverse ou que la

microémulsion, soit respectivement, 33%, 27% et 20%

La forte capacité de solubilisation de ces mésashbeur confere un intérét potentiel pour la
vectorisation de principes actifs qu’ils soientokplubles, hydrosolubles ou amphiphiles.
Cependant ces structures sont hydrophobes et ildiffient implémentables dans des
médicaments ou des aliments (le plus souvent aept@#inue aqueuse). Or, la coexistence
de ces mésophases avec un exces d’eau semble pgoleles puissent étre stables en exces

d’eau. Elles pourraient ainsi étre fractionnées di@asl, tout en conservant leurs structures.
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1) — 2 Isasomes

[I) — 2 — 1 Définition d’'un Isasome

Apres plus de 30 ans de recherches sur les casatigns des mésophases de monoglycérides
en volume, la communauté scientifique a cherchéetrena profit les avantages de ces
structures et a leur trouver des applications cgrsr Afin de profiter de leur spectre large de
solubilisation, il était nécessaire de dispersensdl phase aqueuse, des particules de
mésophases de monoglycérides. Les premiéeres olieas/ale mésophases émulsifiées ont
éte observées en 1979, dans une étude focalisée digestion des lipides [82]. En 1981, K.

Larsson a démontré qu’il était possible de dispetee mésophases cubiques inverses [83].

Cependant un fractionnement simple de ces mésaplmassuffit pas a les tenir dispersées
dans la phase aqueuse de maniére homogene. Enlaifetourbure négative leur confére
une forte hydrophobicité ; elles ont alors tendaacse ré-agréger. Pour remédier a ce
probleme il est nécessaire d’'ajouter un émulsifeahtaut HLB qui stabilisera l'interface des
particules de mésophases. En 1994, Landh a décridopolymére a blocs (amphiphile)
comme étant efficace pour stabiliser des mésoplagrgues par stabilisation stérique [84].
Depuis cet article, les dispersions aqueuses deophases de monoglycérides sont
principalement effectuées grace au Pluronic F12XSB Allemagne). Un nombre restreint
d’émulsifiants a été testé pour I'émulsification deésophases de monoglycérides. Le
polysorbate 80 a été utilisé par Barauskas et eall2005 et 2006 [85,86], Garti a réussi a
stabiliser les mésophases par des phytostérols yfls0j87] alors que Nakano a choisi

I'utilisation d’'un polymeére de cellulose modifiégq].

Méme s'il a été peu étudié, le choix de I'émulsifisest primordial car il interagit
dépendamment de sa structure et de sa concenjratien la structure interne de la particule
[89,90].

Ces dispersions stables de mésophases de monddgcént été dénommées ISAsomes pour
Internally Self-Assembled somes (soit des partgEusg/ant une structure interne auto-
assemblée) [91]. Théoriqguement, il est abusif deodéner de telles dispersions des
eémulsions, car la phase dispersée n'est systémateqie un fluide. Cependant, par

convention, la terminologie se rapportant aux émnsest employée pour les Isasomes.
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Toutes les phases ayant la capacité de conserwsrdguctures en exces d’eau (voir figure
14), peuvent ainsi étre dispersées sous forme dattefgites dont Iintérieur est
thermodynamiquement stable [75]. La phagsealévient alors une MicroEmulsion Emulsifée,
la phase Il devient une phase hexagonale émulsifiée ou Hexestines phases cubiques
deviennent des phases cubiques émulsifiees ou Guigoes termes Cubosome-Hexosome,
font I'objet d’'un brevet déposé par GS Developm&Bt(Suede), respectivement en 1994 et
1996 (US74557712 et US75195455).

Comme dans le diagramme de phase en volume,pbsstble de changer la structure interne
des gouttelettes en modifiant la température. tlidesic possible, de maniere réversible, de
former une MicroEmulsion Emulsifée, des HexosomedesiCubosomes en faisant varier la
température [75]. Dans les mémes conditions de textyré, de pression et de concentration,
les mésophases en masse ou dispersées posseduaatries structures et le méme parametre

de maille. Ceci est vérifié par la position idenggles pics de diffusion des rayons X, comme
le montre la figure 18 [92] :

~—~~
©
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;G:,J N EME
0 7
C
(O]
o
=
80°C H,
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25°C Pn3m
Cubosome

q (nmt)

Figure 18 : Comparaison des courbes de diffusi@ralgons X pour les mésophases en masse
(avec 40% d’eau) ou émulsifiées.

Les lignes grises représentent les phases en miassaue les lignes noires représentent les plamaksifiées.

Les intensités ont été normalisées par la conderiran Monolinoléine.
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De plus, la teneur en eau de ces Isasomes peutadtrtdée par SAXS par comparaison avec

les mésophases non émulsionnées [93].

Hormis les trois phases précédemment citées, deelesivstructures ont ainsi pu étre

emulsifiées. La liste exhaustive des mésophasessédi@es de monoglyceérides est décrite ci-

dessous :

Intensité (u.a)

600

400

200

e La MicroEmulsion Emulsifiée (Emulsified MicroEmutsi : EME)

L’EME n’est pas a proprement parler une double émnlE/H/E, car la microémulsion
est thermodynamiquement stable. Elle est composé&eothbreuses gouttelettes d’eau
dispersées dans des gouttelettes d’huile, sare @rglanisation. La faible organisation
est confirmée par I'utilisation du SAXS, ou I'ons@rve un pic tres large de diffusion,
corrélé directement a la distance moyenne entrétejeties d’eau a lintérieur de la
phase dispersée [72,94] (figure 19). On calculesatette distance moyenne (D) avec la

formule suivante.

Formule 5 : D=2/

Qo €tant la valeur de g au maximum du pic.

q (nn)

Figure 19: Spectre de diffusion des rayons X (A)irmage de cryo-microscopie

électronique a transmission (B) d’une MicroEmuldionulsifiée.
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Intensité (u.a)

600

500

400

300

200

100

» La mésophase micellaire cubique émulsifiée (Fd3m).

En faisant varier le rapport monoglycéride/huilesst possible de créer une mésophase
émulsifiée, non présente en volume (cas du limondaée peut étre définie comme
étant une évolution vers la structuration de I'EMER effet, la mésophase micellaire
cubique émulsifiée est définie comme l'arrangeneertique des gouttelettes d’eau, a
I'intérieur des gouttelettes d’huile, selon une meatFd3m. Elle est composée de deux

types de gouttelettes d’eau, de tailles difféerenbeganisées dans un réseau cubique de
type diamant (figure 20b) [95-97].

La figure 20 montre le spectre de diffusion canasti§ue, une représentation d’'une
maille de la phase Fd3m [98] ainsi qu'une imagec®-microscopie électronique a
transmission [72].

q (nm™)

Figure 20 : Spectre de diffusion des rayons X (&)schéma d'une maille (B) et une

image de cryo-microscopie électronique a transisg§C) d’'une mésophase émulsifiee
Fd3m [94].
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Intensité (u.a)
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* La mésophase hexagonale inverse émulsifiée : HexogH,).

Figure 21 : Spectre de diffusion des rayons X @Hservations de cryo-MET (B-C) et
de cryo-FESEM (D-E) d’'une mésophase émulsifige H

La phase hexagonale émulsifiée est composée dencal'®au circulaires, fermés sur
eux-mémes et organisés selon une matrice hexagfrigllea l'intérieur méme des
gouttelettes de phase dispersée. Ces domaines iBebas les uns des autres, ainsi que
de la phase continue constituent d’excellents véssra molécules hydrosolubles.
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Selon de récentes publications de Barauskas [D9%emblerait que les Hexosomes
adoptent deux types de géométrie. La premiére esgpidu« spinning top » (figure 21
D), ayant une partie cylindrique se terminant pamxdearties coniques. Cette géométrie
explique les observations effectuées par cryo-THiyuie 21 B et C). En effet, si
I'Hexosome est visualisé de c6té on observera anéple facettée hexagonalement. Si
I'on visualise ce méme Hexosome selon I'axe demités conigues, on observera un
Hexosome cylindrique en cryo-TEM. La deuxieme géomébservée (figure 2[)
semble suivre une «vraie » géométrie hexagonalioen dimensions. Cette derniere

apparaitra également comme une particule facettéggionalement en cryo-TEM.

* Les mésophases cubiques inverses émulsifiées : Quied®n3m et Im3m).

Comme précédemment expliqué, il est possible d'sified uniqguement les
mésophases, présentes dans le diagramme de phaserae, étant présentes en exces
d’eau (figure 14). La phase cubique Pn3m peut dtmecénulsionnée, mais pas la phase
la3d [100]. Une nouvelle phase cubique a été agetitest due a l'interaction possible
de I'émulsifiant avec la phase interne des goutede la phase cubique peut ainsi

adopter une symétrie Im3m lors de l'intégratior’’@eulsifiant a la structure [101,102].

La figure 22, décrit les spectres de diffusion desx phases cubiques ainsi que des
images en cryo-TEM [72,103] et cryo-FESEM [97].

Les phases cubiques en volume possedent une aRdegriscosité ce qui rend leur
dispersion peut aisée et colteuse en énergie [48].observations de microscopie
électroniqgue montrent qu’'une grande partie de lasphdispersée n’est pas organisée
mais sous forme de simples vésicules et ceci peux daisons. Les phases cubiques
Im3m et Pn3m ont des paramétres de mailles impartdeti'ordre de 9 a 1@m. Si la
dispersion de ces mésophases est trop petite (nd@ns00nm), I'espace est trop

restreint pour laisser place a une organisatiarctrelle interne.

De plus, les observations décrivent la présenceédieules attachées aux Cubosomes
(voir figure 22 B et E) [103]. Celles-ci sont d’aant plus nombreuses que la
concentration en émulsifiant est importante [104].forme cubique des Cubosomes
n'est pas la forme la plus favorable thermodynamiwgr. L'énergie du systéme est
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Intensité (u.a)

1000

500

donc diminuée par la présence de ces vésiculepegmettent de conférer une surface
plus sphérique a la particule.

Pn3m
= |m3m

Figure 22 : Spectre de diffusion des rayons X désaphases cubiques émulsifiées

Pn3m et Im3m (A), observations de cryo-MET d'Im3B) €t de Pn3m (C et E) et de
cryo-FESEM de Pn3m (D).

Ces vésicules adjointes aux Cubosomes ont été&ekpar Gustafsson en 1996-1997 par

cryo-TEM, car ces vésicules n'ont pas de signattaedement identifiables en diffusion
des rayons X aux petits angles [105,106].
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Ces mésophases cubiques ne contiennent pas, ad'ides Hexosomes, des tubes d’eau
isolés les uns des autres et de la phase cont@metrairement aux Hexosomes, les
canaux d'eau sont tous connectés; la particuldast formée de deux réseaux continus
disjoints: la phase aqueuse et la phase huileus&(J7-209].

L’équipe de N. Garti a proposé en 2009, une hymathde formation des cubosomes
(Figure 23) [110-112].

Figure 23 : Hypothése de formation des Cubosomepppee par Garti.

La premiére étape consisterait en la fusion deigaus vésicules (ligne 1 de la figure
23). Ensuite de nombreuses connexions entre legsudfies de monoglycérides
(également appelées attachements inter-lamellaicesistitueraient les points de
nucléation de la structure cubique (ligne 2). Audtua mesure des fusions de bicouches,
la structure cubique prendrait forme amenant pogargsation finale un Cubosome de

forme quasi cubique (ligne 3).
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* Laphase éponge £

Les mésophases émulsifiees précédemment décribes, les principales phases
disponibles dans le diagramme de phase de la nmatgilhe. Cependant pour d’autres
types de lipides, il est possible d’obtenir une vadle phase dite « éponge » oy L
[85,86,113].

Elle peut étre considérée comme une phase cubigoatinue désordonnée. La figure

24 montre un cliché effectué par cryo-TEM.

Figure 24 : Observation par cryo-TEM d’'une mésophHa®mulsifiée.

Il s’agit d'un réseau bicontinu hautement intercectd, sans réseau cristallin ordonné, ce qui

le rend peu identifiable par SAXS car ressemblargignal d’'une phase;[[114].

Plusieurs parametres peuvent étre modifiés afintdiobces différentes mésophases. Comme
le montre la figure 14, la température influe dieaeent sur I'organisation des
monoglycérides. A. Yaghmur et coll. ont démontréplassibilité de faire varier I'auto-
assemblage de monooléine en faisant varier laipress une température de 7°C et pour une
composition fixe, la figure 25 montre les différemtorganisations obtenues en faisant varier

la pression [115].
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A _ 750 bar, Pn3m

*to 600 bar, H2 & Pn3m
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Figure 25 : Evolution de la structure interne a,78@ fonction de la pression.

* = pic de cristallisation du tetradécane.

Ainsi, une phase micellaire cubique Fd3m, présarnpeession atmosphérique, va évoluer en
phase hexagonale (entre 350 et 600 bars) puis alfEurdela de 600 bars) lorsque la

pression augmente.

Toutes ces structures sont parfaitement décrites @alittérature, en fonction de parametres
extérieurs tels que la température, la pressiotaaroncentration des monoglycérides. Ces
informations structurales permettent aux équipegedierche d'utiliser ces Isasomes comme
des réservoirs a molécule. Il restait alors a oleseet décrire 'influence de ces molécules

hotes sur les structures internes.

II) — 2 — 2 Molécules hotes

Ces meésophases émulsifiees sont donc des outilenmexnent prometteurs pour la
vectorisation ou la solubilisation de molécules [[LEh effet, pour le cas des cubosomes, ces

petites gouttelettes d’huile sont capables de cim89% d’eau ; ils peuvent ainsi solubiliser
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[emperature (°C)

un large spectre de molécules. Dans le but d’atilises mésophases comme réservoirs a
molécules, la premiere étape a consisté a lespinaes dans un milieu continu aqueux afin de
les rendre manipulables et délivrables.

Dans un deuxiéme temps, il était intéressant diobteutes les structurations décrites
précédemment. Cependant, les molécules hbtes peneephis supporter des traitements
thermiques importants, qui étaient utilisés afin fdee varier la phase interne. Afin de
pouvoir obtenir une gamme plus large de structarésmpérature ambiante, des chercheurs
ont modulé la structure du mélange monolinoléine/gaar I'addition d'une huile
supplémentaire. En 2005, Yaghmur et coll., ont #et elécouvert que I'addition d’huile,
comme le tetradécane, dans la phase disperséetmmeoduler les structures internes des
gouttelettes, sans modifier la température [91].

De nombreuses huiles ont été testées comme laldetae [97,117], le R-(+)-Limonéne
[117], la tricapryline [118], d’autres triglycérigdd79] ou encore la vitamine E acétate [119]
entre autres.

Les diagrammes de phase des mélanges monolindl&n@-)-limonéne et monolinoléine /

tetradécane sont décrits dans la figure 26.
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Figure 26 : Diagramme de phase du mélange tetradf2ienodan U (a gauche) et du
mélange R-(+)-limonéne / Dimodan U (& droite=%% etp=8.

En abscisse est reportée le parametei équivaut au pourcentage de monoglycéride @iediessous).
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Dans ce cas précis, les mémes mésophases sonitpsast seule la position des transitions
de phases varie quelque peu. En effet, les domaegsstructures micellaires cubiques et
hexagonales sont plus étendus en utilisant le Rir(tonene.

Le changement de phase induit par l'addition d#éwdst d0 a une modification de
'agencement des monoglycérides et donc de la coerbde l'interface [116]. Les huiles
ajoutées sont purement hydrophobes (non tensieagtiet sont donc solubilisées dans les
chaines d’acides gras de la monolinoléine. Celanaute le volume hydrophobe des chaines
d’acides gras, modifie I'empilement des molécules rdonoglycérides et favorise des
courbures plus négatives. Cette modification deolarbure favorise également la formation
de micelles, ce qui pourrait expliquer la présededa phase Fd3m, non présente en masse
[46,91,96,120].

La différence observée entre l'utilisation du R-[onene et le tetradécane, sur la
localisation des transitions de phases ainsi quelesuvaleurs des parametres de maille,
peuvent ainsi étre expliquée par les différenteslisations de ces molécules autour des

chaines d’acide gras de la monolinoléine.

La proportion du monoglycéride dans le mélangadépstructurant/huile, est définie par le
parametred. Ce parametre exprime le rapport de monoglyc&idecturant, sur le total de la

partie liposoluble de la phase dispersée, comméridans la formule suivante :

Formule 6 § = rrl/lonoglycéride x 100
rn\/Ionoegcéride+ mHuile

Un 6 de 100 exprime ainsi la seule présence du monégtie structurant dans la partie
lipophile. Und de 50 équivaut a la présence, en quantité égalmaoglycéride structurant
et de I'huile. Und de 0 correspondrait a une émulsion directe d’tdakes I'eau.

La structure interne des Isasomes dépend grandedesntonditions opératoires et de la
formulation. Il a été démontré que le mélange dexdamulsions, de méme structure et de
méme 3, mais préparées avec deux huiles différentesaimetrdes échanges entre les
gouttelettes des deux émulsions. C. Moitzi et colht mélangé deux émulsions de phase
Fd3m ¢ 68%), I'une contenant du décane et l'autre datiéicane (figure 27a). [121]
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Figure 27 : a) Mélange de deux émulsions de Fd3mnteocant des huile de différentes
longueurs de chaines (décane et tétradécane). landede deux émulsions, une émulsion

simple d’octadécane et une émulsion de structurenFattenant du dodécane.

Lors du mélange le systeme va tendre a I'équiliee concentrations et le décane (plus
soluble dans l'eau) va quitter son émulsion plysidement pour venir s’insérer dans la
deuxieme. Les gouttelettes vont perdre du décanen¢tdonc avoir temporairement &iplus
élevé, qui se traduit par l'apparition d'une phdsxagonale. A linverse la deuxieme
émulsion accueille le décane qui vient de migrepa&dséde ur plus faible et donc se
transforme provisoirement en EME. Lorsque les éghancomplets de matériel intra-
gouttelettes a permis I'équilibre des concentratitémulsion finale retrouve sa structure

initiale FA3m.

Un deuxiéme exemple (figure 27b), montre le mélasigae émulsion simple d’octadécane
(ayant un coefficient de diffusion tres faibléD) et d’'une émulsion contenant du dodécane de
structure FA3maB8). L'expérience a montré que le dodécane sefémmslans I'émulsion
contenant de l'octadécane, modifiantdlale la deuxiéme émulsion la faisant passer d’'une
structure Fd3m a Hexagonale, puis Fd3m et finalén@e EME, lorsque I'équilibre de

concentration est atteint.
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Afin de faire varier la phase émulsifiée, il eshsaipossible de modifier la température ou
d’ajouter une huile totalement liposoluble. Sa ratetr sa concentration ont une importance
cruciale dans la détermination du diagramme deeghas

Comme le laisse supposer les influences de laeaii’huile utilisée sur le diagramme de
phase ; I'ajout de molécules hétes au sein derlectste aura des conséquences sur le
diagramme de phase. En effet, une molécule lipoolab solubilisera dans les chaines
aliphatiques des monoglycérides et modifiera larlmate en la rendant plus négative (figure
28) [45].

Figure 28 : Localisation de molécules hotes entfonae leurs polarités [45].

(1 : molécule hydrosoluble, 2 : molécule amphiptle molécule lipophile).

En paralléle de leur caractérisation physico-chimjqde nombreuses études décrivent
I'intérét de I'utilisation des Isasomes comme varieEn effet, leur exceptionnelle capacité a
solubiliser tout les types de molécules (hydrosialsidiposolubles et amphiphiles) en font des
vecteurs optimaux pour les nutriments, les moléculeedicamenteuses, les molécules
aromatiques (parfum ou aréme), les engrais,... Lemngpls d’application sont vastes et
largement étudiés [46,122]. Les publications réeerdécrivent l'influence des molécules
hotes sur les structures auto-assemblées aingéagisecapacités de vectorisation.

41



II) — 2 — 3 Propriétés des Isasomes et Applications

lll)- 2—-3—-a Relargage

L'utilisation principale des Isasomes est donc lagtulité de les utiliser comme conteneurs
de molécules d'intérét [123-125]. Ces réservoinsonaétriques, sont capables de solubiliser
un spectre trés large de molécules, souvent pepaswsolubles en phase aqueuse et de les
rendre disponibles. Ce stockage de molécules danfeut trouver utilité dans des domaines
aussi variés que l'agroalimentaire, la pharmaceetida parfumerie, la médecine, ou encore
I'agriculture [126,127].

Ben. J Boyd et son équipe [128,129] ont notammaivi ¢ relargage du glucose contenu
dans les mésophases en volume, vers le milieuiextéen fonction de leurs structures

internes (Figure 29).
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Figure 29 : Suivi du relargage du glucose des mésmshde phytantriol vers le milieu

extérieur.
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Initialement les mésophases sont organisées ere héwque. Apres chauffage a 40°C, la
phase interne cubique change de conformation peuerdr hexagonale. Le relargage du
glucose est alors trés nettement ralenti. Cecipiigxe par le fait que les molécules de
glucose sont enfermées dans les tubes d’eau dresylgui, contrairement a la phase cubique,
ne possedent pas de jonction avec la phase aqumnigaue. Lorsque la température diminue,
la phase cubique se reforme et le glucose migr@iffasion a travers la phase d’eau interne
vers la phase continue grace aux jointures des demaines d’eau, inhérents a la structure
cubigue. Les Cubosomes ont donc un relargage de 4¢ymast release » alors que les
Hexosomes sont capables de conserver sur de lomguéss des molécules hydrosolubles

dans leurs canaux d’eau internes.

Un autre paramétre externe peut étre utilisé afinfade varier la structure interne des
gouttelettes et par conséquent sa vitesse de aglwrdglezzenga et coll. ont effectué un
mélange de monolinoléine et d’acide linoléique change de structure en fonction du pH de
la solution. En effet, a pH=7, les Isasomes somngés en Cubosomes (Im3m) et possedent
des caractéristiques de relargage rapide (condelemmolécules hydrophiles). En abaissant
le pH a 2, la structure évolue en Hexosomes, péamtedn relargage 4 fois moins rapide que
précédemment. Ainsi, ces formulations permettentelargage ciblé des molécules d’intérét
hydrosolubles dans I'intestin (pH7), tout en leemant lors du passage dans I'estomac (pH2)
[130]. Il reste cependant a étudier le devenirldasomes en prenant en compte, en plus du
pH, tous les composants de la bile, pouvant affdetg structure (enzymes digestives,...)
[131]. Garti et coll. ont notamment démontré qu'uBME est capable de former des
structures mixtes avec les micelles fabriquées derda digestion, perturbant leur structure
initiale [132].

Des exemples d’applications des Isasomes danssdieenaines sont présentés ci-dessous :

e De nombreux exemples de vectorisation peuvestd@tes pour des molécules a

visée thérapeutique :

- Pour délivrance dans le sang [133], comme l'irinate un anticancéreux
solubilisé dans des phases hexagonales ou cubigoetihues [113,134], le
diclofenac dans une Fd3m [135], la carbamazepm€plenzyme Q10 [110], le
cytochrome C [136], l'insuline [137], la somatostat [138], la rifampicine
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[139], le diazepam, la ciclosporine [140], le priipau la griseofulvine [141].
Ces applications médicales sont soutenues par ilde fanteraction des
mésophases avec le milieu sanguin [142]. De I'hdabiige a méme été

« encapsulée » dans des phases cubiques [143].

Pour application cutanée [144], comme la sulforimtide B dans des
cubosomes [145] ou la vitamine K ou du diclofenansides Hexosomes [146-
148]. La phase cubique améliorerait la pénétratiencomposés actifs au

travers de la peau [149].

De plus en plus d'études portent sur la vectoogsatle nutriments, afin de
passer la barriere gastrique, qui est la causeod#bireuses dégradations de
molécules sensibles a cause du tres faible pHCOuk®msomes (notamment la
phase Pn3m) semblent étre de bons protecteurs dace milieu acide

généralement destructeur [150].

Les Cubosomes semblent étre également promettesmsi€ nouveau systéme
de délivrance oculaire. En effet, leur grande \8#édeur permet une rétention
oculaire plus grande que les systémes utilisés l@nent. De plus, leur
importante capacité a solubiliser tous types deémés est extrémement
appréciée. Leur taux de rétention des molécule® @las faible, ils sont de
meilleurs candidats, au regard des Hexosomes dafirelarguer les principes

actifs dans une échelle de temps raisonnable [151]

Des utilisations des Isasomes a visée alimensmint également présentes dans la

littérature. Certains nutriments, comme les vitamjnont été testés. Les vitamines
liposolubles A [113,152,153], vitamine K [154] vitene E [113,119,155]; ou les

vitamines hydrosolubles comme la vitamine C [156]1®es brins d’ARN, des

polyols ou des protéines ont également été inclas e Isasomes [61,157-161].

Au-dela de la vectorisation des molécules, sasdmes ont été testés pour des

applications en parfumerie ou en alimentaire, deurs capacités de rétention et de

relargage d’ardbmes ou de molécules aromatiquesefteh, ces molécules d’intérét

possedent souvent une température de vaporisatiomeepression de vapeur faibles.
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Ce sont donc des molécules difficilement « encaides » et leur relargage est
souvent instantané [162]. Les Isasomes paraissemt @tre un bon systéme de
vectorisation des molécules aromatiques. Sagaloeiczoll. ont démontré qu’une
EME permettait de retarder le relargage de compasésatiques amphiphiles ou
lipophiles en comparaison a une émulsion simplegiaende interface présente dans
'EME permet une meilleure rétention des compos@snatiques non hydrophiles
[163]. Le limonene est une molécule aromatique wdatile et solubilisable dans les
Isasomes. Il permet, comme vu précédemment, de leroldwr structure interne au
travers du parameti® Il est également largement utilisé comme modelesbluble
dans les recherches globales concernant la rétedéamolécules aromatiques [164-
166]. Le limonéne possede ainsi une double utilégulant les structures internes des
Isasomes, tout en constituant une molécule modemegtnt de décrire les capacités
de vectorisation des Isasomes. Il a été démontrédgsephases cristal liquides
possédent une plus grande capacité a ralentir garadion du limonene, en

comparaison a des émulsions simples [167].

° Ces meésophases émulsifiees sont égalementéesilisomme nanoréacteurs.
Certaines molécules hydrosolubles peuvent étremagfes dans les canaux d’eau des
Isasomes (notamment des Hexosomes). Due a undi@télaale de la concentration
de ces molécules, la limite de solubilité peut étteinte et les molécules cristallisent
alors a lintérieur des mésophases [168]. Leursriates et leurs quantités d'eau
internalisées étant trés importantes, les Isas@meisdes nanoréacteurs ayant de tres
forts potentiels [75,169-171].

Les perspectives d’utilisation de ces Isasomestsetias que les industriels ont déja largement
brevetés les possibles formulations et applicatides dispersions de monoglycérides. Les
premiers brevets ont été déposés par les premmentiiqgues ayant découvert les
mésophases de monoglycérides (Lund). Par la suie ndmbreuses industries
agroalimentaires se sont emparés du sujet et nataimNestle, Procter & Gamble, Kraft ou

encore Eastman Chemical Company (Annexe ).

Cependant, les capacités de rétention des stractlles-mémes ne seraient pas suffisantes

pour conserver les principes actifs sur de longligges. C’est pourquoi, des recherches ont
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éte initiees sur I'optimisation de l'interface,rafie réduire sa perméabilité et de minimiser la

fuite des molécules d'intérét vers la phase contdegémulsions.

ll)- 2 -3 —b Encapsulation

Afin d’améliorer la rétention de principes actifies chercheurs se sont intéressés a la
structuration de I'interface des émulsions en gariéi72].

Ainsi, differentes hypothéses ont été testées, gx@mple une meilleure couverture de
l'interface par les émulsifiants, créer une coqakds a l'interface ou rendre I'intérieur des

gouttelettes solide.

e Comme nous l'avons vu précédemment les émuissfiaouvrent plus ou moins
bien l'interface en fonction de leur taille et @eif facteur de forme. Choisir un émulsifiant de
faible poids moléculaire permet de créer une Jdetacouche protectrice a linterface
réduisant les échanges entre les milieux intéeeextérieur [13]. Bezelgues et coll. ont ainsi
montré que dans une mousse, une interface stabgmédu SSL est 40 fois moins perméable
a l'air gu'une interface stabilisée par des prasirsériqgues de lait (tableau II). Un film
interfacial, stabilisé par des protéines, présel@enombreux trous rendant l'interface plus
perméable. Au contraire, le coefficient de permi@@bd’'une interface stabilisée par un
emulsifiant a bas poids moléculaire (type SSL)bestucoup plus faible du fait de la bonne

couverture interfaciale.

Tableau 2 : Tension de surface et coefficient denpabilité de solutions d’émulsifiants a
0,1%.
Le coefficient de perméabilité est calculé en famctde la diminution du diamétre d’'une bulle obgenpar

microscopie optique, en fonction du temps [HN].

Emulsifiants Tension de surface Coeffi_c_ient de
(mN/m) perméabilité (cm/s)
WPI 49,5 0,04
Tween 80 39,5 0,08
Monoglycérides 28 0,001
SSL 22 0,001
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De plus, cette couche d’émulsifiant a I'interfaanfere a I'émulsion une protection
vis-a-vis des conditions physico-chimiques de lagghcontinue (pH, enzymes,... ). Mc
Clements et coll. ont ainsi montré gqu’'une émulstabilisée par du Tween 20 permettait de
résister aux conditions gastriques alors que desséons stabilisées par des caséinates ou des

protéines seériques sont sensibles aux enzymesisafi\j173].

e Un deuxieme axe de recherche tente de créewnénit@ble barriere physique a
linterface. Plusieurs hypothéses sont testées poparvenir dont la polymérisation de
molécules tensioactives a I'interface. La polymeties de copolymeres a blocs ou le mélange
SDS-chitosan ont été testés et ont montré desudesitintéressantes [174-176]. L'utilisation
de particules solides, comme la laponite, a étééde®t notamment sur les Isasomes
[60,177,178]. La cristallisation de lipides a l@ntace est une voie prometteuse de couverture
interfaciale. Le but n’étant plus de créer cettaibee par le biais des émulsifiants, mais de

rajouter une couche externe de lipides cristallikg/pe « cire » [179-183].

Toutes ces hypothéses permettant de réduire la filit matériel intra-gouttelette sont
principalement testées sur des eémulsions simpleserait donc intéressant de tester ces

mémes hypotheses sur les Isasomes, qui possedetdheités de rétention intrinseque.

[ll)- 2 -3 —c Inclusion

Les Isasomes sont de trés bons réservoirs ou @mterde principes actifs. Cependant leurs
propriétés de relargage ne sont pas encore opémi§Eest pourquoi leur inclusion dans une

phase continue gélifiée permet de les figer etitBééle relargage du contenu des gouttelettes.
Le gel, souvent thermosensible, se liquéfie dars abmditions prédéfinies, permettant la

libération des Isasomes et de leur contenu a uroiered un temps choisi [184].

Milosevic et coll. ont inclus les Isasomes dans geh de carraghénanes additionné de

nanoparticules magnétiques [185].

L’application d’'un champ magnétique alternatif petmla mise en mouvement des

nanoparticules magnétiques et la création d’unutdraent local autour d’elles.
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Une fois la température de fusion du gélifiant iatee les carraghénanes se liquéfient et
libérent les Isasomes, qui relarguent leurs corst¢h85-188]. La durée de vie des Isasomes
peut donc étre considérablement allongée tout eisisBant l'instant ou les molécules hétes

seront relarguées.

lll)- 2 -3 —d Vectorisation

La définition de «vecteur » implique la solubitisa, le transport et le relargage des
molécules hétes. Les Isasomes sont capables dporaer a travers les milieux biologiques

ou alimentaires et leurs capacités de relargageesdmit de nombreuses recherches [189].

e Compréhension des mécanismes d'interactionsil&umbiologiques.

Les Isasomes ont encore peu été utilisés en méderxinen pharmaceutique. Leurs

comportements au sein du corps humain, et de semcomplexes sont encore peu étudiés
[190]. Cependant, il semblerait que les Cubosomasnt une bonne alternative aux

liposomes pour une délivrance intraveineuse. Mémessmonoglycérides sont rapidement
hydrolysés dans le plasma (57 % de perte apresirdtes et 71 % apres 2 heures) [191], les
principes actifs vectorisés semblent avoir une pargue rétention dans le plasma, en
comparaison a d’autres vecteurs (liposomes).

Méme avec une hydrolyse avanceée, la structure cebitygs organisée, est longue a se
désagréger, relarguant son contenu sur des tempdapigs. Il semblerait également que les

HDL (High Density Lipoprotein) soient capables ddrdire les Cubosomes.

Les Isasomes interagissent aisément avec les phlggghs des membranes plasmiques
[192]. lIs ont tendance a intégrer la membrane mpi@se par affinité de structure et de
composition. lls sont donc des vecteurs intéressanbiologie cellulaire. Cependant leurs
structures ou leurs compositions, influencent leffinité avec la membrane. Les phases

cubiques semblent fusionner plus rapidement quehases hexagonales.
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Barauskas et coll. ont montré que l'utilisation,tent que lipide structurant, de phytostérol en
remplacement de monooléine, permettait de rédairgtésse de mélange des Isasomes avec

la membrane plasmique.

Outre limportance de leurs influences sur la faiorades Isasomes et leurs capacités de
vectorisation, les émulsifiants possédent diffé@entytotoxicités intrinseques. Ainsi, |l
apparait que le remplacement du F127 par de laoylinoline permet de réduire
considérablement la cytotoxicité des Isasomes.

En effet, sur difféerents types de cellules (3T3hréblastes, HelLa : cellules de carcinome
épithélial ou HEK293T : cellule embryonnaire denjeides Cubosomes stabilisés par du
F127, possédent une cytotoxicité importante (fig0¥[90].

HeLa Cell Viability
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Figure 30 : Cytotoxicités sur les cellules Heldsdsomes stabilisés par de la Lauroylcholine
(LCh), du F127 (PF127) ou d’une solution simplé=d@7 dans de I'eau.

Test a I’Alamar blue, incubation d’1 heure

Cependant, la mise en contact des cellules avecsolngon de F127 n’induit que peu de
diminution de la viabilité. C’est donc I'associatioie I'émulsifiant avec le Cubosome qui
entraine une cytotoxicité. En effet, le Cubosomsspde une forte tendance a fusionner avec

la membrane cellulaire. Il agit en réalité commehaval de Troie, en permettant au F127 de
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passer la membrane cytoplasmique, qu’il ne seraitcppable de traverser seul. Ainsi, il se

retrouve a l'intérieur du cytoplasme en des quésitiétales pour les cellules.

e Association avec un principe actif — Exemple daliaxel.

Les résultats encourageants des capacités desnkessso la solubilisation, au transport, au
stockage et au relargage de principes actifs enderprometteurs vecteurs thérapeutiques.
Afin de comparer leurs capacités avec celles desteues utilisés actuellement en
pharmaceutique, nous avons choisi de nous intérésse vectorisation du Paclitaxel en
culture cellulaire.

Le Paclitaxel est une molécule médicamenteusesésilipour son action sur les cellules
canceéreuses. Cette molécule bloque la dépolymiérnsdés microtubules, inhibant la mitose
[58,193]. Malgré son efficacité curative, le Paol#l possede une trés faible solubilité
aqueuse et un temps de demi-vie trés court danmilesux biologiques [194-196]. C’est
pourquoi il fait I'objet de nombreuses recherchesirptrouver un mode de vectorisation
permettant de pallier a ces inconvénients. Il amotent été ajouté a des nanoémulsions qui
le solubilisent en plus grande quantité et sontibkgs, de par leur taille, de le transporter
dans le sang. De plus, l'application d’ultrasonstailise les émulsions et augmente son
relargage [197,198]. C’est pourquoi nous assocgeres Isasomes a la vectorisation du

Paclitaxel.
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Synthese et objectifs :

L’analyse de la littérature montre que les Isasoamgsté largement étudiés depuis plusieurs
dizaines d’années. Les chercheurs ne se sont pbgrta peu intéressés aux variations de leur
composition et de l'influence des paramétres dedaté de fabrication sur leur stabilité. Ceci
est notamment vrai pour l'utilisation de I'émulaifit F127, universellement utilisé pour la
fabrication de ces particules. De plus, I'imporerde la couverture interfaciale nous est
semble t-il encore mal appréhendée, que ce soitasatabilité des structures ou de leurs

capacités de vectorisation.

Cependant, ces auto-assemblages de monoglycérideamiment de monolinoléine)
émulsionnés ont un tres fort potentiel de vecttingade par leur capacité de solubilisation et
de relargage de principes actifs. Leur fabricateinle contrdle de leur structure sont
aujourd’hui bien définis dans la littérature. Ménse leur caractérisation nécessite
lintervention de techniques lourdes (SAXS, cryoM): ils semblent donc aisément
utilisables en recherche applicative, notammentbarlogie cellulaire, voire méme en

utilisationin vivo.

En effet, les caractérisations vitro, des propriétés des différentes mésophases semblent
indiquer une variation des capacités de solubitira¢t de rétention. La phase hexagonale,
avec ses canaux d’eau fermés sur eux-mémes, s@odsdéder de meilleurs possibilités de
rétention de principes actifs (notamment hydrosesibl Les phases bicontinues des
mésophases cubiques, en constant échange avelide exitérieur, ont tendance a relarguer
les molécules h6tes de maniére plus rapide. Ermaqmantie elles sont capables de solubiliser
des quantités plus importantes. Il convient aujdwidde vérifier ses hypotheses dans des

modeles biologiques.
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Les objectifs de ce travail de doctorat sont mudspl Dans un premier temps nous
observerons l'influence de chaque parameétre deacthom sur les structures internes des
émulsions et ce, pour une formulation dite « ctassi» contenant le F127, la monolinoléine
et le R-(+)-Limonene.

Par la suite, nous décrirons l'influence de I'stiliion d’autres émulsifiants afin de fournir de
nouveaux moyens de préparation des Isasomes esderidre aisément utilisables dans les
domaines alimentaire, pharmaceutique, de la cogueétu de la parfumerie.

Suite a la caractérisation des formulations etpd@ametres de fabrication, nous tenterons de
décrire I'évolution du systéme lorsque des molé&hi@es de nature diverses sont intégrees.
Nous étudierons le pouvoir de vectorisation degdihtes structures en biologie cellulaire,
en incluant une molécule anticancéreuse.

Enfin, nous aurons la volonté doptimiser le rglge des molécules hoétes en

modifiant/maitrisant la perméabilité de I'interface
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Chapitre 2 :

Matériels et Méthodes



II) Preparation des Isasomes

) — 1 Constituants

l)- 1 — 1 Monolinoléine et R-(+)-Limonéne

Les Isasomes sont constitués d’'un monoglycéridetagas propriétés d’auto-assemblage,

d’'une huile permettant de modifier I'organisatiorterne de ces auto-assemblages et d’'un
emulsifiant permettant de stabiliser leurs dispersi

Le monoglycéride utilisé lors de cette étude esmtanolinoléine. Elle est composée d’'un

glycérol sur lequel est estérifieé un acide linol&quontenant une chaine carbonée de 18
carbones avec deux insaturations en position 9.dta thonolinoléine utilisée n’est pas pure

et provient du Dimodan U (Danisco, Danemark), coaie 95 % de monoglycérides dont

66% de monolinoléine et 19 % de monooléine (dé&galement comme molécule formant

des auto-assemblages). Le Dimodan U a été graoemseffert par le Centre de Recherche
Nestlé. La composition en acides gras (aprées lg@lyglu Dimodan U est reportée dans le

Tableau IlI.

Tableau Il : Table de composition en acides gra®unodan U.

Nom de l'acide gras Nomenclature normalisée Quantité (%)
linoléique C18-2 66
oléique C18-1 19
palmitique C16-0 8
stéarique C18-0 5
arachidique C20-0 <2
myristique C14-0 <2
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L’huile permettant de moduler I'organisation interdes Isasomes est le R-(+)-Limonéne
(Sigma-Aldrich, USA) (Figure 31). Ce monoterpénelicjue est largement présent dans les

agrumes.

Figure 31 : Molécule de R-(+)-Limonene.

Cette molécule de faible masse moléculaire (136aRobs), est purement liposoluble et
permet de modifier I'organisation de la monolinokien s’intercalant entre ses chaines
aliphatiques. La courbure interfaciale imprimée lpamonolinoléine dans les mésophases est
ainsi modifiée. La concentration en R-(+)-Limonémaus permet de moduler la structure

interne de nos Isasomes et d’obtenir toutes lastsiies a température ambiante.

) — 1 —2 Emulsifiants

Divers émulsifiants ont été testés lors de cettmleéét Plusieurs émulsifiants a haut poids
moléculaire ont été utilisés comme le copolymebdoas Pluronic F127 (BASF, Allemagne),
des caséinates de sodium (Sigma-Aldrich, Allemagde} isolats de protéines sériques
laitieres Prolacta 90 WPI (offerts par BBA Lactahslustrie), un polymere mélant de I'acide
acrylique, des esters d’'acrylate et du stearetm@thacrylate, appelé Aculyne ou encore du
polyéthyléne-40-stéarate Tego acid S40P (Evonikemdgne). Des cires émulsifiantes ont
ete testées et gracieusement fournies par TH.C. TRQMIllemagne) pour I'échantillon
Carnico (compositions non connues) et par Kostami€a (Pays-Bas) pour I'échantillon de

cire pégylée PEG12-Carnauba.

Le Pluronic F127 (F127), est un co-polymére a bkyant une masse moléculaire moyenne

de 12500 Da (Figure 32). C’est un copolymere tdbl@omposé d'un enchainement de
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polyoxypropylene (P) (partie lipophile), entouré deux blocs de polyoxyéthylene (E)
(parties hydrophiles), de formule générajgdoEi10s C’est un émulsifiant non-ionique ayant
un HLB d’environ 20 et permettant la stabilisatidfemulsions directes. Le F127 est
également utilisé comme vecteur de molécules actide par ses propriétés d’auto-
assemblage pour une concentration supérieure &Qw/v), concentration non atteinte au

cours de cette étude.

H (0-CH+CH,), (0-CH-CH,) , (0-CH,-CH,), OH

|
CH,

Figure 32 : Représentation schématique de la ma@=uF127.
Avec a : motif polyoxyéthyléne et b : motif polygxppyléne.

Les protéines issues du lait (caséines et WPI)tsesutilisées comme émulsifiants ou agents

moussants en alimentaire. Leur déploiement a tiate leur permet de stabiliser

stériquement et efficacement les émulsions directes

Les cires émulsifiantes sont utilisées depuis peucasmétique. Elles allient le pouvoir

emulsifiant a une augmentation de la viscosité, figune a leur stabilité.

L’aculyne est un polyméere complexe possédant dpactiés émulsifiantes et rhéologiques.
Elle est capable de former des réseaux moléculgmmettant la stabilisation stérique des
émulsions et posséde de nombreux branchementsphyid® (Figure 33).

a

o

ORz

0 03 0 OH

R, = Acyl chain from 1 to 18 carbons
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Figure 33 : Représentation schématique d’'une midé&taculyne.

Des éemulsifiants a bas poids moléculaire ont étEigusement offerts comme le sucrose
stéarate S-1670 (Figure 34) et le sucrose oléat&-QB70 par Ryoto Sugar Ester (Mitsubishi
International Food Ingredients, Japon), du Sodidgai®yl-Lactylate (SSL) Dermofeel SL
(Figure 34) ou du polyglycérol-3-stéarate (PS) Dafaal PS (DrStraetmans, Allemagne), de
la 1écithine de soja G1 (A&E Connock, Angleterre) @u polysorbate 80 Tween 80 (Croda,
Angleterre).

R T Il o HO TH3
0 0 s, _
Sucrose monostearate <_j|| 2 0 {-!L‘-' H,C HL—— Q——C——{CGH;}4g—CH2
HO —V CHzOH |
{H OH CH—0O0
| 0

Figure 34 : Représentation schématique des mokd@eucrose Stéarate S1670 (gauche) et
de Sodium Stéaroyl-2-Lactylate SSL (droite).

) —1 -3 Molécules hbtes et cires.

- Molécules hoétes :

Nous avons voulu tester I'ajout d’'un grand nombre rdelécules hétes a l'intérieur
d’Hexosomes et de Cubosomes, afin d’observer lafiteences sur la structure. Nous avons
ajouté ces molécules, a hauteur de 10% de la piiapersée, a des Isasomes ayant un
pourcentage de phase disperseg de 5%, et avec un pourcentage de 8% d’émulsifiant
rapportée a la masse de phase disperBgeayec I'émulsifiant F127 et a85 (phase
hexagonale) e3100 (phase cubique). Les mesures des paramétmaside ont été realisées

par SAXS, 8 jours apres la fabrication des émuision
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Ainsi, nous avons voulu tester des molécules d'@tsede toutes solubilités, que ce soit dans
les domaines de I'alimentation, de la parfumergJadcosmétique ou de la pharmacie. Sauf

indications contraires, les molécules suivantesgtahfournies par Sigma Aldrich.

Ces molécules sont listées par domaine ci-dessnéme si dans la plupart des cas les

molécules ont a la fois des propriétés organolepsiaat des activités biologiques d'intérét :

Domaine alimentaire:

La vanilline et I'éthyl vanilline (KIC Chemical, U§ sont respectivement des arbmes de
vanille naturel et synthétique ayant une solubitigihs I'eau d’environ 10 g/L. D’autres

ardbmes/épices alimentaires ont été ajoutés auarsscomme le menthol ou la cardamome.
Les vitamines sont généralement sensibles a laehemdu a I'oxydation ; les Isasomes
constituent alors une solution intéressante pawr peotection. Nous avons inclus dans les
Isasomes les Vitamines E (tocophérol), C (aciderasgue), et A (acide rétinoique). Une

autre molécule antioxydante a été testée : le raseé; un polyphénol du raisin. Nous avons
également ajouté aux Isasomes de la chlorophyligigue (Nactis-Sofral, France) et de la

trioléine.

Pharmaceutique :

Nous avons principalement choisi des moléculesayiilantes présentes dans des aliments
mais non autorisées comme additifs en alimentaoeme la rutine, un flavonoide naturel.
Ces molécules font I'objet d’études sur leur effieitecteur contre certains cancers. L'Indole-
3-Carbinol (I3C) et le 3,3’ DilndolylMethane (DIMjont des molécules considérées comme
ayant un effet protecteur contre le cancer et notant celui du sein. Ce sont des molécules
présentes naturellement en quantité importante snsruciféres, elles sont liposolubles et
donc difficilement vectorisables. Le TEMPO (2,2,6@&raMéthyl Piperidine-1-Oxyl) est un
radical nitroxyde stable qui est utilisé en RPE s@énce Paramagnétique Electronique)

comme sonde environnementale dans des systemesdiédesbiologiques.

Parfumerie — Cosmétique :

De nombreuses molécules aromatiques ayant desilgéhibliverses ont été testées dans le
cadre de cette étude. Lenonalactone et le-décalactone (Aromor, France) sont des
molécules aromatiques liposolubles donnant le gblibdeur, respectivement, de la noix de

coco et de la péche. Le thymol, le Camphre et Beod (Alfa Aesar, USA) sont des
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molécules extraites d’huiles essentielles de ptaet®nt également une activité antioxydante.
Le myrcéne est un support aromatique courammeigéutiomme ardme de plantes vertes ou

de champignons.

La diversité de molécules va nous permettre d’'@ralinfluence de la solubilité et de la

composition de la molécule sur I'évolution de lausture interne des Isasomes.

- Cires:

Les cires sont des esters d’acides gras et d’acseldistinguant des huiles et des graisses par
leur trés haut point de fusion - supérieur a 50 B{les sont utilisées généralement comme
agent d’enrobage en alimentaire (bonbons, fruitsgdans d’autres domaines (papeterie,
€bénisterie,...). Ces utilisations sont a I'imagelel@ utilité dans la nature comme film
hydrophobe protecteur contre I'évaporation a |dasear des feuilles. La formation de cette
couche imperméabilisante a été testée en additian Islessomes afin d’observer leur
comportement a l'interface de ces nano-objets.

Nous avons choisi différents types de cires aydférdnts points de fusion ; ces différences
sont espérées comme ayant une influence sur lasdé&ele leurs tailles et de la forme des
cristaux se formant a l'interface des Isasomes.ttas cires utilisées ont été gracieusement
fournies par Kahl Wax (Allemagne).

La cire d’abeille (référence Kahl Wax 8108) estdwite par huit glandes sécrétrices placées
sous I'abdomen des ouvriéres. Sa plage de fusioggegralement comprise entre 62 et 65°C.
Elle fait partie des cires ayant le plus bas pdmtfusion, la rendant plus malléable que les
autres cires.

La cire de son de riz (RBW : Rice Bran Wax, réfésef811), est issue de la couche externe
du riz (le son), généralement extraite de I'espg@ogza sativa Cette couche externe servant
de barriere est riche en lipides. Sa températufagien est d’environ 85-90 °C.

La cire de Carnauba (référence 2442K) possede umh ¢@ fusion d’environ 80-85 °C. Cette
cire est issue des feuilles d’'un arbre endémiqudrdsil, le Copernicia prunifera Elle est
utilisée en cosmétique et en enrobage de certainbdms afin de leur conférer un aspect

brillant et une couche externe solide.
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) — 2 Protocole de fabrication des Isasomes.

La préparation des Isasomes s’effectue en tropesta
- Préparation de la phase dispersée :
Afin de fixer la structure interne sans moléculéeh®ous nous repérons dans le diagramme

de phase par le mélange monolinoléine/limonénetiéisamt le parametrd, représentant la
quantité de lipide structurant dans la phase ds&ger

rnDimodan U x 100

Formule 7 : o=
mDimodan U+ mR-(+)-Limonéne

D’ou 650 est un mélange équi-massique de Limonene eirdedan U e®%100 du Dimodan

U pur.

Sauf indication contraire, les Isasomes ont étégyés pour une concentration de phase
dispersée égale a 1 % du mélange total. Cette otyatien de phase dispersée est exprimée
par le parametre.

Le Dimodan U est préalablement liquéfié a 65 °Gs pesé dans un pilulier. Le limonéne et

les molécules hbtes sont ajoutées par la suite@am€me conteneur.
- Préparation de la phase continue :
La phase continue est constituée deau et de Idiffarit préalablement dissous. La

concentration en émulsifiant est exprimée par larpatrep et est donnée en fonction de la

phase dispersée dans la formule suivante:

Mg muisifiant

Formule 8 : B =
mDimodan U+ mR-(+)-Limon(3:-ne
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Cas particuliers :

Les molécules hétes a haut point de fusion (cireciees émulsifiantes) font I'objet
d’adaptation du protocole de fabrication des Isasorin effet, il est nécessaire de maintenir
durant I'ensemble du protocole la température asuede leur point de fusion. Les piluliers
ainsi que la phase agueuse sont donc préalabletmaurffés et maintenus a température.

Le SSL a besoin d’étre chauffé au-dessus de saéramupe de Krafft (5 minutes a 65 °C) afin
d’étre correctement hydraté. La solution est emstgfroidie & température ambiante avant

d'étre utilisée.

- Ultrasonication :

Les deux phases sont ensuite additionnées et Bngeekest soumis a des ultrasons (Vibracell,
Fischer Bioblock, 20 Hz, a 20 % de sa puissanceima& — 500 W), afin de disperser les
mésophases de monoglycérides. Les ultrasons sbe¢sien mode alternatif (1 seconde en
marche et 1 seconde a l'arrét) pour une durée d@tipn effective totale de 4 minutes (soit
un run de 8 minutes). L’échantillon est ensuitelsto(sauf indication contraire) a température

ambiante.
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1) Caracterisation des Isasomes

1) —1 Mesures de taille et de potentiel

Les tailles et les potentiels zéta des émulsionsétitmesurés grace a un Zétasizer ZS90

(MALVERN, UK).
II) — 1 — 1 Mesure de la distribution en tailles de émulsions.

La mesure de taille des émulsions est basée gumieipe de la Diffusion Dynamique de la
Lumiére. Un laser de longueur d’'onde 633 (source Hélium-Néon) traverse la solution
contenant I'émulsion. Sa diffusion a 90°C est as@dy par des détecteurs mesurant les

variations d’intensité dans le temps (Figure 35).

Focussin !
lens 9 Particle

Laser a dispersion
—_— e
- h..-..u
: Scattered
. light

Coherence :
optics  —1:

Photon
detector
Correlator

Figure 35 : Principe de fonctionnement du Zétas£&90 et de la Diffusion de lumiére.

Ces variations sont directement corrélées a ldetaés particules présentes dans cette
solution. En effet, dans des conditions de tempésatde viscosité et de force ionique
connues, les particules sont soumises au mouveBremtnien. Ce mouvement est plus ou

moins important en fonction de la taille de la palfe. Les particules de taille plus
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importantes auront une plus faible mobilité que gdesites ; elles diffuseront ainsi le rayon
incident avec une intensité plus grande. Ces vanstd’intensité sont captées par les
détecteurs placés a 90° et transformées en ceagilficie diffusion translationnel. Grace a
'équation de Stokes-Einstein (formule 9) ce caédft de diffusion translationnel est

directement traduit en diametre hydrodynamique.

KT
3D

Formule 9 : d(H) =

avecd(H) : le diamétre hydrodynamiqug,: la viscositék : la constante de BoltzmanD,:

le coefficient de diffusion translationnel &t la température.

Le diametre hydrodynamique est la somme du dianp@igsique de la particule et de la
couche d’hydratation entourant la surface de laiqae. L'épaisseur de cette couche
d’hydratation est dépendante de la force ioniqueladeolution. Les particules sont ici

considérées comme sphériques.

Afin d’obtenir des résultats reproductibles et canaples il est nécessaire de conserver trois
parametres fixes. La température, qui influe sunteivement brownien, a été fixée a 22 °C
(température de la salle conditionnée). Les solatpméparées sont donc laissées au repos 10
minutes avant d’étre analysées afin de stabilisie dempérature et limiter la convection. La
viscosité rentre en compte directement dans I'égouatie Stokes-Einstein. Elle a été
maintenue constante par [lutilisation d'eau comm@ut®n de dissolution (dilution
importante rendant non influente la viscosité éehantillon analysé) et par le maintien d’une
température constante. La force ionique a été exaigt, selon les préconisations de la norme
ISO 13321, grace a une concentration de 10 mM d&d.Na

Apres un temps d’équilibre de 10 minutes I'échéomilest analysé. La distribution de tailles

est mesurée en intensité et la taille moyennedaaulsion a été définie par le mode moyen
(appelé diamétre moyen), c'est-a-dire par la taitberespondant a la plus grande intensité
mesurée. Ce diametre moyen est calculé sur unermeyde 5 mesures ; une mesure étant
elle-méme une sous-moyenne de 10 runs. Les égpds-sont donc calculés sur I'ensemble

des 5 mesures.
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II) — 1 — 2 Mesure du potentiel zétad).

La mesure du potenti€lest basée sur le méme principe de diffusion déekengue la mesure
de taille. En effet la vitesse de déplacement dmticples est traduite en une charge de
surface. Plus précisément, la solution contenanudlsion est placée dans une cuvette
contenant deux électrodes. Lors de I'applicatiamdthamp électrique les particules chargées
vont donc migrer vers I'électrode de charge oppo€étte migration, ce mouvement, aura un
impact sur l'intensité du laser diffusé a 90°. Paarchamp électrique donné, la variation
d’intensité diffusée a 90° sera directement praponelle a la vitesse de migration des
particules et donc a leur charge de surface (petét Les particules de charge neutre seront

immobiles dans le champ électrique.

Comme pour les mesures de tailles, apres un tefégsilibre de 10 minutes, le potentiél

(exprimé en mV) est la moyenne de 5 mesures. laesbter qu'un temps d'attente de 1
minute est effectué entre chacune des 5 mesuiasgaifpermettre aux particules de ce re-
disperser dans le volume de liquide. En effet, d@ffet du champ électrique les particules
chargées auront tendance a quitter le volume didiqgoour venir se fixer sur les électrodes.
Les particules ayant un potentiélnégatif auront une charge de surface négativeest |
particules neutres auront un potentjele 0. La température, la viscosité et la forceqoai

sont normalisées de la méme maniére que lors dahaseire de tailles.

1) — 2 Mesures de cryo-Microscopie Electronigue e

Transmission (cryo-MET).

La microscopie en transmission est moins reprégeatde la globalité de I'’échantillon en
comparaison en la caractérisation par SAXS, cae sdlectionne (de par la méthode
d’échantillonnage) une certaine gamme de taillenthtériel a observer. Cependant elle

permet d’étudier précisément des particules oudlgions de mésophases.
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La cryo-MET est basée sur le méme principe que ixascopie optique. Le faisceau de
photons est remplacé par un faisceau d’électroastayne longueur d’onde plus faible, et
donc une meilleure résolution. Cela nécessite diaunienvironnement exempt de matiere et
donc un vide pousseé.

L'objectif est de visualiser la variabilité des ardactions entre la matiére et un faisceau
d’électron, il est donc nécessaire que I'épaissieuréchantillon soit la plus faible possible
pour qu’il soit le plus transparent possible atect&bns (typiquement de I'ordre de 19®).

En effet, c’est le faisceau transmis, non impacté’pahantillon, qui est visualisé. Ainsi, un
fin film de solution & analyser est déposé surgnike d’observation métallique recouverte de
carbone. Ces grilles sont totalement imperméahlesétectrons et permettent donc de les
différencier de I'échantillon. L'observation en ME®&side en la visualisation des contrastes
lies a I'épaisseur de film, a sa densité et a saposition. Dans le cas des Isasomes,
constitués de couches de lipides et d’eau, le ast@rsera di aux différentes opacités de ces
deux constituants. L’eau est transparente auxrélestet apparaitra sur les clichés en blanc
alors que les lipides et autres matieres organigpesraitront en différents niveaux de gris
voire de noir en fonction de leur opacité au faascélectronique.

Celui-ci traverse I'échantillon et est projeté suardétecteur (caméra CCD ou plague photo-
argentique). Il s’agit donc d’'une image en deuxatisions de I'échantillon observé. La MET
permet d’obtenir une trés bonne résolution (8, mais entraine des biais dans la sélection
des échantillons (la taille des particules esttbsnipar I'épaisseur du film sur la grille) ainsi
gue la projection de 3 dimensions en 2. Cependagdf désormais possible d'imprimer une
rotation a I'échantillon dans la chambre de mesated’effectuer par la suite une
reconstruction en trois dimensions de I'échanti[lb®9]. Grace a une analyse par transformée
de Fourier, la microscopie électronique a trandonspermet également de déterminer les
symétries structurelles a lintérieur des goutteket Des diffractogrammes de faisceau
d’électrons permettent d’'identifier les assemblag@&sodiques présents dans les mésophases
emulsifiées [103]. Cette technique n’est donc @esglement une méthode d’observation des

particules mais bien un moyen descriptif des simest [200].

Une partie des mesures de cryo-microscopie se dinoilées au sein du Laboratoire de
Physique du Solide (LPS d'Orsay), dans le cadreréseau METSA. Les mesures
concernaient I'ajout de perfluorohexane aux Isasonméappareil est un Jeol 2011-UHR,
ayant une source de Lafhexaborure de lanthane) de 200 kV. Les clichéshdigtillons sont

réalisés par une cameéra CCD Orius Gatan en dévetmyeargentique. Cette méthode de
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prise de vue ne permet pas d’obtenir des clichésstantanée, mais doivent étre développés.
Les photographies sont donc prises « en aveuglee @ temps d’exposition de 1 seconde.
La solution d’'lsasomes est déposée sur la grillegegudirectement plongée dans de I'azote
liquide afin de figer I'échantillon. La grille esinsuite stockée dans l'azote liquide avant
analyse.

La plus grande partie des expériences cryo-METBos¢ déroulées au Centre de Recherche
Nestlé de Lausanne. Une chambre de préparatiomatition est maintenue a 25 °C et un
taux d’humidité proche de 100%. A lintérieur detteechambre, une grille de cuivre,
recouverte de carbone, est disposée puis recoparte uL de solution. La grille est ensuite
rapidement plongée dans de I'éthane liquide a =C7Q.es grilles sont ensuite stockées dans
de l'azote liquide avant d'étre placées dans letepor d’échantillon Gatan 626DH
(Pleasanton, USA) et conservées a —180 °C. Le sdope utilisé est un Philips CM12 TEM
(Philips, Pays-Bas) avec une tension de 80 kVikté@ien mode faible dose, afin de préserver
I'échantillon. L'image est ensuite analysée par gaeéra digitale Gatan slow scan 794
(Pleasanton, USA).

1) — 3 Mesures de Diffusion des Rayons X aux P&i

Angles.

La diffusion des rayons X aux petits angles, al@é§AXS (pour Small-Angle X Ray
Scattering), consiste en I'exposition d’'un échéomila un faisceau de rayons X. Lorsqu'il
rentre en interaction avec la matiére, une partieedeayon est diffusé, par les éléments de
matiére, dans toutes les directions de I'espacei € particuliéerement intéressant dans le
cadre des rayons X, qui, de part leur longueur déorabnt de l'ordre de grandeur des
distances inter-atomiques. Ainsi, si le systemeense est organis€, comme un réseau
cristallin ou des auto-assemblages par exemplaideeau se trouve diffracté (interférences
constructives) selon des angles préférentiels quigre étre rapportés directement aux types
de structures exposées. Cette méthode de caratitfri®st donc particuliéerement indiquée
pour l'analyse des Isasomes. Il est a noter qudidation de la diffusion des neutrons aux
petits angles est également possible, moyennanilisétion d’'un agent de contraste

permettant de distinguer I'eau de I'huile (pariséition d’eau lourde par exemple) [201].
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Les rayons X sont un rayonnement électromagnétiqupris entre les longueurs d’ondes de
107 et 10" m, mais les rayons X « doux » compris entr@ #010"° m sont principalement
utilisés pour I'analyse de la matiere molle (ce cpiirespond a des énergies de 'ordre de 0,1
a 10 keV). Lorsqu’un rayonnement incident diffusesl un milieu, il rentre en interaction
avec la matiére et chaque élément du volume diffugepartie de ce faisceau incident dans
toutes les directions de I'espace. Les photonsish par I'échantillon sont comptabilisés sur

un détecteur.

Les rayons X rentrent en interaction avec les gast des atomes qu'ils traversent. La
diffusion peut étre de deux ordres, élastique élastique. La diffusion élastique correspond
a une diffusion sans changement de longueur d’'@adeapport au faisceau incident ainsi
gu'une absence d’échange d’énergie entre les phatanfisceau et les électrons de la

matiere traversée [202,203]. Ceci étant vrai, lexluies des vecteurs d’onde incident et

diffusé sont égaux, d’'ou :
_>
Formule 10 : kil :Tkﬂ =2t /)

Aveck; etkq, respectivement, les vecteurs d’onde incidentfitsé, n I'indice du milieu et,

la longueur d’'onde du faisceau dans le vide.

L’intensité diffusée dans une direction donnéedésinie par le vecteur d’'onde de transfgrt

appelé également vecteur de diffusion (Figure 36) :
Formule 11 g = ki - kg
d’ou I'expression de g en fonction de I'angle difugion 0,

Formule 12 : la| = #n/)) . sirb/2
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Figure 36 : Schéma de principe de la diffusiont&las des rayons X aux petits angles.
Avec |, I'intensité du rayon incident,oke vecteur d’onde incident, k le vecteur d’ondiudié et 1(q) I'intensité

du faisceau diffusé.

Dans le cas des mésophases, nous nous intéresgnaggamme de q permettant d’obtenir le
facteur de structurde la mésophase, c'est-a-dire une gamme de q édaire aux trés petits

angles et a la diffraction des rayons X. La figld® représente schématiqguement les
différentes échelles de mesures possibles aveifflsidn aux petits angles. Trois domaines

de tailles peuvent ainsi étre exploités.

Figure 37 : Représentation schématique des diffésedchelles de mesures de la diffusion aux Raxons
En rouge est représentée la gamme de grands gretavgamme de q intermédiaire et en bleu la gamene

petits g.

Ces trois domaines du vecteur de diffusion vontmatire d’obtenir 3 échelles de description desiqdes

observées.
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La structure de la mésophase va induire des pidadifftaction dans l'intensité diffusée en
fonction de . La position de ces pics est détereipdr le groupe d'espace associé a la
structure. Leur intensité sera ainsi modulée péadeeur de forme de la particule.

Il est ainsi possible de déterminer les paraméteesnaille de différentes mésophases. Les
parametres de maille des phases hexagonales ejuesbsont déterminés par la position
relative des pics de diffusion sur le spectre dieision des rayons X, qui correspondent aux
plans de Miller (indicef k |). La distance entre deux pland # est définie comme étant :

Formule 13 : G = 21N / G

Grace a cette égalité on peut déterminer le parandd maille «@ » des différentes

mésophases selon la table suivante :

Tableau IV : Correspondance des symétries des masephde monoglycérides et des

rapports des pics de diffusion aux rayons X.

Symétrie (a/d)?
L (1,2.3,...)°
Ta3d 6.8, 14,16, 20,22, 24, 26, . . .
Im3m 2.4,6,8,10,12, 14, 16, ...
Pm3n 2.4,5,6,8, 10,12, 13, ...
Pn3m 2.3,4,6,8,9,10,11,. ..
Fd3m 3,8, 11,12, 16, 19,24, 27, ...
H, (v2/3) (1,3,4.7.9,..))

Il existe deux types de sources pour la mesurdffision de rayons X aux petits angles, les
tubes a rayons X et le rayonnement synchrotron. &ppareils de laboratoires sont
principalement composés d’'une anode tournante,rg@néent en Cuivre, bombardée par un
flux d’électrons. L’anode renvoie I'énergie recwels forme de chaleur (99%) et de rayons X.
La puissance de ces appareils reste limitée et ihécessaire d’avoir un temps d’exposition
important.

Afin d’obtenir de tres fortes intensités de faisgeid est intéressant d'utiliser les sources de

lumieres produites par les synchrotrons. Des @lestrsont accélérés, par un champ
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magneétique intense, dans un anneau de stockagelfdeurs centaines de meétres de
circonférence) ou la trajectoire des électrons régte par des aimants de courbure. La
courbure de leur trajectoire, et donc leur accétia provoque la génération d’'une onde
électromagnétique : le rayonnement synchrotron.r&®nnement de photons posséde un
spectre large pouvant s’étendre de l'infrarouge eayons X. Cette lumiere traverse un
monochromateur qui sélectionne la longueur d’'onglgrde. Le faisceau de rayons X obtenu
est trés puissant et trés fin, permettant 'anatisalistance caractéristique d’environ 0,1 A.
Les synchrotrons permettent ainsi I'acces a un mament trés intense, tres fin et de tres
bonne résolution. Cest une méthode qui nécessitdlisation d'un faible volume
d’échantillon avec des temps d’exposition tresl&ilCependant, il est nécessaire de tenir
compte de la décroissance de lintensité du faiscé@pendante des injections de lumiére a

partir de 'anneau de stockage.

Nous avons eu acces a différents types de rayomriepwur la caractérisation de nos

échantillons, sur cing installations différentes :

- LPEC Le Mans

Nous avons eu la possibilité d’utiliser un appasebiffusion de rayons X du Laboratoire de
Physique de I'Etat Condensé (LPEC, Le Mans) de usamigaku (Japon). La source de
rayons X est une anode tournante Rigaku UltraX18 ceivre pouvant tourner a
6000tours/min. Le faisceau posséde un flux deph@tons/s sur 300 pm2, analysé par un
détecteur Gabriel 2D de 12x12 cm?. Le faisceauay®ns X a une longueur d’onde de
0,154im. La gamme de vecteur de diffusion a été défimizee0,1 et 5ym™. Le temps
d’exposition des échantillons a été de 10000 sexsand

Le principe de I'appareil est basé sur la fortesiem appliquée entre les deux électrodes. Les
électrons sont alors attirés vers I'anode quigsaitimpact, sont réfléchis par 'anode sous un
flux de rayons X. Le faisceau traverse I'échamillet est analysé par le détecteur. Les
échantillons sont préparés dans des capillairdsate borosilicate (Hilgenberg, Allemagne)
de 1,5 mm de diametre. Les courbes de diffusiolectéles ont été corrigées en tenant compte
de la transmission du milieu (eau), de I'épaisseawversée (capillaire) ainsi que du bruit de

fond de I'appareil.
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Nous avons également eu acces a quatre rayonresyaichrotrons. Le principe est le
méme qu’un appareil de laboratoire, seule la proboluces rayons X varie. Dans un anneau
de grande circonférence, sont stockés des éleciramse vitesse tres proche de celle de la
lumiere. Dans cet anneau, le faisceau d’électraitsia mouvement rectiligne uniforme dans
les sections droites et un mouvement curviligne d@ssections courbes ou les électrons sont
accélérés par des aimants de courbure. Graceeaapettlération, le faisceau émet un spectre
large de rayonnements continus dont I'énergie estctiment rapportée aux champs
magnétiques des aimants et aux rayons de courbaselongueurs d’'ondes désirées sont
ensuite choisies par un sélecteur. Ce type de reynant est donc beaucoup plus brillant
gu’une source de laboratoire, c’est-a-dire quediisité est plus importante et que le rayon est
plus focalisé. Ces grands appareils permettent denmeilleures résolutions et des temps de
mesures beaucoup plus courts (de I'ordre de quelgeeondes a quelgues minutes). Il est a

noter que le calibrage de ces lignes est effeatinéipalement avec du béhénate d’argent.

- Synchrotron DELTA (Dortmund ElecTron Accelerator) — Dortmund, Allemagne

DELTA est un synchrotron dé"§ génération produisant un faisceau de 1,5 GeV. Nuass
pu utiliser la ligne BL9 avec une énergie de 10 kexc un flux de 5.f0photons/s. La
longueur d’onde du faisceau de rayons X est dedyf? et la gamme de q disponible a été
fixée entre 0,3 et 3,5m™. Le temps d’exposition a été déterminé a 600 sEDret le
faisceau diffusé, a été analysé par un détecteUrBAA.

Le synchrotron dispose de cuves adaptées a la kyaat I'avantage d’avoir un trajet optique

de 5 mm, permettant de diminuer le temps d’expmsiti

- Synchrotron HASYLAB (HAmburger SYnchrotronstrahlung sLAbor)

Hambourg, Allemagne

Nous avons eu accés a la partie DORIS Il (DOublegR8tore) de 2" génération et plus
particulierement la ligne A2. Le faisceau de ray#ngosséde une énergie de 8 keV avec un
flux de 10 photons/s. La longueur d’onde a été fixée a Ojii0et la gamme de g observée

est de 0,2 & 2,5m™. Les échantillons ont été placés dans des capilale 1,5 mm de
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diameétre. Le faisceau diffusé a été analysé patétecteur MAR165. Le temps d’exposition

a été de 800 secondes.

- Synchrotron MAX-lab (National electron accelerator bboratory for synchrotron

radiation research) Lund, Suéde

Nous avons eu acces a la ligne 1711 de I'anneatodkagje de %'®génération MAX IL.
L'énergie du faisceau a été fixée & 10 keV pouflwnde 10" photons/s. La longueur d’onde
utilisée était de 0,15m et la gamme de g est comprise entre 0,1rgh'3 Les échantillons
ont été placés dans des capillaires de 1,5 mmaiteédie. Le faisceau diffusé a été analysé

par un détecteur MAR165. Le temps d’expositionéadét 500 secondes.

- Synchrotron ESRF (European Synchrotron Radiation Faility) Grenoble,

France

Nous avons eu acces a la ligne francaise CRG D2MA3B L'énergie du faisceau a éte fixée
a 10 keV et a une longueur d’'onde de 0,480 La gamme de g observée était comprise entre
0,1 et 3ym™. Les échantillons ont été placés dans des capilale 2 mm de diamétre. Le
faisceau diffusé a été analysé par un détecteucameéra Princeton Instruments SCX90-1300

(Roper Scientific, USA). Le temps d’exposition & 8ké a 500 secondes.

Les conditions opératoires, (¢, B, age de I'émulsion,...) spécifiques a chaque expéee

seront détaillées dans les Chapitres 3 et 4.
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1) —4 Mesures FTIR

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fou(feTIR) est une technique
spectroscopique d’absorption d’'un rayonnement iiafrge par I'échantillon a analyser. Le
domaine infrarouge compris entre 4000 cet 400 crit correspond au domaine d’énergie de
vibration des molécules. Ainsi, pour un faisceau ldegueur d’onde correspondante a
I'énergie de vibration d’une liaison inter-atomig@en rayonnement sera absorbé par celle-ci
et son intensité diminuera. Le balayage d’'un échamtsur un domaine infrarouge, fournira
un spectre d’absorption du faisceau correspondart modes de vibrations des liaisons

constitutives de la molécule.

Un appareil FTIR — ATR (Réflexion Totale Atténu@egté utilisé afin de suivre la disparition
du R-(+)-Limonéne des Isasomes. Les solutions dépbsées sur un cristal de Germanium.
La présence du R-(+)-Limonéne est observée par FFfiRe a la présence de trois pics
caractéristiques, a 1644 ¢npour la vibration de la liaison C=C, & 1436 tpour la liaison
CH, du cycle et & 886 cthpour la vibration de la liaison C-H du groupe nyé&hterminal
hors plan [204,205].

C’est cette derniere liaison qui sera suivie conétaat le marqueur de la présence du R-(+)-
Limonene, car elle ne rentre pas en compétitions s autres pics des spectres IR des autres
composants des Isasomes. De plus, I'aire de soaspiaisément isolable. En effet, I'aire du
pic a été suivie au cours du temps afin de rendnepte de I'évaporation de la molécule.
L’aire du pic a été calculée pour chaque spectiie &77 cril et 898 crit.

Le méme volume de 100 pL de solution a été dépaske gristal en essayant de conserver la
méme épaisseur de liquide pour chaque mesure.eLthir pic a été déterminée apres une
moyenne de 5 mesures a partir d’'un nouveau volunmsollgion, déterminant un écart type

moyen de 15%.
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1) — 5 Mesures RMN

La Résonance Magnétigue Nucléaire (RMN), est basgédes propriétés magnétiques de
certains noyaux atomiques. En effet, la chargendgaux en rotation autour de son axe, lui
confére des caractéristigues de dipble magnétitpee.moment magnétique caractérise
limportance de ce dipdle.

Dans un champ magnétique uniforme le noyau peyttaddifférentes orientations appelées
nombre de spin I. Nous nous limiterons a I'analg8&N\ du proton, de nombre de spin | égal
a 1/2. Dans un champ magnétique uniforme, le noyaproton peut donc adopter différents
niveaux d’énergie ; 'une de basse énergie si lenerd magnétique est paralléle et dans le
méme sens que celui-ci et I'autre de plus hautegémsi le sens est contraire. Lorsqu’il y a
transition entre ces deux niveaux, on dit qu’il yésonance. C’est ce phénomeéene qui est
mesuré apres une succession d’excitation/relaxatiolnite par un champ magnétique
uniforme extérieur.

Afin de pouvoir interpréter quantitativement les létons de concentration, le
TétraMéthylSilane (TMS) a été pris comme référemeepic du TMS constitue I'origine de
'échelle de mesure. L’échelle de mesure a poutéuld ppm (parties par million) qui
correspond au déplacement chimique par rapporis, T'est-a-dire a I'écart entre la valeur

du champ pour lequel le noyau analysé résonne.

Nous avons utilisé un instrument de mesure Bruké&, 232 MHz (Allemagne), de I'lCOA.
La premiere étape a été de mesurer I'influencealsonication de 8 minutes sur une solution
de limonéne seul (dans un solvant de chloroformaédé CDCY) afin de vérifier que cette
étape n‘’endommage pas la molécule. Nous avons rdatisé des spectres avant et apres le

traitement ultrasons, ainsi qu’aprés un stockagesdeurs a 4 ou 25 °C.

La deuxiéme étape a consisté en la déterminatisnpibs caractéristiques du limonéne en
émulsion. Nous avons donc comparé les spectresnthnéne (solvant CDE) et de la
monolinoléine dans le solvant DMSO afin de chdesrpics les plus discriminants.

Une fois ces pics caractéristiques déterminés, awass suivi I'évolution de leurs intensités
au cours du stockage durant 15 jours a 4 et 25/'t€gsomes @50. Ces intensités décrivent

la quantité de limonéne présente dans les Isasomes
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1) — 6 Biologie

Les Isasomes ont été testés comme possibles v&ceunolécules médicamenteuses via une
collaboration avec le Centre de Biophysique Molécal (CBM) d’'Orléans. Nous avons
voulu comparer l'efficacité de vectorisation desagds hexagonales et cubiques préparées
grace a trois surfactants : le copolymere tribl6t27, le sucrose stéarate (S1670) et la cire
pégylée (PEG12). Nous avons alors comparé l'effi€adu couple phase émulsionnée et
couverture interfaciale. Il est a noter que tousIgasomes utilisés pour les expériences en
biologie cellulaire étaient utilisés dans les 10rgoaprés fabrication. Nous pouvons ainsi
garantir que les échantillons &0 et 6100 sont respectivement des Hexosomes et des

Cubosomes bicontinus.

) —6 —1 Culture cellulaire

Nous avons testé l'efficacité de nos vecteurs,desr cellules U87MG, qui sont des cellules
humaines de glioblastome. Il s’agit de cellules éamgses malignes du cerveau couramment
utiisées comme cellules références lors de te&ffichcité de nouveaux traitements
anticancéreux. En effet, elles sont extrémemergtagges aux traitements chimiques.

Elles ont été cultivées a 37 °C dans une ambianee & % de dioxyde de carbone. Elles ont
été repiquées tous les 4 jours, & raison de’®é&lules/mL dans un volume de 25 mL de
milieu de culture. Les cultures de cellules ontefféctuées sur un milieu minimum essentiel
(Minimum Essential Medium MEM) Earl's Salts avec #idth de 10 % de Sérum de Veau

Feoetal, 1 % de Pénicilline-Streptomycine et 1 % id@s aminés non essentiels.

II) — 6 — 2 Stabilité des Isasomes et Toxicité.

La stabilité des Isasomes avec ajout de sérunriesbigiale afin de valider leur utilisation en
addition d’'un milieu de culture. Nous avons vériiéstabilité des Isasomes préparés avec le

F127 et le S1670, par SAXS, en les mélangeant & 20ec le milieu de culture cellulaire.
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Les émulsions étaient préparéaes=a %, =8 %, as70 et56100 et mesurées 10 minutes, 24 et

48 heures apreés injection du sérum.

Cette méme stabilité a été évaluée par une méthioflyique. Nous avons ajouté du Nile
Red (Sigma Aldrich, USA) aux Isasomes. Il s’agiurd’colorant totalement liposoluble,
largement utilisé en biologie pour la visualisatides lipides intracellulaires [206]. Nous
avons donc chargé les Isasomes en Nile Red afsuigee sa rétention. En effet, le Nile Red
s’oxyde aisément s’il n’est pas protégé. Contenusdas Isasomes, le Nile Red peut étre
observé par fluorescence. Nous avons ajouté du Rélk a hauteur de 0,01 % de la phase
dispersée, dans des Hexosomes et Cubosomes, prépbaégde de F127, S1670 et PEG12
(0=1 %, =8 %). L'intensité de fluorescence du Nile Red@réesurée apres 1 et 15 jours de
stockage. La fluorescence du Nile Red est obtemee ane longueur d’'onde d’excitation de
550mm et I'analyse d’'un spectre d’émission contenueeB@0 et 73@m avec un maximum a

624nm, utilisé comme valeur de mesure.

La toxicité sur la lignée U87MG des Isasomes sad&® mesurée pour les émulsifiants F127,
S1670 et PEG12. Pour cela nous avons utilisé le descytotoxicité a I'Alamar Blue
(Promega, USA), qui est un indicateur coloré d’axydduction.

Dans une microplaque sont déposéescHllules dans chaque puits et sont ensuite insubée
2h a 37 °C avec ajout des Isasomgsl(%, =8 %) pour une dilution finale de 1/125, 1/250
et 1/500. Apres ces 2 heures, le milieu de culasterenouvelé avant une incubation de 24
heures a 37 °C. Le réactif Alamar blue est alarsitéja 10 % du volume du milieu de culture
et laissé 4h a 37 °C. La fluorescence est ensudgur@e a une longueur d’'onde de §@%

pour une longueur d’onde excitatrice de p6@

Il) — 6 — 3 Internalisation et localisation celluhire.

Nous avons voulu visualiser I'internalisation deasomes par les cellules U87MG. Afin d'y
parvenir, nous avons recouru a la technique de d@trienen flux. Des Hexosomes et
Cubosomes sont préparés avec du F127, S1670 etZRR&I %, =8 %) et additionnés pour

0,01 % de la phase dispersée de Nile Red. Traigiatis de ces Isasomes ont été testées, a
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savoir des dilutions a 1/100, 1/250 et 1/500. Gasdmes sont incubés 1h a 37 °C en
compagnie des cellules. Celles-ci sont ensuite I#&s0 grace a l'ajout de trypsine et
centrifugées 5 minutes a 1500 rpm. Les culots @etkd sont repris dans 400 pL de Tampon
Phosphate salin (PBS) 1X et incubés avec du blemygan. Ce colorant est utilisé pour la
numeration de la viabilité cellulaire. En effettteemolécule n'est pas capable de traverser
une membrane cellulaire saine. Le bleu de tryp#oreainsi les cellules mortes. Nous avons
utilisé ce colorant pour « éteindre » la fluoreseedge aux Isasomes non incorporés dans les
cellules saines, c’est-a-dire ceux présents seuls amilieu de culture ou associés a la
membrane plasmique mais non internalisés. L'intérdé fluorescence du Nile Red mesurée
sera uniquement celle due a linternalisation dessdomes. Elle a été mesurée par un
cytometre en flux FACSort (Becton et Dickinson, USA

La cytométrie en flux est une technique permettintcaractériser des cellules isolées de
maniére quantitative et qualitative. En effet, deflules sont entrainées dans un fin capillaire
par un liquide porteur & haut débit. Les cellulestsainsi isolées les unes des autres et
traversent, a l'intérieur du capillaire, un rayomsdr. Dans le cadre d’une mesure de
fluorescence du Nile Red la longueur d’'onde durlasété fixée a 488m. L'intensité de
fluorescence du Nile Red endocyté dans chaquelealki alors mesurée et est directement
reliée a sa concentration a l'intérieur de cesutesl Nous avons ainsi mesuré I'évolution de
l'intensité de fluorescence du Nile Red en fonctd® la concentration en Isasomes ; puis
pour une dilution au 1/250, nous avons observéésoiution en fonction de différents temps
d’incubation (30, 60, 120 et 180 minutes).

Afin de vérifier cette bonne internalisation now® s effectué une mesure de fluorescence
par microscopie confocale. Nous avons utilisé ucrosicope inversé Axiovert 200M (Zeiss,
Allemagne), équipé d’'un objectif plan ApochromaiX6@eiss) et d'une platine chauffante,
maintenue a 37 °C. Les images sont acquises pla8Mn510 Meta (Zeiss) et sont traitées par
le logiciel LSM Image Browser. La résolution desages a été fixée a 512x512 pixels,

chaque pixel ayant une surface de 0,28x0,28 pmz2.
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La difféerence avec un microscope optique classicgggde en sa capacité a focaliser le
faisceau de lumiere incident monochromatique, ficiaser. La microscopie confocale permet
de réaliser des images appelées «sections optiguas différentes profondeurs de
I'échantillon (environ tous les 40m). Leur addition permet de reconstruire une image
3D de l'objet observé. Comme le montre la figure I&8microscopie confocale permet de
localiser les éléments constitutifs d’'une cellubm, ajoutant des chromophores adaptés a

chaque type d’organites.

Figure 38 : Image de microscopie confocale de blastes de cerf.

En bleu, le réseau d’actines (colorant phalloidine-AF350) ; en vert les mitochondries (Abl et
Abll couplés a un AF500) ; en rouge le noyau (TROPRO3). Image de Bruno Saubamea, du
Service commun d'lmagerie Cellulaire et Moléculaire de I'Université Paris Descartes.

Pour nos travaux, cette technique nous permet difievéque les Isasomes sont bien
endocytés par les cellules et non accrochés atabname cellulaire et ceci grace a la collecte
de la mesure de la fluorescence émise par le Neld éh réponse a son illumination par le
laser.

Cette mesure a été effectuée avec une solutiorxd$tenes préparées avec du S16y61(%,
B=8 %) a une dilution au 1/250.
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Il) — 6 — 4 Vectorisation du Paclitaxel et différatiation

cellulaire.

Le Paclitaxel (Figure 39) est une molécule ayans deopriétés anticancéreuses,
communément utilisée dans le traitement de certansers et notamment celui du poumon.
Généralement, administré par intraveineuse, il fseuf’'une faible solubilité et possede un

temps de demi-vie court (3,5 heures).

Figure 39 : Représentation d’une molécule de Redit

Nous avons donc inclus du Paclitaxel dans des Hemes et Cubosomes préparés avec du
F127 et S1670p=1 %, =8 %), pour une concentration finale de 0,2 uM pme dilution au
1/250 et donc de 0,1 puM pour une dilution au 1/5th de comparer l'influence de chaque
constituant, nous avons mis en contact les celluB&MG avec différentes solutions, avec ou
sans Paclitaxel. Apres 24 et 72 heures de contaét°&, nous avons mesuré la cytotoxicité

par I'’Alamar blue (voir Il) — 6 — 2).

Nous avons donc comparé la cytotoxicité induite: par

- 0,2 uM de Paclitaxel inclus dans des Hexosomes whosbmes préparés avec du
F127 ou du S167®E1 %,B=8 %).

- 0,1 uM de Paclitaxel inclus dans des Hexosomes uhnsbmes préparés avec du
F127 ou du S167GpE1 %,B=8 %).

- Des Hexosomes ou Cubosomes préparés avec du FIRY 1670 ¢=1 %, =8 %),

sans Paclitaxel.
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- 0,1 pM de Paclitaxel seul, préalablement solubilisgns du DMSO
(DiMéthylSulfOxyde).
- Une quantité de DMSO seule, correspondante a dilikéa ci-dessus pour solubiliser

le Paclitaxel.

Nous avons par la suite voulu confirmer la capaeéétorisatrice de ces Isasomes, en les
chargeant d’ATRA (All-Trans Retinoic Acid). Cetteotacule permet la surexpression, par la
cellule, de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)qui peut étre ensuite détectée et quantifiee
[207]. En effet, par le biais d’'un double ciblagardicorps, nous pouvons quantifier la GFAP
par immunofluorescence au microscope confocal. Reiéne plus précise, les cellules sont
mises en contact 2 h a 37 °C avec des Hexoson@ashesomes préparées avec du F127 ou du
S1670 (=1 %, p=8 %, 670 et5100), dilués au 1/250 et contenant 0,2 uM d’ATRAWUS
avons effectué la méme expérience référence etaafoau milieu de culture de 'ATRA seul

a la méme concentration. Les cellules sont enfavtes au PBS 1X et fixées sur des lamelles
par de la PFA (ParaFormAldéhyde) a 4 %, ajouté Blutes a température ambiante. Elles
sont lavées 3 fois avec du PBS 1X additionné dede®SA (Sérum Albumine Bovine). Les
membranes cellulaires sont perméabilisées gragoatl de triton 1 % durant 15 minutes a
température ambiante. Le triton est un détergentésorganise la bicouche de la membrane
cellulaire et augmente temporairement sa perm&abdn. On profite de ce phénomene pour
incuber durant 2 heures des anticorps primairasGiAP (dans du PBS 1X + 1 % BSA), qui
vont se fixer a celle-ci dans la cellule. Aprésrimgage (méme protocole que précédemment),
on incube durant 1 heure des anticorps secondamasjués par une molécule fluorochrome :
Alexa-568), qui sont dirigés contre les anticorpsnpires précédemment ajoutés. Apres un
dernier lavage, on ajoute un milieu de montage t@a&teld) qui permet doptimiser la
détection et la durée de la fluorescence du fldlmaue. Ainsi, sous microscope confocal de
longueur d’onde excitatrice de 548, nous pouvons détecter la fluorescence de I'AEB&

a 590mm. Cette fluorescence est donc directement cor@lieconcentration cellulaire de
GFAP (par le biais de la réaction immunochimiquieax étages) et donc a la concentration

d’ATRA précédemment internalisée.
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Chapitre 3 :
CARACTERISATION

DES ISASOMES



Avant propos :

Pour rappel :

& = La proportion de Dimodan U dans la phase digge{$00 = Dimodan U pur).

¢ = Le pourcentage de phase dispersée dans I'émuksiomasse).

B = Le pourcentage d’émulsifiant en rapport avemésse de phase dispersée.

Dans les graphiques, la convention suivante serptéd :

La MicroEmulsion Emulsifiée sera appelée EME guek sera schématisée par des
ronds bleus.

La phase micellaire cubique sera abrégée Fd3mratreprésentée par des losanges
verts.

La phase hexagonale pourra étre nommgeoiti Hexosome et sera figurée par des
triangles rouges.

Les phases cubiques seront appelées Pn3m, Im3m ulos@mes et seront

schématisées par des carrés noirs.

Rappel des obijectifs :

Observer l'influence des paramétres de procédé dbuanulation sur les structures
internes.

Proposer I'utilisation de divers émulsifiant en matement du F127, notamment pour
rendre le vecteur utilisable en alimentaire, enfiomant leur stabilité au cours du
temps.

Tester la solubilisation de molécules hotes adiiiur des Isasomes et observer leurs
influences sur le diagramme de phase.

Etudier des applications de la vectorisation endgjiel cellulaire, ainsi que la maitrise
de la permeéabilité interfaciale dans le but d’augiee le pouvoir de rétention de

principe actif des Isasomes.
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) Emulsification et stabilité des émulsions

1) - 1 Influence du temps de sonication

La premiere étape de fabrication des Isasomesa espersion des mésophases sous forme de
gouttelettes. Pour réaliser cette dispersion neossautilisé le fractionnement par ultrasons.
Afin d'observer l'influence de cette sonication dar production d’lsasomes, nous avons
effectué des dispersions de 2 a 20 minutes (paapoh d’'une seconde toutes les 2 secondes)
et observé I'élévation de température de la solutiartaille des Isasomes ainsi que leur
structure interne.

La figure 39 démontre I'influence du temps de satim sur la température de la solution.
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Figure 39 : Evolution de la température de la $otuen fonction du temps de sonication.

Il apparait clairement que la température s’élérae de temps de sonication. Une température
proche de 65 °C peut étre bénéfique pour améllardispersion des Isasomes car il s’agit du
point de fusion du Dimodan U. Cependant, une éiévatop importante de la température
pourrait dégrader certaines molécules, comme lédescgras poly-insaturés, le R-(+)-

Limonene ou d’autres molécules aromatiques.
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C’est pourquoi une sonication de 8 minutes semidte #édiquée afin d’optimiser la
dispersion des Isasomes en minimisant I'impactasatabilité des molécules.

Il est nécessaire de vérifier que ce temps de abtoit permet une bonne stabilité dans le
temps des Isasomes ainsi que la conservation destieicture, par rapport a des temps plus

longs.

Pour vérifier que les objets produits au bout deilutes correspondent a ceux a des temps de
sonication plus longs, nous avons mesuré la taigenne des émulsions, préparées avec des
emulsifiants a haut et bas poids moléculaire (retspament le F127 et le sucrose stéarate), a
385 (670 pour le S1670) €1100. Ces deux ratios ont été choisis selon lesatidins de la
bibliographie démontrant la présence d’'une phasedmale &85 et cubique @100 [93]
(figure 40).

e Emulsifiant & haut poids moléculaire, le F127 :
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Figure 40 : Evolution de la taille moyenne des dsass en fonction du temps de sonication,

pouré85 etd100.
Emulsifiant F127 $ = 8 %, ave® = 1 % et mesure a J+1.
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I(u.a)

Pour les deux mélange386 et5100), une sonication supérieure ou égale a 8 nsmeemet
d’obtenir une taille moyenne stable d’émulsion ‘dedre de 190nm (figure 40). Pour une
sonication de 4 minutes, les tailles moyennes$&k et6100 sont sensiblement différentes.

Apres 4 minutes de sonicationy8b, I'émulsion possede une taille moyenne deriiAalors
qu’'asdl100 elle est de 20m. Cette différence de taille moyenne, a faiblegsile sonication,
s’explique par la grande viscosité de la phase spedser, composée uniquement de

monoglycéride, qui n'est pas encore a sa températer fusion. Pour la mésophase

hexagonale as85, dans les premiers temps de sonication, le Ri(mpnene peut

s’émulsionner seul en petites gouttelettes avaméitéegrer la structure de monolinoléine, ce

gui semble déplacer la moyenne des tailles vervaleir plus faible.

Afin de confirmer la présence de la mésophase rekbbe pour chaqué (hexagonale pour

885 et cubique pouil00), des mesures de SAXS ont été effectuées @

I F127 d85 20min
I F127 d85 16min
[ F127 d85 12min
[CJF127 d85 8min
[_1F127 d85 4min
[JF127 d85 2min

Figure 41 : Spectre de diffusion des rayons X ewction du temps de sonication.

I (u.a)

I 127 d100 20min
[ F127 d100 16min
=1 F127 d100 12min
C—JF127 d100 8min
C_JF127 d100 4min
C_JF127 d100 2min

o

q(nm-1)

Particules stabilisées par le F123=8 %, avea=1 % et mesure a J+13. A gaucla@5, a droite 5100. Les

spectres sont volontairement décalés sur I'écleleordonnées.

Pour e85, préparé avec le F127, la présence d’'une pleasgbnale est confirmée quel que

soit le temps de sonication entre 2 et 20 mindtesemblerait que 'augmentation du temps

de sonication permet d’augmenter la structuratienh@xosomes.
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I (u.a)

Pour 15100, la phase cubique est effectivement présentetpas les baremes de sonication
testés. Cependant, un traitement ultrasonique iptesse accroit la proportion de symétrie
Im3m, en plus de la phase Pn3m, caractéristiquéndtusion dans la structure d’'une partie

du F127 [178]. De plus, l'intensité des pics évawec le temps de sonication. Un traitement

dispersif plus sévére permet d’augmenter la stratitur des gouttelettes.

e Emulsifiant & bas poids moléculaire, le sucsigarate

Pour uné70 stabilisé par du S1670, la phase hexagonalerésénte quelle que soit la durée

de sonication (Figure 425).

I S1670 d70 20min
I S1670 d70 16min
[ S1670 d70 12min
[C1S1670 d70 8min
[1S1670d70 4min
[1S1670 d70 2min

I S 1670 d100 20min
[ S1670 d100 16min
151670 d100 12min
11670 d100 8min
[1S1670 d100 4min
[_1S1670d100 2min

I (u.a)

N
w
[N

q (nm-1) q (nm-1)

Figure 42 : Spectre de diffusion des rayons X ewtion du temps de sonication.
Particules stabilisées par le S1678=8 %, aveap=1 % et mesure a J+13. A gauclég0, a droite 5100. Les

spectres sont volontairement décalés sur I'écldeleordonnées.

Cependant lors de la formation de phase cubiqd208, la quantité de structure cubique
semble diminuer avec I'augmentation du temps dé&atian. Ceci peut étre expliqué selon la
méme hypothese que précédemment, & savoir queliengement du traitement ultrasons
facilite I'insertion de I'émulsifiant a I'intérieude la structure. Ainsi, pour des longs temps de

sonication, la phase cubique disparait et les Guhes deviennent de simples veésicules.
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En prenant en compte :

- La maitrise de I'élévation de température a 65 &flh de permettre une
bonne fusion du Dimodan U tout en minimisant l'imptermique sur des
molécules plus sensibles,

- La possibilité d’obtenir une taille moyenne stabiedessus de 8 minutes de
sonication,

- La conservation de la structure interne des Cubesostabilisés par le
S1670, pour des durées de traitement inférieuil&sminutes,

nous avons donc choisi d’appliquer une sonicatier8 dninutes pour la préparation de nos

Isasomes.

1) - 2 Influence de la formulation

Dans le but de proposer de nouveaux émulsifiargaliias d’émulsionner et de stabiliser les
Isasomes, nous avons testé des tensioactifs dedif6 poids moléculaires (bas et haut), de
différentes charges (anionique ou neutre), dontaicey sont utilisables dans le domaine
alimentaire. En effet, la majorité des études éfiees sur les Isasomes utilisent le F127
comme émulsifiant principal, cependant celui-ci fag pas parti de la liste positive des
ingrédients alimentaires. Nous allons donc obsdiwvdgiuence de I'émulsifiant utilisé sur la
taille des gouttelettes, la stabilité de 'émulsancours du temps, la charge de surface et son

influence sur le diagramme de phase (en comparais¢ii27).

) —2 — 1 Taille des Isasomes et stabilité dans temps en

fonction de I'’émulsifiant

Dans un premier temps, nous avons testé les facutémulsification de plusieurs
emulsifiants. Pour cela nous avons fabrigué desoimas avec un pourcentage de phase
dispersée de 1 %), un pourcentage d’émulsifiant de 8 $) ét pour trois valeurs de: 50,

85, 100. Ces valeurs deont été choisies afin de visualiser la capacit® asioactifs a
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emulsionner les differentes mésophases (Fd3m, begég ou cubique) sans connaitre au
préalable leur possible influence sur les positides transitions de phases. Ainsbkd est
préempté comme étant une EME ou une Fd3nd8te comme une phase hexagonale et le
6100 comme une phase cubique. Le Tableau V, résarpedsibilité ou non, d’émulsionner
des Isasomes aux trodschoisis ainsi que leur stabilité dans le temps.FIl&7 est choisi

comme référence pour sa capacité a stabilisesés®ines sur plus de 6 mois.

Tableau V : Capacités émulsifiantes et stabilisesrides émulsifiants en fonction &lu

¢ = capacité a émulsionner, mais stabilité damsrgs non mesurép=8 %, p=1 %.

’ Stabilité des émulsions dans le temps (en jours)
Emulsifiants
650 685 6100
F127 > 180 > 180 > 180
Sucrose Stéarate S1670 > 180 > 180 > 180
Tween 80 80 80 80
Lécithines 80 80 60
Caséines 90 60 40
Stéaroyl-2-Lactylate 50 40 30
Protéines Seériques 40 30 20
Polyglycérol Stéarate 40 40 40
Sucrose oléate 20 20 20
Polyéthylene Stéarate c c c
Aculyne C C c

Il apparait que les Isasomes sont des particufésilds a stabiliser sur de longues périodes.
En effet, hormis le sucrose stéarate (S1670) €127, aucun émulsifiant testé n'a pu
stabiliser ces émulsions plus de trois mois.

L’interface eau/huile est extrémement importantd’irdérieur mémes des structures. |l
semblerait que les émulsifiants soient, au fur etedure, intégrés a l'intérieur de la structure
et ne soient donc plus disponibles pour stabilsaurface des gouttelettes. De plus, certains
emulsifiants comme le SSL sont capable de s’awterabler et il semblerait qu’il puisse

former des structures conjointes avec la monolineléléstabilisant les Isasomes.
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La stabilité des émulsions a été suivie par I'évotutiu diametre moyen au cours du temps.
La figure 43 représente I'évolution de la tailleyaone d’émulsions préparéesldo,
¢=1 %,B=8 % avec du F127 ou du S1670.
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Figure 43 : Evolution de la taille moyenne des &iouls préparées avec du F127 (gauche) et

du Sucrose Stéarate (droite).
3100,¢=1 %,B$=8 %.

Le sucrose stéarate apparait, en termes de stabdinme une bonne alternative au F127. De
plus, il permet d’obtenir des Cubosomes de pluggsetailles, leur taille moyenne étant de
160 nm contre 180nm pour le F127. Il représente non seulement urernatve, mais
également un complément au F127. Ce dernier eStnusifiant a haut poids moléculaire, de
charge neutre et stabilise de maniere stériquiatedaces. Le sucrose stéarate est quant a luli,
un émulsifiant anionique de faible poids moléc@ajui s’organise de maniére plus compacte
a l'interface, créant une couche externe moins pabte. De plus, sa charge va permettre de
diminuer les risques de coalescence, de par l'angatien de la répulsion électrostatique

entre les gouttelettes.

L’instabilité de certaines émulsions a été monpra&el’augmentation significative de la taille

moyenne. Comme le montre la figure 44, avec Isdiiion de caséinates comme émulsifiant
(pour5100), la taille moyenne augmente a partir de 40sjo0ette augmentation rapide de la
taille suivie d'un ralentissement est typique d’udéstabilisation due au mdrissement

d’Ostwald, phénoméne qui s’auto-ralentit.
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Figure 44 : Evolution de la taille moyenne d'émaisipréparée avec des caséinates de

sodium.
5100,9=1 %, =8 %.

La taille moyenne des émulsions,5400, préparées avec des émulsifiants a haut poids
moléculaire est de I'ordre de 150 a 1f0. Les émulsifiants a bas poids moléculaire, dess |
mémes conditions, permettent d’obtenir des taitheyennes inférieures de I'ordre de 100 a
130 nm. Cette difféerence peut étre expliquée par I'eerpént plus compact des petites
molécules et de leur tendance a imprimer une coerlplus importante a l'interface.
Cependant le sucrose stéarate ne suit pas celiteatqupssede une taille moyenne de 4160

soit la gamme de taille obtenue pour les émulsgianttaut poids moléculaire.

Méme si la stabilité de la plupart de ces émulsiomgiépasse pas 2 mois, ces émulsifiants
peuvent étre envisagés comme solution alternatiiel27, pour des usages a court terme, car
leurs propriétés de surface (charge et affinitécawee cible biologique) leurs conférent des
potentialités intéressantes en vectorisation. Qieairquoi nous avons continué a décrire

I'influence de certains de ces émulsifiants suidasomes.
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)— 2 — 2 Influence de la concentration d’émulsiéint (B) sur la

taille des Isasomes.

La vectorisation de molécules d'intérét, notamment biologie, nécessite la création de

vecteurs de faible taille, afin qu’ils puissentcaier dans les petits vaisseaux du systeme

sanguin. Comme on I'a montré le paragraphe 1) -11 le temps de sonication ne permet pas

de moduler la taille des Isasomes. Nous avons tiorté de moduler cette taille en modifiant

la concentration d’émulsifiant. Pour les émulsifaftl27, caséines, WPI, lécithine, SSL et

sucrose stéarate, nous avons observé I'évolutida @lle moyenne des émulsions en faisant

varier B de 1 a 50 pour uwl00 (Cubosomes préemptés). Les tailles moyennestént

mesurées 1 jour apres la fabrication de I'émulpiangranulométrie laser.

300 - u HF127 @®EWPI M Caséines B Sucrose Stéarate MW Lécithine SSL
250 - ]
L
c
~ 200 4 u
2 [ |
= - u
> 'l g Em .
E 150 My MW [ | B
‘©
£ Y
100 - [ | -
50 . . ! !
0 10 20 30 40 50

Concentration en émulsifiants (

B)

Figure 45: Evolution de la taille moyenne des é&ioms &5100 en fonction de la

concentration en émulsifiarf)(

¢=1 %, mesure a J+1.

91



Comme attendu, 'augmentation de la concentratiémdisifiant permet de diminuer la taille
des émulsions (figure 45). Dans les conditionsétsst les émulsifiants a haut poids
moléculaire (F127 et protéines) ont une faculténmgrande a abaisser cette taille moyenne.
Ceci s’explique par les difféerents mécanismes déilgtation de l'interface. lls stabilisent
linterface de maniére stérique et ne forment pas gouche aussi compacte que les

émulsifiants a bas poids moléculaire.

Ces derniers (lIécithine, SSL, sucrose stéarate}egest une courbure interfaciale plus
importante, du fait de leur compacité a l'interfadetant une taille de gouttelette plus petite.
A forte concentration, le SSL est capable de ssaides gouttelettes de moins deni®. A

de si petit diametres, il apparait peu probablét@oir une organisation de type cubique dont
le parametre de maille est compris entngn® pour la phase Pn3m, et 4& pour la phase
Im3m. Ces dispersions ne contiennent donc slremeunnhe faible fraction de Cubosomes et
principalement de simples émulsions, voire des lflegEenixtes (voir partie 1)-2-5).

Nous pouvons donc moduler aisément la taille deéomglsions en fonction de I'émulsifiant

utilisé ou de sa concentration.

1)— 2 — 3 Influence dué sur la taille moyenne des émulsions

Nous avons décrit les tailles moyennes des pagscalbl00 en fonction de I'émulsifiant
utilisé. PourB=8 % les gouttelettes ont une taille comprise eb®@ et 19Gm, mais nous ne
savons pas si, dans les mémes conditions, la w@dte autres structures émulsifiées est
eéquivalente. Nous avons donc mesuré la taille moyates Isasomes en fonction &et de

différents émulsifiant (figure 46).
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Figure 46 : Evolution de la taille moyenne des dsass en fonction déi et des émulsifiants
utilisés.
Mesures a J+B=8 %, ¢=1 %.

En regle générale, plus deaugmente et plus la taille des gouttelettes sedibi@uer. Ainsi,

plus la structuration est importante et plus lesaopéases sont dispersables en de petites
unités. Une différence claire est observable deseemulsifiants a haut (F127, protéines) et
bas poids moléculaires (SSL, sucrose stéaratepffiety ces derniers (points verts et bleus)
sont capables de former des gouttelettes plusepatié par leur courbure spontanée et leur

faculté a diminuer davantage la tension interfacial

Afin d’observer l'influence de ces deux types d'dsifiants a l'interface, nous avons voulu
tester des mélanges d’émulsifiants a haut et bias paooléculaire. En effet, les Isasomes sont
ameneés a étre utilisés dans des milieux complexee mwombreuses molécules tensioactives
peuvent se retrouver en compétition pour accédémizrface. La figure 47 représente
I'évolution des tailles des gouttelettes a diffésematios de mélange de sucrose stéarate
(S1670) et de caséinates pour différeénts
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Figure 47 : Evolution de la taille moyenne des dsass en fonction dé et du mélange

d’émulsifiants S1670- Caséinates a différents satio
Mesures a J+B=8 %, ¢=1 %.

Il apparait qu’un jour apres I'émulsification, leaséinates prédominent a l'interface pour des
ratios de 25/75% et 50/50% (S1670/caséinates). Bouratio de 75/25%, la taille des
gouttelettes diminue par I'effet du sucrose sté&acpti devient prédominant a l'interface, en
comparaison aux précedents ratios. Lorsque le aaigpnente, on imagine aisément que le

sucrose stéarate vient s’intercaler dans les teossés vacants a l'interface par les caseéinates.

La méme étude a été effectuée pour différents rded81670 et de F127 (figure 48).
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Figure 48 : Evolution de la taille moyenne des dsass en fonction dé et du mélange

d’émulsifiants S1670- F127 a différents ratios.
Mesures a J+B=8 %, ¢=1 %.

Contrairement a ce qui a été observé précédemmeaalt,que soit le ratio S1670/F127, le
F127 prédomine a l'interface et imprime son progon de courbure. A la différence des
caséinates, le F127 semble s’adsorber rapideméntetface et est peu désorbé par un autre
émulsifiant. L'acces préférentiel a l'interface BU27 est peut-étre expliqué par son affinité

plus importante avec les monoglycérides.

l)— 2 — 4 Potentiel z&ta des Isasomes

Les émulsifiants utilisés permettent de moduletaide des Isasomes, en fonction de leur
nature ou de leur concentration. Dans I'objectiitifiser ces structures émulsifiees comme
vecteur, il convient d’observer l'influence des ésifints sur la charge de surface des
Isasomes. En effet, une charge de surface plusomsmeégative modifiera I'interaction entre
les Isasomes et la membrane plasmique, chargéausie négativement.

Nous avons donc mesuré les potentiels zéta dessimsil stabilisées par différents

emulsifiants en fonction dai (figure 49).
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Figure 49 : Evolution des potentiels zéta des Isasoem fonction dé et de I'émulsifiant
utilisé.
Mesures a J+B=8 %, =1 %. Les étoiles et les ronds sont utilisés respoent pour les émulsifiants a bas et

haut poids moléculaires.

Une premiere lecture de la figure 49, nous perraatahstater que le potentiel zéta augmente
avec led, sauf pour le F127 ou la tendance est inversde Getgmentation (ou diminution
dans le cas du F127) s’explique par la composdioDimodan U apportant la monolinoléine.
En effet, ce mélange comporte une petite proportibacides gras libres, chargés
négativement, et qui vont exposer leur chargenéefface. Ces charges restent cependant peu
nombreuses et de faible intensité, expliquantégeres modifications de charge globale des
gouttelettes.

Le F127 étant neutre, les charges de surface @exrétre nulles, hors la présence des charges

négatives des acides gras libres donne une chagefdee de -5 a -10 mV.

La gamme de charge de surface obtenue est extrémgnaade et donc intéressante pour

I'utilisation des Isasomes en tant que vecteur.eHat, le SSL confére un potentiel zéta
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d’environ —65 mV alors que les Isasomes stabilgasle S1670 possédent une charge de

surface comprise entre -15 et -25 mV (en fonctiod)du

Nous avons décrit une large gamme d’émulsifiantssiptement disponibles pour stabiliser

les Isasomes et qui permettent de moduler a volentés stabilités, leurs tailles ou leurs

charges de surface. Il est bien sOr nécessaireédéiev que ces émulsifiants sont bien

capables d’émulsionner la méme variété de strusue le F127.

-2 -5
phase

Influence des émulsifiants sur le diagrame de

Une large palette d’émulsifiants se sont montrgmlskes de stabiliser les émulsions sur des

temps plus ou moins longs, leurs conférant des @t&gsrspécifiques. Il convient dés lors de

vérifier leur influence sur les mésophases émulgieancontenant des mélange de

monolinoléine / limonéne (figure 50).
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Figure 50 : Influence des émulsifiants sur les rmpkases de monolinoléine/limonene, en

comparaison a la référence F127.
Mesures a J+4=8 %, =1 %. Avec MC = Fd3m (Micellaire Cubique), H = Hexane et C = Cubosome. Les

pointillés représentent les zones approximativeshdmgement de phase.
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En comparaison a la référence F127, dans les comslititées en Iégende de la figure 50,
tous les émulsifiants choisis sont capables delis@bies différentes mésophases. Seul le
SSL ne suit pas cette régle. En effet, le SSL mme@epas de stabiliser des phases cubiques.
Comme pressenti dans la partie 1)-2-2, en obserdesttailles de gouttelettes inférieures a
70nm a6100, celles-ci ne contiennent pas de mésophaseer@dsifiant semble avoir une
tres forte affinité avec la monolinoléine et semmlains favoriser les courbures négatives que
d'autres émulsifiants comme le sucrose stéaratexgemple. La phase Fd3m est présente dés
le 625 et laisse place a la phase hexagonatbaAu-dela de&95, le SSL et la monolinoléine
forment préférentiellement des micelles mixtes audsicules de petites tailles.

La lécithine donne le phénomeéne inverse lorsquietieragit avec la structure interne. Elle
favorise une courbure négative et permet d'obtisrEME pour des plus grandes valeurs de
delta que pour le F127. Ainsi les domaines d’orgaon sont plus restreints, la phase
hexagonale ne débutant q@20 et se terminant&?0.

Les autres émulsifiants semblent avoir le un cotgpoent similaire au F127 en termes de
capacités de stabilisation des mésophases maisnégatl en termes d’interactions avec

celles-ci.
Synthese et conclusion partielle

Nous avons démontré que la dispersion de mésophasasnonolinoléine/limonéne est
possible grace a l'utilisation d'une large palattémulsifiants. Nous avons ainsi acces a des
Isasomes de tailles comprises entre 60 et@@@pour des conditions opératoires similaires :
B=8 %, ¢=1%) et des charges de surface variables (entreet65 mV). Les émulsifiants
testés ont montré différentes affinités avec laicstre interne, se traduisant par une
modification de la localisation des changementpltse dans le diagramme, en comparaison
au F127. Néanmoins peu d’émulsifiants se sont résrapable de stabiliser les Isasomes sur
le long terme.

En effet, parmi tous les émulsifiants testés, &glicrose stéarate a permis leur stabilisation
sur plus de 6 mois, a I'instar de I'émulsifiantéiefnce qu’est le F127. Le S1670 est donc une
alternative intéressante a l'utilisation du F12&rmpettant d’obtenir des Isasomes de taille
légerement inférieure, une charge de surface rnvegati une plus grande plage de présence

d’Hexosomes dans le diagramme de phase.
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II) ROle de la quantité de phase dispersée et

evolution structurale des Isasomes.

Cette partie concerne I'émulsification des Isasorsagas molécules hoétes ajoutées et
contenant du limonéne, une petite molécule aromatigtilisée comme huile et permettant de
varier leur structure interne. La formulation d4sanes est complexe et conduit a des
structures internes et des tailles modulables ectiomde tres nombreux parameétres parfois
inter-dépendants. L'objectif de cette thése a &tewuttifier ces parametres et d’observer leurs
influences sur ces structures. Dans la partie ge¥té, nous avons vu l'effet de différents
émulsifiants sur les structures, les tailles ettddilité de I'émulsion. L'accent sera porté ici sur
l'influence de la fraction de mésophase dispergéeolution temporelle du systéme et le

stockage.

1) - 1 Préambule

Les Isasomes formulés avec le mélange monolindl@maene ont été largement
étudiés dans la littérature. Les variations descsires internes en fonction de différents
parametres ont déja été décrit. Cependant, cestdimeractions restent a étre élucider,
notamment l'influence de la quantité de phase d&sge ¢) sur la structure interne des
Isasomes. Une étude préliminaire de Samuel Guiligtre 51, données non publiées), a
montré que la structure interne d’'un mélangi¥ba peut étre une phase de typepbur des
guantités de phase dispersée supérieures a 15d&tgpe micellaire cubique (Fd3m) pour

des valeurs de inférieures a 15 %.
Ainsi, a une valeur dB fixée, il semblerait que la structure interne tsomes dépende de

la fraction de phase émulsifiée. Du fait iesoit constant, la quantité de F127 dans les

différents échantillons ne I'est pas. En effet, omrla quantité d’émulsifiant est calculée en
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pourcentage de phase dispersée ; lorsque celleigmente, la quantité d’émulsifiant
augmente également. Or, il a été montré gu’uneatran de la quantité d’émulsifiant peut
induire des transformations sur ce type de padgg(i89], et notamment une transitiog L

Fd3m par augmentation de la concentration en F127.

—_
L

Intensité (u.a.)

014— r
q(nllfl)
Figure 51 : Intensité diffusée par SAXS d’lsasonde857 pour différentes quantités de
mésophase dispersée (d’aprés S. Guillot, donnéeputaiées).
Stabilisés par du F127[38 %, analysés a J+1.

Néanmoins, ces observations n'ont pas été pubtiéamnfirmées par d’autres travaux.
Cette information est pourtant essentielle si Raut utiliser ces vecteurs dans le domaine
biologique. En effet, les différents tests biolagig s’effectuent a des dilutions trés fortes des
échantillons (de I'ordre du 1/280 de la concentration initiale), afin de limiter lp®blémes
de cytotoxicité. A de telles dilutions, la déterntioa d’une quelconque structure interne des
Isasomes par SAXS n’est pas réalisable, pour desnsad’intensité de signal trop faible.
Lors de nos expériences sur synchrotron, les coratemts de I'ordre de 0,5 % nous sont

apparues comme étant proches de la limite raiséametur la détermination de la structure
interne.

Nous avons donc voulu confirmer ces résultats déinvérifier la structure interne de nos

Isasomes en fonction de la dilution (donc de lantitéade phase dispersée).
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1) — 2 Influence de la fraction de mésophase dispgee a3

constant

Dans la majeure partie de ce travail, nous avansigsfieé différents types de
mésophases a une concentration relativement falelel %, et dont la proportion
monoglycéride/limonéne est toujours représentéedepparameéetréd. Dans la littérature, ces
mémes Isasomes ont été réalisés a des concentratipésieures a 5 % [117]. A cette
concentration de phase dispersée, il a été monteéles structures internes des Isasomes
correspondaient a celles des mésophases non ééedsfen volume) [93]. Le diagramme
suivant (figure 52), concernant les phases en weloous indique, dans le cas d’excés d’eau,
la structure attendue si I'émulsifiant n’interaggts avec la structure interne.

Ces structures ont été déterminées dans un déldiaynés leur fabrication, soit apres 24 ou
48 heures.

L+ H0

Water content (wt%)
(]
T

Fd3meL, oo

1 2 Lamellar phases — |
0 _ N . : . . ; . .

0 20 40 60 80 100

Figure 52: Mésophases observées pour les meésgphase volume de

DimodanU/limonene/Eau, en fonction de la valeudde’'apres [93]).

Il est & noter qu'&57 se situe la transition de phaseHd3m explicitée dans la partie (I1)-1).
L’addition de F127 fait diminuer le diametre desutjelettes qui favorisera 'EME, ayant un
parametre de maille plus petit que la phase Fd3m.

Ce diagramme sert donc de référence quant auxtigtescprésentes en fonction du48

heures apres fabrication.
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Au vu des différences observées (figure 51) erction du pourcentage de phase
dispersée, nous avons voulu comparer les mésoppassEntes en émulsions (a différapits
avec celles de référence (en volume). La figuren&htre les mésophases présentent a
différentesd pour desp de 0,5, 1, 2, 5, 10 et 20%.

: . 10000 : : : :

)20 % | | ]
——b) 10%] 1
¢)5% |]
—d)2%
o) 1%
—0 0.5 %] |

220 % 13

S
S
1

Intensité diffusée (u.a.)
i

Intensité diffusée (u.a.)

1550 - F127

T T T 10
q (nm'l)

T T T T ] T T

{l) 20 %

10000 4 — b 10%
1 )5 %

—d)2%
e) 1%
——005%] 1

Intensité diffusée (u.a.)
Intensité diffusée (u.a.)

. 5100 - F127
100 4583 - F127 : : 100 L° : .

q (nm'l)

Figure 53 : Intensité diffusée par SAXS pour dexsdsnes a différentd en fonction de la

guantité de mésophase dispersée (de haut en bagatiche a droitd50, 70, 85 et 100).
Stabilisés par du F127(%8 %, analysés a J+15.

Pour les grandes quantités de mésophaséQ( %), la structure interne correspond bien a
celle des phases en volume, on retrouve ainsi uaseph pour d50, la structure micellaire

cubigue Fd3m pous70, la phase hexagonale inversegéurd8s.
Cependant pour les plus faibles quantités de pléseersée, les structures internes ne

correspondent plus aux phases présentes en volunds0, lorsque la quantité de phase

dispersée diminue, on obtient successivement une phase EMIE& (10 %), Fd3m (5 a 2 %)
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puis Hexagonale (2 a 0,5 %). Or, d’apres de prauédettudes, 80 et ap=5 %, la structure

devrait étre une phase &t nous obtenons ici une phase Fd3m.

De maniére générale, pour les formulatio®@, 70, 85 ou 100, mesurées aprés 15 jours de
stockage, la structure interne est modifiée etéggagde vers la droite du diagramme de phase

(vers des structures de courbures moins négatmesjuep diminue.

Deux hypothéses sont alors a examiner :
- A B constant, la concentration d’émulsifiant dans laismh augmente avec
¢. L'émulsifiant pourrait donc influer sur la strucg interne des Isasomes.
- Au cours du vieillissement des structures, un desposés de la formulation

semble étre modifi€, et influe ainsi sur I'orgatiga interne des Isasomes.

La premiéere hypothese expliquerait une augmentatioparametre de maille de la structure
cubigue (ad100) lorsquep augmente. Cette évolution du paramétre de maidlat édue a
l'intégration progressive du F127 dans la structagant un effet structurant. Hors nous
n'observons pas ce phénomene. La structure cubimBm est présente quelque seiet le
parametre de maille n’évolue pas ; la position gies restant identiques. Aussi, la premiéere
hypothése ne peut pas expliquer I'évolution degciires observées en fonction @leaux
050, 70 et 85.

Il semblerait qu’au cours du stockage (15 jous)irhonéne et/ou la monolinoléine subissent

une modification impactant I'organisation interne dasomes.

Nous pouvons néanmoins établir un diagramme deepadkb jours pour des émulsions de
monolinoléine/limonéne, stabilisées par du F127, femction de la quantité de phase
dispersée (figure 54).
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Figure 54 : Structure interne des Isasomes stagkémpérature ambiante et mesurées aprés
15 jours en fonction du paraméedearactérisant le mélange initial.
Stabilisés par du F127(%8 %, analysés a J+15.

Afin de confirmer la deuxiéme hypothese, nous avoesuré par SAXS la structure interne
d’'un méme échantillon a 30 jours d’intervalle (figus).

-
o0 2500000
2000000
400 §l500000
1000000
200
500000
1 2 0
q (nm) 05 1 15 - 2 25 3
Mesure a 7 jours (HASYLAB) Mesure a 37 jours (ESRF)

Figure 55 : Intensité diffusée par SAXS du mémeaatilon mesuré a 30 jours d’intervalle.
Stabilisé par du S1670, poB+8 %,p=5 % etd50.
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La structure interne 7 jours apres la fabricatieh @e type Fd3m alors qu’elle devient
hexagonale aprés 37 jours. Cette observation maligue que, dans I'étude de la variation de
structure aveo, vient se superposer un phénomeéne de vieillissedesnémulsions.

Un ou plusieurs des constituants de I'émulsion maootdine/limonéne semblent donc étre
impactés par le stockage. Cette « non-stabilité tadstructure interne au cours du temps n'a
jamais été montrée par les recherches antérieures es dispersions de
monolinoléine/limonéne et sur les Isasomes en gé(du fait de leur caractérisation dans des
temps courts apres leur fabrication). Ce phénonmeredécrit précédemment, nous a incité a
décrire ces émulsions dans le temps en terme detwgie interne et de le caractériser en

fonction des parametres de production et de fortionla

Nous nous attacherons deés lors de comprendre laniséte de modification des structures au

cours du temps et de caractériser l'influence @éeametres de fabrication sur cette évolution.

I1) — 3 Evolution temporelle des émulsions de
monolinoléine/limonene

Note : sauf indication contraire, tous les écHiams ont subit la méme histoire en

termes de condition de préparation et de conditienstockage.

II) — 3 — 1 Evolution de la structure interne

Apres avoir suivi la stabilité de la taille des ésnohs en fonction du temps, il est apparu
nécessaire de s'assurer egalement de la stalabt&tductures émulsifiees a long terme. Nous
avons pu suivre I'évolution des structures interdes Isasomes contenant du limonéne par

SAXS, sur synchrotron, sur une durée d’environca0g (figure 56).
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Figure 56 : Evolution de la structure des Isasoetete leurs paramétres de maille en fonction
du temps.
Stabilisés par du F127&50, =1 % et3=8 %.

Nous constatons pour une dispersiod58 (=1 %), stabilisée par le F127, que la
structure interne évolue tres fortement sur I'imédle de temps choisi. Aprés deux jours de
fabrication I'émulsion est organisée sous formeeflagre cubique Fd3m, le parametre de
maille augmente jusqu’a 6 jours. Des lors la stmgct#volue en une phase hexagonale. Le
paramétre de maille des Hexosomes augmente égalamentrs du temps jusqu’a ce que la

structure interne devienne cubique (symétrie Pn3siypumélange Pn3m / Im3m).

L’augmentation du parametre de maille dans une m@mzse est similaire a
I'évolution du parameétre de maille en fonction @eigmentation db, démontrée par Guillot
et coll. [93] (figure 57).
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Figure 57 : Evolution du paramétre de maille defédéntes structures en fonction du

parametred .
Stabilisé par du F12$=10% etf3=8 %.

L’évolution temporelle du systeme étudié dans dpre 56 est donc similaire a une
augmentation virtuelle du parametreCela est d’autant plus vrai qu’a 45 jours ledipales
deviennent des Cubosomes, d’abord de type Pn3mapuimut de 50 jours, de type Im3m

apres intégration progressive du F127 dans leststes.

Deux hypotheses peuvent donc étre avancées poligexpla modification des structures

internes au cours du temps :

- Une dégradation de la téte hydrophile du lipideydétol) et I'apparition
progressive d'acide oléique dans la phase inté&€ependant, il a été montré
que l'augmentation du rapport acide oléique/morinelétransforme les
particules de Cubosomes vers des particules raepgéesepar de plus basses
valeurs ded (exemple Hexosome) [89], c’est-a-dire dans le sewsrse du
phénomene observé ici. L'évolution du systéme ndEsic pas due a une
dégradation progressive du lipide, car elle ne cirmhs vers des structures

de courbures plus négatives (Cubosomes bicontinus).
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- Le seul autre constituant capable d'expliquer cenph&@ne est donc le
limonene. Une dégradation ou une évaporation darléne entrainerait une
concentration plus importante de monolinoléine danphase dispersée et
donc a une valeur dé plus grande. Cette conclusion est donc en parfait
accord avec le phénomeéene observé de changementruduie interne
mimant une augmentation dd. De plus, lors d'une eémulsification,
I'obtention de Cubosomes n’est possible qu'a de fegbles quantités de
limonéne (< 5 % de la mésophase) ou plus simplessard limonened00)
(Figure 26). Il apparait donc que le phénomeéne rebsdans le temps est
associé au limonéne, qui peut soit sortir de lacstire par évaporation, soit
se dégrader en différents sous-produits. Une prenmeéication porte sur les
particules finalement obtenues apres 50 jours yetrouve le mélange de
Cubosomes Pn3m et Im3m d'une émulsio®d1®0 déja décrite dans la
littérature et avec la méme valeur du paramétmnaidle de la phase Pn3m a
9,3 nm [93]. Cela pourrait signifier qu’aprés 50 jours dtockage, le

limonene a complétement disparu de la structussnet

Il est a noter qu'aucune évolution des structuesde temps n’'a été observée précédemment
avec les Isasomes contenant du tetradécane, mokéeslistable avec un point de vaporisation
éleve. Concernant les études antérieures utildadimonene, les structures ont souvent été
analysées juste apres I'émulsification, sans ésudda stabilité a long terme de la structure
interne. Les changements de structure interne dépéerainsi de la molécule intégrée aux

Isasomes (drogue ou toute autre molécule permetéamtodifier la courbure interfaciale).

II) — 3 — 2 Confirmation de la perte de limonéne @ cours du

stockage.

Afin de confirmer notre hypothese de perte du ligr@au cours du temps, nous avons utilisé

deux techniques permettant de la tracer.
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e Suivi de la disparition du limonéne par spectopse Infra-Rouge (IR).

Le spectre Infra-Rouge du R-(+)-Limonéne a été meeseul et est présenté dans la figure 58.
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Figure 58 : Spectre Infra rouge du R-(+)-Limonéne.

Trois pics sont caractéristiques de la moléculdesinombres d’'onde de 1644 tmour la

liaison C=C, & 1436 cthpour la liaison Chidu cycle et & 886 chpour la vibration de la

liaison C-H du groupe méthyle terminal hors plan.

Afin de choisir quel pic serait le meilleur indieat de la quantité de limonéne présente dans

I’émulsion, nous avons observé la variation des paractéristiques pour trois valeursdle

(850, 80 et 100), c’est-a-dire pour trois concerntragide limonéne.

La figure 59 présente le spectre IR des émulsiersl@7 a50, 80 et 100.
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Figure 59 : Spectre d’absorption IR d’'lsasomé8@ 80 et 100, stabilisé par du F127.

Les cercles verts soulignent les pics caractéustiqlu R-(+)-Limonéne.

Il apparait clairement que le pic & 886 test le plus aisé a distinguer et & mesurer. Nous
avons donc décidé de suivre, comme indicateur dguéntité de limonéne présent dans
I'’émulsion, I'aire du pic entre 877 et 898 ¢nraractéristique de la liaison C-H du groupe
méthyle terminal hors plan, au cours du temps pm& émulsion stabilisée par du F127 a
350, =1 % etP=8 %. La figure 60 décrit la décroissance de I'aite pic & 886 cm,
expliguant la diminution de la quantité de limongrésente dans I'émulsion au cours du

temps.
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Figure 60 : Evolution de I'aire du pic entre 877888 cnt, caractéristique du limonéne en
fonction du temps.

Stabilisation par du F127 &0, p=1 % etp=8 %. Ecart type moyen de 15% calculé a partir de 5 naesspour

chaque point.
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Méme si le protocole utilisé ne nous permet pasi@erminer précisément les quantités de
limonéne perdues, nous pouvons affirmer que c'est k@ limonéne qui est responsable du
changement de structure des Isasomes au coursms.téa décroissance continue du pic
caractéristique du limonéne par IR prouve la disipar du limonene. Cependant, nous ne

pouvons pas encore conclure sur son évaporationrda dégradation de la molécule.

e Suivi de la disparition du limonéne par Résondviagnétique Nucléaire (RMN).

Pour confirmer le mécanisme de disparition du heme, c'est-a-dire entre son
évaporation des Isasomes ou de sa dégradatioriradeseparticules, nous avons réalisé des
expeériences de RMN liquide. Nous avons comparésgdestres RMN du limonéne dans du
chloroforme deutéré, de la monolinoléine dans leSiMet d’'une émulsion &0 préparée
dans du BRO.

La premiere étape a consisté en la déterminatignpdis caractéristiques du limonene qui
nous permettra de suivre sa présence, sa dégradatisan évaporation au cours du temps.
Nous avons donc superposé (figure 61) les spedtrdsnonéne seul, de la monolinoléine et

d’'une émulsion &50.
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Figure 61 : Spectres RMN du limonene dans du cfdame deutéré (CDGL 7,26 ppm), de
I'émulsion préparée dans du@(4,79 ppm) et du lipide dans du DMSO (2,5 ppm).

Analyse a J+1.
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Les pics caractéristiques du limonéne (courbes g)uget été choisis comme étant ceux

présents a 1,6 ; 1,8 et 4,7 ppm (astérisquesdigure 61).

Le procédé d’émulsification par sonication est taitément sévere qui pourrait avoir un

impact sur la dégradation de molécule sensiblée wle le limonene. Nous avons donc

observé si cette sonication avait un effet suitdhikté du limonene. La figure 62 montre le

spectre RMN du limonéne dans du chloroforme dewdgait subit ou non une sonication et

apres 15 jours de stockage a 4°C ou a tempéranbaate.

150 | T R T N N //// T | T T T 200 . T N T N T N //// T i T T
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Figure 62 : Comparaison de spectres RMN du limordanes le CDGl sans ultrasons (a
gauche) et apres ultrasons (a droite), aprés 15 peirstockage a température ambiante (en
haut) ou a 4°C (en bas).

Analyse a J+15.

Tout d’abord, nous n'avons pas observé de diff@en@pparition ou disparition de pics)
entre les spectres d’échantillons stockés a 4°CGaolym, apres 15 jours sans ultrasons

appligués ; le limonene conserve ainsi son intégdiéns le temps. Ensuite, nous avons
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comparé des échantillons de limonéne avant et gpglcation des ultrasons pendant une
durée de 8 minutes : la encore aucune différenaeété trouvée ; ainsi, les ultrasons ne
dégradent pas le limoneéne.

Ces résultats montrent donc que le limonene n'astdeégradé dans le temps, avec ou sans
traitement ultrasons. Il est donc nécessaire deesliintensité des pics caractéristiques du

limonéne en émulsion en fonction du temps pouricoef son évaporation.

Ainsi, nous avons comparé les spectres d’'une éamubsd50 apres sa fabrication et aprés un

stockage de 15 jours a 4°C et a température anebjhgtire 63).

| —Emulsion aprés préparatjpn — Emulsion apr{as préparatpn
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Figure 63 : Diminution de l'intensité RMN des pits limonéne au sein de I'émulsiord20

apres 15 jours de stockage a 4°C et températureaatab

Lorsqu’on compare les spectres RMN des émulsionis psres préparation et apres 15 jours
aux 2 températures de stockage, on remarque guide les plus intenses du limonéne ont
disparu ou diminué en intensité : c'est le cas matant du pic vers 4,7 ppm qui a tres
fortement diminué apres 15 jours a 4°C et pratiqeregnotalement disparu a température
ambiante. Il en est de méme pour lintensité des gécs a 1,60 et 1,68 ppm caractéristiques
du limonéne, qui ont fortement diminué apres 15goud’autant plus que la température de
stockage est élevée.

Le limonene semble donc s’évaporer au cours du telingst a noter que plus la température

de stockage est basse et plus sa disparition @gsnies est lente.
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Les transformations de structures internes desnses décrites dans le temps dans la figure
56 sont donc la traduction de la disparition (pap&ration) du limonéne de la structure et
non de sa dégradation.

Les expériences ultérieures s’attacheront ainsiogfircner et décrire linfluence des
parametres de production et de stockage sur ldigumed’évaporation du limonene. La
guantification de ces influences nous permettradéirminer les leviers disponibles aux
formulateurs, afin d’optimiser la rétention de gipes actifs a I'intérieur des Isasomes. En
effet, le limonene est utilisé ici comme un commbgachnologique mais il peut également
étre considéré comme une molécule aromatique dntéue l'on désire protéger et

conserver a lintérieur des Isasomes. La limitato I'évaporation du limonene, nous

permettra d’améliorer leurs capacités de réterdmprincipes actifs.

II) — 3 — 3 Influence de I'émulsifiant

Nous avons vu précédemment que le choix de I'éfransiétait primordial pour la
stabilité de I'émulsion au cours du temps. Qu’enilesoncernant leur réle sur la cinétique
d’évaporation du limonene ? Nous avons donc réiguivi par IR du signal du limonéne
sur 15 jours afin de comparer les cinétiques d’éxatpn en fonction de I'émulsifiant utilisé.
Puis nous avons suivi I'évolution de la structues dsasomes au cours du temps et en

fonction de ces mémes émulsifiants.

La figure 64 montre le pourcentage de limoneneangéstans I'émulsion en fonction du temps
et de I'émulsifiant. Nous avons testé ici 'émubsilt de référence F127, le sucrose stéarate
S1670, ainsi gu’'une cire de Carnauba pégylée PEGL émulsifiante) répertoriée comme
ayant un effet filmogéne aux interfaces. Il étaiind intéressant d’observer si cet effet

filmogene permet de ralentir I'évaporation du lireae.
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Figure 64 : Rapport, en pourcentage, de l'aire duepitre 877 et 898 chen fonction de
I'aire initiale, en fonction du temps et de I'émitilnt.

Isasomes préparésdao, o=1 % etp=8 % , stabilisés par du F127, du sucrose sté&gdie70) ou de la cire de
Carnauba pégylée (PEG12).

Durant les douze premiers jours, nous pouvons wvbseane évaporation plus ou moins rapide
du limonéne en fonction de I'émulsifiant utiliséahalyse des spectres IR dans les conditions
opératoires définies dans le Chapitre Il, ne perpast de conclure en des différences de
guantité de li