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Avant-propos 

 

First of all, I would like to thank Professor Robert Chilcott for accepting to examine my work as a 

reporter. Je tiens également à exprimer toute ma reconnaissance au Professeur Komla Oscar Awitor 

d’avoiƌ aĐĐeptĠ de jugeƌ ŵoŶ tƌavail de thğse eŶ taŶt Ƌue ƌappoƌteuƌ.  

 

Une Thèse selon le dictionnaire Laƌousse est l’ « ensemble des travaux présentés, sous forme 

d'ouvrage, en vue de l'obtention du grade de docteur ; exposé public de cet ouvrage ». En réalité, le 

mot thèse ne peut pas simplement être résumé à cette définition, chaque thèse est différente et 

dĠpeŶd de Đe Ƌue l’oŶ eŶ fait.  

 

La mienne a débuté il y a trois ans, j’Ġtais tout juste soƌtie d’une ĠĐole d’iŶgĠŶieuƌ en toxicologie. J’ai 

décidé de développer une double compétence et je ŵe suis eŵďaƌƋuĠe daŶs l’aveŶtuƌe de la Chiŵie, 

je Ŷ’ai pas ĠtĠ dĠçue ! Ces tƌois deƌŶiğƌes aŶŶĠes oŶt ĠtĠ eŵpƌuŶtes d’ĠŵotioŶs, d’ĠvolutioŶs et de 

réalisations. Le travail de doctorant, Đ’est avaŶt tout se ƌeŵettƌe eŶ ƋuestioŶ, aĐĐepteƌ la ĐƌitiƋue, 

l’ĠĐheĐ et savoiƌ eŶ tiƌeƌ paƌti pouƌ Ġvolueƌ et faiƌe Ġvolueƌ. 

 

Au Đouƌs de Đes tƌois deƌŶiğƌes aŶŶĠes, j’ai ƌĠalisĠ Ƌue ce travail de docteur et de « futur manageur » 

(dixit Frédéric) Ŷ’Ġtait pas seuleŵeŶt d’œuvƌeƌ à son projet dans son coin. C’est ĠgaleŵeŶt la 

création et la gestion de partenariat et la liaison à des entreprises aussi diverses qu’excitantes : 

Episkin ;L’OƌĠalͿ, un grand merci à Alain Alonso pour votre confiance, au Dr. Christian Pellevoisin 

pour vos conseils et surtout au Dr. Sébastien Grégoire d’avoiƌ appoƌtĠ votƌe opiŶioŶ tout au loŶg du 

pƌojet suƌ RHE et eŶĐoƌe ŵaiŶteŶaŶt puisƋue vous avez aĐĐeptĠ d’ġtƌe examinateur de mon jury de 

thèse. Merci infiniment pour votre implication et vos conseils avisés ! ; ABC Texture : Tifenn j’ai 

beaucoup apprécié nos nombreux appels, ŵeƌĐi d’avoiƌ paƌtagĠ toŶ savoiƌ-faire en formulation 

cosmétique et pour les essais de stabilité ; COTY-Lancaster : merci Marc, Dorothée et Roselyne pour 



votre aide et merci Mylène, ma super ancienne chef pour les tests tox, également merci Carine et 

Elisabeth. Pour Thierry Devers, j’ai adoƌĠ ŵes ďƌefs passages à Chaƌtƌes, je suis ƌavie Ƌue tu ŵ’aies 

fait partager le monde passionnant de la cérine et de la synthèse de nanoparticules, merci 

aujouƌd’hui d’avoiƌ aĐĐeptĠ d’eǆaŵiŶeƌ Đe tƌavail. Denis, ton guidage « biologique » a été utile dans 

ce monde de chimiste. Enfin de notre université : Jean-Pierre Laugier je suis super contente de nos 

belles images MEB, DoŵiŶiƋue & ThieƌƌǇ ŵeƌĐi pouƌ ŵ’avoiƌ aĐĐueillie dans votre laboratoire de 

culture cell pour les tests sur RHE !! Et Charlotte, quel plaisir d’avoiƌ tƌavaillĠ avec toi ce dernier mois 

de juin,  j’ai ďeauĐoup appƌĠĐiĠ ton savoir en écotox et nos échanges !! Enfin, merci à la Direction 

GĠŶĠƌale de l’AƌŵeŵeŶt d’avoiƌ Đƌu eŶ Đe pƌojet et de l’avoiƌ souteŶu et ĠgaleŵeŶt au Dƌ. JulieŶ 

Thouƌot d’avoiƌ aĐĐeptĠ d’ġtƌe examinateur de mon jury de thèse. 

 

La thèse est surtout une véritable rencontre qui permet la ĐƌĠatioŶ d’aŵitiĠs durables, Janwa : 

,  

Jeanne : ma petite Jeanne, mon deuxième pilier !, merci pour ton soutien, nos longues discussions 

Ƌui ŵ’oŶt souveŶt peƌŵis d’Ǉ voiƌ plus Đlaiƌ et Ƌui ŵ’oŶt ƌeŵotivĠes et surtout merci pour ton 

ouveƌtuƌe d’espƌit et eŶfiŶ EleŶa vorrei semplicemente ringraziarti per esserci sempre stata, per 

avermi tanto incoraggiato e sostenuto !! Je suis ĠgaleŵeŶt ƌavie d’avoiƌ ƌeŶĐoŶtƌĠ les peƌsoŶŶes Ƌui 

sont passées par le labo : les anciens, Matthieu, non je ne passerai pas à MAC !, Arnaud, on 

continuera toujours à (secrètement et confidentiellement) parler polymères, Mélanie miss Security je 

suis ƌavie d’avoiƌ eu toŶ eǆeŵple, HeƌvĠ je Ŷe t’ai pas ďeauĐoup vu ŵais pƌoŵis uŶ jouƌ je ŵe ŵettƌai 

à la chorale ! Ceux qui ont vécu la même chose que moi : Sabri et le Grand Olivier (Monsieur le 

Docteur, le premier !) bien sûr on y est, on est à la fin !! et enfin tous les (« vieux ») nouveaux 

arrivants : Claudio, futur Tony Parker, promis la prochaine tarte au citron meringuée est pour toi, 

Gabriela meu pequeno sorriso de Hollywood, obrigado por la teres estado estes ultimos meses e me 



teres sempre apoiado, Hernando ang aming opisyal na supplier ng kendi, Caroline (Rose) our (official) 

american translator, thanks you so much for your help!, Cynthia ma coéquipière de polymère mais 

également Jessica pour ta bonne humeur quotidienne ! EŶfiŶ, ŵeƌĐi à l’ĠƋuipe du 1er pour toutes nos 

sorties paƌĐe Ƌu’il fallait bien se détendre un peu (heureusement que vous étiez là !) : Nat, 

Guillaume, Matthieu, Rime, Amandine, Lucrezia et Seb (entre autre aussi pour tes leçons et conseils 

sur la rhéologie !).  

 

La thğse Đoŵŵe le dit FƌĠdĠƌiĐ, Đ’est l’appƌeŶtissage du futuƌ ŵaŶageƌ. J’ai doŶĐ eu la ĐhaŶĐe au 

cours de ces trois dernières aŶŶĠes d’avoiƌ des stagiaiƌes : du premieƌ Ƌui ŵ’a fait ĐoŶfiaŶĐe,         

Jean-Pascal à la dernière qui a juste été exceptionnelle Fanny en passant par Aurélien, Charlotte et 

Pauline ! EŶ paƌlaŶt de stagiaiƌe, je Ŷe peuǆ pas t’ouďlieƌ OĐĠaŶe, stagiaiƌe Ġclair de Thierry, quand je 

disais Ƌue la thğse Đ’est la ĐƌĠatioŶ d’aŵitiĠs durables Đ’est aussi à tous les Ŷiveauǆ, ŵaiŶteŶaŶt j’ai 

uŶ pied à teƌƌe à MeluŶ et suƌtout uŶe alliĠe daŶs les foƌĐes de l’oƌdƌe !  

 

Enfin, Frédéric, j’ai ďeauĐoup appƌĠĐiĠ nos longues discussions non scientifiques sur le monde et la 

visioŶ des Đhoses, j’ai ĠŶoƌŵĠŵeŶt ĠvoluĠ eŶ tƌois aŶs et Đ’est aussi (un peu quand même !) grâce à 

vous. Sonia, ŵeƌĐi pouƌ ta ĐoŶfiaŶĐe et toŶ guidage suďtile Ƌui ŵ’oŶt peƌŵis d’avaŶĐeƌ en toute 

liberté et de ŵ’appƌoprier chaque évènement de ce projet. Thierry, que tu as pu me faire rire en trois 

ans, ŵeƌĐi d’avoiƌ toujouƌs mangé aveĐ autaŶt d’appĠtit les gâteauǆ Ƌue j’ai pu faiƌe ! Enfin Guilhem, 

heureusement que tu es arrivé, un peu de bio ne fait pas de mal à ce labo plein de chimiste !  

 

OŶ dit Ƌu’oŶ gaƌde le ŵeilleuƌ pour la fin, les personnes les plus importantes dans ma vie : merci à 

ŵa faŵille et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ŵa ŵaŵaŶ d’avoiƌ ĠtĠ là Đes tƌois deƌŶiğƌes aŶŶĠes (pour la thèse et 

le reste) et bien évidement à mes amis les plus proches : Camillouche, Soso, Cédric (de loin ! ^^) et 

les autres !  
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Les agents chimiques de guerre ou leurs dérivés pesticides sont des molécules toxiques qui 

provoquent une incapacité temporaire ou des dommages permanents sur les êtres humains et les 

animaux. Les agriculteurs et militaires sont les plus exposés à ces substances. Les équipements de 

protection individuelle oŶt été développés daŶs le ďut de protéger l’orgaŶisŵe du coŶtact avec ces 

produits. Cependant, ces équipements limitent les mouvements des personnels intervenants et ne 

sont pas efficaces à ϭϬϬ%. C’est pourquoi des dispositifs protecteurs comme les crèmes barrières ou 

topiques protecteurs cutanés ont été développés en complément. Ces topiques protecteurs cutanés 

sont des formules qui confèrent une barrière entre la peau et le toxique. Ils doivent respecter 

certaines conditions : ġtre faciles d’utilisatioŶ, résistaŶts à l’eŶviroŶŶeŵeŶt extérieur, Ŷe pas gġŶer 

l’utilisateur et ġtre tolérés. La première génération de topiques protecteurs se compose de 

polymères perfluorés conférant une protection efficace contre la pénétration des agents chimiques 

de guerre. Une deuxième génération de topique a ensuite vu le jour, les aTSP pour « active Topical 

Skin Protectant » dans lesquels ont été incorporées des molécules organiques ou inorganiques 

actives eŶ vue d’associer protectioŶ et décoŶtaŵiŶatioŶ pour réduire le teŵps d’actioŶ dans le cas 

d’uŶe coŶtaŵiŶatioŶ. Des actifs trğs proŵetteurs coŵŵe les ŶaŶoparticules oŶt déjà été iŶtégrés 

dans des aTSP en raison de leur capacité d’adsorption et/ou dégradation des agents chimiques.  

 

Une approche récemment développée au laboratoire a été l’associatioŶ covaleŶte de 

nanoparticules avec des polymères perfluorés de type HASE (Hydrophobically Alkali-Soluble 

Emulsions). Cette association prometteuse perŵet d’allier à la fois les propriétés de répulsioŶ (faible 

mouillabilité) des polǇŵğres perfluorés et les propriétés d’aďsorptioŶ et/ou de dégradatioŶ des 

nanoparticules. Egalement, le greffage covalent des nanoparticules à des macromolécules permet de 

diŵiŶuer l’iŵpact écologiƋue des ŶaŶoparticules. EŶfiŶ, l’utilisatioŶ de polǇŵğres perfluorés HASE 

permet de conserver la surface active des objets nanométriques en les dispersant de manière 

homogène et individuelle. En effet, les polymères HASE sont des polymères modificateurs de 

rhéologie, ils possèdent des chaines longues hydrophobes et des fonctions acides. En milieu neutre 

ou basique, les fonctions acides sont ionisées et induisent des répulsions électrostatiques entre les 

chaines de polymère. De plus, les longues chaines hydrocarbonées ou fluorées créent des 

interactions hydrophobes. L’eŶseŵďle provoƋue le déploieŵeŶt des chaiŶes de polǇŵğres daŶs l’eau 

et une augmentation du volume hydrodynamique.  Ces phénomènes permettent la formation d’uŶ 

réseau structuré ou gel tridimensionnel qui déploie les nanoparticules dans le solvant.  

 

Ces nouveaux composés ont montré une efficacité contre la pénétration du paraoxon (un 

pesticide modèle). Cependant, ils ne sont pas utilisables tels quels. En effet, les dépôts de solutions 

de polymères-nanoparticules ne sont pas filmogènes ce qui impacte donc l’hoŵogéŶéité des dépôts 
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en surface et la reproductiďilité des résultats d’efficacité. Il est doŶc Ŷécessaire d’iŶtégrer ces 

nanocomposites dans des formules stables permettant une dispersion homogène des nanoparticules 

et des dépôts filmogènes en surface. AfiŶ de valider ces Ŷouvelles forŵules et les progrğs Ƌu’elles 

perŵetteŶt d’oďteŶir eŶ termes de protectioŶ, des tests d’efficacité doivent être réalisés. Les tests 

d’efficacité peuveŶt ġtre des tests in vivo ou in vitro. Dans les deux cas, le modèle le plus utilisé est le 

porc pour sa similarité avec la peau humaine. Les tests ďiologiƋues s’iŶscriveŶt eŶ géŶéral daŶs uŶe 

démarche respectant la règle des « 3R » (reduce, refine, replace) visaŶt à liŵiter l’utilisatioŶ des 

animaux et à développer des modèles alternatifs pertinents in vitro. Ces derniers objectifs 

constituent les points clés de cette thèse. 

 

Dans le premier chapitre, un état de l’art sur les agents chimiques de guerre, leur moyen de 

pénétration, les topiques protecteurs cutanés et les méthodes in vivo et in vitro utilisées pour 

ŵesurer la péŶétratioŶ et l’efficacité des crğŵes caŶdidates perŵettra d’iŶtroduire la proďléŵatiƋue 

des agents toxiques à la fois dans les domaines civils et ŵilitaires et l’iŶtérġt du développeŵeŶt de 

nouvelles formules protectrices à base de nanoparticules greffées à des polymères HASE fluorés.  

DaŶs le ďut d’uŶe productioŶ iŶdustrielle, la synthèse de ces polymères doit être optimisée. 

Egalement, les propriétés de répulsion des polymères semblent jouer un rôle important dans 

l’efficacité des topiƋues, il serait intéressant de modifier ces polymères pour en augmenter leur 

oléophobie. Ces étapes seront développées dans le chapitre 2. 

EŶ vue d’uŶe utilisatioŶ par des civils ou des ŵilitaires et d’uŶe applicatioŶ à plus large échelle 

(développement cosmétique) la compatibilité entre ces nanocomposites innovants et la peau 

humaine doit être validée. De plus, par aŶticipatioŶ d’uŶ éveŶtuel rejet daŶs l’eŶviroŶŶeŵeŶt, 

l’étude écotoxiƋue de ces Ŷouveaux coŵposés doit ġtre évaluée. Ces études soŶt réalisées daŶs le 

chapitre 3. 

Ces polymères ont ensuite été introduits dans des formulations afin de former des dépôts 

filmogènes et donc une barrière efficace contre la pénétration du paraoxon. La sélection des 

formules efficaces et leurs études de surface et de stabilité sont développées dans le chapitre 4. Le 

chapitre 5 constitue ensuite une étude détaillée des formules les plus efficaces. 

De plus, au cours de cette thğse j’ai pu expériŵeŶter de prğs la difficulté de l’accğs aux explaŶts 

de peaux de cochon (nécessite un certain savoir-faire et du matériel spécifique) et humaines (le peu 

de donneur disponible rend la production faible, longue et très couteuse). En vue de valider 

l’efficacité protectrice des Ŷouvelles crğŵes caŶdidates sur des ŵodğles représeŶtatifs de la peau 

humaine, disponibles et faciles à ŵettre eŶ œuvre, uŶ Ŷouveau ŵodğle d’efficacité utilisant des 

épidermes humains reconstruits a été développé et constitue le chapitre 6. 

 

Le schéma synoptique suivant perŵet de visualiser l’eŶseŵďle de ce manuscrit. 



   Schéma synoptique 

 

5 

 

 

Evaluation de l’efficacité des TSP 

candidats 

Développement d’un 

nouveau modèle  

Développement de  

nouveaux aTSP 

Synthèse de nouveaux réseaux  

actifs de protection 

Evaluation de la sécurité des  

nouveaux actifs 

 
 SiO

2
 

 
 CeO

2
 

Toxicité  
environnementale 

Toxicité cutanée 

NRR HET-CAM 

  

VX 

Ypérite Pesticide

Chapitre 1 

 
 TiO

2
 

Daphnia  
magna 

Chapitre 2 
Chapitre 3 

Chapitre 4 

Chapitre 6 

Odeur 

Etalement 
/ Consistance 

Dépôt 
filmogène 

Homogénéité 

Protection 

Stabilité 

Chapitre 5 



6 

 

 



 
 

 

 

 

 

  

VX Ypérite 

Pesticides 

CHAPITRE 1 

Etat de l’aƌt suƌ les topiƋues pƌoteĐteuƌs ĐutaŶĠs  

vis-à-vis d’ageŶts ĐhiŵiƋues de gueƌƌe et  

leuƌs ŵĠthodes d’ĠvaluatioŶ 



Chapitre 1 

8 
 

  



Les topiques protecteurs cutanés vis-à-vis d’ageŶts ĐhiŵiƋue de gueƌƌe et leuƌs ŵĠthodes d’ĠvaluatioŶ 

9 
 

I. LES AGENTS CHIMIQUES DE GUERRE 

 

Un produit chimique toxique est défini comme : « tout produit chimique qui, par son action 

chimique sur des processus biologiques, peut provoquer chez les êtres humains ou les animaux la 

mort, une incapacité temporaire ou des dommages permanents. Cela comprend tous les produits 

chimiques de ce type, quels qu'en soient l'origine ou le mode de fabrication, qu'ils soient obtenus 

dans des installations, dans des munitions ou ailleurs »1. 

Une arme chimique est de ce fait un produit chimique toxique  destiné à être utilisé en tant que  

« munition et dispositif spécifiquement conçu pour provoquer la mort ou d'autres dommages » dans 

les camps adverses1.  

 

1.1. HISTORIQUE  

 

L’utilisatioŶ d’armes chimiques ƌeŵoŶte à l’AŶtiƋuitĠ2,3 bien que le terme « arme chimique » ne 

convienne  Ƌu’aux ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues d’apƌğs ϭϵϮϱ. L’eŵploi de fuŵĠe ou l’eŵpoisoŶŶeŵeŶt des 

Đouƌs d’eau et des puits pouvaient déjà à cette époque changer le cours des gueƌƌes. C’est aiŶsi Ƌue 

durant la guerre de la ligue Amphictyonique contre la cité de Crissa près de Delphes (VIIème siècle 

avant Jésus-Christ (JC)) l’eŵpoisoŶŶeŵeŶt des eaux du Pleistos aveĐ des ƌaĐiŶes d’ellĠďoƌe eŶ raison 

de leurs effets purgatifs a permis la prise de la cité. De nombreuses tentatives de déstabilisation à 

l’aide de fuŵĠes sulfureuses et suffocantes ont été réalisées. Certaines fonctionnèrent (siège 

d’Aŵďƌasie ϭϴϳ avaŶt JC, Kallinikos et son feu Grégeois 673 (Figure 1-1), etc.) et d’autƌes ĠĐhouğƌeŶt 

en raison des conditions climatiques non prévues (guerre du Péloponnèse 428-424 avant JC).  

Au cours du Moyen-Âge, de nombreuses bombes et gaz à partir d’arsenic, de mercure, de soufre, 

etc. alliés à des plantes toxiques ont été utilisés à la fois contre les ennemis mais également contre 

les populations civiles elles-mêmes (guerre de Trente ans).  

 

 

Figure 1-1 : DessiŶ aŶĐieŶ illustƌaŶt l’utilisatioŶ de ďoŵďes suffoĐaŶtes pouƌ l'aďoƌdage de Ŷaviƌes paƌ les ŵaƌiŶs.2 
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Au cours des guerres du XIXème, ŵalgƌĠ ƋuelƋues teŶtatives d’utilisatioŶ, l’eŵploi d’aƌŵes 

chimiques ƌelevait plus de l’utopie, la plupart des tentatives de recherches furent repoussées et 

interdites par les dirigeants. 

C’est au dĠďut du XXème siècle que leur emploi fut considéré comme potentiellement efficace. De 

nombreux dérivés chlorés, bromés et soufrés ayant des effets lacrymogènes et suffocants furent mis 

au point par les Allemands, suivis des Anglais puis des Français durant la Première Guerre Mondiale 

(Figure 1-2). Tout d’aďoƌd ĐƌitiƋuĠs eŶ ƌaisoŶ de leuƌ iŶstaďilitĠ, de leuƌ ŵise eŶ œuvƌe ŵais 

également de leur dépendance par rapport aux conditions climatiques comme la  température ou le 

vent, ils furent rapidement améliorés et complétés par de meilleurs moyens de dispeƌsioŶ. L’aŶŶĠe 

ϭϵϭϳ ŵaƌƋue uŶ touƌŶaŶt de l’histoiƌe des aƌŵes ĐhiŵiƋues aveĐ l’appaƌitioŶ de Ŷouvelles molécules 

bien plus agressives Đoŵŵe l’YpĠƌite. S’eŶsuit aloƌs un véritable engouement et une recherche active 

sur ces nouveaux produits chimiques. Des molécules attaquant directement le système nerveux 

telles que le sarin, le tabun ou encore le soman furent mises au point. Après la Seconde Guerre 

MoŶdiale, uŶe Ŷouvelle ĐatĠgoƌie d’ageŶt dĠveloppĠe tout d’aďoƌd paƌ les AŶglais vit le jour : les 

agents neurotoxiques V, bien plus stables et plus toxiques que le sarin dont le plus connu est le VX (la 

version américaine). 

 

 

Figure 1-2  : Photos d’attaƋues au Đouƌs de la Pƌeŵiğƌe gueƌƌe ŵoŶdiale par des gaz de chlore par les Anglais (Loos, 1915, 

A), de lacrymogènes (B) et de phosgènes (Carnoy 1916, C) par les Allemands.2 

 

1.2. REGLEMENTATION 

               

L’utilisatioŶ d’aƌŵes ĐhiŵiƋues Ƌuelle Ƌu’elle soit a toujouƌs ĠtĠ viveŵeŶt ĐƌitiƋuĠe paƌ l’opiŶioŶ 

publique. Déjà en 1675 un traité signé entre l’AlleŵagŶe et la FƌaŶĐe interdisait l’utilisatioŶ de ďalles 

empoisonnées. En 1874,  la Convention de Bruxelles interdisait l'emploi de poison ou d'armes 

empoisonnées. En 1899, cet accord fut complété au cours de la première conférence internationale 

de la paix à La Haye par l’iŶteƌdiĐtioŶ de l'emploi de projectiles chargés de gaz toxique. Cependant, 

Đoŵŵe Ŷous l’avoŶs vu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, Đes aĐĐoƌds Ŷ’oŶt ŵalheuƌeuseŵeŶt pas eŵpġĐhĠ 

l’utilisatioŶ ŵassive de ces armes chimiques4. C’est aiŶsi Ƌu’apƌğs la Première Guerre Mondiale, 

s’ouvƌe à GeŶğve sous l’Ġgide de la SoĐiĠtĠ des Nations (qui deviendra plus tard l’OƌgaŶisatioŶ des 

(A)                                                      (B)                                                                       (C) 
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Nations Unis) une conférence qui aboutit en juin 1925 au Protocole de Genève5 prohibant l'emploi à 

la guerre de gaz asphyxiants, toxiques ou similaires et de moyens bactériologiques. Cependant, ce 

deƌŶieƌ Ŷe ĐoŶstituait Ƌu’uŶ eŶgageŵeŶt ŵoƌal des signataires à ne plus utiliser les armes chimiques 

et biologiques. Il fallut attendre le milieu de la guerre froide, pouƌ Ƌue l’ĠvolutioŶ des ŵeŶtalitĠs et la 

réelle menace des armes chimiques, dite de destruction massive, ne fassent réagir les 

gouveƌŶeŵeŶts et aďoutisseŶt eŶ ϭϵϵϯ à la sigŶatuƌe de la CoŶveŶtioŶ suƌ l’IŶteƌdiĐtioŶ des Aƌŵes 

Chimique (CIAC) à Paris1. Le 14 janvier 1993, 117 pays signent déjà la Convention, suivis dans les 

années suivantes par 51 autres pays ; depuis les années 2000, 22 pays coŵŵe le LiďaŶ et l’IƌaƋ et 

pour finir la Syrie viennent compléter la liste des membres de la Convention. De nos jours, seuls 4 

paǇs Ŷ’oŶt pas sigŶĠ la ĐoŶveŶtioŶ : le SoudaŶ du Sud, l’Angola, l’Égypte et la Corée du Nord. Cette 

convention est bien plus complète que les précédents traités et accords car elle interdit à la fois 

l’utilisatioŶ, la ŵise au poiŶt, la faďƌiĐatioŶ, l’aĐƋuisitioŶ, le stoĐkage ou le tƌaŶsfeƌt d’aƌŵes 

chimiques mais oblige également leur destruction et le démantèlement des usines de production.  

La ƋuestioŶ des aƌŵes ĐhiŵiƋues seŵďle doŶĐ ƌĠsolue ŵġŵe s’il ƌeste ƋuelƋues poiŶts à 

régler comme : 

- le ƌespeĐt et la ƌatifiĐatioŶ de la ĐoŶveŶtioŶ daŶs les paǇs sigŶataiƌes ;paƌ exeŵple l’Ġtat d’Isƌaël 

a signé la ĐoŶveŶtioŶ eŶ ϭϵϵϯ et Ŷe l’a toujouƌs pas ƌatifiĠͿ 

- il faut ensuite répertorier et récupérer les stocks d’aƌŵes ĐhiŵiƋues. Cela ƌeste faĐileŵeŶt 

réalisable en ce qui concerne des productions à des fins militaires mais il devient plus difficile de 

détecter une production clandestine à des fins terroristes. Les attaques terroristes de la secte 

Aum Shinrikyo de 1994 (Matsumo)6 et 1995 (métro de Tokyo)7 confirment les craintes de 

l’utilisatioŶ teƌƌoƌiste de Đes aƌŵes. 

- enfin le démantèlement et la destruction des armes restent compliqués. Le premier obus datant 

de la Première Guerre Mondiale fut détruit de manière sécurisée et sans danger pour 

l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt eŶ FƌaŶĐe eŶ ϮϬϬϱ8. En effet, bien que le projet ait été confié à la Direction 

GĠŶĠƌale de L’AƌŵeŵeŶt ;DGA) en 1997, la création d’uŶe iŶstallatioŶ spĠĐialisĠe et sĠĐuƌisĠe 

appelée SECOIA (Site d’ÉliŵiŶatioŶ des ChaƌgeŵeŶts d’Oďjets IdeŶtifiĠs AŶĐieŶs) pour le 

démantèlement ou la destruction de ces armes est longue et couteuse (budget estimé à 

100 ŵillioŶs d’euƌosͿ. De plus dans ce cadre, même en dehors du champ de bataille ou 

d’attaƋues teƌƌoƌistes, le ƌisƋue liĠ à l’expositioŶ de telles suďstaŶĐes ƌeste ĠlevĠ pour les 

manipulateurs. 

 

Depuis quelques années se pose également un autre problème lié à des dérivés de ces armes 

chimiques : les pesticides. Ces molécules sont synthétisées à des fins agroalimentaires pour protéger 

les récoltes des insectes ou d’autres invasifs. Cependant, aveĐ l’aƌƌivĠe des pestiĐides de Ŷoŵďƌeuses 
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maladies sont apparues directement liées à leur utilisation (comme par exemple des cancers et des 

désordres neurologiques qui font des pesticides des substances CMR ou potentiellement CMR (pour 

les nouvelles molécules)9. L’expositioŶ peut ġtƌe diƌeĐte ;iŶgestioŶ, iŶhalatioŶ, ĐoŶtaĐt cutané)9–11 ou 

indirecte (résidus contenus dans les aliments)11, ainsi l’utilisatioŶ des pestiĐides pose un véritable 

problème de santé publique10,11. Ceux-Đi soŶt d’ailleuƌs foƌteŵeŶt réglementés en Europe12 et leur 

liste positive est dispoŶiďle suƌ le site du MiŶistğƌe de l’AgƌiĐultuƌe et de l’AgƌoaliŵeŶtaiƌe13. 

 

1.3. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES ET TOXIQUES DES AGENTS CHIMIQUES 

 

Les armes chimiques se différencient en deux grandes catégories : les agents vésicants, ce sont les 

plus anciens, ils ont été mis au point pour la plupart avant ou au cours de la Première guerre 

mondiale ; et les agents neurotoxiques, plus récents, découverts peu avant la Seconde guerre 

mondiale qui ont été rapidement utilisés comme armes chimiques mais également développés en 

tant que pesticides. Outre ces ageŶts, d’autƌes ŵolĠĐules Đoŵŵe les agents neutralisants (gaz 

lacrymogènes) ou hémotoxiques (à base de cyanure) existent. Ici ne seront développés que les 

agents vésicants et neurotoxiques militaires et pesticides civils. 

 

1.1.1. Les agents vésicants 

 

Le plus connu des agents vésicants est le gaz moutarde ou Ypérite (utilisé pour la première fois 

daŶs la ƌĠgioŶ d’Ypƌes eŶ AlleŵagŶe eŶ  ϭϵϭϳͿ. Cette YpĠƌite au soufƌe possĠdaŶt l’odeuƌ 

caractéristique de la moutarde ;d’où soŶ ŶoŵͿ a ĠtĠ dĠƌivĠe en YpĠƌite à l’azote aǇaŶt l’avaŶtage 

d’ġtƌe iŶodoƌe à l’Ġtat puƌ. D’autƌes ageŶts vĠsiĐaŶts Đoŵŵe la Leǁisite et l’oxiŵe phosgğŶe fuƌeŶt 

synthétisés mais jamais utilisés en tant que tels sur un champ de bataille et ne seront pas développés 

ici. Les propriétés physicochimiques des Ypérites sont décrites dans le Tableau 1-1. 

Le gaz ŵoutaƌde tout Đoŵŵe l’Ypérite à l’azote attaƋue tous les tissus avec lesquels ils rentrent 

en contact. Les pulvérisations ou aérosols ont été la manière la plus répandue de diffuser ces agents 

chimiques. Paƌ ĐoŶtaĐt oĐulaiƌe, les pƌeŵieƌs sigŶes toxiƋues d’uŶe ĐoŶtaŵiŶatioŶ au gaz ŵoutaƌde 

soŶt l’appaƌitioŶ de photophobie, d’iƌƌitatioŶs et de blépharospasmes (contraction involontaire et 

ƌĠpĠtĠ des paupiğƌesͿ. Paƌ ĐoŶtaĐt aveĐ les voies ƌespiƌatoiƌes, des œdğŵes et ulĐĠƌatioŶs 

pulmonaires sont à redouter. Enfin, par voie cutanée, l’appaƌitioŶ de ĐloƋues et de graves brûlures 

seront les premiers symptômes (Figure 1-3). DaŶs l’eŶseŵďle, la cause de ces symptômes vient de la 

nécrose et du décollement des tissus épithéliaux induite par les Ypérites.14,15 
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Figure 1-3 : Tests de brulure au gaz moutarde sur l'avant-ďƌas d’uŶ soldat. 

Photographie du National Museum of Heath and Medecin.16 

 

De plus, en raison de leur lipophilie ils ont une grande capacité de pénétration et sont très 

persistants. Ils passent tous les types de tissus et même le caoutchouc et sont volatiles, il est donc 

nécessaire de se protéger avec des équipements adéquats. Ils peuvent donc également rapidement 

traverser les tissus épithéliaux, se retrouver dans le sang et induire des effets toxiques systémiques 

se traduisant par des nausées, vomissements, fièvre ou malaises.14,15 

 

Tableau 1-1 : Propriétés physicochimiques et toxicité des Ypérites.14,15 

Propriétés Ypérite au soufre (HD ou gaz moutarde) YpĠƌite à l’azote (HN-3) 

Numéro CAS 505-60-2 555-77-1 

Formule chimique S(CH2-CH2-Cl)2 N(CH2-CH2-Cl)3 

Structure 
 

 

Masse moléculaire 159 g.mol-1 204 g.mol-1 

Etat physique (25°C) Liquide huileux incolore ou jaunâtre Liquide huileux incolore à jaune brunâtre 

Odeur Odeur de moutarde 
IŶodoƌe à l’Ġtat puƌ à odeuƌ de poissoŶ ou 

savon si impure 

Pression de vapeur 

(25°C) 
0,11 mmHg 0,01 mmHg 

Solubilité 
paƌtielleŵeŶt soluďle daŶs l’eau, soluďle daŶs 

les solvants organiques 

faiďle daŶs l’eau, soluďle dans les solvants 

organiques 

DL50 percutanée 

liquide 
1400 mg/70kg 1400 mg/70kg 

DL50 percutanée 

vapeur 
10 000 mg.min.m3 10 000 mg.min.m3 
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La toxicité de ces agents dépend de l’huŵiditĠ ƌelative et de la teŵpĠƌatuƌe, plus il fait Đhaud et 

humide plus les Ypérites seƌoŶt toxiƋues Đaƌ elles pĠŶğtƌeƌoŶt ŵieux daŶs l’oƌgaŶisŵe (en 

augŵeŶtaŶt la teŵpĠƌatuƌe d’eŶviƌoŶ ϭϬ°C pouƌ une humidité relative de 46-48%, la pénétration est 

presque doublée : de 0.18 à 0.3mg/cm²/min) 14. Les effets à long terme suite à des expositions aiguës 

(étude sur des vétérans de guerre et des animaux) sont de l’iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe favorisant les 

infections secondaires et certains effets génotoxiques, mutagènes et carcinogènes. Suite  à une 

exposition cutanée longue chez le rat (exposition aigue de 0,1mg/m3 pendant 6,5h puis 2,5µg/m3 

pendant les semaines suivantes) des tumeurs cutanées ont été diagnostiquées.14,15 

Le mécanisme d’aĐtioŶ du gaz ŵoutaƌde ;et plus gĠŶĠƌaleŵeŶt les YpĠƌites à l’azoteͿ Ŷ’est pas 

encore totalement connu. Leur effet alkylant, Đ’est à diƌe Ƌu’ils voŶt ajouteƌ des gƌoupeŵeŶts alkǇles 

aux molécules auxquelles ils se lient a été démontré.  Leurs principales Điďles soŶt l’ADN, la 

glutathioŶŶe et les thiols. EŶ se liaŶt à l’ADN ils provoquent des mutations et aberrations 

chromosomiques induisant des effets génotoxiques, mutagènes et carcinogènes14. La déplétion en 

thiols provoque une augmentatioŶ du ĐalĐiuŵ iŶtƌaĐellulaiƌe ĐoŶduisaŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt à l’apoptose 

des Đellules. La dĠplĠtioŶ eŶ glutathioŶŶe iŶduit la liďĠƌatioŶ d’espğĐes ƌĠaĐtives de l’oxǇgğŶe et la 

peroxydation lipidique des membranes cellulaires. Les enzymes sont relarguées dans le cytosol ce qui 

induit également un apoptose cellulaire14. L’eŶseŵďle aďoutissaŶt ŵaĐƌosĐopiquement à une grande 

inflammation des tissus. 

 

1.1.2. Les composés organophosphorés (COPs)  

 

Les COP se décrivent en tant que neurotoxiques organophosphorés (fin militaire) (NOPs) et 

pesticides organophosphorés (fin civile) (POPs).  

 

• Les neurotoxiques organophosphorés 

 

Les NOPs se distinguent en deux catégories : les agents G (tabun (GA), sarin (GB) et soman (GD)), 

foƌteŵeŶt volatils doŶt les deux voies pƌiŶĐipales de ĐoŶtaĐt soŶt l’iŶhalatioŶ et le ĐoŶtaĐt ĐutaŶĠ ; et 

les agents V, toxiques surtout par voie cutanée car peu volatils dont le plus connu est le VX. Les 

expositions à ces agents ont principalement eu lieu sur le champ de bataille ou daŶs le Đas d’attaƋues 

terroristes (sarin).6,7 Les propriétés physicochimiques des NOPs sont décrites dans le Tableau 1-2. 

Les sǇŵptôŵes d’uŶe iŶtoxiĐatioŶ aiguë aux NOPs sont les suivants : sécrétions excessives 

pulmonaires, salivaires, oculaires et intestinales, forte transpiration, myosis, spasmes bronchiques, 

troubles moteurs gastro-intestinaux, bradycardie, fasciculations musculaires (trouble musculaire 
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involontaire), spasmes, faiblesse, paralysie, perte de conscience, convulsions, dépression du système 

respiratoire central jusƋu’à la ŵoƌt de l’iŶdividu.17,18 

 

Tableau 1-2 : Propriétés physicochimiques et toxicité des principaux NOPs.15,17 

Propriétés Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) VX 

Numéro CAS 77-81-6 107-44-8 96-64-0 50782-69-9 

Formule chimique C5H11N2O2P C4H10FO2P C7H16FO2P C11H26NO2PS 

Structure 

   
 

Masse moléculaire 162 g.mol-1 140 g.mol-1 182 g.mol-1 267 g.mol-1 

Etat physique (25°C) 
Liquide incolore à 

marron 
Liquide incolore Liquide incolore Liquide incolore 

Odeur 

Faiblement fruitée 

(amande amère) à 

inodore 

Inodore Odeur fruitée Inodore 

SoluďilitĠ daŶs l’eau 72 g.L-1 à 25°C Miscible 20,9 g.L-1 à 25°C 29,9 g.L-1 à 25°C 

Pression de vapeur 

(25°C) 
5,70.10-2 mmHg 2,48 mmHg 0,4 mmHg 8,78.10-4 mmHg 

Volatilité (mg.m3) 5,0.10-2 1,9.104 3,9.103 nulle 

DL50 percutanée 

liquide  
1500 mg/70kg 1700 mg/70kg 350 mg/70kg 5 mg/70kg 

DL50 percutanée 

vapeur  
15000 mg.min.m3 12000 mg.min.m3 3000 mg.min.m3 150 mg.min.m3 

 

• Les pesticides organophosphorés 

 

Les POPs ont été développés en même temps que la recherche sur les nouveaux NOPs vers le 

milieu de la Guerre froide. Ceux-Đi oŶt vu leuƌ essoƌ eŶ pleiŶe expaŶsioŶ du fait de l’iŶteƌdiĐtioŶ de 

certains pesticides organochlorés comme le DDT (dichloro-diphényl-trichloroéthane) lipophile, 

hautement bioacccumulable et toxique pour la faune, la flore et même la santé humaine19. Les plus 

connus sont le Chlorpyrifos, le Fenthion, le Malathion ainsi que le Parathion et son métabolite le 

Paraoxon10. Leur degré de toxicité est également lié à la composition de leur formulation qui peut 

augmenter la toxicité intrinsèque de la molécule. Ces agents sont toxiques par inhalation et contact 

cutané mais également fortement toxiques par ingestion (prise volontaire). Les propriétés 

physicochimiques des principaux POPs sont décrites dans le Tableau 1-3. 
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Les pƌeŵieƌs sǇŵptôŵes d’uŶe iŶtoxiĐatioŶ aux POPs sont des troubles respiratoires, oculaires, 

vomissements, malaises. Ces substances classées comme CMR peuvent également provoquer des  

ĐaŶĐeƌs  et ŵġŵe la ŵoƌt de l’iŶdividu daŶs des Đas extƌġŵes d’expositioŶ (protection insuffisante de 

l’iŶdividu, iŶtoxiĐatioŶ voloŶtaiƌe, suƌexpositioŶ, etĐ.Ϳ.  

 

Tableau 1-3 : Propriétés physicochimiques des principaux POPs.18,20 

Propriétés Chlorpyrifos Fenthion Malathion Parathion Paraoxon (POX) 

Numéro CAS 2921-88-2 55-38-9 121-75-5 56-38-2 311-45-5 

Formule 

chimique 
C9H11Cl3NO3PS C10H15O3PS2 C10H19O6PS2 C10H14NO5PS C10H14NO6P 

Structure 

   

 

Masse 

moléculaire 
351 g.mol-1 278 g.mol-1 330 g.mol-1 291 g.mol-1 275 g.mol-1 

Etat physique 

(25°C) 

solide cristallin de 

couleur ambre 

liquide huileux 

incolore 

liquide transparent 

marron jaune 

liquide huileux 

jaune pâle 

liquide huileux 

jaune pâle 

Odeur acre et pénétrante ail ail ~ phénol faible odeur 

Densité 

liquide 
mg/L à20°C 1.25mg/L à20°C 1,23 mg/L à20°C 1,26 mg/L à20°C 1,27 mg/L à20°C 

Solubilité 

daŶs l’eau 
2 g.L-1 à 25°C 0.055g.L-1 à 20°C 0,145 g.L-1 à 25°C 0,02 g.L-1 à 25°C 2,4 g.L-1 à 25°C 

Pression de 

vapeur 

7,6.10-6 mmHg à 

20°C 
négligeable 4.10-5 mmHg à 20°C 

3,8.10-5 mmHg à 

20°C 

1,1.10-6 mmHg à 

20°C 

Log Ko/w 4.7 - 2,36 3,83 1,98 

DL50 oral (rat) 941 mg/kg 255 mg/kg 885 mg/kg 3mg/kg - 

DL50 

percutanée 

(lapin) 

- 330 mg/kg 4 g/kg 6.8 mg/kg - 

Autorisation 

autorisé dans la 

composition de 

formulation 

spécifiques, pas 

d’ĠpaŶdage 
possible 

interdit depuis 

2004 en Europe 

interdit depuis 

2008 en Europe 

interdit depuis 

2003 en Europe 

interdit depuis 

2003 en Europe 

 

 

• MĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ des COP 

 

Le mécanisme d’aĐtioŶ des NOPs et POPs est le même : ils phosphorylent et inhibent les 

cholinestérases (ChE) (Figure 1-4).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
http://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphore
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Ces enzymes sont responsables au niveau des synapses et jonctions neuromusculaires du clivage 

de ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌs tels Ƌue l’aĐĠtǇlĐholiŶe ;AChͿ afiŶ de peƌŵettƌe leuƌ ƌeĐǇĐlage et uŶ ƌetour à 

l’Ġtat de ƌepos du ŶeuƌoŶe présynaptique. AiŶsi l’aĐĐuŵulatioŶ de ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ ďloƋue le 

système nerveux ĐeŶtƌal ou pĠƌiphĠƌiƋue seloŶ la voie d’expositioŶ daŶs uŶ Ġtat exĐitĠ, la ĐoŶduĐtioŶ 

nerveuse ne pouvant plus se faire. Les COPs peuvent aussi agir sur les ChE présentes dans les 

gloďules ƌouges de la ĐiƌĐulatioŶ saŶguiŶe, ĐepeŶdaŶt il Ŷ’Ǉ a de ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe effet toxiƋue et 

aĐtioŶ sǇstĠŵiƋue Ƌu’à hauteuƌ d’uŶ taux d’iŶhiďitioŶ de ϴϬ%. D’autƌes eŶzǇŵes de dĠtoxifiĐatioŶ 

comme les carboxylesterases et A-esterases peuvent être inhibées.10,17 

 

 

Figure 1-4 : Mécanisme d'inhibition des cholinestérases par les OP.21 

 

 

La toxicité des COP dépend essentiellement de la voie d’expositioŶ ;ĐoŶtaĐt ĐutaŶĠ, iŶhalatioŶ ou 

iŶgestioŶͿ du tǇpe d’expositioŶ ;aigüe ou ĐhƌoŶiƋueͿ ŵais ĠgaleŵeŶt du degƌĠ de toxiĐitĠ iŶtƌiŶsğƋue 

des agents. Les NOPs visent les ChE humaines tandis que les POPs ont pour cible des ChE spécifiques 

aux oƌgaŶisŵes Ŷuisiďles pouƌ l’hoŵŵe et les Đultuƌes agƌiĐoles ;iŶseĐtes, plaŶtes, ĐhaŵpigŶoŶs, 

etc.). Cependant, des inhibitions non spécifiques entre ces POPs et les ChE humaines sont 

responsables de graves effets secondaires9,11. Par contact cutané il est à noter que leur degré de 

toxicité est directement lié à leur capacité à pénétrer la barrière cutanée. La pénétration du VX par 

ƌappoƌt à Đelle du paƌaoxoŶ est ϱϯϬ fois plus ĠlevĠe suƌ peau d’oƌeille de ĐoĐhoŶ exĐisĠe ;flux 

maximal de pénétration respectif : 5,3±1%Q0/h vs 0,01±0,01%Q0/h)22,23 et 5-6 fois plus élevée sur 

peau abdominale humaine excisée22,24 (flux maximal de pénétration respectif : 0,5±0,3%Q0/h vs 

0,09±0,01%Q0/h). Le VX pénétrant plus facilement la barrière cutanée est bien plus toxique que le 

POX par contact cutané.  
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II. LA PENETRATION PERCUTANEE 

 

Paƌŵi les voies d’expositioŶ aux ageŶts ĐhiŵiƋues de gueƌƌe et pestiĐides, uŶe des pƌiŶĐipales 

voies d’eŶtƌĠe est le contact cutané. La peau est une enveloppe protectrice permettant la séparation 

entre les organes (l’intérieur) et les agressions environnementales (l’extérieur). Sa perméabilité à un 

agent toxique est dépendante de son anatomie, de sa fonction barrière, de ses paramètres 

intrinsèques et des paramètres physicochimiques de la ŵolĠĐule. LoƌsƋue l’oŶ veut Ġtudieƌ uŶe 

molécule toxique par contact cutané on étudie donc sa capacité à pénétrer la barrière cutanée.  

 

2.1. LA PEAU : STRUCTURE ET PRINCIPALES FONCTIONS 

 

La peau est un organe important d’eŶviƌoŶ Ϯŵ² pour un homme de 70kg et correspond à environ 

15-20% de sa masse corporelle. En perpétuelle iŶteƌaĐtioŶ aveĐ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt, elle fait office de 

barrière physique entre l’extĠƌieuƌ et l’iŶtĠƌieuƌ de l’oƌgaŶisŵe. BieŶ Ƌue seŵi-perméable, elle 

permet de contenir les fluides corporels comme le sang et la lymphe et limite la perte en eau de 

l’oƌgaŶisme. Elle est composée de 3 couches distinctes : l’Ġpideƌŵe, le deƌŵe et l’hǇpodeƌŵe (Figure 

1-5). Brièvement, l’épiderme et particulièrement sa première couche le stratum corneum (SC) (Figure 

1-6) confère sa fonction barrière à la peau contre les agressions environnementales (physiques, 

chimiques, pathogènes ou photobiologiques). Le derme, tissu conjonctif nourricier sert de support 

aux vaisseaux saŶguiŶs et Ŷeƌfs. Il foƌŵe l’esseŶtiel de l’Ġpaisseuƌ ĐutaŶĠe et hĠďeƌge de petits 

organes autonomes que sont les annexes de la peau (poils, glandes, etc) permettant la 

theƌŵoƌĠgulatioŶ de l’oƌgaŶisŵe. Le deƌŵe est ĐoŵposĠ d’uŶe ĐhaƌpeŶte de fiďƌes d’ĠlastiŶe, de 

collagène et de réticuline lui conférant ses propriétés biomécaniques, élastiques et de résistance. Les 

fibres baignent dans une substance fondamentale et du gel colloïdal amorphe. Les fibroblastes sont 

responsables de la production de collagène et de substance fondamentale. La cohésion entre derme 

et épiderme est assurée par la membrane basale, feutrage de collagène IV lié aux kératinocytes 

épidermiques par des hémidesmosomes. L’hypoderme contient les  adipocytes mais également des 

vaisseaux saŶguiŶs et des Ŷeƌfs. Les adipoĐǇtes joueŶt le ƌôle d’isolaŶt theƌŵiƋue et ŵĠĐaŶiƋue ainsi 

que de réserve énergétique.25 

 

Outre sa principale fonction barrière, ses propriétés biomécaniques, élastiques et de résistance, 

sa fonction de thermorégulation, la peau a également un rôle immunitaire avec les cellules 

dendritiques de Langerhans (épiderme, Figure 1-6), ossidificateur et aŶdƌogĠŶiƋue puisƋu’elle est le 

siğge de pƌoduĐtioŶ de vitaŵiŶe D ŶĠĐessaiƌe à l’aďsoƌptioŶ de ĐalĐiuŵ daŶs les iŶtestiŶs et de la 

conversion de la testostérone en dihydrotestostérone active. 
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Figure 1-5 : Représentation schématique des couches cutanées (schéma modifié de Servier Medical Art26) 

 

2.2. L’EPIDERME : STRUCTURE ET FONCTION BARRIERE 

 

L’Ġpideƌŵe est uŶ ĠpithĠliuŵ de ƌevġteŵeŶt paviŵeŶteux ;les Đellules de sa ĐouĐhe supeƌfiĐielle 

sont plates), pluristratifié et complètement avascularisé. Il protège le derme qui bien que résistant 

ŵĠĐaŶiƋueŵeŶt est hǇdƌophile et Ŷ’a pas de foŶĐtioŶ ďaƌƌiğƌe. Il est composé de 4 couches jointives 

(Figure 1-6) doŶt l’Ġpaisseur varie selon le site anatomique : de 0,6mm environ au niveau des mains, 

il peut atteindre 1,2mm sur la plante des pieds ou Ŷ’ġtƌe que de 0,05-0,08mm au niveau du visage. La 

pƌeŵiğƌe ĐouĐhe la plus à l’extĠƌieuƌe foƌŵe la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe ;Ġpideƌŵe ŵoƌt ou stratum corneum) 

et les tƌois ĐouĐhes plus pƌofoŶdes l’Ġpideƌŵe vivaŶt. Au Ŷiveau de la plaŶte des pieds et la paume 

des mains une couche supplĠŵeŶtaiƌe, la ĐouĐhe Đlaiƌe, est pƌĠseŶte eŶtƌe l’Ġpideƌŵe vivaŶt et la 

couche cornée. 25,27,28 

 

L’Ġpideƌŵe est ĐoŶstituĠ en grande majorité de kératinocytes (80% de la population cellulaire) 

(Figure 1-6). Ces cellules sont produites à partir de la ĐouĐhe la plus pƌofoŶde de l’Ġpideƌŵe ;la 

couche basale) et migrent vers la surface. Au cours de cette migration, les kératinocytes se 

différencient, perdent ensuite leur capacité de division puis vont mourir au niveau de la couche 

cornée sous forme de cellules anucléées se desquamant appelées cornéocytes. Leur cycle de 

migration de la lame basale vers la couche cornée dure entre 5 et 30 jours selon le site anatomique. 

Au contraire, la différenciation terminale des kératinocytes en cornéocytes est très courte (24h) ce 

Ƌui peƌŵet uŶe ƌĠpaƌatioŶ ƌapide des doŵŵages supeƌfiĐiels ĐausĠs à l’Ġpideƌŵe. L’Ġpideƌŵe 

contient également les mélanocytes, cellules dendritiques responsables de la synthèse de mélanines 
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conférant des propriétés de photoprotection à la peau ; les cellules de Langerhans (fonction 

immunitaire) et les cellules de Merckel (propriétés sensorielles). 25,27,28 

 

 

 

Figure 1-6 : Représentation schématique des couches épidermiques (schéma modifié de Servier Medical Art26) 

 

La fonction barrière de la peau est principalement conférée par la couche cornée et 

particulièrement la couche compacte située en dessous de la couche desquamante (la plus externe), 

Ƌui Đoŵŵe soŶ Ŷoŵ l’iŶdiƋue est le lieu où les ĐoƌŶĠocytes se détachent de la peau et qui 

permettent le ƌeŶouvelleŵeŶt de l’Ġpideƌŵe.  

 

La couche cornée peut être comparée à un mur de briques que sont les cornéocytes et dont le 

mortier est la matrice lipidique extracellulaire assuƌaŶt l’iŵpeƌŵĠaďilitĠ de l’Ġpideƌŵe (Figure 1-6). 

Cette matrice de lipide est composée essentiellement de céramides, d’acides gras libres et de 

cholestérol. Son arrangement en bicouches lipidiques orientées permet de créer un filtre 

hydrophobe très serré. Elle est synthétisée dans les sous-couches épidermiques par les kératinocytes 

dans les corps lamellaires d’OdlaŶd, et libérée daŶs l’espaĐe iŶteƌĐellulaire lors de la mort des 

kératinocytes à l’iŶteƌfaĐe des ĐouĐhes gƌaŶuleuses et cornées. Les cornéocytes, contenant eux 

essentiellement une protéine, la kératine, protéine très résistante plutôt hydrophile qui permet une 

résistance aux agents chimiques.  

 

Sur la couche cornée se trouve le film hydrolipidique issu de la kératinisation épidermique 

(desquamation des cornéocytes) qui peut se comparer à une émulsion eau dans huile. La phase 

aqueuse contient diverses substances minérales (sels et ions) ou organiques (urée, acides aminées et 

métabolites du glucose) et est responsable du pH acide de la peau (pH 5-6). La phase lipidique est le 

sébum contenant principalement des triglycérides, des cires et squalènes. Ce film hydrolipidique de 
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par son acidité et sa composition en lipide confère à la fois une protection contre la pénétration de 

substances exogènes et la croissance de germes pathogènes et permet également de limiter la perte 

eŶ eau de l’Ġpideƌme. 25,27,28 

 

2.3. L’ABSORPTION PERCUTANEE 

 

AvaŶt Ƌu’uŶe ŵolĠĐule Ŷe ƌeŶtƌe daŶs l’oƌgaŶisŵe et iŶduiseŶt des effets toxiƋues, il faut doŶĐ 

Ƌu’elle passe la barrière cutanée (principalement la couche cornée et secondairement le film 

hydrolipidique).  

 

2.3.1. Mécanisme de l’aďsorption percutanée 

 

L’aďsoƌptioŶ peƌĐutaŶĠe ĐoŶĐeƌŶe l’aďsoƌptioŶ de suďstaŶĐes exogğŶes au tƌaveƌs de l’Ġpideƌŵe 

jusƋue daŶs le plasŵa. C’est uŶ phĠŶoŵğŶe de diffusioŶ passive Ƌui s’exeƌĐe au Ŷiveau de ĐhaĐuŶe 

des couches de la peau (Figure 1-7).  

 

 

 

Figure 1-7 : L'absorption cutanée. 

 

 

 



Chapitre 1 

22 
 

Elle se divise en trois étapes29 : 

1- La ŵolĠĐule doit d’aďoƌd Ƌuitteƌ soŶ exĐipieŶt et se disperser dans le film hydrolipidique ou sur la 

couche cornée, Đ’est la phase de contact. La pénétration du produit est facilitée en fonction du 

paƌtage au Ŷiveau de l’iŶteƌfaĐe suďstaŶĐe/ĐouĐhe ĐoƌŶĠe lié à la nature physicochimique de la 

molécule (hydrophilie/lipophilie). 

2- Elle doit eŶsuite tƌaveƌseƌ la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe, Đ’est la phase de pénétration ou diffusion. Elle 

diffuse eŶsuite daŶs toute les ĐouĐhe l’Ġpideƌŵe vivaŶt, le deƌŵe et les aŶŶexes au Đouƌs de 

laquelle il peut y avoir stockage ou transformation métabolique (appelé biotransformation 

cutanée). Cette phase est l’Ġtape la plus leŶte et liŵitaŶte. 

3- Au niveau du derme, les molécules entrent en contact avec le système vasculaire capillaire ou 

lymphatiƋue et peuveŶt eŵpƌuŶteƌ la voie sǇstĠŵiƋue, Đ’est la phase de résorption ou continuer 

ĠgaleŵeŶt à pĠŶĠtƌeƌ l’hǇpodeƌŵe et les tissus sous-cutanés. 

Chaque étape se caractérise par une vitesse propre dépendante des caractéristiques 

physicochimiques de la molécule/excipient des tissus cutanés, la vitesse du processus global 

dĠpeŶdaŶt suƌtout de l’Ġtape la plus leŶte et limitante à savoir la phase de pénétration à travers la 

couche cornée. 

 

2.3.2. Les voies de passage de l’aďsorption percutanée 

 

La diffusioŶ des ŵolĠĐules de l’extĠƌieuƌ veƌs l’iŶtĠƌieuƌ de l’Ġpideƌŵe au tƌaveƌs de la ĐouĐhe 

ĐoƌŶĠe est uŶe diffusioŶ de tǇpe passive puisƋu’elle Ŷe ŶĠĐessite pas d’ĠŶeƌgie. Elle peut se faiƌe 

selon trois voies principales (Figure 1-8) 25,27,28 : 

 La voie transcellulaire, qui correspond à une diffusion à travers les cornéocytes et la matrice 

extracellulaire lipidique.  

 La voie intercellulaire, loŶgue et toƌtueuse du fait de l’aƌƌaŶgeŵeŶt eŶ ďƌiƋue de la ĐouĐhe 

cornée qui correspond à un passage entre les cornéocytes dans le mortier lipidique. 

L’aƌƌaŶgeŵeŶt ĐoŵpaĐt de la ŵatƌiĐe lipidiƋue peƌŵet d’exĐluƌe le passage de ŵolĠĐules 

supérieures à 500 Da (Figure 1-9). 

 La voie transfolliculaire, le long des poils et glandes sébacées et sudoripares est une voie 

favorisant la pénétration des molécules dans certaines régions du corps uniquement.  
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Figure 1-8 : Les différentes voies de passage des molécules au travers de la couche cornée.25 

 

En fonction de la nature physicochimique de la molécule et en raison de la nature de la couche 

cornée, on peut résumer de la manière schématique suivante le passage des molécules : 

Une substance hydrophile, de par la nature hydrophobe de la couche cornée ne pénètrera pas 

facilement la barrière cutaŶĠe taŶt Ƌue l’iŶtĠgƌitĠ de la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe est ĐoŶseƌvĠe ;eŶ effet daŶs 

l’autƌe seŶs la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe peƌŵet de liŵiteƌ la peƌte eŶ eau de l’oƌgaŶisŵeͿ. 

Une substance lipophile aura une grande affinité pour les lipides de la couche cornée et préfèrera 

donc le passage intercellulaire au travers de la matrice lipidique. 

Les substances à la fois hydrophiles et lipophiles pénètreront elles, plus faĐileŵeŶt puisƋu’elles 

peuvent emprunter toutes les voies de diffusion.25,27,28 

 

 

Figure 1-9 : Représentation schématique de la matrice lipidique (gauche) et observation microscopique (droite).
25

 

Les molécules diffusent à travers cette matrice en fonction de leurs propriétées physicohimiques et de leur taille. 
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2.3.3. CinétiƋue de l’aďsorption percutanée 

 

Après une certaine période au cours de laquelle une substance pénètre dans la couche cornée, la 

quantité de molécules qui rentre est équivalente à celle qui passe vers l’Ġpideƌŵe vivaŶt (et de 

même pour les couches inférieures), oŶ atteiŶt aiŶsi uŶ Ġtat d’ĠƋuiliďƌe au Đouƌs duƋuel le flux reste 

constant tant que la quantité de molécules à la surface de la peau reste suffisante. Durant cette 

phase, la pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶe suďstaŶĐe peut ġtƌe ĐoŵpaƌĠe à sa diffusioŶ à tƌaveƌs uŶe ŵeŵďƌaŶe 

semi-perméable et répond donc à la loi de diffusion de Fick suivante (équation 1)29 : 

ܬ  = �ܭ ∗  ∆� = ቀ�௠∗ �∗ ∆�� ቁ (éq. 1) 

 

J est le flux percutané mesuré en [M][L-²][t-1], Đ’est-à-dire la quantité de molécules qui diffuse  au 

cours du temps. 

 ∆c est la différence de concentration de paƌt et d’autƌe de la ŵeŵďƌaŶe. 

 

Kp est le coefficient de perméabilité mesuré en ([L][t-1] il est égal à 
�௠ ∗ �� . Il traduit la vitesse de 

diffusion au travers des couches cutanées. Il est donc dĠpeŶdaŶt de l’Ġpaisseuƌ et de la perméabilité 

de la membrane et de la nature physicochimique de la molécule et de son excipient. 

 

Km est le coefficient de paƌtage eŶtƌe la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe et l’eǆĐipieŶt. Il correspond au rapport 

de solubilité de la substance dans la couche cornée (Cs) et daŶs l’exĐipieŶt (Ce). Une molécule ayant 

un Km proche de 1 se répartira de manière sensiblement identique entre la couche cornée et son 

excipient. Un Km élevé traduit une forte affinité de la molécule pour la couche cornée (en générale 

les molécules lipophiles). Cependant, il est à Ŷoteƌ Ƌue la pĠŶĠtƌatioŶ Ŷ’est pas favoƌisĠe paƌ uŶ Km 

très élevé. En effet, une molécule très lipophile auƌa teŶdaŶĐe à s’aĐĐuŵuleƌ daŶs la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe 

et sera incapable de la quitter pour diffuser dans les sous couches. 

 

D est le coefficient de diffusion mesuré en [L²][t-1]. Il traduit la facilité avec laquelle une molécule 

peut traverser la couche cornée et atteindre la circulation systémique. Il est dépendant de la taille de 

la molécule. Il traduit également la différence de perméabilité des couches cutanées : le coefficient 

de diffusion de la couche cornée est de 10-9cm/s contre 10-6cm/s pour l’Ġpideƌŵe et le deƌŵe. 
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e ĐoƌƌespoŶd à l’Ġpaisseuƌ de la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe. SeloŶ le site aŶatoŵiƋue Đette valeuƌ peut doŶĐ 

fortement varier. 

 

Selon la quantité disponible en surface on distingue deux types de conditions (Figure 1-10) :  

- Exposition en doses infinies : la quantité de molécule disponible en surface reste constante tout 

au loŶg de l’expositioŶ. OŶ atteiŶt doŶĐ uŶ Ġtat d’ĠƋuiliďƌe ou le flux est maximum et constant. 

- Exposition en doses finies : la quantité disponible en surface décroit au cours du temps du fait de 

l’aďsoƌptioŶ ĐutaŶĠe, on atteint donc un flux maximum. 

 

 

 

Figure 1-10 : Cinétique de pénétration en conditions infinies (gauche) et finies (droite)29. 

Apƌğs uŶ teŵps de lateŶĐe ;phase AͿ, la ƋuaŶtitĠ Ƌui pĠŶğtƌe atteiŶt l’Ġtat d’ĠƋuiliďƌe ;flux ĐoŶtaŶt, BͿ. EŶ ĐoŶditioŶ fiŶie, la 

dose eŶ suƌfaĐe diŵiŶue, Đ’est pouƌƋuoi la ƋuaŶtitĠ Ƌui pénètre atteint un plateau (C). 

 

 

De ces cinétiques de pénétration deux paramètres majeurs peuvent donc être calculés : 

 le flux maximum Jmax est le flux à l’Ġtat d’ĠƋuiliďƌe eŶ solutioŶ aƋueuse à satuƌatioŶ. Il 

correspond à la dérivée de la courbe dans sa partie linéaire. Dans le cas de molécules à l’Ġtat 

liƋuide, le flux ŵaxiŵuŵ est le flux à l’Ġtat d’ĠƋuiliďƌe de la ŵolĠĐule puƌe. 

 le temps de latence λ Ƌui ĐoƌƌespoŶd au ƌetaƌd de l’aďsoƌptioŶ paƌ ƌappoƌt à l’eŶtƌĠe de la 

molécule  dans la couche cornée (ou les autres sous couches). Il ĐoƌƌespoŶd à l’iŶteƌseĐtioŶ la 

dérivée de la courbe dans sa partie linéaire (qui permet de calculer J) avec la droite des abscisses. 

Il peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe ĐalĐulĠ seloŶ l’ĠƋuatioŶ Ϯ suivaŶte et dépend du coefficient de diffusion et 

de l’Ġpaisseuƌ de la ŵeŵďƌaŶe. 

 � =  �²6∗� (éq. 2) 
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2.3.4. Les paramètres influençant la pénétration percutanée 

 

• Les facteurs intrinsèques de la peau 

 

Les principaux paramètres biologiques influençant la pénétration percutanée sont l’iŶtĠgƌitĠ et 

l’Ġpaisseuƌ de la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe. SeloŶ le site aŶatoŵiƋue l’épaisseur et le nombre de couches du 

stratum corneum varient, la pénétration étant donc facilitée au niveau des régions ayant de fines 

couches cornée (abdomen) par rapport aux régions où la couche cornée est très épaisse comme la 

plante des pieds28. L’intégrité de la couche cornée doit être maintenue. La peau peut être 

endommagée par des agressions physiques, mécaniques ou chimiques et dans ce cas la pénétration 

est souvent favorisée.27,28 

 D’autƌes facteurs comme la densité pilo-sébacée modulent l’aďsoƌptioŶ peƌĐutaŶĠe. Les zoŶes 

anatomiques ayant une densité pilo-sébacée importante ont en général une couche cornée plus fine. 

De ces deux faits, la pénétration est augmentée (fonction barrière moindre et voie transfolliculaire 

préférée). 27,28  

L’âge joue également un rôle. Tout au loŶg de la vie de l’iŶdividu, l’Ġpideƌŵe suďit des 

modifications (ultrastructurelle ou composition lipidique). A la naissance, la fonction barrière de la 

peau d’uŶ Ŷouveau Ŷ’est pas Đoŵplğte, la peƌte iŶseŶsiďle eŶ eau atteiŶt sa ŵatuƌitĠ apƌğs ϳ ŵois30. 

Cependant, la perméabilité est similaire ; seule la peau d’uŶ pƌĠŵatuƌĠ de plus de ϰ semaines est 

plus peƌŵĠaďle Ƌue Đelle d’uŶ hoŵŵe adulte31. De même, lors du vieillissement cutané il y a  

diminution de la cohésion intercellulaire et du contenu en lipide,  la peau d’uŶe peƌsoŶŶe âgée est 

donc également plus peƌŵĠaďle Ƌue Đelle d’uŶ adulte en bonne santé. 27,28  

Le dernier facteur intrinsèque de la peau est la microcirculation cutanée : plus le débit est élevé 

plus une substance va se résorber facilement vers la circulation systémique et inversement et ne sera 

pas stockée dans les sous couches cutanées. 27,28 

 

• Les facteurs environnementaux 

 

La fonction barrière de la couche cornée est également influencée par certains facteurs 

environnementaux comme l’hǇdƌatatioŶ et la température. Une couche cornée hydratée ou dont la 

température est augmentée verra ses ciments lipidiques fluidifiés ainsi sa densité et sa résistance à la 

diffusion de molécules seront diminuées et la pénétration favorisée.  

Le type d’eǆpositioŶ influence l’iŶtĠgƌitĠ de la couche cornée32. En conditions occlusives 

(application de chambres ou textiles recouvrant la zone exposée, certaines crèmes, polymères et 

graisses peuvent jouer à eux seul le rôle occlusif), la pénétration de molécules lipophiles ou non 

polaires est augmentée. En effet, la peau est fortement hygroscopique,  elle peut prendre 5 fois son 
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poids en eau si elle est immergée en solution aqueuse. En condition occlusive, la perte naturelle en 

eau est limitée ce qui augmente la prise en eau dans les espaces intercellulaires entrainant une 

modification du ciment lipidique. 

De plus, la concentration (saturante ou non) à laquelle la peau est exposée joue un rôle important 

dans la pénétration. 

 

• Les facteurs physicochimiques liés à la molécule ou à son excipient 

 

Le premier facteur est la taille de la molécule ou le poids moléculaire. Les molécules inférieures à 

500Da auront un fort coefficient de diffusion tandis que celles dont la taille est supérieure seront  

freinées du fait de l’ageŶĐeŵeŶt de la ĐouĐhe ĐoƌŶĠe. Les molécules linéaires ayant un poids 

supérieur à 500Da pourront quand même passer du fait de leur structure linéaire.33   

Le deuxième facteur important est le coefficient de partage de la molécule (Log P ou Kow) Đ’est-

à-diƌe sa ƌĠpaƌtitioŶ eŶtƌe l’oĐtaŶol et l’eau ;ĠƋuatioŶ ϯͿ33 traduisant les propriétés 

hydrophiles/lipophiles de la molécule.  
 Kow = Log [[௢�௧�௡௢௟][��௨] ] (éq. 3)  

 

Une molécule très hydrophile aura un coefficient de partage négatif, une molécule très lipophile aura 

un Log P positif et une molécule amphiphile aura un Log P égal à 0. Seules les molécules ayant un 

coefficient de partage équilibré (proche de 0 et donc à la fois hydrophile et lipophile) passeront 

facilement la barrière cutanée hydrophobe et les couches vivantes plus profondes hydrophiles.  

Le troisième facteur important est la solubilité de la molécule. Celle-ci est fonction des propriétés 

hydrophiles/lipophiles de la molécule mais également du point de fusion des principes actifs dans 

l’exĐipieŶt Đ’est-à-dire la cohérence du réseau cristallin. Un excipient désigne toute substance autre 

que le principe actif présente dans la formule (médicament, cosmétique, aliment, etc.). Il ne doit pas 

interagir chimiquement avec la molécule. Outƌe le fait Ƌu’il doit peƌŵettƌe de soluďiliseƌ les pƌiŶĐipes 

actifs, il peut favoriser la pénétration de deux manière différentes : (1) la molécule solubilisée a une 

très faible affinité avec son excipient, elle aura donc une plus forte affinité pour la barrière cutanée 

et ;ϮͿ seloŶ sa Ŷatuƌe l’exĐipieŶt peut altĠƌeƌ la ďaƌƌiğƌe Đutanée (acétone, esters, DMSO). 

Les molécules chargées et polaires du fait de la nature hydrophobe de la couche cornée ne 

passent généralement pas la barrière cutanée. Le pH de la peau et de l’exĐipieŶt peuveŶt doŶĐ 

influencer la pénétration en modifiant la charge de la molécule. 

Enfin la capacité d’uŶe molécule à faire des liaisons hydrogènes avec les composants de la couche 

cornée peut influencer sa pénétration. Une forte capacité à faire des liaisons hydrogènes peut 

ƌaleŶtiƌ la pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶe ŵolĠĐule et favoriser son stockage dans la couche cornée. 
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III. METHODES DE MESURE ET PERMEABILITE VIS-A-VIS DES AGENTS CHIMIQUES DE GUERRE 

 

L’Ġtude de la pĠŶĠtƌatioŶ de pƌoduits ĐhiŵiƋue tels Ƌue les ageŶts ĐhiŵiƋues de gueƌƌe Đhez 

l’hoŵŵe Ŷ’est pas eŶvisageaďle du fait de leur forte toxicité. En raison de la prise de conscience de la 

souffrance animale, des normes européennes (règles OCDE) oŶt ĠtĠ Ġtaďlies et teŶdeŶt à l’utilisatioŶ 

de méthodes alternatives in vitro afin de diminuer le nombre d'animaux en expérimentation : Đ’est 

règle des « 3R » (réduire le nombre d’aŶiŵaux, ƌaffiŶeƌ et ƌeŵplaĐeƌ les ŵĠthodes). Le modèle choisi 

doit être à la fois scientifiquement pertinent, prédictible et extrapolable à l’hoŵŵe, ŵais ĠgaleŵeŶt 

être utilisé couramment dans la littérature. SeloŶ le ƌappoƌt de l’ECVAM34 (le Centre Européen pour 

la Validation des Méthodes Alternatives) le niveau de pertinence des résultats  dépend de la 

phǇsiologie de l’espğĐe et de la stƌuĐtuƌe de la peau (Figure 1-11). 

 

 

Figure 1-11 : Schéma hiérarchique des méthodes utilisées pour évaluer l'absorption percutanée des molécules. 

Ces méthodes sont fonction de la physiologie des espğĐes ;d’aprğs le rapport du Workshop ϭϯ de l’ECVAM34
). 

 

 

Le choix du modèle se fera donc en fonction de ces critères éthiques et réglementaires, 

économiques (il ne doit pas couter trop cher), techniques (il doit être réalisable et facile à mettre en 

œuvƌeͿ et statistiques (il doit être reproductible), le critère le plus important restant le critère 

scientifique. L’OCDE a ƌĠdigĠ eŶ ϮϬϬϰ deux ligŶes diƌeĐtƌiĐes ;Ŷ°ϰϮϳ35 et n°42836) concernant les 

ŵĠthodes d’aďsoƌptioŶ ĐutaŶĠe des pƌoduits ĐhiŵiƋues et les ƌğgles à ƌespeĐteƌ au Đouƌs de Đes 

études. Cette thèse vise à étudier la protection de la peau vis-à-vis des organophosphorés, seules 

leur toxicité et pénétration sera abordée dans ce chapitre. 
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3.1. METHODES ET DONNEES IN VIVO 

 

L’avaŶtage ŵajeuƌ de l’utilisatioŶ de ŵĠthodes in vivo est l’utilisatioŶ d’uŶ sǇstğŵe iŶtaĐt suƌ le 

plan physiologique et métabolique ŵais à l’iŶveƌse la différence de perméabilité entre la peau 

humaine et celle des espèces animales  peut ĐoŶduiƌe à uŶe suƌestiŵatioŶ de l’aďsoƌptioŶ 

percutanée chez l’hoŵŵe35. En effet, le facteur espèce est important car il influence la fonction 

barrière de la peau. Cette fonction est principalement assurée par la couche cornée. Comme vue 

précédemment, elle peut être représentée par un mur de briques que sont les cornéocytes et dont le 

ĐiŵeŶt seƌait l’eŶseŵďle des lipides iŶteƌĐellulaiƌes esseŶtiels à l’iŶtĠgƌitĠ et la foŶĐtion barrière de la 

peau. Passé la couche cornée, la diffusion des molécules se fait assez facilement et celles-ci peuvent 

alors passer dans le compartiment sanguin et impacter les différents compartiments humains37. 

SeloŶ l’espğĐe utilisĠe, la peau est plus ou ŵoiŶs fiŶe et poilue, les poils ĠtaŶt des voies d’eŶtƌĠes, 

ceux-ci permettent de favoriser la pénétration (Tableau 1-4). 

 

Tableau 1-4 :   Différence structurale et folliclulaire selon l’espèce utilisée pour les méthodes d’aďsoƌptioŶ percutanée.38 

 
Site 

anatomique 

Stratum 

corneum 

(µm) 

Epiderme 

(µm) 

Peau entière 

(mm) 

Nombre de 

follicule / cm² 

Diamètre 

folliculaire 

(µm) 

Humain abdomen 17±1 47±2 2,9 11±1 97±3 

Cochon 

(2 à 3 mois) 
dos 26±1 66±2 3,4 11±1 177±4 

Rat dos 18±1 32±1 2,1 289±21 25±1 

Souris 

« hairless » 
dos 9±1 27±1 0,7 75±6 46±1 

Souris dos 6±1 13±1 0,8 658±38 26±1 

 

Les modèles les plus utilisés sont les rongeurs ou les cochons. Le cochon ayant une peau plus 

proche au niveau de sa structure, de sa composition (Tableau 1-5) et de sa densité pileuse sera 

préféré mais présente le désavantage de nécessiter un investissement plus élevé en terme de mise 

eŶ œuvƌe ;aŶiŵal plus gƌos = Ŷouƌƌissage et Đage ŵĠtaďoliƋue plus importants). 

 

Tableau 1-5 : Comparaison de la composition en lipide de l’épiderme 

(en % total de lipides).39 

 Humain Cochon Rat 

Lipide non polaire 

 (neutres) 
30±8 35±4 64±8 

Lipides polaires    

Phospholipides 62±10 53±4 35±8 

Glycosphingolipides  

(glucosy1ceramide) 
7±1 9±1 nd 

Sulfate de cholestérol 0,3±0,1 1±0 1±0 
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La ligŶe diƌeĐtƌiĐe OCDE Ŷ°ϰϮϳ dĠĐƌit la ŵise eŶ œuvƌe des expĠƌieŶĐes et des animaux utilisés 

pour estimer la pénétration des molécules35. En général, ces méthodes in vivo ŶĠĐessiteŶt l’utilisatioŶ 

de substances radiomarquées pour une meilleure détection et un suivi de leur métabolisation dans 

les différents compartiments visés. Les molécules sont appliquées pures ou diluées sur la peau 

préalablement rasée des animaux et maintenus sous un timbre pour prévenir de toute autre voie 

d’expositioŶ ;iŶgestioŶ, iŶhalatioŶͿ. Ces conditions correspondent alors à des conditions occlusives. 

Au teƌŵe de la pĠƌiode d’expositioŶ, le tiŵďƌe est ƌetiƌĠ et la peau est ŶettoǇĠe à l’aide d’uŶ ageŶt 

lavant approprié ;l’eŶseŵďle est ĐoŶseƌvĠ pouƌ aŶalǇseͿ. Un timbre neuf est posé. Les paramètres 

étudiés peuvent être la quantité de molécules retrouvée dans les différents compartiments (sang, 

organes) mais ĠgaleŵeŶt daŶs leuƌ exĐƌĠtioŶ. C’est à l’aide de cages métaboliques individuelles que 

l’eŶseŵďle est collecté pour analyse. Dans le cas de molécules ou de la formation de métabolites 

ƌadioaĐtifs volatils, la ĐolleĐte de l’aiƌ expiƌĠ est également réalisée.  

 

EŶ ƌaisoŶ de la toxiĐitĠ avĠƌĠe de Đes ŵolĠĐules peu d’Ġtudes peƌŵetteŶt uŶe ĐoŵpaƌaisoŶ à 

l’hoŵŵe. Le Tableau 1-6 présente les différences de pénétration de certains POP connus selon les 

espèces animales.  

 
Tableau 1-6 : Pénétration cutanée des POP selon les espèces.37 

Animal 
Facteur de 

perméabilité  / homme 
Agent testé 

Rat 10 parathion 

Lapin 8-10 malathion, parathion 

Singe 2,4-3,1 malathion, parathion 

Porc 1,5-1,9 parathion, malathion 

 

3.2. METHODES ET DONNEES IN VITRO  

 

L’avaŶtage ŵajeuƌ de l’utilisatioŶ de ŵĠthodes  in vitro ĐoŶsiste eŶ la faĐilitĠ de ŵise eŶ œuvƌe 

comparée aux méthodes in vivo, la possiďilitĠ d’Ġtudieƌ des ŵolĠĐules tƌğs toxiƋues et aiŶsi le gƌaŶd 

nombre de données disponibles dans la littérature concernant les agents chimiques de guerre. La 

ligŶe diƌeĐtƌiĐe OCDE Ŷ°ϰϮϴ dĠĐƌit le dĠƌouleŵeŶt des expĠƌieŶĐes d’aďsoƌptioŶ ĐutaŶĠe in vitro
36. Le 

désavantage de ces méthodes alternatives est Ƌu’elles Ŷe peƌŵetteŶt pas de ŵesuƌeƌ la 

ŵĠtaďolisatioŶ des ŵolĠĐules paƌ le Đoƌps, elles voŶt peƌŵettƌe uŶiƋueŵeŶt d’Ġtudieƌ la pĠŶĠtƌatioŶ 

cutanée des molécules sans pouvoir quantifier leur toxicité et leur impact sur la santé.  

De la même manière que pour les études in vivo le facteur espèce est important. Le protocole ici 

est miniaturisé par des cellules dites de diffusion dans lesquels sont disposés les explants de peaux 

de l’espğĐe aŶiŵale Đhoisie. La ŵolĠĐule est appliƋuĠe ;puƌe ou diluĠeͿ pour un temps donné avant 
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décontamination. Pour la validité de ces expériences les conditions suivantes doivent être 

respectées : la composition ou le volume du fluide ƌĠĐepteuƌ Ŷe doit pas fƌeiŶeƌ l’aďsoƌptioŶ ou 

affeĐteƌ l’iŶtĠgƌitĠ de l’explaŶt ; la viabilité de la préparation cutanée doit être validée ou encore les 

paƌaŵğtƌes eŶviƌoŶŶeŵeŶtaux doiveŶt ġtƌe Đoŵpƌis eŶtƌe ϯϬ et ϳϬ% pouƌ l’huŵiditĠ et ϯϮ±ϭ°C en 

surface de la peau36. 

 

3.2.1. Modèles in vitro 

 

• Constitution et principe du modèle 

 

Les cellules de diffusion sont composées de deux compartiments délimités par une membrane 

(membrane artificielle ou explant de peau ex vivo) (Figure 1-12 A). Le toxique à évaluer est appliqué 

sur la surface supérieure de la membrane, cela constitue le compartiment dit donneur (côté 

épiderme). Le compartiment receveur (côté derme) est en contact avec un liquide récepteur 

theƌŵostatĠ Ƌui hǇdƌate et ŵaiŶtieŶt l’iŶtĠgƌitĠ et la température de la peau (32°C). La quantité de 

toxique passée dans le compartiment dermique est mesurée en fonction du temps et constitue une 

cinétique de passage.  

 

La quantité cumulée de toxique peut être exprimée en masse, mole ou pourcentage de la dose 

appliquée et son évolution est représentée graphiquement en fonction du temps (Figure 1-12 B). De 

ce graphique plusieurs paramètres peuvent être calculés : le flux maximum Jmax (lorsque le produit 

est appliqué pur ou en solution aqueuse à saturation) et le teŵps de lateŶĐe λ. D’autƌes ŵĠthodes de 

ĐalĐuls peƌŵetteŶt ĠgaleŵeŶt d’expƌiŵeƌ la pĠŶĠtƌatioŶ eŶ ĐoeffiĐieŶt de peƌŵĠaďilitĠ ;KpͿ. 

 

(A) (B)  

Figure 1-12 : Constitution et principe d'une cellule de diffusion40 (A) ;  Graphique de la cinétique de passage (B). 
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Les toxiques peuvent être détectés de deux manières : directe ou indirecte. Ces deux méthodes 

sont expliquées dans le tableau suivant (Tableau 1-7). La différence de dosage entre les deux 

méthodes permet de mesurer la quantité de toxique dégradée au cours de leur passage à travers la 

membrane. 

 

Tableau 1-7 : Les différentes méthodes de détection des toxiques. 

Méthode Mesure par Avantages Inconvénients 

Radiomarqué Compteur  
Quantifie le toxique passé au travers de la 
membrane 

Utilisation de matière radioactive 

Enzymatique Spectrométrie 

Quantifie le toxique passé au travers de la 
membrane 
FaĐilitĠ d’utilisatioŶ, pas de ŵatiğƌe 
radioactive 

Quantifie uniquement le toxique intact 
Ƌui ƌĠagiƌa aveĐ l’eŶzǇŵe. Détection 
uŶiƋueŵeŶt d’iŶhiďiteuƌ eŶzǇŵatiƋue 
(OP essentiellement) 

 

• Les différentes membranes 

 

Les ŵeŵďƌaŶes peuveŶt ġtƌe d’oƌigiŶe huŵaiŶe, aŶiŵale ou artificielle.  

Les peaux humaines sont généralement issues de plasties chirurgicales (peaux viable) ou de 

prélèvement post-mortem (peaux non-viaďlesͿ. Les explaŶts de peau d’oƌigiŶe aŶiŵale ;poƌĐ, ĐoĐhoŶ 

d’iŶde, lapiŶ, souƌis, ƌat, etĐ.Ϳ soŶt pƌĠlevĠs suƌ les animaux sacrifiés. Ces explants peuvent être 

utilisés frais ou congelés et également entiers, dermatomés ou perfusés. Le Tableau 1-8 résume les 

avaŶtages et iŶĐoŶvĠŶieŶts de ĐhaƋue tǇpe d’explaŶt. De ŵġŵe Ƌue pouƌ les expériences in vivo le 

Đhoix de l’espğĐe est iŵpoƌtaŶt. Le ŵodğle aŶiŵal le plus pƌoĐhe de l’hoŵŵe et d’ailleuƌs le plus 

utilisĠ pouƌ l’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ est le poƌĐ37.  

 

Tableau 1-8 : Les différents types de membranes biologiques.37 

Membranes Composition Inconvénients Avantages 

Explants 

entiers 
Epiderme + derme 

Le derme sans circulation sanguine est 

un endroit de stockage des molécules 

lipophiles 

FaĐilitĠ de l’expĠƌieŶĐe 

Explants 

dermatomés 

Epiderme + une partie 

du derme superficiel 
Savoir-faire du dermatome 

Epaisseur normalisée. Méthode 

reproductible. Moins de stockage 

des molécules lipophiles. 

Epidermes 

isolés 
Epiderme 

Difficulté de séparation du 

derme/épiderme (chimique, chauffage, 

enzymatique et mécanique = altération 

des pƌopƌiĠtĠs de l’ĠpideƌŵeͿ 

Pas de stockage des molécules 

lipophiles 

Peaux 

perfusées 
Epiderme + derme Mise eŶ œuvƌe Đoŵplexe 

Similaire à un modèle expérimental 

intact et vivant 
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L’iŶtĠgƌitĠ des ŵeŵďƌaŶes ďiologiƋue doit ġtƌe vĠƌifiĠe avaŶt utilisatioŶ. Plusieuƌs teĐhŶiƋues 

existent41 : 

- la perte insensible en eau  (PIE) : oŶ ŵesuƌe la ƋuaŶtitĠ d’eau ĠvapoƌĠe par unité de temps à 

l’aide d’uŶ Ġvapoƌiŵğtƌe. C’est la ŵĠthode la plus utilisĠe. Les valeuƌs doiveŶt être comprises 

entre 0 et 25 g/m²h (0-10 = très bonne condition, 10-15 = bonne condition, 15-25 = condition 

normale). 

- la fonction barrière de l’explaŶt : oŶ ŵesuƌe la pĠŶĠtƌatioŶ de l’eau tƌitiĠe à tƌaveƌs l’explaŶt. 

Cependant le problème de cette méthode est Ƌu’elle augŵeŶte l’hǇdƌatatioŶ  et la teŵpĠƌatuƌe 

de la couche cornée et modifie donc celle-Đi pouƌ l’Ġtude d’effiĐaĐitĠ. 

- la résistivité : on applique un courant alternatif de 2 volts maximum et on mesure la résistance 

ĠleĐtƌiƋue de la peau à l’aide d’un cornéomètre. 

 

Les membranes artificielles sont utilisés pour des pré-sĐƌeeŶiŶg Đaƌ tƌğs faĐiles à ŵettƌe eŶ œuvƌe 

comparées aux explants de peau42–44.  

 

• Les différents types de cellules de diffusion  

 

Il existe différents types de cellules de diffusion37 (Figure 1-13) : 

- Les cellules statiques : le volume de liquide du compartiment receveur est fixe. Celui-ci est agité 

afin de ne pas saturer la face inférieure de la membrane en toxique ce qui induirait une limitation 

la pénétration. Cette méthode est simple de réalisation et est la plus utilisée. 

- Les cellules dynamiques : le liquide du compartiment receveur est constamment renouvelé par 

un flux continu (mime le flux sanguin). Cette méthode est utilisée pour les études sur le 

métabolisme cutané. 

 

• Les conditions des tests 

 

La pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶe ŵolĠĐule dĠpeŶd ĠgaleŵeŶt des ĐoŶditioŶs du test ;oĐĐlusives, seŵi-

occlusives ou non-oĐĐlusivesͿ. L’iŶtĠƌġt de l’oĐĐlusioŶ est d’Ġviteƌ l’ĠvapoƌatioŶ de ĐeƌtaiŶs ĐoŵposĠs 

volatils comme les études avec l’YpĠƌite et sera utilisée pour des applications longues durée36. 

CepeŶdaŶt, le sǇstğŵe oĐĐlusif augŵeŶte la teŵpĠƌatuƌe et le pH ĐutaŶĠ et favoƌise l’hǇdƌatatioŶ de 

la couche cornée ce qui augmente la fluidification des ciments intercellulaires et diminue ainsi la 

densité de la couche cornée. En générale l’aďsoƌptioŶ ĐutaŶĠe en est augmentée.32,45 
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Figure 1-13 : Les différentes cellules de diffusion.37 
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• Choix du liquide récepteur 

 

Enfin, concernant le choix du liquide récepteur, deux critères sont à respecter : (1) La 

concentration du toxique à analyser doit être dix fois inférieure à sa limite de solubilité dans le 

liquide choisi et ne doit pas empêcher le transfert du toxique dans le compartiment récepteur. Il peut 

contenir un agent solubilisant soit du sérum bovin (< 5%), du polyéthylène glycol (< 6%) ou de 

l’ĠthaŶol ;< ϱϬ%Ϳ ŵais Đes pƌoduits Ŷe doiveŶt pas gġŶeƌ l’aŶalǇse ;ex : la spectrométrie Ŷ’est pas 

compatible avec du sérum bovin) ; (2) La composition du liquide récepteur choisi ne doit pas modifier 

l’iŶtĠgƌité de la peau. Paƌ exeŵple, daŶs le Đas d’ajout d’ĠthaŶol à hauteuƌ de ϱϬ%, il faut pƌeŶdƌe eŶ 

Đoŵpte l’aspeĐt ŶoŶ phǇsiologiƋue de Đe liƋuide et soŶ iŵpaĐt suƌ la pĠŶĠtƌatioŶ à savoiƌ Ƌue les 

absorptions mesurées seront plus élevées que la réalité. 

 

3.2.2. Données de pénétration in vitro 

 

Le Tableau 1-9 présente la différence de perméabilité entre les différents explants cutanés                      

vis-à-vis des OPs. Le ŵodğle le plus pƌoĐhe de l’hoŵŵe seŵďle doŶĐ ġtƌe le poƌĐ eŶ ƌaisoŶ de sa 

similarité avec la peau humaine (épaisseur cutanée, densité pileuse). 

 

Tableau 1-9 : Pénétration cutanée des OP selon les explants utilisés.22,37,46,47 

Explant FOD / humain Agent testé 

Cochon (oreille ou dos) 

1,8-2,0 Demeton-S methyl 

1,1 DDT 

1,2 Lindane 

1,8 Malathion 

1,4 Paraoxon 

0,4 DEET 

2,4-3,0 Parathion (seul/acétone/éthanol) 

1-10 VX 

CoĐhoŶ d’iŶde (dos) 

7,2 VX 

3,1 Paraoxon 

0,2 DEET 

0,5 Lindane 

Chat 35 sarin 

Lapin 10 parathion/malathion 

 

La ŵesuƌe de la pĠŶĠtƌatioŶ peƌŵet d’Ġvalueƌ la ƋuaŶtitĠ de ŵolĠĐules qui rentre en contact avec 

la peau et passe la ďaƌƌiğƌe ĐutaŶĠe. La ŵesuƌe de l’effiĐaĐitĠ d’uŶ topiƋue pƌoteĐteuƌ ĐutaŶĠe 

ĐoŶsiste eŶ uŶe ĠvaluatioŶ de la diŵiŶutioŶ de Đette pĠŶĠtƌatioŶ. Les ŵĠthodes d’ĠvaluatioŶ de 

l’effiĐaĐitĠ des Đƌğŵes ĐaŶdidates sont donc les mêmes que celles employées pour la mesure de la 

pénétration percutanée, la différence résidant dans l’appliĐatioŶ de la Đƌğŵe ĐaŶdidate eŶtƌe la 

peau/support et le toxique. 
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IV. LES TOPIQUES PROTECTEURS CUTANES : UN MOYEN DE PROTECTION ET DE NEUTRALISATION DES 

AGENTS CHIMIQUES 

 

Un topique protecteur cutané (TPC ou TSP : topical skin protectant) est un médicament et/ou un 

cosmétique à usage cutané permettant de protéger la peau contre des agressions extérieures.  

La majorité des produits vendus en tant que topiques protecteurs regroupe à la fois des produits 

simplement émollients doŶt la foŶĐtioŶ est de ĐoŶseƌveƌ l’hǇdƌatatioŶ et l’hoŵĠostasie de la peau 

mais également des formules dont la fonction est de créer une réelle barrière contre des produits 

chimiques agressifs et donc de limiter leur contact avec la peau dans des environnements à risques 

(solvants, acides, bases, détergents, etc.). Parmi les nombreux TPC existants à destination des 

travailleurs en milieu industriel quelques-uns ont démontré scientifiquement leur efficacité (Tableau 

1-10).  

 

Tableau 1-10 : Liste des TPC commerciaux et leur preuve d'efficacité. 

TPC Revendications Résultats scientifiques 
Modèle / 

Référence 

Anthydro® 

Laboratoires 

SORIFA 

Crème barrière hydrophobe ANTI-

EAU. Protection cutanée contre 

l'eau, les solutions aqueuses et les 

détergents 

Efficacité démontrée pour la réduction de 

l’iƌƌitatioŶ ĐutaŶĠe, le teƌŵe de « crème 

barrière » semble  abusif, il faudrait plutôt 

parler de « crème modulatrices ou 

freinatrices de la pénétration » 

Homme in 

vivo
48 

Stockoderm® 

Evonik industries 

Protection combinée contre les 

suďstaŶĐes à ďase d’huile et d’eau. 
Protection démontrée contre des détergents 

(SDS) et des solvants (toluène). 

CoĐhoŶ d’iŶde 
in vivo

49 

TRAVABON® 

Evonik industries 

Protège la peau contre les 

substances grasses et non 

ŵisĐiďles à l’eau. 

Protection démontrée contre n-hexane et 

toluène mais pas contre trichloroéthylène 

CoĐhoŶ d’iŶde 

in vivo
50

 

 

Un topique protecteur est toujours utilisé en complément et ne constitue en aucun cas une 

substitution des équipements individuels (EPI) et collectifs (EPC) de pƌoteĐtioŶ d’apƌğs la Circulaire 

DRT (Direction des Relations du Travail) n° 89-6 du 27/2/1989. Dans le cadre de cette thèse, les 

topiques protecteurs viendraient également en complément des EPI pour apporter une protection 

supplémentaire en cas de ƌuptuƌe d’ĠtaŶĐhĠitĠ des EPI et des jonctions tenue-masque, tenue-gant, 

tenue-chaussure au ŵoŵeŶt de l’iŶteƌveŶtioŶ ou au Đouƌs du pƌoĐessus  de dĠĐoŶtaŵiŶatioŶ ;loƌs de 

l’eŶlğveŵeŶt des EPIͿ. Les TPC existaŶt ĐoŶtƌe la pĠŶĠtƌatioŶ d’ageŶts chimiques de guerre sont 

développés dans la troisième partie de ce chapitre (4.3.).  
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La commercialisation de ces TPC est soumise soit au Règlement cosmétique européen du 30 

novembre 200951 s’ils soŶt ĐoŶsidĠƌĠs Đoŵŵe tel ;pƌoduits solaiƌeͿ, soit à la réglementation 

concernant les dispositifs médicaux eŶ Đouƌs d’ĠvolutioŶ52 ;daŶs le Đas d’ageŶt ĐhiŵiƋues de gueƌƌeͿ. 

Les dispositifs médicaux (DM) sont classés en 4 catégories en fonction de leurs risques pour la santé 

humaine : 

- Classe I (risque faible)  comme les lunettes correctrices 

- Classe II (risque modéré) comme les lentilles de contact 

- Classe III (risque élevé) comme les conservateurs et produits de désinfection 

- Classe IV (risque le plus élevé) comme les implants. 

Un TPC ĐoŶtƌe la pĠŶĠtƌatioŶ d’ageŶts ĐhiŵiƋues de gueƌƌe pouƌƌa ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe uŶ DM 

de classes II ou III car directement en contact avec la peau. 

La différence majeure entre ces deux réglementations réside dans (1) la preuve des allégations 

des produits et (2) les méthodes de validation de l’iŶŶoĐuitĠ pour la santé humaine. Un produit 

cosmétique ne doit en aucun cas être une source de danger ou de toxicité pour la santé humaine 

taŶdis Ƌu’uŶ DM doit à minima prouver que les risques éventuels encourus sont acceptables au 

regard des bénéfices apportés. EgaleŵeŶt, daŶs le pƌeŵieƌ Đas les tests d’iŶŶoĐuitĠ doiveŶt utiliseƌ 

uniquement des méthodes in vitro taŶdis Ƌue pouƌ les dispositifs ŵĠdiĐaux l’utilisatioŶ d’aŶiŵaux ;in 

vivo) est possible pour prouver à la fois l’effiĐaĐitĠ et l’iŶŶoĐuitĠ du pƌoduit. 

 

Deux générations de TPC ont vu le jour : 

- Les crèmes barrières passives dites de première génération qui ont pour but de seulement 

limiter le contact entre la peau et le toxique en formant une couche difficilement pénétrable 

(en général composées d’un mélange de polymères perflluorés). 

- Les crèmes barrières actives ou aTSP (active Topical Skin Protectant), dites de deuxième 

génération, ayant des propriétés spécifiques et capables de piéger et/ou de dégrader les 

toxiques. Ces dernières sont très intéressantes car elles peuvent allier protection et 

décontamination. 

 

Les ŵĠthodes d’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des formules candidates correspondent aux méthodes 

de mesures de la pénétration. AuĐuŶe ligŶe diƌeĐtƌiĐe Ŷ’est eŶĐoƌe ƌĠdigĠe ŵais de Ŷoŵďƌeux 

modèles sont en cours. Dans ce chapitre IV sera rappelé rapidement les différents tests in vitro et in 

vivo réalisés pouƌ l’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules ĐaŶdidates puis seƌoŶt dĠveloppĠs les 

différents classes TPC et leur mécanisme de protection. 
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4.1. LES METHODES DE MESURE DE L’EFFICACITE DES TPC 

 

Un TPC est dit effiĐaĐe s’il liŵite le ĐoŶtaĐt eŶtƌe le toǆiƋue et la peau. Ainsi selon le toxique visé 

la ŵesuƌe de l’iŶdiĐe d’effiĐaĐitĠ peut se ďaseƌ soit suƌ uŶe diŵiŶutioŶ de l’iƌƌitatioŶ/ĐoƌƌosioŶ (pour 

les substances ayant un effet direct sur la peau) ou sur une limitation de la pénétration (pour les 

suďstaŶĐes toxiƋues saŶs effet diƌeĐt suƌ la peauͿ. D’apƌğs la ƌğgle des « 3R », le schéma de tests sera 

le suivant : screening à l’aide de ŵĠthodes in vitro et validation par des méthodes in vivo. Ce schéma 

n’est pas toujouƌs ƌespeĐtĠ Đaƌ Ŷous avoŶs vu Ƌue la ƌĠgleŵeŶtatioŶ Ŷ’est pas eŶĐoƌe stƌiĐte 

concernant les dispositifs médicaux. Cependant, les raisons économiques et techniques tendent de 

plus en plus vers un respect de cette stratégie. 

 

La principale méthode de ŵesuƌe de l’effiĐaĐitĠ in vitro des TPC se base sur la ligne directrice 

OCDE n°42836 utilisant des cellules de diffusion. Le porc, ŵodğle aŶiŵal le plus pƌoĐhe de l’hoŵŵe, 

est le plus utilisé pouƌ l’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ22,23,53. Les membranes artificielles sont utilisés pour 

des pré-sĐƌeeŶiŶg Đaƌ tƌğs faĐiles à ŵettƌe eŶ œuvƌe ĐoŵpaƌĠes aux explants de peau. Elles sont déjà 

utilisées pour des études de pénétration cutanées42–44 et ont été mises au point pour des tests 

d’effiĐaĐitĠ paƌ JeŶŶifeƌ MillĠƌioux et ses Đollaďoƌateuƌs22,23. Ils ont démontré Ƌue l’oƌdƌe d’effiĐaĐitĠ 

des formules était conservé entre des expériences ex vivo sur peau de porc et humaine, in vivo sur 

humain (analogue non toxique irritant) et in vitro sur membranes siliconées. La grande différence 

entre membranes artificielles et explants de peaux réside daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la Đƌğŵe et les 

ĐoŶstituaŶts de la peau ƋuaŶd les ŵeŵďƌaŶes aƌtifiĐielles Ŷe ĐoŶstitueŶt Ƌu’uŶ suppoƌt iŶeƌte. Une 

autre méthode complémentaire peu répandue utilise la colorimétrie. Elle consiste à mettre en 

contact un épiderme protégé par un TPC avec un colorant (éosine, crystal violet et oil red O, etc.). On 

ŵesuƌe la ĐoloƌatioŶ de l’Ġpideƌŵe apƌğs soluďilisatioŶ de Đelui-ci par colorimétrie54. Cette méthode 

peut être également utilisée de manière in vivo suƌ l’hoŵŵe puisƋue les ĐoloƌaŶts Ŷe soŶt pas 

toxiques55. 

La logique de test serait donc de faire un pré-sĐƌeeŶiŶg suƌ ŵeŵďƌaŶes aƌtifiĐielles et d’eŶsuite 

confirmer les résultats intéressants sur membranes biologiques.  

 

La deuxiğŵe ŵĠthode la plus utilisĠe pouƌ l’ĠvaluatioŶ des TPC est l’utilisatioŶ de poƌĐ 

vivant53,56,57 mais peut également utiliser des rongeurs49,50. Cette technique est plus longue, coûteuse 

et diffiĐile à ŵettƌe eŶ œuvƌe Ƌue les ŵĠthodes in vitro. Le TPC est appliqué sur une zone déterminée 

et limitée par un cylindre en verre ou en plastique fixé à la surface cutanée par des colles biologiques 

(chambres de protection). Le site anatomique de dépôt est en général le dos ou les oreilles (porc). Le 

toxique est ensuite appliqué pendant une durée déterminée qui peut varier selon le toxique étudié. 
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Egalement, les conditions peuvent être occlusives dans le cas de molécules volatiles. Les paramètres 

à étudier diffèrent selon la nature du toxique (mortel, irritant ou analogue non toxique (colorants)) 

(Tableau 1-11). 

 

Tableau 1-11 : Paramètres étudiés dans les tests in vivo chez l'animal. 

Paramètres MĠthodes d’aŶalǇse Références 

Quantité trouvée dans la peau ou 

prélevée dans le sang 

Le toxique peut être absorbé par la 

peau mais stocké (peau) ou 

métabolisé (fèces, urines, gaz expirés) 

Analyses radiométriques (dosage du passage du 

toxique radioactif) : HPLC, CG (en raison des 

faibles quantités absorbée par la peau) 

53,58 

Analyses enzymatiques (% enzyme active) 53,57,58 

Colorimétries ;Ġtudes du passage d’uŶ ĐoloƌaŶtͿ 59 

Analyses histologiques Biopsies ou analyses post-mortem 48 

EƌǇthğŵes, Œdğŵes Observations visuelles 49,60 

Lésions cutanées Observations visuelles 53,56,57,61,62 

Mortalité Nombre de mort vs. contrôles 58,63 

DL50 

Etude dose-réponse, Quantité induisant 50% de 

la mortalité dans le lot 
64 

PIE (perte insensible en eau) Evaporimètre 49 

Flux sanguin cutané Laser Doppler 65 

 

Compte tenu de la toxicité des agents chimiques de guerre, les tests faits suƌ l’hoŵŵe utiliseŶt 

des analogues moins toxiques (faiblement irritants) ou non toxiques (non irritants). 

Le pƌotoĐole d’appliĐatioŶ du TPC et du toxiƋue ƌeste le ŵġŵe Ƌue Đhez l’aŶiŵal. Les Đhaŵďƌes  

de pƌoteĐtioŶ Ŷe soŶt pas ŶĠĐessaiƌes et l’appliĐatioŶ peut ġtƌe dĠliŵitĠe paƌ uŶ ŵaƌƋuage au stǇlo. 

Les chambres peuvent être utilisées pour des études occlusives ou semi-occlusives. 

Les paramètres à étudier sont eux plus restreint du fait de l’Ġtude suƌ l’hoŵŵe :  

- Analyses histologiques ;Ġtat de l’Ġpideƌŵe : structure, lésions, etc.)66 et colorimétriques (le 

passage du colorant peut représenter un type chimique : solvaŶt ;ĐoloƌaŶt diluĠ daŶs l’ĠthaŶolͿ 

ou solutioŶ aƋueux  ;ĐoloƌaŶt diluĠ daŶs l’eauͿͿ55,67. Les échantillons de peau sont obtenus par 

biopsie cutanée (SSB, Skin Surface Biopsy) 

- Résistance électrique ŵesuƌĠe à l’aide d’uŶ ĐoƌŶĠoŵğtƌe48 

- Observations macroscopiques : iƌƌitatioŶ, ĠƌǇthğŵe, œdğŵes68–70 

- Flux sanguin cutané48 

- Perte Insensible en Eau48 
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4.2. LES CREMES BARRIERE PASSIVES 

 

Dans le développement des TPC, les premières formules utilisaient des polyéthylènes glycols 

(PEG) de différents poids moléculaires58,63,64 (1980-1990). Les recherches se sont ensuite orientées 

veƌs des pƌoduits ƌĠsistaŶts à la tƌaŶspiƌatioŶ et à uŶe expositioŶ à l’eau, Đ’est aiŶsi Ƌue l’utilisatioŶ 

de polymères perfluorés dans les TPC a fait son apparition53,61. Trois principaux TPC ont été 

développés en 30 ans : la SERPACWA (Skin-Exposure Reduction Paste Against Chemical Warfare 

Agents, Etats-UŶisͿ, l’AG-7 (Anti-Gaz number 7, AngleteƌƌeͿ et l’IB-1 (Israël).  

 

L’Ag-7 est un TPC d’oƌigiŶe ďƌitaŶŶiƋue dĠveloppĠ paƌ R. Chilcott et ses collaborateurs53,56,71. La 

mise au point de cette crème barrière comprend de nombreuses formules basées sur un mélange de 

polymères perfluorés intégrés dans différentes émulsions (eau dans huile ou huile dans eau). La 

composition retenue est la suivante : 30% (p/p) de polytétrafluoroéthylène (PTFE) dont la taille des 

particules est de diamètre inférieur à 1µm qui sont dispersées dans 70%  (p/p) de 

perfluoromethylisopropyl ether (PFPE). Cette formule présente une efficacité à la fois contre le VX 

(Tableau 1-12) et l’YpĠƌite (Tableau 1-13). Des PEG, du talĐ et de l’eau soŶt également présents dans 

la formule. 

 

La SERPACWA développée à partir des recherches ayant débutées après la Première Guerre 

Mondiale au Etats-Unis est un mélange de polymères perfluorés (50% PTFE, 50% PFPE)61. Elle forme 

une barrière physique sur la peau qui permet de réduire ou retarder la pénétration percutanée à la 

fois des vésicants et des OPs61 (Tableau 1-12 et Tableau 1-13). Son efficacité in vivo Đhez l’hoŵŵe à 

20µL/cm² a également été testée : elle diminue de manière significative les lésions cutanées et 

érythèmes provoqués paƌ l’Uƌushiol et le ŶiĐotiŶate de ŵĠthǇle61. Elle a été approuvée par la FDA en 

2006 comme étant non toxiques et efficace. Une recommandation de la FDA est la suivante : le 

contact de la crème avec des produits doit être évité car la contamination des produits fumés 

(cigarette) par le PTFE peut eŶtƌaiŶeƌ l’appaƌitioŶ de fiďƌoŵes pulŵoŶaiƌes. De plus, il seŵďle 

ĠgaleŵeŶt Ƌue l’utilisatioŶ d’iŶseĐtiĐides comme le DEET (N,N-diéthyl-m-toluamide) en diminue 

l’effiĐaĐitĠ pƌoteĐtƌiĐe. 

 

L’IB-1 a été mis au poiŶt paƌ l’IŶstitut IsƌaĠlieŶ de ƌeĐheƌĐhe ďiologiƋue57. C’est uŶ TPC hydrophile 

contenant de la glycérine et du sulfate de magnésium. Le mécanisme de protection avancé par Kadar 

et al. est le suivant : la formule pénètre dans la peau et interagit avec les ciments intercellulaires 

pour former une barrière protectrice homogène. Cette crème barrière a montré son efficacité vis-à-

vis du VX et de l’Ypérite, elle est d’ailleuƌs aĐtuelleŵeŶt ĐoŵŵeƌĐialisĠe sous le Ŷoŵ DeƌŵostǇX paƌ 

la société pharmaceutique israélienne REKAH. Cette formule présente une protection longue durée 
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puisque son efficacité a été démontrée au-delà de 10h vis-à-vis du VX (Tableau 1-12Ϳ et de l’YpĠƌite 

(Tableau 1-13) mais a, cependant, le désavantage de ne pas êtƌe ƌĠsistaŶte à l’eau et s’ĠliŵiŶe doŶĐ 

facilement par la transpiration naturelle de la peau. 

 

Les Tableau 1-12 et Tableau 1-13 présente les résultats d’effiĐaĐitĠ des TPC existants. Le ratio de 

protection de chaque TPC montre que le plus efficace des TPC passifs est la SERPACWA car à la fois 

aussi efficace vis-à-vis des vésicants que des OPs. 

 
Tableau 1-12 : Topiques protecteurs cutanées et leur efficacité contre les agent OP (thèse J. Millérioux72). 

 
TPC 

Méthode OP Conditions 
Paramètres mesurés 

Exposition 
Résultats (P 

vs NP) 
RP 

SERPACWA 

Lapin in vivo VX pur 
DL50 (mg/kg)  

4h 
2,5 vs 0,049 51 

Cochon d'Inde in 

vivo 

VX 5% dans 
l'isopropanol DL50 (mg/kg)  

2h 

0,26 vs 0,13 2 

VR 35 vs17 2 

GF 
pur 

> 250 vs 7,8 32 

GD 2,3 vs 0,73 3 

IB-1 Porc in vivo VX pur 
AChE active 

1h 
75 vs 40 2 

Ag-7 
Porc in vivo 

VX pur 

AChE active 
3h 

56 vs 3% 19 

%Q0 (sang)  
3h 

63 vs 77% 1 

Porc in vitro 
%Q0 (milieu récepteur)  

3h 
3,4 vs 3% 1 

PEG 540 Lapin in vivo 

GD 

pur 
DL50 (mg/kg)  

4h 

16,6 vs 1,35 12 

TGD 17,3 vs 4,0 4 

VX 1,76 vs 0,04 44 

Crèmes à 
base de 

PEG 

Rat in vivo 
VX 

pur 
Mortalité  

1h 

82 vs 18 5 

GD >67 vs 21 3 

Cochon d'Inde in 

vivo 
VX 

pur 

Mortalité 
4min 

0 vs 8/8 ++ 

Cochon d'Inde in 

vitro 
VX 

%Q0 (milieu récepteur) 
24h 

18-56 vs 97% 5-2 

Tabun (GA), Sarin (GB), Sarin cyclohexylique (GF), Soman (GD) et Soman épaissi (TGD), VX russe (VR). 

RP = Ratio de protection = valeurs contrôles / valeurs TPC. 

 
Tableau 1-13 : Topiques protecteurs cutanées et leur efficacité contre les agent vésicants (thèse J. Millérioux72).  

TPC Méthode Agent Condition 
Paramètres mesurés 

Exposition 
Résultats (P 

vs NP) 
Ratio 

R 

SERPCWA Lapin in vivo HD 
pur 

0,01ml/cm² 
Lesiosn cutanées 

4h 
20% vs 100% 

(témoin 
5 

IB-1 
Porc in vivo 

(occlusif) 
HD 

pur 
5-10µL/cm² 

Lesiosn cutanées (aire) 
1h 

20 vs 180mm² 9 

Ag-7 

Porc in vivo 
(occlusif) 

HD 

pur 
0,02ml/cm² 

Lesiosn cutanées 
(observation 
histologique  

5min 
1h 

peau intacte 
vs lésé 

- 

Porc in vitro 
(occlusif) 

%Q0peau 
5min 

0,12 vs 0,27 2 

Humain in vitro 0,08ml/cm² Jmax (µg/cm².h-1 1,23 vs 4,41 3 

Crème 
protectrice 

Cochon d'Inde in 

vivo 
HN 

1g/100mL 
d'éthanol 

Lésiosn cuantées 
réduite vs 

témoin 
- 

YpĠrite au souffre ;HDͿ, YpĠrite à l’azote ;HNͿ. 
RP = Ratio de protection = valeurs contrôles / valeurs TPC. 
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4.3. LES ATSP 

 

Il existe de nombreuses méthodes de contres-mesures médicales capable de neutraliser les 

toxiƋues ŵais doŶt la liŵitatioŶ est le teŵps tƌğs Đouƌt d’action nécessaire entre contamination et 

décontamination. En effet, une fois la barrière cutanée traversée la neutralisation des agents dans le 

corps est plus complexe. Le but des aTSP est d’associer protection (et donc limiter le contact avec la 

peau) et décontamination immédiate ;daŶs le Đas ĠveŶtuel d’uŶe ĐoŶtamination). Les ingrédients 

intégrés dans ces topiques nouvelle génération doivent donc dégrader les toxiques.  

 

4.3.1. Mécanismes de dégradation 

 

La dégradation des agents peut se faire de différentes manières21.   

L’hǇdƌolǇse est la manière la plus simple et la plus utilisée pour neutraliser des agents. Le Tableau 

1-14 résume les temps de demi-vie des OPs par hydrolyse. GloďaleŵeŶt l’hǇdƌolǇse peƌŵet la 

formation de composés moins ou pas toxiques, elle est particulièrement efficace pour les agents G 

(sarin, soman) plus solubles daŶs l’eau. L’hydrolyse en milieu basique est la plus ƌapide puisƋu’elle 

permet de réduire les temps de demi-vie du sarin et du soman de plusieurs jours à quelques minutes. 

La dégradation des agents G (tabun, sarin, soman) est moins complexe que celle des agents V (VX, R-

VX). En effet, la voie de dégradation des agents V dépend du pH : la liaison P-S est clivée à pH acide 

ou basique et à pH Ŷeutƌe Đ’est la liaisoŶ P-O (Figure 1-14 A et Figure 1-15).  

 

Tableau 1-14 : Variation de la demi-vie des agents selon les 

conditions d'hydrolyse.21 

Agent pH Température Demi-vie (T½) 

Tabun 7.4 20°C 8 h 

Sarin 

6.5 
20°c 416h 

25°C 237 h 

7.5 
20°c 46 h 

25°C 24h 

>10 - quelques minutes 

Soman 
6.0 25°C 60h 

>10 - quelques minutes 

VX 7 - 4,8 jours 

R-VX 7 - 12,4 jours 

 

Les agents V peuvent également se dégrader par hydrolyse autocatalytique eŶ exĐğs d’eau ŵais 

le temps de dégradation est beaucoup plus long (1-2 mois).  
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Une troisième voie consiste en une attaque nucléophile par des peroxydes (R-O-O-R’Ϳ ŶoŶ 

toxiques et ŶoŶ Đoƌƌosifs ;ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à l’hǇdƌoxǇde de sodiuŵͿ et aďoutit diƌeĐteŵeŶt à la 

formation de dérivés non toxiques eŶ ĠvitaŶt la foƌŵatioŶ d’iŶteƌŵĠdiaiƌes toxiques (EA-2192). 

Une autre voie majeure de dégradation consiste en une chlorination oxydative (Figure 1-14 C). 

Les pƌeŵiğƌes ŵĠthodes utilisaieŶt l’eau de javel puis d’autƌes pƌoduits dĠĐoŶtaŵiŶaŶts ont été mis 

au point (HTH, SMT, ASH, SLASH, etc.). 

 

 

 

Figure 1-14 : Dégradation du VX par hydrolyse daŶs l’eau aux différents pH (A), hydrolyse par un peroxyde (B) et par 
chlorination oxydaytive (C). 21 

 

DESH : diisopropylethyl mercaptoamine ; EMPA : ethyl methylphosphonic acid ; EA 2192 : S-(2-diisopropyl- aminoethyl) 

methylphosphonothioic acid. 

 

 

  

Figure 1-15 : Mécanisme complet de dégradation du VX (A) et du POX (B) par la soude (NaOH).21 
 

DESH : diisopropylethyl mercaptoamine ; EMPA : ethyl methylphosphonic acid ; EA 2192 : S-(2-diisopropyl- aminoethyl) 

methylphosphonothioic acid. PNP : paranitrophénol ; DP : diethyl phopshate. 

 

(A) (B) 

(A) (B) 

(C) 
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L’YpĠƌite (vésicant) peut être dégradée de la même manière : substitution nucléophile et 

élimination en milieu acide, hydrolyse autocatalytique daŶs l’eau ŵais la pƌiŶĐipale ƌeste l’oxǇdatioŶ 

du souffƌe puis l’ĠliŵiŶatioŶ des sous-produits en milieu basique. 

 

4.3.2. Les molécules « actives »  à incorporer dans les aTSP 

 

La dĠgƌadatioŶ des ageŶts ĐhiŵiƋues de gueƌƌe peut se faiƌe ĠgaleŵeŶt à l’aide de ŵolécules plus 

complexes qui vont pouvoir être incorporées dans des formules à but de protection active.  

 

La molécule organique S-330 incorporée dans une matrice 

polymérique perfluorée a montré une efficacité significative pour la 

dĠgƌadatioŶ de l’YpĠƌite paƌ oxǇdatioŶ/dehǇdƌohalogĠŶatioŶ73. Aucun 

effet sigŶifiĐatif ĐoŶtƌe les ageŶts V Ŷ’a ĠtĠ oďseƌvĠ. Parmi les 6 formules 

réalisées la meilleure sélectionnée est composée de 10% S-300, 54% PFPE 

et 36% PTFE et ƌĠduit l’appaƌitioŶ des ĠƌǇthğŵes jusƋu’à 60min après 

expositioŶ à des vapeuƌs d’YpĠƌite (porc in vivo). Sans S-ϯϯϬ, l’iŶteƌvalle 

de teŵps est ƌĠduit à ϱŵiŶ pouƌ la SERPAWA, l’additioŶ de S-330 dans 

Đette ŵatƌiĐe peƌŵet doŶĐ d’augŵeŶteƌ l’effiĐaĐitĠ de cette formule par 12. Cependant, la difficulté 

d’ĠtaleŵeŶt et l’odeuƌ de Đette foƌŵule Ŷ’a pas peƌŵis de la ƌeteŶiƌ Đoŵŵe aTSP peƌtiŶeŶt. 

 

L’hexaméthylènetétramine (HTM) possèdent quatre azotes nucléophiles 

et peut donc plus facilement dégrader les toxiques comparés aux ligands 

soufrés monofonctionnels74. Testé sur épiderme isolé en cellules de Franz, 

l’HTM seul peƌŵet de ƌetaƌdeƌ la pĠŶĠtƌatioŶ de l’YpĠƌite : diminution de la 

pénétration à 48h (42±14% du contrôle non protégé) mais pas du flux 

maximum. Intégrée dans Stokoderm (20:80 p/p), elle est encore plus efficace car la pénétration est à 

la fois retardée et diminuée (17±3% du contrôle).  

 

Les polyalkylènes imines introduits dans une formulation à base 

de PTFE/PFPE et comparé à la SERPACWA réduisent la pénétration 

de l’YpĠƌite et du VX75. Vis-à-vis de l’YpĠƌite, il peut la dĠgƌadeƌ paƌ 

alkylation, hydrolyse ou dehydrohalogénation. Vis-à-vis des OPs la 

dégradation peut se faire soit en agissant comme des nucléophiles 

(substitution puis élimination) soit accélérer l’hydrolyse en milieu 

basique. 

 
 

S-330 

 

HTM 
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Se basant sur la défense naturelle du corps humain les premières molécules pourraient être 

également des enzymes. La pƌĠseŶĐe d’estĠƌase de tǇpe A ;aĐĠtǇlĐholiŶestĠƌase, 

butyrylcholinestérase et carboxylestérase, cibles des OPs)  dans des TPC permettrait de les piéger au 

sein de la formule et limiterait donc leur contact avec la peau. D’autƌes estĠƌases Đoŵŵe la 

PaƌaoxoŶase soŶt Đapaďles d’hǇdƌolǇseƌ les OPs paƌ oxǇdatioŶ76. CepeŶdaŶt, l’aĐtivitĠ d’uŶe eŶzǇŵe 

est difficile à conserver et nécessiterait des conditions spéciales de stockages et transport. 

 

 Les polysilsesquioxanes (POSS) sont des composés organiques-

inorganiques de formule brute (RSiO3/2)n (n = 6-18) doŶt l’ageŶĐeŵeŶt 

prend une architecture de type cage leur conférant une grande surface 

active (850m²/g)77–79. Ces molécules ont une double activité : la 

structuration permet le piégeage des agents chimiques de guerre et 

les groupements R peuvent porter des fonctions catalytiques pour 

initier leur dégradation. De plus, la possiďilitĠ d’ajouteƌ des 

groupements R organiques facilite leur incorporation dans une matrice organique comme par 

exemple la SERPACWA. Ils présentent une efficacité similaire vis-à-vis de l’Ypérite sous forme liquide 

ou vaporisée mais également contre les neurotoxiques comme le soman79. La neutralisation de 

l’YpĠƌite par les POSS se fait par hydrolyse ou déhydrohalogénation et celle du soman par hydrolyse. 

 

Les polyoxométallates (POM) sont des composés organométalliques et forment des clusters à 

trois dimensions qui peuvent comme les POSS piéger et neutraliser les toxiques. La détoxification est 

plus active vis-à-vis de l’YpĠƌite (T½ = 13h) que vis-à-vis des NOPs (soman et VX, T½ > 1jour)80. 

L’YpĠƌite peut ġtƌe dĠgƌadĠe paƌ ĐatalǇse de l’oxǇdatioŶ du souffƌe ou dehǇdƌohalogĠŶatioŶ81. 

L’iŶtĠgƌatioŶ de Đes aĐtifs daŶs des formules à base de polymères fluorés a montré de bons résultats 

in vitro. In vivo sur porc la meilleure formule (5% H5PV2Mo10O40 on CeO2, 47% PFPE, 48% PTFE) a 

montré 29% de réduction des érythèmes par rapport au contrôle81.   

 

Les nanoparticules (NPs) sont des éléments dont la taille varie entre 

1 et 100nm. En raison de leur petite taille, elles possèdent une 

grande surface spécifique et un grand nombre de sites réactifs. Elles 

sont donc des ingrédients très intéressants pour la mise au point de 

nouveaux aTSP car elles ont la capacité d’à la fois adsorber/piéger 

physiquement en surface le toxique et de le dégrader loƌsƋu’elles 

possèdent des fonctions catalytiques. 
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Du fait de leur taille et de leur réactivité, la toxicité liée aux NPs est largement discutée car elles 

sont suspectées de passer les barrières biologiques pour atteindre la circulation sanguine et 

s’aĐĐuŵuleƌ daŶs les oƌgaŶes iŶteƌŶes. CepeŶdaŶt, leuƌ toxicité pour la santé humaine et 

l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt ƌeste eŶĐoƌe aujouƌd’hui tƌğs ĐoŶtƌoveƌsĠe. Les ŶaŶopaƌtiĐules d’oxǇdes 

ŵĠtalliƋues peuveŶt ƌelaƌgueƌ des oxǇdes de ŵĠtaux, Đ’est d’ailleuƌs pouƌ Đela Ƌue les NPs d’aƌgeŶt 

sont utilisées dans les produits bactéricides82–84. 

Dans le Đas d’uŶe Đƌğŵe appliƋuĠe suƌ la peau, les NPs auront un effet toxique si elles passent la 

ďaƌƌiğƌe ĐutaŶĠe et ƌejoigŶeŶt la ĐiƌĐulatioŶ saŶguiŶe. CoŶĐeƌŶaŶt Đette voie d’aďsoƌptioŶ daŶs 

l’oƌgaŶisŵe les Ġtudes soŶt eŶĐoƌe tƌğs divisĠes. EŶ effet, ĐeƌtaiŶes études menées sur des NPs 

d’aƌgeŶt ŵoŶtƌeŶt Ƌue les ŶaŶopaƌtiĐules passeŶt la ďaƌƌiğƌe ĠpideƌŵiƋue et foƌŵent des agrégats 

dans le derme85 et peuvent atteindre la circulation sanguine82. Les NPs sont particulièrement utilisées 

dans l’iŶdustƌie ĐosŵĠtiƋue et notamment celles de titane et de zinc pour la formulation de crèmes 

solaires où elles sont utilisées comme filtres solaires pour refléter les rayons UV. Elles ont remplacé 

leur équivalent de taille micronique en raison de leurs meilleures propriétés organoleptiques et 

d’effiĐaĐitĠ. DaŶs le Đas de Đes NPs il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu’elles ne peuvent pas ou peu s’aĐĐuŵuleƌ, elles 

atteignent  au pire les couches les plus externes du stratum corneum
83,86. Le projet européen 

NANODERM (2007) a permis de démontrer la sécurité des produits solaires vis-à-vis des NPs de 

titane et de zinc utilisées sur des peaux saines87.  

Le potentiel toxique des NPs pouƌ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt Ŷ’est ĠgaleŵeŶt pas encore déterminé. Leur 

toxicité pourrait être liée à deux paramètres différents : (1) leur toxicité intrinsèque et (2) leur 

capacité à absorber les polluants et à les relarguer une fois bioaccumulées88,89. Dans le cas de 

l’utilisation de NPs dans les aTSP il faudra donc faire particulièrement attention à la décontamination 

et Ġviteƌ le ƌelaƌgage daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt. C’est au Ŷiveau de leuƌ ĐapaĐitĠ à se ďioaĐĐuŵuleƌ Ƌue 

les études divergent : certaines prouvent l’aĐĐuŵulatioŶ de TiO2, ZnO et CeO2 dans les organismes 

(Nitrosomonas europaea, bactérie à Gram-)90 taŶdis Ƌue d’autƌes ŵoŶtƌeŶt le ĐoŶtƌaiƌe 

(Tetrahymena thermophila, protozoaire cilié)88. Une récente review met en évidence la non 

harmonisation des protocoles et des modèles utilisés pour les études de toxicité environnementale 

qui ne permettent pas, à ce jour, de conclure à une toxicité ou une non toxicité des NPs de titane par 

exemple91.  

 

Les NPs d’aluminium (Al2O3), calcium (CaO), magnésium (MgO) ou encore de titane anatase (TiO2) 

et de fer ont toutes la capacité de dégrader autant les vésicants (Ypérite) que les neurotoxiques 

(soman, sarin et VX)92–95. L’avaŶtage de l’utilisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules est d’ailleuƌs d’Ġviteƌ la 

formation du composé de dégradation du VX EA-2192 qui est toxique (Figure 1-16). Il a été 

également  démontré  que  les  nanoparticules  de   titane   et   de   fer   sont   plus   efficaces  que  les 
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DĠgƌadatioŶ de l’YpĠƌite 

 

Dégradation du Soman 

 

Dégradation du VX 

 

Figure 1-16 : Mécanisme de dégradation des agents chimiques de guerre par les nanoparticules.92–94,96 

MPA : methylphosphonic acid ; PMPA : pinacolyl methylphosphonic acid ; DESH : diisopropylethyl mercaptoamine ; EMPA : 

ethyl methylphosphonic acid ; EA 2192 : S-(2-diisopropyl- aminoethyl) methylphosphonothioic acid. 
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NPs de ŵagŶĠsiuŵ pouƌ la dĠgƌadatioŶ d’YpĠƌite, du soman et du VX95. Egalement, les NPs de silice 

(SiO2) peuvent être utilisées pour la décontamination comme véhicule en les imprégnant de produit 

de décontamination97. DaŶs tous les Đas la pƌĠseŶĐe d’eau joue uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs la dĠgƌadatioŶ 

des ageŶts ĐhiŵiƋues. L’utilisatioŶ des pƌopƌiĠtĠs photocatalytiques de certaines NPs peut également 

ġtƌe uŶe voie d’aŵĠlioƌatioŶ de la dĠgƌadatioŶ des toxiƋues. DĠjà utilisĠe comme méthode de 

dégradation de nombreux polluants98–101, les NPs peuveŶt ĠgaleŵeŶt ŵieux dĠgƌadeƌ l’YpĠƌite102,103 

et les organophophorés99 et encore plus si elles sont dopées104. 

 

Intégré dans des TPC, elles ont également montré une certaine efficacité. Hobson et ses 

collaborateurs105 ont montré que les NPs de MgO et TiO2 intégrées dans une matrice composées de 

polymères fluorés (PTFE + PFPE) permettaient de réduire la pénétration in vitro de soman de 99%. Ils 

ont également montré que les NPs de MgO, ZnO et TiO2 étaient autant efficaces contre les vapeurs 

Ƌue l’YpĠƌite Ƌue sous sa foƌŵe liƋuide ;in vitroͿ. De plus, ils oŶt vĠƌifiĠ Ƌu’apƌğs iŶtĠgƌatioŶ daŶs les 

aTSP, les NPs ĐoŶseƌvaieŶt leuƌ effiĐaĐitĠ de dĠgƌadatioŶ ĐoŶtƌe le soŵaŶ, le VX et l’YpĠƌite. 

Cependant, les tests in vivo sur poƌĐ Ŷ’oŶt pas peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ l’effiĐaĐitĠ des Ŷouveaux aTSP. Ils 

oŶt ĠgaleŵeŶt essaǇĠ d’assoĐieƌ les NPs et POM au seiŶ d’uŶ ŵġŵe topiƋue, les ƌĠsultats oŶt ĠtĠ 

similaires aux aTSP contenant seulement des NPs : de très bon résultats in vitro mais non confirmés 

in vivo sur porc106. Plus ƌĠĐeŵŵeŶt l’iŶtĠgƌatioŶ des NPs de cérine (CeO2) dans des émulsions huile 

dans eau (H/E) contenant des polymères  perfluorés,  des   silicones  et  de  la   paraffine  a montré   

une  efficacité  protectrice  :  la pénétration du POX est diminuée d’uŶ faĐteuƌ ϯ suƌ ŵeŵďƌaŶes 

siliconées107.  UŶe autƌe idĠe  dĠveloppĠe au laďoƌatoiƌe est d’assoĐieƌ de ŵaŶiğƌe ĐovaleŶte des NPs 

avec des polymères perfluorés modificateurs de rhéologie. Cette association est prometteuse car elle 

peƌŵet ;ϭͿ d’allieƌ à la fois les pƌopƌiĠtĠs de ƌĠpulsioŶ des polǇŵğƌes peƌfluoƌĠs et les pƌopƌiĠtĠs 

d’aďsoƌptioŶ ou de dĠgƌadatioŶ des NPs en conservant la surface active des objets nanométriques ; 

;ϮͿ de diŵiŶueƌ l’iŵpaĐt ĠĐologiƋue des NPs de silice108 et ;ϯͿ d’utiliseƌ le pƌiŶĐipe aĐtif saŶs additif du 

fait de la formation du gel par le polymère modificateur de rhéologie. Ces nouveaux composés ont 

montré une efficacité certaine96 : la pénétration du POX est réduite d’uŶ faĐteuƌ ϰ pouƌ des 

polymères greffés avec des NPs de silice ou cérine. Cependant, ils ont présenté le désavantage de ne 

pas être homogènes au sĠĐhage Đaƌ le dĠpôt eŶ suƌfaĐe ĐƌaƋuğle. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt doŶĐ d’iŶtĠgƌeƌ 

ces nouveaux composés dans des formules en vue de développer de nouveaux aTSP. 
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V. OBJECTIFS DE NOTRE ÉTUDE 

 

L’iŶĐoƌpoƌatioŶ de ŵolĠĐules dites actives semble donc une voie pertinente pouƌ l’aŵĠlioƌatioŶ 

continue de la recherche sur les topiques protecteurs cutanés. De précédentes études ont permis de 

ŵettƌe eŶ valeuƌ l’effiĐaĐitĠ pƌoteĐtƌiĐe de NPs de silice ou cérine greffées en réseau à des polymères 

modificateurs de rhéologie (HASE-F-RF8) 96,107,109. EŶ effet, l’assoĐiatioŶ ĐovaleŶte de Đes deux tǇpes 

de principes actifs permet (1) d’allieƌ à la fois les pƌopƌiĠtĠs de pƌoteĐtioŶ/dĠĐoŶtaŵiŶation des NPs 

et des polymères en conservant la surface active libre des NPs (bonne dispersion en solution et dans 

les dépôts en surface)110 et (2) d’ĠliŵiŶeƌ la toxiĐitĠ eŶviƌoŶŶeŵeŶtale des NPs libres puisque 

greffées à des macromolécules elles ne peuvent plus  aussi facilement pénétrer dans les organismes 

et s’Ǉ aĐĐuŵuleƌ 108. 

 

Cependant, ces nouveaux nanocomposites ne sont pas utilisables tels quels car ils craquèlent au 

sĠĐhage et Ŷ’offƌent donc pas de fonction barrière complète (Figure 1-17). L’hoŵogĠŶĠitĠ des dĠpôts 

eŶ suƌfaĐe Ŷ’est doŶĐ pas suffisaŶte iŵpaĐtaŶt aiŶsi la ƌepƌoduĐtiďilitĠ des ƌĠsultats d’effiĐaĐitĠ. 

 

     

Figure 1-17 : Craquèlement des dépôts de polymère au séchage. 

 Polymère greffé avec des nanoparticules de silice (A) et de cérine : B). 

 

Il semble doŶĐ ŶĠĐessaiƌe d’iŶtĠgƌeƌ Đes ŶaŶoĐoŵposites daŶs des foƌŵules staďles conservant la 

dispersion homogène des nanoparticules par le polymère et permettant la formation de dépôts 

filmogènes en surface de la peau pour offrir une meilleure barrière aux toxiques.  

 

L’oďjeĐtif de Đe tƌavail de thèse est donc de développer de nouveaux TPC à base de réseau 

polymériques de nanoparticules performants ĐoŶtƌe la pĠŶĠtƌatioŶ d’ageŶts ĐhiŵiƋues toxiƋues. Ce 

travail de thèse se découpe en 5 parties. Le Chapitre 2 se foĐaliseƌa suƌ l’optiŵisatioŶ de la sǇŶthğse 

et l’aŵĠlioƌatioŶ des aĐtifs HASE-F-RF8/NPs. La synthèse de ces polymères prend actuellement 21 

jours pour 20g de polymères greffés110–112. DaŶs le Đadƌe d’uŶe future industrialisation, il semble 

intéressant d’optimiser le processus de synthèse. Ces polymères greffés ne présentent actuellement 

(A)                                                                   (B) 
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aucune propriété oléophobe (angle de contact 60-70°), la deuxième partie du chapitre présentera la 

possiďilitĠ de gƌeffeƌ d’autƌes ĐoŵposĠs fluoƌoĐaƌďoŶĠs au polǇŵğƌe aĐtuel eŶ vue d’aŵĠlioƌeƌ Đes 

propriétés oléophobes et protectrices. Le Chapitre 3 ĐoŶĐeƌŶeƌa l’ĠvaluatioŶ de la ďioĐompatibilité 

(avec une utilisation cutanée)  et de l’ĠĐoĐoŵpatiďilitĠ des Ŷouveaux Đoŵposites en vue d’uŶe 

utilisation à la fois par des civils ou des militaires et d’uŶe appliĐatioŶ à plus laƌge ĠĐhelle.                            

Le Chapitre 4 décrira les différentes formules réalisées à base de polymères greffés avec des 

nanoparticules de silice ou de cérine et de leur pré screening sur membranes siliconées. Le paraoxon 

a été utilisé comme simulant du VX pour sa facilité de mise eŶ œuvƌe liĠe à une moindre toxicité. 

Deux formules se sont montrées très efficace vis-à-vis de la pénétration du paraoxon, le Chapitre 5 

présentera une étude détaillée des deux crèmes candidates ĐoŶĐeƌŶaŶt l’iŵpaĐt suƌ l’effiĐaĐitĠ des 

nanoparticules, des ingrédients et de diffĠƌeŶts paƌaŵğtƌes Đoŵŵe l’oĐĐlusioŶ. C’est ĠgaleŵeŶt daŶs 

Đe Đhapitƌe Ƌue l’efficacité sur explants de peau humaine sera validée. De plus, au cours de cette 

thğse j’ai pu expérimenter de pƌğs la diffiĐultĠ de l’aĐĐğs aux explaŶts de peaux de cochon (nécessite 

un certain savoir-faire et du matériel spécifique) et humaines (le peu de donneur disponible rend la 

pƌoduĐtioŶ faiďle, loŶgue et tƌğs ĐouteuseͿ. J’ai doŶĐ dĠĐidĠ d’essaǇeƌ de développer une nouvelle 

méthode pour l’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des TPC ĐaŶdidats. MoŶ Đhoix s’est oƌieŶtĠ veƌs les 

épidermes humains reconstruits actuellement validés pouƌ la ĐoƌƌosioŶ et l’iƌƌitatioŶ Đoŵŵe ŵodğles 

alternatifs pertinent aux études in vivo
113,114. Le Chapitre 6 constituera uŶ dĠďut d’Ġtude ĐoŶĐeƌŶaŶt 

l’ĠvaluatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ et de la ĐapaĐitĠ des Ġpideƌŵes à ideŶtifieƌ ĐoƌƌeĐteŵeŶt des TPC 

candidats. 
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Les actifs précédemment synthétisés au laboratoire1,2 et sélectionnés pour la suite de ce projet 

sont des polymères HASE-F-RF8 greffés avec des nanoparticules de dioxyde de silice (SiO2), de 

dioxyde de cérium (CeO2) ou de dioxyde de titane (TiO2) appelés respectivement PSi, PCe et PTi 

(Figure 2-1). Le greffage des nanoparticules à des réseaux polymériques est une recherche en pleine 

expansion concernant de nomďƌeuses appliĐatioŶs Đoŵŵe l’aŵĠlioƌatioŶ des pƌopƌiĠtĠs optiƋues et 

mécaniques des composites3,4. Le greffage covalent de nanoparticules à un polymère est très 

iŶtĠƌessaŶte pouƌ Ŷotƌe appliĐatioŶ puisƋu’il peƌŵet uŶe dispeƌsioŶ staďle et iŶdividuelle des 

nanopaƌtiĐules daŶs l’eau à pH ϳ2,5. En effet, les polymères HASE-F-RF8 sont des polymères 

modificateurs de rhéologie de type HASE (Hydrophobically Alkali-Soluble Emulsions) comportant de 

courtes (CF3) et de longues (C8F17) chaines fluorées. Les polymères HASE sont classiquement 

ĐoŶstituĠs d’aĐide ŵĠthaĐƌǇliƋue (AM), d’aĐƌǇlate d’ĠthǇle (AE) et d’uŶ ŵaĐƌomonomère comportant 

un chainon hydrophobe séparé du squelette polymérique par une chaîne en polyéthylène glycol 

(PEG). Ce sont des polymères associatifs et leuƌ dispeƌsioŶ daŶs l’eau (en général à un pH > 6) permet 

la foƌŵatioŶ d’uŶ réseau tridimensionnel ŵodifiaŶt la ƌhĠologie d’uŶe solution aqueuse, on parle 

alors de gel aqueux6–8. Le ƌeŵplaĐeŵeŶt de l’aĐƌǇlate d’ĠthǇle paƌ uŶe ĐhaiŶe tƌifluoƌoĠthǇle (AF, CF3) 

ne change pas le comportement modificateur de rhéologie du polymère en comparaison à la 

référence HASE hydrocarbonée2. Cette modification de rhéologie est un phénomène complexe 

faisant intervenir de nombreux paramètres physiques et chimiques et peut être expliquée par les 

mécanismes suivants (Figure 2-1) : 

• La neutralisation des fonctions acides du polymère permet la formation des fonctions COO- de 

l’AM. L’appaƌitioŶ de Đes charges négatives génère des répulsions électrostatiques entre les 

chaines de polymère induisant leur dĠploieŵeŶt daŶs l’eau. On parle de gonflement du polymère 

daŶs l’eau ou d’augmentation du volume hydrodynamique. 

• De plus, en solution aqueuse, les chainons hydrophobes du polymère voŶt s’assoĐieƌ eŶtƌe eux  

dans le but de minimiser au maximum leuƌ ĐoŶtaĐt aveĐ l’eau. Cette auto-associativité des 

polǇŵğƌes HASE ĐoŶtƌiďue à la foƌŵatioŶ d’uŶ ƌĠseau stƌuĐtuƌĠ ou gel tƌidiŵeŶsioŶŶel. 

 

Figure 2-1 : Polymère HASE-F-RF8 greffé (gauche) et schéma des interactions possibles lors de la formation du réseau 3D 

en solution aqueuse basique (droite). 
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Ces polymères hautement fluorés présentent des propriétés intéressantes de mouillabilité 

loƌsƋu’ils soŶt dĠposĠs suƌ uŶe suƌfaĐe ŵodğle. La ŵouillaďilitĠ est la ĐapaĐitĠ d’uŶ ŵatĠƌiau à 

repousser un liquide. La mouillabilité se caractérise par l’aŶgle de coŶtact à l’iŶteƌface 

liquide/solide/vapeur que forme la goutte déposée sur une surface (Figure 2-2). Dans le cas de notre 

appliĐatioŶ, l’Ġtude de la ŵouillaďilitĠ paƌait iŶtĠƌessaŶte Đaƌ la liŵitatioŶ de la suƌfaĐe de ĐoŶtaĐt 

entre le toxique et la peau pourrait être un moyen de limiter sa pénétration. 

 

 

Figure 2-2 : Mesuƌe de l’aŶgle de coŶtact à l’iŶteƌface liƋuide/solide/vapeuƌ ;ŵodğle de YouŶgͿ. 
 

Considérons une goutte de liquide sur une surface lisse à atmosphère ambiante (le liquide et la 

suƌfaĐe soŶt doŶĐ au ĐoŶtaĐt de l’aiƌͿ, l’aŶgle de contact ŵesuƌĠ ĐoƌƌespoŶd à uŶ aŶgle à l’ĠƋuiliďƌe 

Ƌui est dĠfiŶi paƌ l’ĠƋuatioŶ de Young9 (équation 4). Un matériau ayant une faible mouillabilité 

pƌĠseŶteƌa uŶ aŶgle de ĐoŶtaĐt tƌğs ĠlevĠ et à l’iŶveƌse uŶ ŵatĠƌiau ŵouillaďle pƌĠseŶteƌa un angle 

de ĐoŶtaĐt faiďle sigŶifiaŶt Ƌue la goutte s’Ġtale à la suƌfaĐe. L’angle de contact défini par cette 

relation permet le classement des surfaces élaborées : les surfaces ayant un angle de contact 

inférieur à 90° sont dites hydro- ou oléophile (selon le liquide sonde utilisé), supérieur à 90° hydro- 

ou oléophobe et excédant 150°C superhydro- ou oléophobe. 

 cos �� =  ���− ������     (eq.4) 

 

Où ϴy est l’angle de contact apparent à l’éƋuiliďre ;en °Ϳ et γsv, γsl, et γlv représentent les tensions 

superficielles entre les phases solide/vapeur, solide/liquide et liquide/vapeur. 

 

La mouillabilité d’uŶe suƌfaĐe est foŶĐtioŶ de deux faĐteuƌs : la composition chimique qui 

constitue les caractéristiques intrinsèques de la surface et la structuration. Les composés fluorés 

présentent les meilleures propriétés de répulsion. En effet, dans le cas de surfaces lisses l’hydro- et 

oléophobie peuvent être atteintes10.  

 

Le Đas d’uŶe surface rugueuse ne peut être expliqué par la seule équation de Young. D’autƌes 

thĠoƌies oŶt ĠtĠ ĠlaďoƌĠes pouƌ pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte l’iŵpaĐt de la stƌuĐtuƌatioŶ de suƌfaĐe. Le 

modèle de Wenzel11 dĠĐƌit le Đas d’uŶe goutte qui épouse les aspérités de la surface et est régi par 
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l’ĠƋuatioŶ ϱ Ƌui pƌeŶd eŶ Đoŵpte le paƌaŵğtƌe de ƌugositĠ ƌ (r  = surface réelle / surface apparente ) 

(Figure 2-3). La rugosité permet donc d’augŵeŶteƌ l’aŶgle de contact du matériau (r > 1). Le modèle 

Cassie-Baxter12 décrit, lui, le Đas d’uŶe goutte Ƌui eŵpƌisoŶŶe daŶs la suƌfaĐe des ďulles d’aiƌ (Figure 

2-3). L’aŶgle de ĐoŶtaĐt appaƌeŶt est foŶĐtioŶ de la fƌaĐtioŶ solide ;φs) en contact avec la goutte (φs 

cos θy) auƋuel oŶ ƌetiƌe la fƌaĐtioŶ d’aiƌ eŵpƌisoŶŶĠ sous la goutte ;ϭ- φs) (équation 6). 

DaŶs le Đas d’uŶ Ġtat de WeŶzel, la goutte adhğƌe à la suƌfaĐe puisƋu’elle s’aĐĐƌoĐhe daŶs les 

aspérités. Si l’aŶgle de ĐoŶtaĐt est ĠlevĠ, on parlera alors de comportement parahydro/oléophobe ou 

comportement « collant ». DaŶs le Đas de l’Ġtat de Cassie-Baxter, la goutte repose sur les aspérités 

ainsi la goutte se décrochera plus aisément de la surface tout en conservant sa forme sphérique, on 

parlera alors de comportement « glissant » ou superhydro/oléophobe.  

 

Wenzel 
 cos ��  =  � . cos ��    (eq. 5) 

 

Cassie-Baxter 
 cos ��௕ = �� ሺcos �� + 1ሻ − 1    (eq. 6) 

 

  

Figure 2-3 : Modèles et équations de Wenzel et Cassie-Baxter. 

 

Ces phénomènes sont retrouvés dans la nature. Par exemple, les pétales de rose sont 

parahydrophobes, les gouttes d’eau sont donc retenues en surface afin de permettre une meilleure 

hydratation. Au contraire, dans le cas de la feuille de lotus, le comportement superhydrophobe lui 

confère des propriétés autonettoyantes. La composition en cire (caractéristiques intrinsèques) des 

pétales de rose et feuilles de lotus mais surtout les structurations micro- et nanométriques 

participent largement à ces propriétés (Figure 2-4). 

 

(A) (B)  

Figure 2-4 : Comportement parahydrophobe des pétales de rose (A) et superhydrophobe des feuilles de lotus (B)
13

. 
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L’Ġtude de la ŵouillaďilitĠ de dépôts de polymères HASE-F-RFϴ ŵoŶtƌe uŶ aŶgle ĐoŶtaĐt à l’huile 

proche de entre 70° et 90°, ceux-ci sont donc faiblement oléophobe, c’est pouƌƋuoi ils oŶt ĠtĠ Đhoisis 

pour notre application de protection topique1. L’ajout de gƌoupeŵeŶts fluoƌĠs supplĠŵeŶtaiƌes à ces 

polymères pourrait permettre d’augŵeŶteƌ l’aŶgle de ĐoŶtaĐt des polǇŵğƌes à l’huile afiŶ d’atteiŶdƌe 

une forte oléophobie et ainsi potentiellement d’augŵeŶteƌ l’effiĐaĐitĠ des aĐtifs. 

 

Ce chapitre est composé de trois parties : en premier eŶ vue d’uŶe iŶdustƌialisatioŶ 

l’optiŵisatioŶ de la synthèse du polymère sera présentée puis la possibilité de greffage de nouvelles 

nanoparticules telles que des particules de dioxyde de cérium de différentes tailles ou de dioxyde de 

titane anatase au polymère sera abordée et enfin,  l’aŵĠlioƌatioŶ des aĐtifs par le surgreffage des 

nanoparticules avec des groupements fluorés sera développée. 

 

I. SYNTHESE DES POLYMERES GREFFES ET OPTIMISATION 

 
La durée de synthèse totale en condition de laboratoire est de 15 jours pour environ 15 à 20g de 

polymère greffé. DaŶs le ďut d’uŶe iŶdustƌialisatioŶ futuƌe de Đes aĐtifs, uŶe optiŵisatioŶ de la 

synthèse est nécessaire. La Figure 2-5 suivante représente les différentes étapes de synthèse 

successive de ces polymères.  

 

1.1. LE MACROMERE MF8 

 
Le macromère MF8 constitue la première étape de synthèse. Il est utilisé pour la synthèse du 

polymère portant la longue chaine fluoré RF8. La réaction de synthèse (Figure 2-6) dure 1 nuit suivie 

de ϭ à Ϯ  jouƌs de tƌaiteŵeŶt ;filtƌatioŶ suƌ ĐĠlite, extƌaĐtioŶ à l’eau et puƌifiĐatioŶ suƌ ĐoloŶŶe 

chromatographique de silice). 

L’optiŵisatioŶ de la sǇŶthğse du ŵaĐƌoŵğƌe pƌoposĠe se situe au Ŷiveau des Ġtapes de 

purification : 

• L’Ġtape de filtƌatioŶ suƌ ĐĠlite est éliminée. En effet, la célite forme un maillage qui permet 

d’ĠliŵiŶeƌ les précipités solides. Tout comme la célite, la silice forme un maillage, mais plus serré 

• L’Ġtape de puƌifiĐatioŶ suƌ ĐoloŶŶe ĐhƌoŵatogƌaphiƋue est loŶgue et Đouteuse. C’est uŶe Ġtape 

ĐoŶsoŵŵatƌiĐe de teŵps et de solvaŶt Đaƌ le pƌoduit doit tƌaveƌseƌ l’Ġpaisseuƌ de siliĐe de la 

ĐoloŶŶe d’eŶviƌon 20 à 25cm. Cette méthode est remplacée paƌ l’utilisatioŶ d’uŶ fƌittĠ daŶs 

leƋuel oŶ Đhaƌge la siliĐe d’uŶe Ġpaisseuƌ plus fiŶe d’eŶviƌoŶ ϯ-4 cm. Les molécules passent donc 

plus vite et à l’aide de peu de solvaŶt ;ϭ,ϱL ĐoŶtƌe ϱ-6L pour une purification sur colonne).  
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Figure 2-5 : Schéma global de synthèse des actifs greffés. 

Les liaisons crées à chaque étape sont mises en évidence par des flèches violettes. 

RF8 : acide fluoré en C8F17 ; PEGMM : polyéthylène glycol  méthyl méthacrylate ; AF : acrylate fluoré (méthacrylate de 2,2,2-

trifluoéthyl) ; MF8 : macromère fluoré en C8F17 ; AM : acide méthacrylique ; HASE-F-RF8 : polymère fluoré avec des chainons 

hydrophobes en CF3 et C8F17 ; NP : nanoparticule ; ATS : (3-aminopropyl)triéthoxysilane ; HASE-F-RF8/NPs : polymère greffé. 
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Figure 2-6 : Réaction de synthèse du macromère MF8. 

 

Grâce à cette optimisation le protocole de synthèse du macromère a été réduit de moitié et est 

le suivant : 

1- Réaction : 1 nuit 

2- Traitement : 

a. Extraction à l’eau : 1h 

b. Purification sur fritté de silice: 3h.  

Total : 2 jours 

L’optiŵisatioŶ dĠtaillĠe et le pƌotoĐole sont disponibles en annexe 2.1. L’aŶalǇse RMN peƌŵet la 

sélection des composés possédant des motifs de répétition entre 7 et 10. 

 

1.2. LE POLYMERE HASE-F-RF8 

 

Le polymère HASE-F-RF8 est obtenu par polymérisation en émulsion selon la réaction suivante 

(Figure 2-7).   

 

 

SDS, K2S2O8 

 

 
Acetone, water 

5h, 75°C 

 

Figure 2-7 : Réaction de synthèse du polymère. 

 

La caractérisation du polymère est réalisée par RMN 1H et peƌŵet d’oďteŶiƌ le pouƌĐeŶtage 

molaire de chaque monomère. Les polymères conservés sont ceux contenant 45±9% de AM, 36±5% 

de AF et ϭϵ±ϳ% de MFϴ. Le ƌeŶdeŵeŶt de la ƌĠaĐtioŶ est d’eŶviƌoŶ ϱϬ-70%. 

Les paƌaŵğtƌes Ƌui se soŶt ƌĠvĠlĠs ġtƌe Đlefs pouƌ l’oďteŶtioŶ des polǇŵğƌes soŶt l’ĠtaŶĐhĠitĠ du 

ŵoŶtage et le ĐoŶtƌôle du dĠďit d’azote. EŶ effet, la ƌĠaĐtioŶ est uŶe ƌĠaĐtioŶ ƌadiĐalaiƌe seŶsiďle à 

l’aiƌ, Đ’est pouƌƋuoi elle est ƌĠalisĠe sous atŵosphğƌe iŶeƌte et ĐoŶtƌôlĠe. De plus, la température de 

réaction est ĠgaleŵeŶt tƌğs iŵpoƌtaŶte Đaƌ Đ’est à ϳϱ°C Ƌue la ƌĠaĐtioŶ s’iŶitie. L’optimisation a 
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ĐoŶsistĠ iĐi eŶ la ŵise eŶ plaĐe d’uŶ ƌĠaĐteuƌ douďle eŶveloppe de ϱϬϬŵL peƌŵettaŶt uŶ ŵeilleuƌ 

contrôle de la température. Le volume du réacteur réduit la réaction à 20g de monomères initiaux. 

L’utilisatioŶ de Đe ƌĠaĐteuƌ douďle eŶveloppe a peƌŵis d’oďteŶiƌ des ƌeŶdeŵeŶts pƌoĐhes de ϵϬ% 

pour chaque réaction. L’optiŵisatioŶ dĠtaillĠe et le protocole sont disponibles en annexe 2.2. 

 

1.3. GREFFAGE DES NANOPARTICULES AU POLYMERE 

 

Le greffage des nanoparticules (protocole détaillé en annexe 2.4) consiste en la foƌŵatioŶ d’uŶe 

liaison amide (C(=O)-N) à partir des liaisons amines (NH2) des nanoparticules fonctionnalisées suivant 

un protocole déjà mis au point précédemment (annexe 2.3) et des liaisons acides libres (COOH) du 

polymère (Figure 2-8). Cette réaction est longue car elle nécessite un temps de contact 

nanoparticules – polymère de 5 jours. La liaison covalente formée est très stable, une liaison amide 

résiste à de très hautes températures.  

 

 
 

Figure 2-8 : Greffage des nanoparticules fonctionnalisées au polymère HASE-F-RF8. 

 

La caractérisation des polymères PSi, PCe ou PTi respectivement greffés avec des nanoparticules 

de dioxyde de silice (SiO2), de dioxyde de cérium (CeO2) ou de dioxyde de titane (TiO2) s’aŶalǇse par 

infra-rouge (IR). La foƌŵatioŶ de la liaisoŶ aŵide est visiďle paƌ l’appaƌitioŶ de la ďaŶde de vibration 

C=O de l’aŵide  à eŶviƌoŶ ϭϲϰϱĐŵ-1 (Figure 2-9, temps 5 jours). L’optimisation consiste ici en une 

étude temporelle de la formation de la liaison amide. La Figure 2-9 montre les analyses IR réalisées 

NPs fonctionnalisées

HASE-F-RF8

HASE-F-RF8/NPs

(PSi, PCe ou PTi)
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sur 1, 2, 3, 4 et 5 jours et comparées au polymère non greffé. L’ĠpauleŵeŶt ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de la 

liaison amide à 1645cm-1 Ŷ’augŵeŶte pas entre 1 et 5 jours, ainsi 24h de réaction sont suffisantes 

pour réaliser la totalité de la réaction de greffage. Il est donc possible de réduire le temps de 

greffage des nanoparticules de 5 jours à 24h.   

 

 

 

Figure 2-9 : Analyses IR du greffage des nanoparticules au cours du temps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

600800100012001400160018002000

Tr
an

sm
it

ta
n

ce
 n

o
rm

al
is

é
e

 

Longueur d'onde (nm) 

C=O 

amide 

Polymère non greffé 

1 jour 

2 jours 

3 jours 

4 jours 

5 jours 



Optimisation de la synthèse et production des actifs polymères 

69 
 

 

1.4. PROTOCOLE OPTIMISE 

 

Le protocole a donc été optimisé en terme de durée (la synthèse dure 9 jours au lieu de 15 jours) 

et de quantité solvant utilisée par réaction (Figure 2-10). Les protocoles détaillés finaux sont 

disponibles en annexe 2.1 à 2.4. 

 

 

 

 

Figure 2-10 : Schéma de l'optimisation de la synthèse des actifs greffés.  
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II. SYNTHESE DE NOUVEAUX COMPOSES HASE-F-RF8/NPS 

 

Les pƌotoĐoles ĠtaŶt ŵis au poiŶt, ils peuveŶt doŶĐ ġtƌe ĠteŶdus à d’autƌes tǇpes de 

ŶaŶopaƌtiĐules pouƌ ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe l’iŵpaĐt de leuƌ Ŷatuƌe ĐhiŵiƋue.  

 

2.1. FONCTIONNALISATION DE NOUVELLES PARTICULES  

 

2.1.1. Dioxyde de cérium 100 nm 

Les travaux préliminaires réalisés au laboratoire concernant des réseaux polymériques de 

nanoparticules de dioxyde de cérium ont montré que le polymère HASE-F-RF8/CeO2 (PCe) présente 

une efficacité protectrice contre la pénétration du paraoxon14,15. Il serait intéressant de mesurer un 

effet taille ou dopage de ces nanoparticules de dioxyde de cérium sur l’effiĐaĐitĠ. C’est pouƌƋuoi des 

particules de 100nm non dopées et 10nm dopées calcium ont été incluses dans cette étude. Le 

dioxyde de cérium 100 nm a été fourni par ABC Texture (CERIGUARD SP02, Daitokasei). Les particules 

de dioxyde de cérium ϭϬŶŵ dopĠes aveĐ du ĐalĐiuŵ oŶt ĠtĠ oďteŶues d’uŶ paƌteŶaiƌe seloŶ le 

protocole décrit par Boutard et al.16 La fonctionnalisation des nanoparticules a été caractérisée par IR 

et/ou analyse élémentaire. 

L’aŶalǇse IR des ŶaŶopaƌtiĐules de dioxyde de cérium 10nm dopées calcium (Figure 2-11) après 

fonctionnalisation (F) ŵoŶtƌe l’appaƌitioŶ de ďandes de vibration entre 2800 et 2900cm-1 

ĐoƌƌespoŶdaŶt aux ďaŶdes de viďƌatioŶ des gƌoupeŵeŶts alkǇles de l’aŵiŶe-silane ainsi que la bande 

de vibration N-H à 1500cm-1 ;oďseƌvatioŶ d’uŶe ŵodifiĐatioŶ de ďaŶde eŶtƌe la ĐĠƌiŶe avaŶt et apƌğs 

fonctionnalisation). La bande entre 450-500cm-1  est la sigŶatuƌe speĐtƌale de la ĐĠƌiŶe. L’aŶalǇse IR 

des nanoparticules de dioxyde de cérium 100nm (Figure 2-11) montre la présence de bandes alkyles 

avant et après fonctionnalisation, ce qui pourrait être expliqué par la présence de résidus 

hydrocarbures. Une légère modification de bandes correspondant aux liaisons N-H est visible après 

fonctionnalisation à 1500cm-1. CepeŶdaŶt, l’aŶalǇse ĠlĠŵeŶtaiƌe Ŷe ĐoŶfiƌŵe pas Đes ƌĠsultats, elle 

révèle un taux de fonction amine <0,07mmol/g de particules. Les nanoparticules de dioxyde de 

cérium de ϭϬϬŶŵ Ŷ’oŶt doŶĐ pas pu être suffisamment fonctionnalisées, surement du fait de leur 

grande taille. En effet, les nanoparticules de 100nm étant plus grande, le nombre de fonction OH 

libres n'est pas suffisant pour fonctionnaliser les nanoparticules de manière conséquente. 
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Figure 2-11 : Analyse IR des particules de dioxyde de cérium 10nm (gauche) et 100nm (droite). 

 

2.1.2. Dioxyde de titane enrobé silice 

Des nanoparticules de dioxyde de titane anatase (TiO2) ont précédemment été greffées au 

polymère au laboratoire. Le dioxyde de titane anatase est photo-instable et donc potentiellement 

phototoxiƋue. C’est pouƌƋuoi uŶe foƌŵe plus staďle ;foƌŵe ƌutileͿ a ĠtĠ choisie pour la poursuite de 

ce projet. Le dioxyde de titane rutile utilisé provient de la société cosmétique COTY-Lancaster (MT-

100T, Advanced Polymer). Il est enrobé de silice et la taille des nanoparticules est comprise entre 10 

et 30nm. La fonctionnalisation des particules a été caractérisée par IR et analyse élémentaire. 

L’aŶalǇse IR des ŶaŶopaƌtiĐules de dioxyde de titane (Figure 2-12) ne permet pas de caractériser 

clairement leur foŶĐtioŶŶalisatioŶ Đaƌ elles ĐoŶtieŶŶeŶt des ƌĠsidus d’aĐide stĠaƌiƋue Ƌui pollueŶt le 

signal des groupements alkyles à 2900 cm-1. Cependant à 1530cm-1 un léger épaulement apparait 

après fonctionnalisation, il correspond à la liaison N-H qui interagti avec des silanols ou hydroxyles de 

surface des nanoparticules. Les bandes de vibrations à 730cm-1 et 1050cm-1 sont respectivement 

caractéristiques des liaisons Ti-O-Ti et Si-O-Si des nanoparticules de dioxyde de titane enrobées de 

silice. L’aŶalǇse ĠlĠŵeŶtaiƌe a peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ la foŶĐtioŶŶalisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules de 

dioxyde de titane et révèle un taux de fonction amine de 0,27mmol/g de nanoparticules TiO2. Les 

nanoparticules de dioxyde de titane ont donc pu être fonctionnalisées et seront greffées au 

polymère.  
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Figure 2-12 : Analyse IR des particules de dioxyde de titane. 

 

La bonne fonctionnalisation des particules de dioxyde de titane est également facilement 

décelable par un simple test à la ninhydrine qui révèle la présence des amines. Ce test consiste à 

déposer quelques gouttes de ninhydrine dans un tube à essais contenant des nanoparticules sèches 

et les chauffer à ϲϬϬ°C à l’aide d’uŶ dĠĐapeuƌ theƌŵiƋue. Au Đhauffage, la ŶiŶhǇdƌiŶe va Đoloƌeƌ eŶ 

violet les fonctions amines. La Figure 2-13 met en évidence la fonctionnalisation des nanoparticules 

de dioxyde de titane. 

 

 
 

Figure 2-13 : Fonctionnalisation des nanoparticules de dioxyde de titane révélée à la ninhydrine. 
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2.2. GREFFAGE DES NANOPARTICULES DE TIO2 ET DE CA
2+-CEO2 

 

Les nanoparticules de dioxyde de titane enrobées silice et de dioxyde de cérium dopées calcium 

ont été fonctionnalisées efficacement par le 3-ATS, le greffage de ces nanoparticules au polymère a 

donc été réalisé. Le protocole de greffage est disponible en annexe 2.4. La Figure 2-14 montre 

l’aŶalyse IR du polymère greffé avec les nanoparticules de dioxyde de titane comparé au polymère 

non greffé. Un épaulement est facilement observable vers 1630cm-1 ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’appaƌitioŶ de 

la ďaŶde de viďƌatioŶ du C=O de l’aŵide. Les ŶaŶopaƌtiĐules oŶt doŶc été greffées au polymère. De 

plus, les bandes de vibration vers 1690cm-1 et 1750cm-1 correspondent respectivement aux liaisons 

C=O des fonctions acides et esters du polymère. La grande bande de vibration entre 600 et 740cm-1 

correspond quant à elle à la bande caractéristique des particules de dioxyde de titane (liaison Ti-O-

Ti).  

 

 
Figure 2-14 : Analyse IR du polymère greffé dioxyde de titane. 

 

 

La Figure 2-15 ŵoŶtƌe l’aŶalǇse IR du polǇŵğƌe gƌeffĠ aveĐ les ŶaŶopaƌtiĐules de dioxyde de 

cérium dopées calcium comparées au polymère non greffé. L’épaulement observable vers 1630cm-1 

(C=O de l’aŵide) est visible ainsi que les bandes de vibration vers 1690cm-1 (C=O des fonctions 

acides) et 1750cm-1 (C=O des fonctions esters). Les nanoparticules de dioxyde de cérium dopées 

calcium ont donc été greffées au polymère.  
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Figure 2-15 : Analyse IR du polymère greffé dioxyde de cérium dopée calcium. 

 

 

 

Les polymères fluorés HASE-F-RF8 ont été greffés avec des particules de dioxyde de silice de 

22nm, de dioxyde de cérium de 10nm ou de dioxyde de titane enrobées silice (10-30nm). Ces 

polymères ne présentent pas de propriétés oléophobes (angles de contact inférieurs à 90°) (Tableau 

2-1), il seƌait iŶtĠƌessaŶt de voiƌ ŵaiŶteŶaŶt l’iŵpaĐt de l’ajout de gƌoupeŵeŶts fluorés 

supplémentaires sur la mouillabilité de ces polymères. 

 

Tableau 2-1: Angles de contact des polymères greffés (10mg/cm²) à l’huile 

(4,9µL). 

Polymères PSi PCe PTi 

Angle de contact (°) 81±2 49±1 63±2 
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III. AMELIORATION DES ACTIFS 

 

La fonctionnalisation des nanoparticules avec le (3-aminopropyl)triéthoxysilane a peƌŵis l’ajout 

d’uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de foŶĐtioŶs aŵiŶes (NH2) en surface de celles-ci. Ainsi, même après la réaction 

de greffage entre le polymère HASE-F-RF8 et les nanoparticules, des fonctions amines de surface 

peuvent encore être libres pour une autre réaction de greffage. Il serait intéressant de les 

« surgreffer » avec un acide fluoré (RF8) afiŶ d’augŵeŶteƌ le taux de fluoƌ du polǇŵğƌe et 

poteŶtielleŵeŶt l’olĠophoďie. UŶ eŶseŵďle d’aŶalǇse seƌa ƌĠalisĠ pouƌ la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de Đes 

nouveaux composés (analyse élémentaire, mouillabilité, dispersion des nanoparticules et polymères, 

structuration de surface, étude rhéologique, etc.). 

 

3.1. REACTION CHIMIQUE 

 

L’aĐide fluoƌĠ (acide 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluoro-undecanoique – RF8) 

utilisé pour la synthèse du macromère est mis à réagir avec le polymère greffé pendant 5 jours puis 

l’eŶseŵďle est dialǇsĠ afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les ageŶts de Đouplages et le ƌeste d’aĐide Ƌui Ŷe se seƌait pas 

greffé. Le protocole détaillé est disponible en annexe 2.5. La réaction est la suivante (Figure 2-16).  

 

 
 
 
 
 

Figure 2-16 : Réaction de surgreffage des nanoparticules greffées au polymère HASE-F-RF8. 

 

Les trois polymères (PSi, PCe et PTi) ont été surgreffés (PSi/RF8, PCe/RF8 et PTi/RF8). Leurs 

comportements distincts sont abordés dans ce chapitre.  

 

HASE-F-RF8/NPs 
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HASE-F-RF8/NPs/RF8 
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3.2. CARACTERISATION ET ANALYSES DES HASE-F-RF8/NPS/FR8 

 

3.2.1. Polymère silice surgreffé (PSi/RF8) 

Les nanoparticules de dioxyde de silice étant les plus fonctionnalisées (2,5mmol NH2/g de 

particule), le polymère silice surgreffé constitue la preuve de concept de cette étude. Nous 

l’ĠtudieƌoŶs doŶĐ à l’aide de Ŷoŵďƌeuses aŶalǇses. L’aŶalyse ĠlĠŵeŶtaiƌe de ces composés a permis 

de ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe le gƌeffage eŶtƌe l’aĐide ĐaƌďoxǇliƋue du RF8 et les fonctions amines des 

nanoparticules (Tableau 2-2). Le ratio F/C augmente de 58% entre le polymère greffé et surgreffé. 

 

Tableau 2-2 : Analyses élémentaire des composés avant et après 

greffage. 

 C (%) F (%) F/C 

PSi 29,65 9,20 0,31 

PSi-RF8 26,36 12,84 0,48 

 

Le greffage peut également être mis en évidence grâce à des analyses au potentiel zêta (Figure 

2-17). A pH 4, une légère différence est observable entre les polymères non greffés (HASE) et greffés 

avec des nanoparticules de dioxyde de silice (HASE/Si) : le potentiel zêta du polymère HASE/Si est 

légèrement plus élevé (-22mV) que le polymère non greffé (-32mV) correspondant à la présence des 

fonctions amines qui a pH acide sont ionisées (NH2 + H+  NH3
+). Le surgreffage des nanoparticules 

diminue le nombre de fonctions amines libres en surface de celles-ci et correspond au shift vers le 

bas à pH 4 du polymère surgreffé (HASE/Si-RF8). 

 

 
Figure 2-17 : Potentiel zêta des suspensions de polymères, polymères greffés silice et homologues surgreffés. 
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La dispersion des nanoparticules daŶs l’eau est dépendante du pH de la suspension. A pH4, le 

poteŶtiel zġta des tƌois polǇŵğƌes est ĠlevĠ. L’augŵeŶtatioŶ du pH provoque pour les trois 

polymères une brusque diminution du potentiel correspondant à l’ioŶisatioŶ des gƌoupeŵeŶts 

carboxyliques (COOH  COO-Ϳ de l’aĐide ŵĠthaĐƌǇliƋue eŶtƌaŶt eŶ jeu daŶs la foƌŵatioŶ du réseau 

tridimensionnel. La plus grande diminution observée pour le polymère non greffé (HASE-F-RF8) est 

expliquée paƌ la pƌĠseŶĐe d’uŶ plus grand nombre de fonctions COO- disponibles car non greffées aux 

nanoparticules. La meilleure stabilisation est obtenue pour un pH = 7. Ainsi comme le polymère 

greffé, le polymère surgreffé est stable à pH7.  

 

La stabilité de la suspension dans le temps à pH7 a été réalisée sur des solutions à 2% (p/p) dans 

l’eau ;Figure 2-18). La suspension est stable pendant 4h, le polymère se déstabilise et retombe au 

fond du tube. Si la suspension est réagitée elle reste stable pendant 4h de nouveau.  

 

 

 
  

Temps (h) 0 2 4 21 

 
   

 Agitation 

Figure 2-18 : Etude de stabilité du polymère silice surgreffé. 

 

De plus, l’aspeĐt du polǇŵğƌe suƌgƌeffĠ diverge complètement du polymère greffé : tandis que le 

deuxième à 10% forme un gel très stable et visqueux à pH7, le premier est un liquide peu visqueux. 

Le surgreffage a donc modifié complètement le comportement du polymère en solution aqueuse. La 

rhéologie est l’Ġtude de l’ĠĐouleŵeŶt de la ŵatiğƌe ;Đƌğŵe, liƋuideͿ sous l’effet des ĐoŶtƌaiŶtes Ƌui 

lui sont appliquées. Pour le besoin des études, les grands principes de rhéologie sont détaillés plus 

tard au Chapitre 4 (3.3). Brièvement, dans le cas de ces nouveaux polymères ces études vont 

permettre de mettre en évidence une différence de comportements des polymères greffés et 

surgreffés en solution. La Figure 2-19 repƌĠseŶte la visĐositĠ des polǇŵğƌes à Ϯ% ;p/pͿ  daŶs l’eau et 

pH7 en fonction de la contrainte qui lui est appliquée (en Pa).  Il est faĐileŵeŶt oďseƌvaďle Ƌu’uŶe 

fois surgreffé, le PSi a une viscosité bien moins importante que celle du polymère greffé pour toute la 

gamme de contrainte. Ce type de polymère pourrait être intéressant pour une intégration dans une 

foƌŵule spƌaǇaďle. EŶ effet, l’iŶtĠgƌatioŶ eŶ spƌaǇ ŶĠĐessite uŶe foƌŵule faiďleŵeŶt visƋueuse. De 

plus, en raison de sa stabilité, on peut imaginer indiquer sur le produit : « à agiter avant utilisation ».  

 



Chapitre 2 

78 
 

 

Figure 2-19 : Etude en écoulement des polymères greffés silice (●) et surgreffés ().  

 

 

AfiŶ d’Ġtudieƌ la Đapacité des nouveaux polymères à repousser les toxiques, ses propriétées de 

mouillabilité oŶt ĠtĠ ĠtudiĠ paƌ goŶoŵĠtƌie ;goutte d’huile d’olive de ϰ,ϵµLͿ. 

 

Dès 3mg/cm² (dépôt sec sur verre), l’aŶgle de ĐoŶtaĐt est proche de l’olĠophoďie (81±2°) pour 

les deux polymères, ensuite une différence de comportement est observée entre le polymère avant 

et après surgreffage (Figure 2-20Ϳ. TaŶdis Ƌue pouƌ le pƌeŵieƌ l’olĠophoďie Ŷ’Ġvolue pas, voir même 

décroit, le deuxième voit son oléophobie augmenter de manière proportionnelle en fonction de la 

quantité déposée pour atteindre 120°C à 10mg/cm². Ainsi le polymère surgreffé tend vers la 

superoleophobie comparé au polymère greffé. Le dĠpôt paƌ spƌaǇ doŶŶe la ŵġŵe ĠvolutioŶ d’aŶgle 

de contact. 

 
 

  

Figure 2-20 : Mouillabilité des polymères greffés silice (●) et surgreffés (▪) en fonction de la quantité de dépôt sur plaque 

de verre. 
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L’ĠvolutioŶ des aŶgles de ĐoŶtaĐt eŶ foŶĐtioŶ de la dose Ŷe peut ġtƌe expliƋuĠe paƌ le seul 

paramètre chimie (paramètre intrinsèque). C’est eŶ augŵeŶtaŶt le taux de fluor que nous avons 

joué sur la chimie ŵais Ƌu’eŶ est-il de la structuration de surface ? Des clichés MEB ont donc été 

réalisés (Figure 2-21Ϳ. AuĐuŶe stƌuĐtuƌatioŶ spĠĐifiƋue Ŷ’est visiďle pouƌ le polǇŵğƌe gƌeffĠ et de 

légers craquèlements sont observés (flèches blanches). Ces craquèlements augmentent avec la 

ƋuaŶtitĠ de polǇŵğƌe dĠposĠe Đe Ƌui pouƌƌait expliƋueƌ la teŶdaŶĐe à la peƌte de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt 

observée dans la Figure 2-20 pour le polymère greffé. Ces ĐƌaƋuğleŵeŶts soŶt des poiŶts d’eŶtƌĠe et 

diminuerait la capacité du polymère à protéger la peau. Pour le polymère surgreffé (autant étalé à la 

spatule que sprayé) une structuration spécifique en feuillet est observée et aucun craquèlement 

Ŷ’est visiďle. 

 

L’aŶgle de ĐoŶtaĐt oďseƌvĠ pouƌ le polǇŵğƌe suƌgƌeffĠ ne peut donc pas être expliqué par la 

seule équation de Young. Si l’aŶgle de ĐoŶtaĐt que forme la goutte d’huile d’olive aveĐ la suƌfaĐe de 

PSi/RF8 suit l’ĠƋuatioŶ de Wenzel, cela signifie que la goutte est complètement en contact avec les 

aspĠƌitĠs foƌŵĠes paƌ les ŶaŶofeuillets. AveĐ l’ĠƋuatioŶ de WeŶzel ;cos �� =  � . cos �� où r = 

facteur de rugosité), ϴw ne peut être supérieur à ϴy que si ϴy est supérieur à 90°. Hors, l’ensemble 

des matériaux lisses oléophobes connus présente un ϴy inférieur à 90°17. Donc, les résultats de 

mouillabilité du polymère surgreffé ne peuvent être expliqués par cette équation. Dans le cas de ϴy < 

90°, seul l’ĠƋuatioŶ de Cassie-Baxteƌ peƌŵet d’expliƋueƌ Đe gaiŶ d’olĠophoďie puisƋue ϴcb peut 

augmenter même si ϴy < 90° (cos ��௕ = �� ሺcos �� + 1ሻ − 1). BieŶ Ƌue l’aŶgle atteiŶt Ŷe peƌŵette 

pas d’avoiƌ des pƌopƌiĠtĠs glissaŶtes ;Đoŵŵe la feuille de lotusͿ,  le dépôt de la goutte emprisonne 

donc une fractions d’aiƌ daŶs les ŶaŶofeuillets qui expliƋueŶt Đe gaiŶ d’olĠophoďie pouƌ le polǇŵğƌe 

surgreffé. 

 

Le polymère silice surgreffé montre donc une nette amélioration de ces propriétés de 

mouillabilité et tend vers la superoleophobie Ƌui s’expliƋue à la fois paƌ l’augŵeŶtatioŶ du taux de 

fluor et la structuration de surface. La modification des propriétés rhéologiques permettrait 

l’iŶtĠgƌatioŶ de Đes polǇŵğƌes pƌoteĐteuƌs daŶs des foƌŵules eŶ spray. 

Il serait intéressant maintenant de comparer le surgreffage de notre modèle PSi aux deux autres 

polymères dont les nanoparticules sont moins bien fonctionnalisées. 
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PSi 

 

 

PSi/RF8 (étalé) 

 

 

PSi/RF8 (sprayé) 

 

 

Figure 2-21 : Clichés MEB des polymères silice greffés et surgreffés. 
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3.2.2. Polymères cérine (PCe/RF8) et titane (PTi/RF8) surgreffés 

Deux autres polymères ont donc été surgreffés : les polymères greffés avec des nanoparticules 

de dioxyde de cérium (PCe) et dioxyde de titane (PTi). Leur mouillabilité, rugosité, structuration de 

surface ont donc été analysées. 

 

L’analyse élémentaire de ces composés a permis de mettre en évidence le gain en fluor des 

polymères (Tableau 2-3). Les ratios F/C augmentent entre les polymères greffés et surgreffés de 

226% pour le dioxyde de cérium et de 37% pour le dioxyde de titane. 

 

Tableau 2-3 : Analyses élémentaire des composés avant et 

après greffage. 

 C (%) F (%) F/C 

    

PCe 21,83 7,43 0,34 

PCe/RF8 21,24 23,72 1,11 
    

    

PTi 34,72 13,78 0,40 

PTi/RF8 33,40 18,64 0,55 
    

 

L’Ġtude de la mouillabilité (Figure 2-22) permet de mettre en évidence (tout comme le 

polymère greffé avec des nanoparticules de dioxyde de silice) que le surgreffage apporte un gain 

d’olĠophoďie ;+100% i.e. +50° pour le PCe/RF8, +33% i.e +20° pour le PTi/RF8), le PCe/RF8 atteignant 

l’olĠophoďie (103±2°). 

 

 
 

Figure 2-22 : Mouillabilité des polymères greffés () et surgreffés ;●Ϳ dioxyde de cérium (A) et dioxyde de titane (B). 
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Nous allons donc maintenant étudier la structuration de surface afin de voir quelle partie entre 

le gain de fluor et la structuration influence ces nouvelles propriétés de mouillabilité. 

 

La profilométrie est une méthode permettant de mesurer le relief d'une surface, notamment 

dans le but d'évaluer sa rugosité ou sa micro-géométrie. La rugosité sera mesurée en minimum 3 

poiŶts de la suƌfaĐe et l’ĠĐaƌt-tǇpe des valeuƌs Ŷous peƌŵettƌa de dĠteƌŵiŶeƌ l’hoŵogĠŶĠitĠ des 

foƌŵules. L’Ġtude est ƌĠalisĠe suƌ des dépôts secs sur verre à 3mg/cm². La Figure 2-23 montre que la 

rugosité augmente pour le surgreffage du PCe et à l’iŶveƌse diŵiŶue pouƌ le PTi. La rugosité en soit 

Ŷ’est pas uŶ paƌaŵğtƌe Đlef pouƌ l’ĠvaluatioŶ de la stƌuĐtuƌatioŶ, les iŵages MEB et d’AFM ;AtoŵiĐ 

FoƌĐe MiĐƌosĐopǇͿ peƌŵettƌoŶt d’Ġtudieƌ plus eŶ dĠtail la stƌuĐtuƌatioŶ de suƌfaĐe des dĠpôts. 

 

 

Figure 2-23 : Rugosité des polymères greffés et surgreffés dioxyde de cérium et dioxyde de titane. 

 

L’Ġtude de la structuration de surface par MEB et AFM ne montre pas une structuration en 

feuillet comme le PSi/RF8 (Figure 2-24). Pour le PCe/RF8, les analyses AFM et MEB montrent une 

structuration globulaire. L’oďseƌvatioŶ du PCe/RFϴ paƌ AFM Ŷ’a pas ĠtĠ possiďle, les images MEB 

montrent une légère micro et nano-structuration globulaire. Pour le PTi/RF8, les analyses AFM 

montrent une structuration globulaire comme pour le PCe/RFϴ. CepeŶdaŶt, il est diffiĐile d’oďseƌveƌ 

Đes stƌuĐtuƌatioŶs paƌ MEB. EŶ effet, le faisĐeau d’ĠleĐtƌoŶ est tƌğs ĠŶeƌgĠtiƋue et parfois 

l’oďseƌvatioŶ des polǇŵğƌes paƌ MEB est diffiĐile Đaƌ il iŶteƌagit aveĐ la suƌfaĐe et fait « fondre » le 

polymère.  

L’appaƌitioŶ de la ŵiĐƌo et ŶaŶo-stƌuĐtuƌatioŶ du PCe/RFϴ paƌ ƌappoƌt au PCe et l’augŵeŶtatioŶ 

du taux de fluor (+226%) expliquent le grand gaiŶ d’olĠophoďie ;de ϰϳ±ϭ° à ϭϬϯ±Ϯ°Ϳ. CepeŶdaŶt, Đes 

pƌopƌiĠtĠs Ŷe peƌŵetteŶt pas d’atteiŶdƌe les aŶgles de ĐoŶtaĐt oďteŶus pouƌ le PSi/RFϴ, la 

stƌuĐtuƌatioŶ eŶ ŶaŶofeuillet peƌŵet iĐi d’expliƋueƌ de telles pƌopƌiĠtĠs puisƋue le gaiŶ eŶ fluoƌ 

;+ϱϴ%Ϳ Ŷ’est pas aussi élevé que pour le PCe/RF8. 

La faible structuration du PTi et PTi/RF8 permet de dire que dans le cas du polymère titane, Đ’est 

uniquement l’augŵeŶtatioŶ du taux de fluoƌ (+37%) Ƌui peƌŵet d’augŵeŶteƌ l’aŶgle ĐoŶtaĐt de ϮϬ°. 
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PTi/RF8 

  
 

Figure 2-24 : Image AFM (gauche) et MEB (droite) des polymères greffés et surgreffés dioxyde de cérium et dioxyde de 

titane. 

 

 

 

L’Ġtude rhéologique des polymères greffés et surgreffés permet également de mettre en 

évidence une perte de viscosité des polymères une fois surgreffés (Figure 2-25). Ceux-ci plus fluides 

pourraient donc être intégrés dans une formulation en spray. Leur stabilité en solution est 

cependant différente du PSi/RF8 : le PCe/RF8 déphase plus rapidement (30min) tandis que le PTi/RF8 

lui ne déphase pas (stable sur plusieurs jours). Les nanoparticules de dioxyde de titane étant très peu 

fonctionnalisés (0,37mmol NH2/g), il Ŷ’Ǉ a pas autaŶt de d’aĐide fluoƌĠ RFϴ Ƌui se gƌeffe Đe Ƌui peut 

expliquer la conservation de sa stabilité à pH7. 

 

 

Figure 2-25 : Etude eŶ ĠcouleŵeŶt des polyŵğƌes gƌeffĠs ;●Ϳ et surgreffés () dioxyde de cérium (A) et dioxyde de titane 

(B). 
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Les Đoupes latĠƌales des polǇŵğƌes gƌeffĠs et suƌgƌeffĠs oŶt peƌŵis d’oďseƌveƌ l’iŶtĠƌieuƌ des 

dépôts (Figure 2-26). Pour les trois polymères, on observe une différence de structuration de 

l’iŶtĠƌieuƌ des dĠpôts. EŶ effet les polǇŵğƌes greffés forment une couche compacte tandis que les 

polymères surgreffés sont aérés. Cette diffĠƌeŶĐe peut veŶiƌ de l’augŵeŶtatioŶ du taux de fluoƌ Ƌui 

iŶflueŶĐe l’aƌƌaŶgeŵeŶt au sĠĐhage et foƌŵe des ďulles d’aiƌ daŶs les polǇŵğƌes suƌgƌeffĠs. 

 

 

(A) 

   

(B) 

  

(C) 

  

 

Figure 2-26 : Image MEB des tranches des polymères greffés (gauche) et surgreffés (droite) dioxyde de cérium (A), 

dioxyde de titane (B) et dioxyde de silice (C). 

 

 



Chapitre 2 

86 
 

3.3. CONCLUSION SUR L’AMELIORATION DES ACTIFS 

 
Le surgreffage des polymères paƌ l’aĐide fluoƌĠ RFϴ a peƌŵis l’oďteŶtioŶ de nouveaux polymères 

aux propriétés intéressantes. Celui–ci plus fluide que le polymère de départ pourra être intégré dans 

une formulation en spray.  

La différence de mouillabilité entre les polymères surgreffés PSi/RF8, PCe/RF8 et PTi/RF8 peut 

s’expliƋueƌ à la fois paƌ la diffĠƌeŶĐe d’augŵeŶtatioŶ du taux de fluor et la différence de 

structuration des surfaces. PSi/RF8 présente les meilleures propriétés grâce à une nano-structuration 

en feuillet et une augmentation des propriétés intrinsèques (chimie). Les résultats de PCe/RF8 dont 

l’aŶgle de ĐoŶtaĐt douďle s’expliƋue eŶ pƌeŵieƌ paƌ la tƌğs foƌte augŵeŶtatioŶ des pƌopƌiĠtĠs 

intrinsèques et par sa légère micro et nano-structuration. Les faibles résultats de PTi/RF8 

s’expliƋueŶt paƌ la faible fonctionnalisation des nanoparticules ne permettant pas la même 

augmentation des propriétés intrinsèques et la même structuration de surface. L’augŵeŶtatioŶ du 

taux fluor et la structuration en nanofeuillet du PSi/RF8 a permis l’oďteŶtioŶ des ŵeilleuƌes 

propriétés de mouillabilité tendant vers la superoléophobie très intéressante pour notre application 

de protection cutané. L’Ġtude de l’efficacité de ces nouveaux composés Ŷ’a pas pu ġtƌe ƌĠalisĠe au 

cours de cette thèse, il serait très intéressant de les tester en efficacité à la fois seuls et formulés. 

  



Optimisation de la synthèse et production des actifs polymères 

87 
 

IV. CONCLUSION 

 

Dans les parties I et II de ce chapitre nous avons donc vu que le protocole a pu être optimisé pour 

réduire le temps de synthèse mais également augmenter le rendement du polymère. Il a pu 

également être possible de fonctionnaliser des nanoparticules de dioxyde de cérium de 10nm et des 

nanoparticules de dioxyde de titane rutile commerciales (10-30nm). Celles-ci ont été utilisées pour 

être greffées au polymère HASE-F-RF8. Les synthèses des différents actifs utilisés pour la formulation 

(PSi, PCe et PTi) sont récapitulées dans le tableau suivant (Tableau 2-4). 

 

Tableau 2-4: Récapitulatif des synthèses de polymères greffés. 

 

 Macromère MF8 
Polymère HASE-F-

RF8 

Nanoparticules 

fonctionnalisées 
Polymère greffé 

Avant 

optimalisation 

10g initiaux 10g initiaux - 10-25g initiaux 

10 réactions 35 réactions - 5 réactions 

Rendement ~50% Rendement 50-70% - Rendement > 95% 

Après 

optimisation 

5-40g initiaux 10-20g initiaux 5-10g initiaux 10-25g initiaux 

11 réactions 15 réactions 17 réactions 4 réactions 

Rendement ~50% Rendement ~ 90% Rendement > 95% Rendement > 95% 

68g 220g 

Dioxyde de silice : 45g 
Dioxyde de cérium : 

41g 

Dioxyde de titane : 
12g 

PSi : 110g 
PCe : 110g 
PTi : 12g 

 

 

DaŶs le ďut d’uŶe iŶdustƌialisatioŶ des polǇŵğƌes gƌeffĠs et d’uŶe pƌoduĐtioŶ de nouvelles 

crèmes barrières, le paramètre coût est important. Ci-dessous un diagramme représentant le coût de 

chaque étape de synthèse (Figure 2-27). La part important du coût revient dans la synthèse du 

macromère fluoré non commercial MF8. 

 

 

Figure 2-27 : Diagramme du coût de 10g de polymère HASE-F-RF8/NPs. 
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L’eŶseŵďle des aĐtifs sǇŶthĠtisĠs ;polǇŵğƌe gƌeffés) seront donc utilisés pour les tests de 

formulation afin de trouver une formule filmogène efficace. Cependant, avant intégration dans les 

topiques il semble important de vérifier la compatibilité des actifs avec la peau et leur impact 

poteŶtiel suƌ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt. Le gƌeffage d’uŶ aĐide fluoƌĠ à loŶgue ĐhaiŶe a peƌŵis l’oďteŶtioŶ de 

polymère aux nouvelles propriétés de mouillabilité intéressant pour notre application. Cependant, la 

mouillabilité est-elle un paramètre clef pour conférer une bonne efficacité à un topique ? Cette 

ƋuestioŶ seƌa aďoƌdĠe au Chapitƌe ϰ aveĐ l’Ġtude des Ŷouvelles foƌŵules eŶ teƌŵes de ŵouillaďilitĠ 

et d’effiĐaĐitĠ. 

  



Optimisation de la synthèse et production des actifs polymères 

89 
 

Références bibliographiques 

1. Zenerino, A. Développement de nanoparticules polymérisées en réseau actif ou bioactif pour 
la protection ou la décontamination. Thèse 2012. 

2. Zenerino, A., Amigoni, S., Taffin de Givenchy, E., Josse, D. & Guittard, F. New fluorinated 
hybrid organic/inorganic water soluble polymeric network. Polymer 54, 6089–6095 (2013). 

3. Zhou, T. H. et al. Performance improvement of nano-silica/polypropylene composites through 
in-situ graft modification of nanoparticles during melt compounding. E-Polymers 1–14 (2007). 

4. Chao, H., Hagberg, B. a & Riggleman, R. a. The distribution of homogeneously grafted 
nanoparticles in polymer thin films and blends. Soft Matter, Accept. 10, 8083–8094 (2014). 

5. Zenerino, A., Amigoni, S., Taffin de Givenchy, E., Josse, D. & Guittard, F. Homogeneous 
dispersion of SiO2 nanoparticles in an hydrosoluble polymeric network. React. Funct. Polym. 
73, 1065–1071 (2013). 

6. Ng, W. ., Tam, K. . & Jenkins, R. . Rheological properties of methacrylic acid/ethyl acrylate co-
polymer: comparison between an unmodified and hydrophobically modified system. Polymer 

42, 249–259 (2001). 

7. Nagashima, K., Strashko, V., Macdonald, P. M., Jenkins, R. D. & Bassett, D. R. Diffusion of 
Model Hydrophobic Alkali-Swellable Emulsion Associative Thickeners. Macromolecules 33, 
9329–9339 (2000). 

8. Dai, S., Tam, K. C. & Jenkins, R. D. Light Scattering of Hydrophobically Modified Alkali-Soluble 
Emulsion (HASE) Polymer: Ionic Strength and Temperature Effects. Macromol. Chem. Phys. 
202, 335–342 (2001). 

9. Young, T. An essay on the cohesion of fluids. Philos. Trans. R. Soc. London 95, 65–87 (1805). 

10. Tsibouklis, J. & Nevell, T. G. Ultra-Low Surface Energy Polymers: The Molecular Design 
Requirements. Adv. Mater. 15, 647–650 (2003). 

11. Wenzel, R. N. Resistance of solid surfaces to wetting by water. J. Ind. Eng. Chem. 28, 988–994 
(1936). 

12. Cassie, B. D. & Baxter, S. Wattability of porus surfaces. Trans. Faraday Soc. 40, 546–551 
(1944). 

13. Darmanin, T. & Guittard, F. Superhydrophobic and superoleophobic properties in nature. 
Mater. Today 00, 1–13 (2015). 

14. Boutard, T. et al. Comparison of photoprotection efficiency and antiproliferative activity of 
ZnO commercial sunscreens and CeO2. Mater. Lett. 108, 13–16 (2013). 

15. Bellanger, H., Darmanin, T., Taffin De Givenchy, E. & Guittard, F. Chemical and physical 
pathways for the preparation of superoleophobic surfaces and related wetting theories. 
Chem. Rev. 114, 2694–2716 (2014).  



Chapitre 2 

90 
 

 



 
 

 

 

 

 

NRR HET-CAM 

Daphnia  
magna 

CHAPITRE 3  

Réglementation, toxicité des nanoparticules 

 & innocuité des polymères greffés 



Chapitre 3  

 

92 
 

 

  



Réglementation, toxicité des nanoparticules & innocuité des polymères greffés 

93 

La ŵise suƌ le ŵaƌĐhĠ d’uŶ pƌoduit est souŵise à différentes réglementations dépendantes du 

paǇs et de l’appliĐatioŶ. Le premier texte réglementaire est le programme européen REACH1.Ce texte 

de 2006 entré en vigueur le 1er juin 2007 ĐoŶĐeƌŶe l’enregistrement, l’évaluation, les autorisations et 

restrictions de toutes les substances chimiques anciennes et nouvelles destinées à être mises sur le 

marché. REACH permet de rationaliser et d’améliorer l'ancien cadre règlementaire de l'Union 

européenne (UE) sur les produits chimiques. L’oďjeĐtif pƌiŶĐipal de REACH est d’assuƌeƌ la pƌoteĐtioŶ 

de la saŶtĠ huŵaiŶe et de l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt vis-à-vis de toutes les substances chimiques utilisées en 

Europe. Ce programme a également pour but de stimuler le développement de méthodes d'essai 

alternatives à l’utilisatioŶ des aŶiŵaux, de promouvoir la libre circulation des substances au sein du 

marché intérieur et de renforcer la compétitivité et l'innovation. Les polymères ne font pas partie du 

périmètre du règlement REACH et sont donc exeŵptĠs d’eŶƌegistƌeŵeŶt. Il Ŷ’est doŶĐ  pas  

oďligatoiƌe  de pƌouveƌ l’iŶŶoĐuitĠ de Ŷos aĐtifs vis-à-vis de la saŶtĠ huŵaiŶe et de l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt. 

Cependant, il tombe sous le sens de vérifier tout de même la compatibilité de nos actifs utilisés sous 

foƌŵe de Đƌğŵe ďaƌƌiğƌe pouƌ uŶe appliĐatioŶ ĐutaŶĠe. Les tests d’iŶŶoĐuitĠ pouƌ la saŶtĠ huŵaiŶe 

viseront à démontrer le potentiel irritant ou non des composés greffés, et les tests de toxicité 

eŶviƌoŶŶeŵeŶtale peƌŵettƌoŶt d’eŶ vĠƌifieƌ l’iŵpaĐt suƌ les oƌgaŶisŵes (Daphnia magna) 

constituant le premier maillon de la chaîne alimentaire.  

 

I. INNOCUITE CUTANEE DES POLYMERES GREFFES ET NANOPARTICULES 

 

Le règlement cosmétique européen2 iŶteƌdit l’utilisatioŶ des aŶiŵaux pouƌ la ĐoŵŵeƌĐialisatioŶ 

des pƌoduits. C’est pouƌƋuoi depuis de Ŷoŵďƌeuses aŶŶĠes, la ƌeĐheƌĐhe de ŵĠthodes alteƌŶatives à 

l’expĠƌiŵeŶtatioŶ aŶiŵale sous l’Ġgide de diffĠƌeŶtes eŶtitĠs telles Ƌue l’ECVAM et de différentes 

commissions européennes comme le JRC (European Commission's Joint Research Centre) a été 

fortement motivée. De plus, l’expĠƌiŵeŶtatioŶ animale (in vivo) est souvent plus compliquée à 

ŵettƌe eŶ œuvƌe et couteuse (nourriture, cage, place et personnel dédiés, etc.) que 

l’expĠƌiŵeŶtatioŶ in vitro. De Ŷoŵďƌeux tests peƌŵettaŶt l’ĠvaluatioŶ d’uŶ phĠŶoŵğŶe toxiƋue soŶt 

maintenant mis au point et validés par les commissions européennes comme les Lignes Directrices 

OCDE3 (Organisation de coopération et de développement économique) ou les protocoles INVITTOX 

(ECVAM). Paƌ exeŵple ĐoŶĐeƌŶaŶt l’ĠvaluatioŶ de la tolĠƌaŶĐe ĐutaŶĠe et oculaire les méthodes 

validées sont les suivantes :  

• Irritation cutanée : essai sur épiderme humain reconstitué (LD OCDE n° 439)4. 
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• Irritation oculaire : 

o Méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine (LD OCDE n°437)5. 

o MĠthode d'essai suƌ œil de poulet isolĠ (LD OCDE n°438)6. 

o Test de cytotoxicité au rouge neutre : Neutral Red Uptake (NRU) (INVITTOX protocole 

n°46, 1992)7 ou Neutral Red Release (NRR) (INVITTOX n°54, 1992). 

o MĠthode d’essais suƌ ŵeŵďƌaŶes chorio-allaŶtoïdieŶŶe de l’œuf de poule eŵďƌǇoŶŶĠ 

(HET-CAM) (INVITTOX protocole N°47, 1992)8. 

 

Compte-tenu de la faible irritation oculaire dont les soins du visage doivent faire preuve les tests 

les plus répandues pour la mise sur le marché de ces produits sont  les tests au rouge neutre et le 

HET-CAM (également les moins couteux et compliqués à mettre en place). De plus, si une substance 

est non irritante pour les yeux elle le sera encore moins pour la peau. Il est souvent demandé de 

valider la sécurité du produit sur au moins deux tests d’iŶŶoĐuitĠ diffĠƌeŶts.  

 

Les trois actifs polymères (PSi, PCe et PTi) sont testés aux concentrations maximales de dispersion 

dans une solution aqueuse (eau ou sérum physiologique) : 18% pour le PSi et PTi et 13,3% pour le 

PCe. Egalement, les nanoparticules ont été testées (en pourcentage contenu dans le polymère dilué 

soit 8% pour la silice et 4,4% pour la cérine) afin de vérifier à quel ingrédient serait due une 

éventuelle toxicité. Peu de données de toxicité cutanée sont disponibles dans la littérature 

ĐoŶĐeƌŶaŶt les ŶaŶopaƌtiĐules de ĐĠƌiuŵ et siliĐe. Au ĐoŶtƌaiƌe, l’utilisatioŶ de paƌtiĐules de titaŶe 

très répandue dans les produits solaires a mené le SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety de 

l’UEͿ à doŶŶeƌ soŶ opiŶioŶ suƌ les foƌŵes ŶaŶoŵĠtƌiƋues de dioxyde de titane9. La conclusion est la 

suivante : les formes de dioxyde de titane respectant les conditions suivantes sont considérées 

comme non toxiques et peuvent être utilisées dans un produit cosmétique : 

- Pureté > 99,5%. 

- Doivent contenir la forme rutile (photo-sable dont l’aĐtivitĠ ĐatalǇtiƋue est iŶfĠƌieuƌe à ϭϬ%Ϳ ou 

un mélange avec moins de 5% de la forme anatase (photo-instable et phototoxique). 

- PeuveŶt ġtƌe ƌevġtus de ĐeƌtaiŶs ĠlĠŵeŶts pƌĠseŶts daŶs le doĐuŵeŶt d’opiŶioŶ. 

- La surface spécifique en volume ne doit pas excéder 460m2/cm3. 

- Ratio d’aspeĐt ;ƌappoƌt eŶtƌe loŶgueuƌ et diaŵğtƌeͿ Đoŵpƌis eŶtƌe ϭ,ϱ et ϰ,ϱ ;ĐoƌƌespoŶdaŶt à 

des formes plutôt rondes, non fibrillaires ou en aiguilles). 

Les nanoparticules de titane (TiO2) fournies par Lancaster respectent toutes Đes ĐoŶditioŶs, il Ŷ’est 

doŶĐ pas ŶĠĐessaiƌe d’eŶ ƌevĠƌifieƌ l’iŶŶoĐuitĠ. Seules les ŶaŶopaƌtiĐules de siliĐe (SiO2) et cérine 

(CeO2) seront donc testées pour en vérifier leur innocuité cutanée.  
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L’iŶŶoĐuitĠ des ŶaŶopaƌtiĐules de siliĐe, des polǇŵğƌes HASE et polymère greffés silice PSi ont été 

réalisés sur le test NRR et HET-CAM au sein de la société COTY-Lancaster partenaire du projet. Les 

polymères greffés cérine PCe et titane PTi ont été réalisés sur le test NRR par la société IDEA Test 

(prestataire de service). 

 

1.1. TEST DU RELARGAGE AU ROUGE NEUTRE 

 

Le principe de ce test repose sur la capacité des cellules à adsorber le rouge neutre dans ses 

lysosomes10. Brièvement des fibroblastes de cornée de lapin en monocouche cellulaire sont mis en 

contact avec une solution de rouge neutre qui va être absorbée par les cellules. Les produis à tester 

sont ensuite ajoutés. Selon leur cytotoxicité, les cellules vont mourir et relarguer le rouge neutre. 

L’eŶseŵďle est eŶsuite lavĠ, oŶ ĠliŵiŶe aiŶsi le produit testé et le rouge neutre des cellules mortes. 

Les cellules vivantes sont ensuite lysées et par lecture spectrophotométrique à 540nm la viabilité 

cellulaire est déterminée. La comparaison à un contrôle non exposé permet de déterminer la CI50, la 

concentration entraînant 50% de mortalité dans la population cellulaire. Le protocole détaillé est 

disponible en annexe 3.1. Un produit ayant une CI50 inférieure à 50% et une mortalité à 50% de 

l’ĠĐhaŶtilloŶ testĠ inférieure à 20% est considéré comme non cytotoxique. Deux contrôles doivent 

être réalisés : le contrôle négatif non exposé, il ne doit pas être cytotoxique (DO ~ 1) et le contrôle 

positif SDS dont la CI50 doit être comprise entre 0,01 et 0,2 %. Le protocole complet de ce test est 

disponible en annexe 3.1. 

 

Les DOs du contrôle négatif (sérum physiologique) sont à 1.3, le contrôle négatif est validé. La 

CI50 du contrôle positif SDS est de 0,144% (soit 1,44g/L) (Figure 3-1). La valeur est comprise entre 

Ϭ.Ϭϭ% et Ϭ.Ϯ% Đoŵŵe ƌeĐoŵŵaŶdĠ paƌ les Ŷoƌŵes euƌopĠeŶŶes, l’expĠƌieŶĐe est doŶĐ validĠe. 

 

  

Figure 3-1 : Cytotoxicité du contrôle positif SDS. 
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La Figure 3-2 présente les résultats des échantillons testés : polymère (HASE), polymère greffé 

(PSi, PCe et PTi) et nanoparticules seules (silice et cérine). 100% de l’ĠĐhaŶtilloŶ ĐoƌƌespoŶd aux 

concentrations maximales de dispersion. 

 

 

Figure 3-2 : Cytotoxicité des échantillons. 

 

Pour les 6 échantillons aucune réponse dose-effet Ŷ’est oďseƌvĠe. La CI50  est donc supérieure à  

ϱϬ% de l’ĠĐhaŶtilloŶ testĠ. De plus, la ŵoƌtalitĠ à ϱϬ% de l’ĠĐhaŶtilloŶ testĠ est iŶfĠƌieuƌe à ϮϬ%. 

AiŶsi d’apƌğs les Ŷoƌŵes euƌopĠeŶŶes, l’eŶseŵďle des ŶaŶopaƌtiĐules et des polǇŵğƌes testĠs soŶt 

classés comme non cytotoxique. Les valeurs de CI50 peuvent être déterminées comme supérieures à 

(50% x concentration maximum testée) : 

- 90g/L pour les PSi et PTi  

- 66g/L pour le PCe 

- 50g/L pour le polymère non greffé HASE 

- 40g/L pour les nanoparticules de silice  

- 22g/L pour les nanoparticules de cérine  

 

1.2. TEST HET-CAM 

 

Le principe du test se base sur la réponse de la membrane chorio-allantoidienne (MCA, une 

ŵeŵďƌaŶe vasĐulaƌisĠeͿ d’œuf de poule eŵďƌǇoŶŶĠ à l’appliĐatioŶ d’uŶ pƌoduit. Les MCA sont mis 

en évidence en retirant délicatement la membrane sous coquillère (Figure 3-3). Les échantillons à 

tester sont appliqués purs,  retirés après un court temps de contact et ensuite l’oďseƌvatioŶ visuelle 

de la réponse de la MCA commence. Plusieurs phénomènes peuvent être identifiés :  
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• L’hyperémie : grossissement des capillaires ou vaisseaux sanguins existants 

• L’hĠŵoƌƌagie : rupture de la paroi des vaisseaux sanguins 

• La coagulation qui regroupe 2 phénomènes : l’opacité de la MCA (formation d’uŶ voile à la 

surface) ou la thrombose (disparition des capillaires et vaisseaux existants). 

 

 

Figure 3-3 : Test HET-CAM et mise en évidence de la MCA. 

 

Le teŵps d’appaƌitioŶ eŶtƌe le retrait du produit et le phénomène ainsi que le type de 

phénomène sont notés et leur addition permet le calcul d’un score propre à chaque produit. Le 

protocole détaillé est disponible en annexe 3.2. 

Les ĐoŶtƌôles soŶt ŶĠĐessaiƌes pouƌ valideƌ l’expĠƌieŶĐe :  

• un contrôle négatif non irritant, le sérum physiologique  

• un contrôle positif en effet dose (faiblement irritant à irritant), le lauryl sulfobétaïne (SLB) de 

0,05% à 3,2%. 

• un contrôle positif très irritant : la chlorpromazine (CLP) à 1%. 

 

Seul le polymère (HASE 10%), le polymère greffé silice (PSi 18%) et les nanoparticules de silice 

(8%) ont pu être testés. Les concentrations de produits sont les mêmes que pour le test de relargage 

au rouge neutre. Les résultats sont résumés dans le Tableau 3-1 suivant. 

L’expĠƌieŶĐe est valide Đaƌ en accord avec les normes européennes : 

- le contrôle négatif (sérum physiologique) a un score de 0, il est donc non irritant comme attendu.  

- les scores du contrôle positif SBL augmentent en fonction de la concentration en SLB (de 0,05 à 

3,2%) comme attendu : de faiblement irritant (pour 0,05%) à irritant (pour 0,4 et 3,2%).  

- le contrôle positif CLP 1% (molécule fortement irritante) a un score de 21 et est donc classé 

comme irritant (car > 9) comme attendu. 

Les sĐoƌes de Ŷos ĠĐhaŶtilloŶs d’essais soŶt de ϴ pouƌ les PSi et HASE et 6,75 pour les 

nanoparticules de silice. Le polymère greffé est donc classé comme moyennement irritant. 

Membrane  
chorio-allantoïdienne 
(MCA) 

Membrane  
sous-coquillère 
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Tableau 3-1 : Résultats de la réponse de la MCA à l'application des échantillons testés. 

 

Echantillon Œufs Phénomène 
Teŵps d’appaƌitioŶ Score 

individuel 
Score moyen 

Classification 

finale minutes secondes 

Contrôle 

négatif  

SP 

1 
Hyperémie - - 0 

0 
Valide 

(NI) 

Hémorragie - - 0 

Coagulation - - 0 

2 

Hyperémie - - 0 

Hémorragie - - 0 
Coagulation - - 0 

Contrôle 

positif 0,05% 

SLB 

1 

Hyperémie - 39 3 

3 
Valide 

(FI) 

Hémorragie - - 0 
Coagulation - - 0 

2 

Hyperémie - 45 3 

Hémorragie - - 0 

Coagulation - - 0 

Contrôle 

positif  

0,4% SLB 

1 

Hyperémie - 18 5 

12 
Valide 

(I) 

Hémorragie - 26 7 

Coagulation - - 0 

2 
Hyperémie - 13 5 
Hémorragie - 26 7 

Coagulation - - 0 

Contrôle 

positif  

3,2% SLB 

1 
Hyperémie - 6 5 

19 
Valide 

(I) 

Hémorragie - 12 7 

Coagulation - 51 7 

2 

Hyperémie - 3 5 

Hémorragie - 8 7 
Coagulation 1 15 7 

Contrôle 

positif  

1% CLP 

1 

Hyperémie - 5 5 

21 
Valide 

(I) 

Hémorragie - 8 7 

Coagulation - 15 9 

2 

Hyperémie - 3 5 

Hémorragie - 27 7 

Coagulation - 9 9 

PSi 

18% 

1 

Hyperémie - 38 3 

8 MI 

Hémorragie 1 27 5 

Coagulation - - 0 

2 
Hyperémie - 38 3 
Hémorragie 1 49 5 

Coagulation - - 0 

3 

Hyperémie - 42 3 

Hémorragie 1 7 5 
Coagulation - - 0 

4 

Hyperémie - 35 3 

Hémorragie 1 10 5 

Coagulation - - 0 

Polymère 

HASE-F-RF8 

10% 

1 

Hyperémie - 50 3 

8 MI 

Hémorragie 1 12 5 

Coagulation - - 0 

2 
Hyperémie - 39 3 
Hémorragie 1 9 5 

Coagulation - - 0 

3 

Hyperémie - 39 3 

Hémorragie 1 10- 5 
Coagulation - - 0 

4 

Hyperémie - 42 3 

Hémorragie 1 17 5 

Coagulation - - 0 

Silice  

8% 

1 

Hyperémie - 37 3 

6,75 MI 

Hémorragie 1 1 5 

Coagulation - - 0 

2 

Hyperémie - 31 3 

Hémorragie 1 18 5 

Coagulation - - 0 

3 
Hyperémie - 33 3 
Hémorragie 1 40 5 

Coagulation - - 0 

4 

Hyperémie 1 5 3 

Hémorragie - - 0 
Coagulation - - 0 
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1.3. CONCLUSION DES TESTS DE TOXICITE CUTANEE 

 

Les nanoparticules de silice et cérine sont donc considérées comme non cytotoxiques par le test 

du relargage au rouge neutre et comme moyennement cytotoxiques (silice) par le HET-CAM. Ces 

résultats ne sont pas surprenants du fait que les nanoparticules ne sont pas connues pour induire 

une toxicité cutanée aigüe sur des peaux non lésées11.  En effet, le potentiel toxique des 

nanoparticules est lié à leur capacité à pénétrer facilement les barrières biologiques et en particulier 

les peaux lésées pour atteindre les organes cibles où ils pourront se bioaccumuler.  

Le test du relargage au rouge neutre identifie tous les polymères et polymères greffés comme non 

cytotoxiques tandis que le test HET-CAM identifie le polymère et le polymère greffé silice comme 

moyennement irritant. 

Ces tests représentent la toxicité oculaire. Les muqueuses oculaires étant connues pour être plus 

sensibles que les tissus cutanés, ces deux tests permettent de valider l’iŶŶoĐuitĠ des polymères et  

polymères greffés silice, cérine ou titane et donc valider leur biocompatibilité avec la peau et leur 

possible utilisation en taŶt Ƌu’aĐtif cosmétique ou dispositif médical. Un test complémentaire sur 

épiderme humain reconstruit pourrait être réalisé afin de confirmer la non irritation cutanée des 

actifs. 

Après la validation de la biocompatibilité des actifs avec la peau, il semble important de 

s’iŶtĠƌesseƌ à l’iŵpaĐt de Đes Ŷouveaux aĐtifs suƌ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt et eŶ paƌtiĐulieƌ suƌ uŶ des 

premiers maillons de la chaine alimentaire aquatique : les Daphnies. 
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II. ETUDE DE L’ECOTOXICITE DES NANOPARTICULES ET POLYMERES GREFFES 

 

JusƋu’à présent, les polymères ne font pas partie du périmètre du règlement REACH 

puisƋu’auĐuŶe ƌestƌiĐtioŶ Ŷ’est eŶĐoƌe appliƋuĠe et Ƌu’ils soŶt dispeŶsĠs d’eŶƌegistƌeŵeŶt Ƌuelle 

Ƌue soit la ďaŶde de toŶŶage. CepeŶdaŶt, paƌ souĐi d’aŶtiĐipatioŶ, Ŷous avoŶs souhaité observer 

l’iŵpaĐt poteŶtiel des aĐtifs suƌ des oƌgaŶisŵes eŶviƌoŶŶeŵeŶtaux. Coŵŵe iŶdiƋuĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt 

au Chapitƌe ϭ, la toxiĐitĠ des ŶaŶopaƌtiĐules pouƌ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt est eŶĐoƌe tƌğs ĐoŶtƌoveƌsĠe taŶt 

au niveau de leur capacité à être bioaccumulées que leur toxicité intrinsèque12–15. En effet, selon une 

ƌĠĐeŶte ƌevieǁ ĐoŶĐeƌŶaŶt l’ĠvaluatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules de TiO2, la disparité des méthodes ne 

permet pas une réelle conclusion quant à leur toxicité et leur bioaccumulation15. Le but de ce 

Đhapitƌe est doŶĐ d’Ġvalueƌ la toxicité des nanoparticules utilisées avant et après fonctionnalisation, 

du polymère et des polymères greffés vis-à-vis du crustaĐĠe d’eau douĐe Daphnia magna. 

De précédents tests de toxicité aigüe (Daphnia magna) et chronique (Phaeodactylum tricornutum) 

réalisés au laboratoire montrent que le greffage des nanoparticules de silice de 22 nm au polymère 

HASE-H-RH8 (homologue hydrocarboné à notre polymère) diminue la toxicité des nanoparticules16 

(Figure 3-4Ϳ. EŶ effet, les ŶaŶopaƌtiĐules soŶt liĠes au polǇŵğƌe et Ŷe soŶt doŶĐ plus à l’Ġtat 

nanométrique (état où les nanoparticules de silice sont toxiques car bioaccumulable).  

 

 

Figure 3-4 : EC50 des nanoparticules de silice et du polymère HASE-H-RH8 greffé
16

. 

 

 

Nous étudierons donc dans un premier temps la toxicité des nanoparticules initiales (CeO2 10nm 

et TiO210-30nm) et après fonctionnalisation, puis la toxicité du polymère HASE-F-RF8 et des 

polymères greffés silice (Psi), cérine (PCe) et titane (PTi). Les tests sont réalisés sur Daphnia magnia 

car ces organismes présentent (1) une grande facilité de ŵise eŶ œuvƌe, (2) constitue les premiers 

maillons de la chaine alimentaire aquatique et (3) sont des tests normés au niveau européen (ligne 

directrice OCDE n°20217). 
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2.1. PRINCIPE DU TEST ET PROTOCOLE 

 

Les tests d’ĠĐotoxiĐité soŶt ƌĠalisĠs seloŶ la ligŶe diƌeĐtƌiĐe OCDE Ŷ°ϮϬϮ à l’aide des kits 

DAPHTOKIT FTMMAGNA (R-Biopharm, France). Le principe du test consiste à mettre en contact les 

jeunes daphnies avec différentes concentrations de nanoparticules/polymères dispersés dans de 

l’eau sǇŶthĠtiƋue ;eau de ƌiviğƌe sǇŶthĠtiƋueͿ afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ leuƌ iŵpaĐt suƌ la mobilité des 

daphŶies. UŶe daphŶie Ƌui Ŷe ďouge plus apƌğs ϭϬ seĐoŶdes d’oďseƌvatioŶ est ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe 

ŵoƌte. Le pƌotoĐole est dĠtaillĠ eŶ aŶŶexe ϯ.ϯ. L’ECϱϬ est eŶsuite dĠteƌŵiŶĠe à l’aide du ŵodğle 

PROBIT du logiciel XLSTAT. Les EC50 sont présentées à 24h et 48h comme recommandé par le 

fournisseur. Les données à 72h sont également présentées pour étayer la discussion. 

 

2.2. ECOTOXICITE DES NANOPARTICULES 

 

L’ĠĐotoxiĐitĠ des ŶaŶopaƌtiĐules avaŶt et apƌğs foŶĐtioŶŶalisatioŶ est ƌĠsuŵĠe daŶs le Tableau 3-

2. Elle a été réalisée sur une gamme de concentrations très large avec une concentration maximale 

de 10g/L.  

 

Tableau 3-2 : Ecotoxicité des nanoparticules. 

Echantillons 
EC50 (mg/L) 

24h 48h 72h 
    

CeO2 >10 000 >10 000 >10 000 

CeO2 fonct. >10 000 >10 000 1267 
    

TiO2 >10 000 7 500 302 

TiO2 fonct. 4 903 614 5 

 

Les nanoparticules de cérine(CeO2Ϳ peuveŶt ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe ŶoŶ toxiƋues Đaƌ l’ECϱϬ est 

supérieure à 10 g/L après 72h de contact avec les daphnies. Après fonctionnalisation (CeO2 fonct.) on 

observe une diminution significative de l’EC50 à 72h (1,3g/L). Les nanoparticules de titane (TiO2) 

sont, elles, un peu plus toxiques que celles de cérine car des EC50 sont détectées à 48h (7,5 g/L) et 

72h (0,3g/L). Après fonctionnalisation (TiO2 fonct.), elles montrent une très forte augmentation de 

leur toxicité avec des EC50 de 12 (48h) à 60 (72h) fois plus faibles par rapport à TiO2. L’aĐĐuŵulatioŶ 

des nanoparticules dans les daphnies à 72h (Figure 3-5) ne semble cependant pas être une cause de 

ŵoƌtalitĠ puisƋu’elles soŶt tƌğs aĐĐuŵulĠes daŶs le tƌaĐtus digestif aiŶsi que sur la tête et la queue de 

daphnies.  
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Contrôle CeO2 TiO2 

   

Figure 3-5 : Accumulation des nanoparticules à 72h. 

 

 

Coŵŵe dĠĐƌit plus tôt daŶs le texte, la toxiĐitĠ des ŶaŶopaƌtiĐules pouƌ l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt est 

encore très controversée tant au niveau de leur capacité à être bioaccumulées que de leur réelle 

toxicité intrinsèque12–15.  

 

Ici, nous démontrons donc que les nanoparticules de cérine 10nm ne sont pas toxiques pour les 

daphnies au contraire des nanoparticules de titane 10-30nm qui montrent une plus forte toxicité. Les 

caractéristiques physiques de ces nanoparticules diffèrent. Le dioxide de titane a une densité de 

4,23g/cm3 et montre un comportement superhydrophobe (angle de contact de 140°) tandis que le 

dioxide de cerium a une densité de 7,65g/cm3 et montre un comportement superhydrophile (angle 

de contact inférieur à 10°). Ainsi, pour une même gamme de concentration,  on observe la formation 

dans la partie supérieure des puits de tests une épaisse couche de titane faiblement dispersée dans 

l’eau sǇŶthĠtiƋue. Les daphŶies soŶt ĐoŶŶues pouƌ se Ŷouƌƌiƌ de la suƌfaĐe, oŶ peut donc émettre 

l’hǇpothğse Ƌue Đes daphŶies oŶt uŶe expositioŶ aux ŶaŶopaƌtiĐules de titaŶe supĠƌieuƌ à Đelles de 

cérine qui pourrait expliquer la différence de toxicité observée. 

 

L’Ġtape de  foŶĐtioŶŶalisatioŶ seŵďle rendre les nanoparticules plus toxiques, en particulier le 

titane. Il est donc intéressant de regarder de plus près les raisons pour lesquelles leur 

foŶĐtioŶŶalisatioŶ peut iŵpaĐteƌ leuƌ toxiĐitĠ. La foŶĐtioŶŶalisatioŶ des paƌtiĐules ĐoŶsiste eŶ l’ajout 

de groupement amino-silane produisant des fonctions NH2 libres (pKa 9,7) en surface des 

nanoparticules qui peuvent se protoneƌ au pH de l’eau synthétique (pH 8,4). Les amines sont des 

sites ƌĠaĐtioŶŶels  ŶuĐlĠophiles. Elles soŶt pƌĠseŶtes daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt loƌsƋu’elles soŶt 

produites à partir de la biomasse mais également dans certaines industries. Une récente étude a 

évalué la présence des amines primaires à des taux inférieurs à 10µg/L dans les eaux douces et 

inférieurs à 1µg/L dans les eaux marines18. La toxicité de certaines amines sur les daphnies a été 

Tête 

Queue 

Tête 

Tête 

Queue Queue 
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réalisée : les ECϱϬ soŶt Đoŵpƌises eŶtƌe ϳ et ϵϬŵg/L pouƌ l’ĠthaŶolaŵiŶe, le lauƌǇl diŵethǇlaŵiŶe 

oxide, le myristyl dimethyl amine oxide et le cocoamidopropyl dimethyl amine oxide tandis Ƌu’elles 

soŶt laƌgeŵeŶt supĠƌieuƌes à ϭϬϬ ŵg/L pouƌ d’autƌes ĐoŵposĠs18,19. L’ajout de Đes foŶĐtioŶs aŵiŶes 

présentant une toxicité en surface des nanoparticules pourrait donc expliquer la toxicité supérieure 

observée pour les nanoparticules fonctionnalisées. Cependant, les nanoparticules de titane 

(0.37mmol NH2/g) étant deux fois moins fonctionnalisées que les particules de cérine (0.86mmol 

NH2/g), la toxicité seule des groupements amines ne peut expliquer la plus grande différence de 

toxicité entre les particules de titane initiales et fonctionnalisées. Il a été observé que même après 

fonctionnalisation les ŶaŶopaƌtiĐules de titaŶe foƌŵeŶt ĠgaleŵeŶt uŶe ĐouĐhe supĠƌieuƌe daŶs l’eau 

synthétique ce qui pourrait expliquer leur plus forte toxicité car les daphnies y sont plus exposées. 

Les nanoparticules fonctionnalisées de titane et cérine sont superhydrophes après 

fonctionnalisation, ce qui est en accord avec les études trouvées dans la littérature qui démontrent le 

comportement hydrophiles des amines18. 

 

2.3. ECOTOXICITE DES POLYMERES 

 

L’ĠĐotoxiĐitĠ des polǇŵğƌes est ƌĠsuŵĠe daŶs la Figure 3-6. Le polymère HASE-F-RF8 présente 

une toxicité dépendante du temps de contact et 90 fois plus élevée que son homologue 

hydrocarboné (2,8g/L à 72h). Le fluor est un atome utilisé pour de nombreuses applications dans 

l’iŶdustƌie ;pƌoteĐtioŶ aŶti-feu, peinture et encres, additifs agricoles, antibuée, anti-opacité, anti-

fouling, etc.). En effet, les liaisons C-F sont des liaisons très fortes conférant aux composés fluorés 

une très grande résistance thermique et  chimique. Du fait de leur utilisation importante et de leur 

ƌelaƌgage daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt, uŶ iŶtĠƌġt paƌtiĐulieƌ pouƌ l’ĠĐotoxiĐitĠ de Đes ĐoŵposĠs s’est 

développé depuis déjà 25ans. En effet, ces composés résistants sont persistants dans 

l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt et peuveŶt doŶĐ s’Ǉ aĐĐuŵuleƌ, ġtƌe ďioaĐĐuŵulĠs et iŶduiƌe des effets toxiƋues liĠs 

à leur toxicité intrinsèque20–25. UŶe Ġtude ĠvaluaŶt l’ĠĐotoxiĐitĠ suƌ DaphŶies a ŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe 

gamme large de plus de 15 acides fluorés présentait des EC50 comprises entre 70 et 300mg/L et que 

la toxicité des acides fluorés était liée directement à la longueur de la chaine fluoré26. Le polymère 

HASE-F-RF8 présente des longues chaines fluorées à 8 carbones, la toxicité observée semble due à la 

présence de fluor dans le polymère. Cependant, différentes études réalisées en Chine et aux Etats-

Unis montrent que de manière générale, dans les eaux de surface (rivières, océans), souterraines, et 

dans les sédiments, le taux de ĐoŵposĠs peƌfluoƌĠs est gĠŶĠƌaleŵeŶt de l’oƌdƌe du ŶaŶogƌaŵŵe27–31 

et ne dépasse pas la dizaine de microgramme dans les zones contaminées32. L’EC50 de notre 

polymère HASE-F-RF8 est donc bien plus élevée Ƌue les taux ƌetƌouvĠs daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt pouƌ 

des composés fluorés déjà largement utilisĠs daŶs l’iŶdustƌie. 
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Figure 3-6 : Ecotoxicité des polymères. 

 

Une autre hypothèse de toxicité induite par les polymères peut également être une gêne dans la 

mobilité des daphnies en raison du caractère visqueux des polymères modificateurs de rhéologie. 

AfiŶ d’Ġtudieƌ la visĐositĠ des polǇŵğƌes, des expĠƌieŶĐes de ƌhĠologie eŶ ĠĐouleŵeŶt à faiďle taux 

de cisaillement ont été réalisées pour chaque polymère sur les concentrations maximales testées soit 

400mg/L. Les polyŵğƌes gƌeffĠs ƌĠpoŶdeŶt de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌue l’eau distillĠe ;Figure 3-7). Le 

polymère HASE-F-RFϴ seŵďle lui uŶ peu plus visƋueux Ƌue l’eau distillĠe suƌtout pouƌ des taux de 

cisaillement supérieur à 4s-1. Les polymères greffés étant composés à 30% de nanoparticules et 70% 

de polymère HASE-F-RFϴ, il est logiƋue d’oďseƌveƌ uŶe lĠgğƌe ďaisse de visĐositĠ des polǇŵğƌes 

greffés due à la diminution en quantité de polymère HASE-F-RF8. Globalement, la plus forte des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs Ŷe pƌĠseŶte pas uŶe visĐositĠ telle Ƌu’elle pouƌƌait ġtƌe la Đause de la ŵoƌtalitĠ des 

daphnies. 

 

Figure 3-7 : Etude en écoulement des polymères testés. 
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La toxicité des polymères greffés semble globalement du même ordre que le polymère non greffé 

(Figure 3-6). Le polymère greffé étant composé de 30% de nanoparticules et de 70% de polymère 

HASE-F-RFϴ, oŶ pouƌƌait doŶĐ s’atteŶdƌe à uŶe toxiĐitĠ ϭ/ϯ de fois ŵoiŶs ĠlevĠe si Đelle-ci est 

seulement due au polymère. 

Le PSi  est lĠgğƌeŵeŶt plus toxiƋue Ƌue le polǇŵğƌe ŶoŶ gƌeffĠ ;suƌtout à Ϯϰh et ϰϴh où l’ECϱϬ est 

diŵiŶuĠ d’uŶ faĐteuƌ ϮͿ. DaŶs l’Ġtude pƌĠĐĠdeŶte ĐoŶĐeƌŶaŶt l’hoŵologue hǇdƌoĐaƌďoŶĠ, le 

polymère greffé était également 2 fois plus toxique que le polymère non greffé16. On retrouve donc 

ici une partie de la toxicité apportée par les nanoparticules de silice. 

Le PCe semble moins toxique que le polymère non greffé. Les nanoparticules fonctionnalisés 

présentant peu de toxicité (Tableau 3-2), le polymère greffé est environ 1/3 de fois moins toxique 

(surtout pour 24h et 48h) puisque composé à 30% de nanoparticules non toxiques. 

Enfin concernant le PTi, le polymère présente la ŵġŵe toxiĐitĠ Ƌue le polǇŵğƌe ŶoŶ gƌeffĠ, il Ŷ’Ǉ a 

doŶĐ pas d’effet de toxiĐitĠ des paƌtiĐules de titaŶe suƌ Đe polǇŵğƌe gƌeffĠ. Les ƌĠsultats à ϳϮh soŶt 

ici intéressants car les nanoparticules fonctionnalisées présentent une EC50 à 5mg/L (Tableau 3-2) 

tandis que le PTi a une EC50 7 fois plus élevée (36mg/L). Pour le polymère titane, on démontre donc 

Ƌu’à ϳϮh de ĐoŶtaĐt, il Ǉ a uŶ effet ďĠŶĠfiƋue du gƌeffage des ŶaŶoparticules fonctionnalisées au 

polymère puisque cela permet de diminuer leur toxicité. 

 

2.4. CONCLUSION DU TEST ENVIRONNEMENTAL 

 

L’ĠĐotoxiĐitĠ suƌ daphŶies a ŵoŶtƌĠ Ƌue : 

- les nanoparticules initiales de cérine 10nm et titane 10-30nm ne sont pas toxiques malgré leur 

accumulation dans les daphnies. 

- la fonctionnalisation influence faiblement la mouillabilité et la toxicité des particules de cérine 

taŶdis  Ƌu’elle ƌeŶd les paƌtiĐules de titaŶe ďeauĐoup plus toxiƋue et modifie complètement leur 

mouillabilité et donc leuƌ dispeƌsioŶ daŶs l’eau. 

- le polymère HASE-F-RF8 présente une certaine toxicité comparée à son homologue 

hydrocarboné. Cette toxicité est surement due à la toxicité intrinsèque des longues chaines 

fluorées. 

- le greffage des nanoparticules au polymère ne permet de diminuer que la toxicité des 

nanoparticules de titane fonctionnalisées car ce sont les seules à présenter à 72h une toxicité 

plus importante que la toxicité intrinsèque du polymère fluoré. Le PSi lui présente une toxicité un 

peu plus iŵpoƌtaŶte due aux paƌtiĐules de siliĐe taŶdis Ƌu’à l’iŶveƌse le PCe pƌĠseŶte uŶe toxiĐitĠ 

moins importante du fait de l’aďseŶĐe de toxicité des nanoparticules de cérine. 
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Globalement, la dose impliquant une toxicité des polymères greffés est largement supérieure 

aux concentrations de ĐoŵposĠs fluoƌĠs ďioaĐĐuŵulĠs daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt. Ainsi, un potentiel 

ƌelaƌgage de Đes ĐoŵposĠs daŶs l’eŶviƌoŶŶeŵeŶt ĠtaŶt doŶŶĠ leuƌ utilisatioŶ ;plus faiďle Ƌue Đelle 

des composés fluorés très répandusͿ Ŷ’iŶduiƌa pas d’ĠĐotoxiĐitĠ. 

 

 

L’iŶŶoĐuitĠ ĐutaŶĠe a donc été vérifiée pour les actifs greffés silice, cérine et titane. La toxicité 

eŶviƌoŶŶeŵeŶtale seŵďle faiďle. La ďalaŶĐe ďĠŶĠfiĐe / ƌisƋue seŵďle doŶĐ tƌğs ĠlevĠe. Il s’agit 

ŵaiŶteŶaŶt d’iŶtĠgƌeƌ Đes Ŷouveaux polǇŵğƌes pƌoteĐteuƌs daŶs des foƌŵules filŵogğŶes 

peƌŵettaŶt de ĐoŶseƌveƌ l’effiĐaĐitĠ des actifs et de conférer une barrière efficace contre la 

pénétration du paraoxon. 
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Les actifs synthétisés dans le Chapitre 2 ne sont pas utilisables seuls en solution car ils craquèlent 

au séchage. L’oďjeĐtif de Đe chapitre est d’iŶtĠgƌeƌ les polǇŵğƌes gƌeffĠs avec des nanoparticules de 

silice (SiO2 – PSi), cérine (CeO2 – PCe) ou titane (TiO2 - PTi) dans des formules filmogènes permettant 

de créer une barrière homogène sur la peau contre la pénétration du paraoxon. Les conditions 

auxquelles devront répondre les formules sont les suivantes : (1) la formulation doit  conserver le 

réseau tridimensionnel de nanoparticules (dispersion homogène de celles-ci dans la formule) ; (2) la 

formulation doit  former une barrière filmogène sur la peau ; (3) la formule doit être stable ; (4) la 

formule doit conserver les propriétés de protection des polymères greffés vis-à-vis du paraoxon. Les 

formules réalisées sont ensuite testĠes loƌs d’uŶ pƌeŵieƌ sĐƌeeŶiŶg suƌ membranes siliconées in 

vitro. A la fin de ce chapitre est réalisée une étude rhéologique et de stabilité des formules 

sélectionnées. 

 

I. FORMULATION ET SELECTION DES CREMES A TESTER 

 

1.1. METHODE DE FORMULATION 

 

La formulation a pour but de former des réseaux de polymères stables, homogènes et filmogènes 

Đ’est-à-dire qui ne craquèle pas au  séchage. Les polymères greffés peuvent être classés en deux 

types de catégorie : (1) gélifiant : PSi ou PCe et (2) très faiblement gélifiant : PTi. Les formules 

réalisées sont des gels monophasiques dont le polymère peut jouer le rôle de gélifiant/stabilisant 

(PSi/PCe). Selon les propriétés rhéologiques des actifs, les ingrédients sont donc choisis pour leur 

potentiel filmogène et/ou épaississant. 

 

Principes actifs : les actifs sont les polymères greffés avec des nanoparticules de SiO2, CeO2 ou TiO2. 

 

Ingrédients : les ingrédients ont tous été choisis pour leur capacité à apporter un caractère filmogène 

à une formule. Ce sont des agents filmogènes, rétenteurs, épaississants, etc. sélectionnés après 

Ġtude de leuƌ ĐoŵpatiďilitĠ aveĐ le polǇŵğƌe et de leuƌ pƌotoĐole d’utilisations (% et méthode 

d’intégration). L’Ġtude de la ŵouillaďilitĠ des iŶgƌĠdieŶts ŵoŶtƌe Ƌu’ils soŶt tous olĠophiles, Đ’est 

donc le polymère HASE-F-RF8 qui apportera les propriétés de répulsion de par sa teneur en fluor 

(Tableau 4-1). 

 

pH : le pH des foƌŵules est fixĠ à ϳ à l’aide d’uŶe solutioŶ aƋueuse de soude 1N. 
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Tableau 4-1 : Liste des ingrédients utilisés pour la formulation et leurs propriétés. 

Ingrédient Nom commercial Forme/pureté Utilisation 
Propriétés 
lipophobes 

Silicone 
Rore Fluide SF 350 

(Rore Technologies) 
liquide 

pouvoir filmogène 
(liposoluble) 

- 

Silicone 
Dow Corning 2501 

(DowCorning) 
pate 

pouvoir filmogène 
(hydrosoluble) 

39±9 

Polymère acrylique 
(PA) 

FixateTM Superhold 
Polymer 
(Lubrizol) 

30% (p/p) 
daŶs l’eau 

pouvoir fixant/filmogène 
agent 

gélifiant/épaississant 
41±6 

Polyvinylpyrrolidone 
(PVP) 

Plasdone K29/32 
(Ashland Inc.) 

poudre pouvoir filmogène 23±2 

Polymère acrylique 
(PA) 

Daitosol 5000STY 
(Daito Kasei)  

50% (p/p) 
daŶs l’eau 

pouvoir filmogène 18±4 

Polymère acrylique 
(PA) 

Carbopol Ultrez 20 
(Lubrizol) 

poudre 
agent 

gélifiant/épaississant 
21±2 

Polyalcool 
Glycérine 
(Sigma) 

liquide pouvoir rétenteur - 

La mouillabilité des ingrédients (propriétés lipophobes via l’aŶgle de ĐoŶtaĐt ŵesuré par goŶioŵétrie) vis-à-vis de l’huile 
d’olive (4,9µL) a été réalisée par étalement des liquides et pré-dispersioŶ des poudres daŶs l’eau. Les iŶgrédients ont été 

étalés à 5mg/cm² sur plaque de verre et séĐher avaŶt ŵesure. Le siliĐoŶe RORE et la glyĐériŶe Ŷ’oŶt pas séĐhés et Ŷ’oŶt pas 
pu être mesurés. 

 

Ces formules sont réalisées sur 1-ϭ,ϱg d’aĐtif pouƌ oďteŶiƌ ϭϱ à ϮϬg de foƌŵule fiŶale. 

 

1.2. METHODE D’ANALYSE DES FORMULES  

 

1.2.1. Choix de la méthode de dépôt des formules 

 

Parmi les méthodes de dépôts possibles, les deux les plus utilisées soŶt l’étalement à la spatule 

en silicone ou par la méthode du doigt de gant (Figure 4-1). L’hoŵogĠŶĠitĠ de Đes ŵĠthodes peut 

être discutée. En effet, la méthode du doigt de gant est peu homogène du fait du mouvement 

circulaire suƌ l’explaŶt. Ainsi, selon où le toxique sera déposĠ l’efficacité pourra être impactée 

(couche plus ou moins épaisse). La spatule eŶ siliĐoŶe est uŶe ŵĠthode d’ĠtaleŵeŶt plus hoŵogğŶe 

si elle est bien réalisée. Pour cela on positionne la spatule dans son sens le plus large, on dépose le 

topique sur un  côtĠ puis oŶ l’Ġtale eŶ ĐoŶseƌvaŶt la spatule toujouƌs à la même hauteur par rapport 

à la ŵeŵďƌaŶe afiŶ d’avoiƌ uŶ dĠpôt aǇaŶt uŶe Ġpaisseuƌ hoŵogğŶe suƌ toute la membrane. La 

méthode de la spatule en silicone est doŶĐ Đhoisie pouƌ l’eŶseŵďle de l’Ġtude des formulations et 

des tests d’efficacitĠ. 
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Figure 4-1 : Méthodes d'étalements des  formules : étalement à la spatule en silicone (A), méthode du doigt de gant (B). 

 

1.2.2. Aspect visuel et microscopique des formules 

 

Plus de 80 formules ont été réalisées pouƌ aŵĠlioƌeƌ l’aspeĐt des dépôts. Les formules qui 

craquèlent en séchant à température ambiante ou à 32°C ;teŵpĠƌatuƌe des expĠƌieŶĐes d’effiĐaĐitĠ) 

sont donc discriminées par simple aspect visuel (dose appliquée de 27mg/cm²) (Figure 4-2). 

L’hoŵogĠŶĠitĠ et l’aspeĐt des formules sont ensuite étudiés par microscopie. Ces observations sont 

additionnelles, le cƌitğƌe discƌiŵiŶaŶt pouƌ la sĠlectioŶ des foƌŵules seƌa l’oďseƌvatioŶ visuelle. 

 
 

      

sans formulation avec formulation 
 

craquèle et se 
détache du support 

 
augmentation des propriétés filmogènes 

 

Figure 4-2 : Processus des objectifs de formulation. 

 

Sur la figure suivante (Figure 4-3) on peut observer les microgouttelettes de silicone dans une 

formule à base de silicone avant séchage et son aspect microscopique après séchage et 

craquèlement.  

 

Formule à base de silicone RORE et de PSi (x20) 

avant séchage après séchage 

  

Figure 4-3 : Observations microscopiques des dépôts de formules. 

Sens de l’Ġtalement 

Membrane 

Crème 
 
 

(A) 

Sens de l’Ġtalement 

Membrane 

Crème 
 

(B) 
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1.3. SELECTION DES FORMULES A BASE DE POLYMERE GREFFE SILICE 

 

Le Tableau 4-2 résume les 19 formules réalisées pour le PSi.  Les ingrédients sont intégrés à 

différents pourcentages (recommandé par les fournisseurs ou classiquement utilisé en cosmétique). 

Les taux de glycérine (SI01, SI02), de Fixate (SI03, SI07) ou de silicones (SI18, SI19) ont dû être 

augmentés pour rendre les formules homogènes et filmogènes après séchage. Le PVP à 4% (SI12) et 

le Daitosol à ϱ% ;SIϭϰͿ Ŷ’oŶt pas suffi à ƌeŶdƌe la foƌŵule filŵogğŶe, Đ’est pouƌƋuoi Đes foƌŵules oŶt 

été additionnées de glycérine (SI13, SI15). Egalement, le Fixate, un polymère épaississant a dû être 

intégré à 8%  pour obtenir un aspect filmogène (SI07, SI10) ce qui a rendu la formule trop compacte 

pour être étalée ĐoƌƌeĐteŵeŶt, Đ’est pouƌƋuoi les foƌŵules ĐoŶteŶaŶt ŵoiŶs de Fixate et ŶoŶ 

filmogène (SI03, SI05) ont également été additionnées de glycérine (SI04, SI06). Les formules 

filmogènes et étalables facilement  oŶt ĠtĠ sĠlectioŶŶĠes pouƌ les tests d’efficacitĠ (en gras dans le 

tableau). 

 

Tableau 4-2 : Formulations du PSi. 

Formule 
Polymère 

(p/p) 
Ingrédients (p/p) Aspect/remarques 

Aspect après séchage sur 
membranes siliconées 

SI01 PSi 10% Glycérine 2% très fluide craquèle 

SI02 PSi 13% Glycérine 3,7% fluide ne craquèle pas 

SI03 PSi 10% Fixate 3% compact craquèle 

SI04 Psi 9,8% 
Fixate 3% 

Glycérine 2,8% 
compact mais facile à étaler ne craquèle pas 

SI05 PSi 10% Fixate 4% compacte craquèle 

SI06 Psi 9,8% 
Fixate 4% / 

Glycérine 2,2% 
trop compacte pour être étalé de 

manière homogène 
ne craquèle pas 

SI07 PSi 9% Fixate 8% très compact, très viscoélastique  ne craquèle pas 

SI08 PSi 8,8% 
Fixate 7,8% 

Glycérine 4,7% 
trop compacte pour être étalé de 

manière homogène 
ne craquèle pas 

SI09 PSi 10,1% 
Fixate 8,4% 

Glycérine 5,1% 
trop compacte pour être étalé de 

manière homogène 
ne craquèle pas 

SI10 PSi 9% Fixate 11% 
trop compacte pour être étalé de 

manière homogène 
ne craquèle pas 

SI11 PSi 10% PVP 2% fluide avec plein de bulles craquèle 

SI12 PSi 10% PVP 4% fluide avec plein de bulles craquèle à 32°C 

SI13 PSi 9,6% 
PVP 3,8% 

Glycérine 4,1% 
fluide ne craquèle pas 

SI14 PSi 10% Daitosol 5% fluide, beaucoup de bulle craquèle à 32°C 

SI15 Psi 9,5% 
Daitosol 5% 

Glycérine 4,3% 
très fluide, facile à étaler ne craquèle pas 

SI16 PSi 9% 
Silicone RORE 350 

9% 
compact craquèle 

SI17 PSi 14% 
Silicone RORE 350 

14% 
compact craquèle 

SI18 PSi 14% Silicone DOW 3% compact craquèle 

SI19 PSi 15% Silicone DOW 15% très fluide ne craquèle pas 
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1.4. SELECTION DES FORMULES A BASE DE POLYMERE GREFFE CERINE 

 

Le Tableau 4-3 résume les 14 formules réalisées pour le polymère greffé cérine. Pour le polymère 

greffé cérine le mélange d’ingrédients Ŷ’a pas ĠtĠ ŶĠĐessaiƌe car chaque ingrédient individuellement 

(<5%) a été suffisant pour rendre la formule filmogène. En effet, il a été observé que le PSi brut 

craquelait plus que le PCe brut (Figure 4-4). Ce dernier a donc été plus facile à formuler. Toutes les 

formules réalisées à base de PCe sont filmogènes, leur efficacité sera donc évaluée. 

 

Tableau 4-3 : Formulations du PCe. 

Formule 
Polymère 

(p/p) 
Ingrédient 

(p/p) 
Aspect/remarques 

Aspect après séchage sur 
membranes siliconées 

CE01 PCe 10% - fluide craquèle à 32°C 

CE02 PCe 13% Glycérine 3,7% viscoélastique ne craquèle pas 

CE03 PCe 9% Glycérine 3,7% fluide ne craquèle pas 

CE04 PCe 6% Glycérine 3,7% très fluide ne craquèle pas 

CE05/06/07* PCe 3% Glycérine 3,7% liquide et déphase ne craquèle pas 

CE08 PCe 3% Glycérine 14% liquid et déphase ne craquèle pas 

CE09 PCe 10% Fixate 2% viscoélastique ne craquèle pas 

CE10 PCe 10,3% PVP 2% très fluide, présence de bulle ne craquèle pas 

CE11 PCe 10% Daitosol 5% viscoélastique ne craquèle pas 

CE12 PCe 10% Silicone RORE 350 2% assez fluide, facile à étaler ne craquèle pas 

CE13 PCe 12.6% Silicone RORE 350 13% compact ne craquèle pas 

CE14 PCe 9,5% Silicone DOW 2% très fluide ne craquèle pas 

*les nanoparticules utilisées pour la formulation sont de 10 nm et ne sont pas dopées. Pour la formule CE06, les nanoparticules sont dopées 

avec du calcium et pour la formule CE07 les nanoparticules sont de 50nm (non dopées) afiŶ d’observer l’effet du dopage et/ou de la taille 
sur l’effiĐaĐité. 

 

(A)   (B)  

Figure 4-4 : Craquèlement des polymères silice (A) et cérine (B) après séchage complet. 

 

1.5. SELECTION DES FORMULES A BASE DE POLYMERE GREFFE TITANE 

 

Le dioxyde de titane est déjà largement utilisé pour la protection cutanée vis-à-vis des rayons UV. 

Deux formes existent : l’aŶatase, photo-instable et phototoxique et le rutile photo-sable. Du fait de la 

phototoxicité de la forme anatase1, les nanoparticules présentes dans les produits cosmétiques sont 
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soit des mélanges de deux formes soit des particules enrobées pour limiter leur réactivité aux UV. 

L’iŶtĠƌġt du dioxǇde de titaŶe pouƌ la pƌoteĐtioŶ ĐutaŶĠe vis-à-vis des agents chimiques réside dans 

sa capacité à dégrader les produits chimiques dont certains pesticides et agents chimiques de 

guerre2–8. 

Le dioxyde de titane utilisé provient de la société cosmétique COTY-Lancaster. Ce dioxyde de 

titane a plusieurs avantages : (1) il est 100% rutile, il ne présentera donc pas de potentiel 

phototoxique et donc de danger pour notre application ; (2) il est enrobé de silice, le pouvoir 

absorbant de ces particules pourra être potentiellement augmenté ; (3) il est hydrophobe tout 

comme le polymère fluoré. 

Le greffage des nanoparticules de titane a été réalisé, il a donc été lyophilisé pour être intégré 

dans une formule. CepeŶdaŶt, la foƌŵulatioŶ Ŷ’a pas Ġté un succès, des études complémentaires 

seraient nécessaires. 

 

1.6. SELECTION DES FORMULES A BASE DE MELANGES DE POLYMERES PSI/PCE 

 

Un effet synergique entre nanoparticules serait particulièrement intéressant (notamment pour 

diŵiŶueƌ la ƋuaŶtitĠ de ĐĠƌiŶe Ƌui Ŷ’est aĐtuelleŵeŶt pas dispoŶiďle de ŵaŶiğƌe ĐoŵŵeƌĐiale 

contrairement aux nanoparticules de silice). Le Tableau 4-4 résume les formules en mélange qui ont 

été réalisées. Ces trois formules sont filmogènes, elles seront donc testées en efficacité. 

 

Tableau 4-4 : Formulations à base de mélanges. 

Formule 
Polymères 

(p/p) 
Ingrédients 

(p/p) 
Aspect/remarques 

Aspect après séchage sur 
membranes siliconées 

M01 
PCe5%;  

PSi 4,6%, 
Fixate 5,2% très compact, difficile à étaler ne craquèle pas 

M02 
PCe 5%  
Psi 5% 

Daitosol 5% très fluide, facile à étaler ne craquèle pas 

M03 
PCe 5%  
Psi 5% 

Glycérine 3,7% 
PVP 1,9% 

fluide, étalable ne craquèle pas 

 

1.7. ETUDE DE LA MOUILLABILITE DES DEPOTS DE TOPIQUES 

 

L’hǇpothğse formulée ici est la suivante : plus une formule teŶd veƌs l’olĠophoďie (angle de 

contact > 90°) plus la formule repousse le toxique et devrait ġtƌe effiĐaĐe vis à vis d’ageŶts comme le 

paraoxon. On observe sur membranes siliconées loƌs de l’additioŶ d’iŶgƌĠdieŶts Đoŵŵe les siliĐoŶes 

(SI19, CE13, CE12), une tendance de la formule à être plus lipophile (Figure 4-5). On perd donc ainsi 

la capacité du polymère fluoré à repousser les toxiques lipophiles (comme le paraoxon ou le VX). Si la 

ŵouillaďilitĠ a uŶ iŵpaĐt sigŶifiĐatif suƌ l’effiĐaĐitĠ les ŵeilleuƌes foƌŵules devaient être SI07 (78±1°) 
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et SI04 (68±3°) pour le PSi et CE02 (69±1°) pour le PCe. Egalement BD (87±3°) devrait être la formule 

la plus efficace. 

 

 

Figure 4-5 : Mouillabilité des formules sélectionnées. 

 

1.8. CONCLUSION 

 

Les formules filmogènes suivantes ont donc été sélectionnées pour être testées vis-à-vis de leur 

efficacité contre la pénétration du paraoxon :  

- PSi : SI02, SI04, SI07, SI13, SI15, SI19 

- PCe : CE02, CE09, CE10, CE11, CE12, CE14 

- Mélange : M01, M02, M03 

Les tests d’effiĐaĐitĠ ƌĠalisĠs pouƌ Đette Ġtude seƌoŶt dĠĐƌits Đi-après. Selon les résultats de 

mouillabilité les formules SI04, SI07, CE02 et BD devraient être les plus efficaces.  
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II. SCREENING IN VITRO SUR MEMBRANES SILICONEES VIS-A-VIS DU PARAOXON 

 

UŶ test d’effiĐaĐitĠ Đoŵŵe tout test toxiĐologiƋue et ďiologiƋue doit ġtƌe ƌĠalisĠ eŶ pƌeŶaŶt eŶ 

Đoŵpte la faisaďilitĠ, le Đoût, la faĐilitĠ de ŵise eŶ œuvƌe et la peƌtiŶeŶĐe du ŵodğle. Nous suivrons 

doŶĐ le sĐhĠŵa suivaŶt pouƌ l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules sélectionnées : screening in vitro sur 

membranes artificielles puis analyses in vitro détaillées des formules sélectionnées et enfin validation 

de leur efficacité sur peau humaine in vitro (Figure 4-6). Les tests in vivo Ŷ’oŶt pas ĠtĠ ƌĠalisĠs au 

Đouƌs de Đe pƌojet ŵais ĐoŶstitueŶt uŶe Ġtude ŶĠĐessaiƌe supplĠŵeŶtaiƌe afiŶ de valideƌ l’effiĐaĐitĠ 

des nouvelles formules candidates. 

 

 

Figure 4-6 : Schéma envisagé pour le screening des formules. 

 

Le premier screening in vitro réalisé sur membranes siliconées est donc présenté dans ce chapitre. 

Une évaluation de la pénétration sur 3 réplicats après 6h de contact avec le paraoxon permet une 

rapide sélection des formules efficaces. Les crèmes candidates sont testées à 50mg/cm² pour les 

formules à base de PSi et 27mg/cm² pour les formules à base de PCe et les mélanges et entièrement 

séchées avant dépôt du toxique (2-3h). Les protocoles de ŵesuƌe de l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules et de 

dosage sont détaillés en annexe 4.1 et 4.2. Une crème efficace diminue significativement la quantité 

de paƌaoxoŶ ƌetƌouvĠe daŶs le ŵilieu ƌĠĐepteuƌ à la fiŶ de l’expĠƌieŶĐe ;ĐoŶfiƌŵĠ suƌ ϯ autƌes 

réplicats). Des études plus poussées sur la cinétique de pénétration des formules sélectionnées 

seront réalisées dans le Chapitre 5 pour les formules sélectionnées.  

 

2.1. EFFET DES INGREDIENTS SUR LA PENETRATION DU PARAOXON  

 

Parmi les ingrédients testés seuls les résultats les plus prometteurs sont présentés ici (Figure 4-

7). UŶe foƌŵule à ďase de glǇĐĠƌiŶe et d’eau Ŷ’est pas Ġtalable suƌ ŵeŵďƌaŶe siliĐoŶĠe, Đ’est 

pourquoi elle a été intégrée dans la crème contrôle BarrierDerm. Cette crème commerciale Ŷ’aǇaŶt 
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aucun effet protecteur ;BaƌƌieDeƌŵ, ŵġŵe lot et staďle daŶs le teŵps doŶĐ ŶoŶ vaƌiaďle d’uŶe 

expĠƌieŶĐe à l’autƌeͿ est également utilisée comme contrôle négatif pour valider la méthode 

d’ĠtaleŵeŶt. L’utilisatioŶ d’uŶ ĐoŶtƌôle positif tel que la crème AG-7 serait également intéressante. 

AuĐuŶ des iŶgƌĠdieŶts testĠs Ŷe diŵiŶue la pĠŶĠtƌatioŶ du paƌaoxoŶ apƌğs ϲh d’expositioŶ paƌ 

ƌappoƌt aux ŵeŵďƌaŶes ŶoŶ pƌotĠgĠes ;ďaƌƌe ŶoiƌeͿ Đe Ƌui peƌŵet de ĐoŶĐluƌe Ƌu’auĐuŶ iŶgƌĠdieŶt 

Ŷ’a d’effet protecteur significatif sur 6h. Ainsi, un effet protecteur des formules sera dû uniquement 

à la pƌĠseŶĐe de l’aĐtif daŶs la foƌŵule. 

 

Figure 4-7 : Effet des ingrédients sur la pénétration du paraoxon (quantité = 50mg/cm²). 

(contrôle = membrane siliconée non protégée). 

 

2.2. SELECTION DES FORMULES A BASE DE POLYMERE GREFFE SILICE  

 

La Figure 4-8 pƌĠseŶte les ƌĠsultats d’effiĐaĐitĠ à Tϲh des foƌŵules à ďase de PSi. Ces formules 

contiennent toutes eŶviƌoŶ ϭϬ% d’aĐtif.  

 

Figure 4-8 : Efficacité des formules à base de SiO2 à T6h vis-à-vis de la pénétration du paraoxon (TPC = 50mg/cm²). 

(*indiquent une différence significative (n=6) avec les membranes non protégées (Contrôle) ; *p<0,05, ** p< 0,001). 
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La première observation est que la formule à base de silicone (SI19) favorise la pénétration 

Đoŵŵe Đela Ġtait pƌĠvu paƌ la ŵesuƌe de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt de la formule.  

L’utilisatioŶ d’iŶgƌĠdieŶt iŶdividuelleŵeŶt ;GlǇĐĠƌiŶe – SI07 et Fixate – SI02) ne permet pas de 

diminuer significativement la pénétration du paraoxon (le Daitosol et le PVP, ne permettant pas 

d’avoiƌ uŶ dĠpôt filŵogğŶe, Ŷ’oŶt pu ġtƌe testĠs seuls en efficacité). Egalement, les formules à base 

de Fixate sont très compactes et difficiles à appliquées. La glycérine est un ingrédient qui permet 

d’oďteŶiƌ uŶe formule plus lisse et fluide. De plus, elle peut être facilement ajoutée en fin de 

foƌŵulatioŶ et seuleŵeŶt Ϯ% suffiseŶt à oďteŶiƌ uŶe foƌŵule filŵogğŶe, Đ’est pouƌƋuoi elle a ĠtĠ 

Đhoisie pouƌ ġtƌe ŵĠlaŶgĠe aveĐ d’autƌes iŶgƌĠdieŶts. Trois formules avec un mélange d’iŶgƌĠdieŶts 

ont donc été réalisées (Figure 4-8). La première est un mélange Fixate-Glycérine (SI04). En effet, le 

Fixate est un agent épaississant qui doit être intégré à une forte concentration pour obtenir un effet 

filmogène (>8%) ce qui donne un aspect très compact à la formule et une diffiĐultĠ à l’Ġtaleƌ. L’ajout 

de Glycérine dans cette formule a permis de diminuer la quantité de Fixate et d’oďteŶiƌ uŶe  foƌŵule 

filmogène, plus fluide, plus facile à appliquer et plus efficace (1,1 ± 1,4 %Q0) que la formule à base de 

Fixate (2,9 ± 3,6 %Q0) ou de glycérine seule (6,9±4,5%Q0). Egalement, l’additioŶ de glycérine sur les 

formules à base de Daitosol et PVP (non filmogènes) a permis d’oďteŶiƌ des foƌŵules filmogènes et 

efficaces (SI15 : 0,21 ± 0,12 %Q0 et SI13 : 0,0002 ± 0,0001 %Q0).  

Selon les résultats de mouillabilité, SI07 devait ġtƌe la plus effiĐaĐe ;aŶgle de ĐoŶtaĐt = ϳϴ°Ϳ. C’est 

cependant SI15 (angle de contact = 54°), SI13 (angle de contact = 64°) et SI04 (angle de contact = 67°) 

qui présentent les meilleures propriétés de pƌoteĐtioŶ. Paƌ ĐoŶtƌe Đ’est la foƌŵule la plus oléophile, 

SI19 (angle de contact = 39°) qui présente la moins bonne protection (favorise la pénétration). Le 

phénomène de pénétration Ŷe s’expliƋue pas seuleŵeŶt paƌ l’Ġtat de suƌface. Il est dépendant 

également de différents facteurs physico-chimiques et dépendant du modèle utilisé (diffusion du 

toxique au travers du réseau polymère de la formule et de la membrane, diffĠƌeŶce d’affinité du 

paraoxon entre la formule et la membrane, type de nanoparticules, etc.). On peut donc conclure 

que la mouillabilité peut être utilisée pour discriminer les TPC candidats à faible angle de contact 

(mouillabilité élevée), ceux-ci montreront surement une faible efficacité mais ce paramètre ne 

pouƌƌa pas ġtƌe utilisĠ pouƌ pƌĠdiƌe l’effiĐaĐitĠ de foƌŵules teŶdaŶt veƌs l’hǇdƌophoďie. 

La formule la plus efficace est SI13, elle est donc sélectionnée pour être étudié plus en détail. 

 

2.3. SELECTION DES FORMULES A BASE DE POLYMERE GREFFE CERINE 

 

La Figure 4-9 résume les résultats des formules à base de polymères greffés avec des 

nanoparticules de cérine de 10 nm.  
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Figure 4-9 : Efficacité des formules à base de CeO2 à T6h vis-à-vis de la pénétration Paraoxon (TPC = 27mg/cm²).  

(n>3, *indique une différence significative avec les membranes non protégées contrôle, p<0,005). 

 

Tout comme le PSi, les formules à base de silicone ne sont pas efficaces. Néanmoins, la présence 

de siliĐoŶe Ŷ’augŵeŶte pas sigŶifiĐativeŵeŶt la pĠŶĠtƌatioŶ du paraoxon contrairement à  ce qui a pu 

être observé pour la silice (CE13 et CE12, aŶgles de ĐoŶtaĐt = ϰϬ°Ϳ. L’iŵpaĐt des silicones sur la 

pénétration du paraoxon au travers de la formule est donc lié au type de nanoparticules greffées au 

polymère.  

Les 4 autres formules à base des ingrédients suivants sont efficaces : Daitosol (0,7 ± 1,1 %Q0) < 

PVP (0,4 ± 0,6 %Q0) < Fixate (0,12 ± 0,12 %Q0) < Glycérine (0,00012 ± 0,00011 %Q0) (Figure 4-9). 

Nous observons donc ici que la Glycérine à elle seule suffit à obtenir une crème très protectrice 

lorsque mélangée au PCe (Figure 4-9) contrairement au PSi Ƌui ŶĠĐessite l’additioŶ d’uŶ iŶgƌĠdieŶt 

supplémentaire à 3.8% (le PVP) pour obtenir la même efficacité (Figure 4-8). 

Ici, les 4 formules plus efficaces présentent une mouillabilité plus importante (CE11 = 60°, CE10 = 

63°, CE09 = 60°, CE02 = ϲϵ°Ϳ. L’effiĐaĐitĠ Ŷ’est eŶĐoƌe uŶe fois pas pƌopoƌtioŶŶelle à l’augmentation 

de l’aŶgle de ĐoŶtaĐt. CepeŶdaŶt, pouƌ la ĐĠƌiŶe Đ’est la foƌŵule pƌĠseŶtaŶt le plus gƌaŶd aŶgle de 

contact qui montre la meilleure protection (CE02). Ainsi, pour le PCe tout comme les formules à base 

de PSi, la mouillabilité permettra de discriminer les formules à faible angle de contact.  

La formule la plus efficace est CE02, elle est donc sélectionnée pour être étudiée plus en détail. 

Coŵŵe oďseƌvĠ daŶs le Đhapitƌe Ϯ.ϯ. l’ajout de glǇĐĠƌiŶe Ŷ’a pas d’effet suƌ le PSi. Il est 

iŶtĠƌessaŶt d’Ġtudieƌ l’iŶflueŶĐe des pƌopƌiĠtĠs phǇsiĐoĐhiŵiƋues iŶtƌiŶsğƋues des ŶaŶopaƌtiĐules 

(nature, taille, type de traitement). La Figure 4-10 peƌŵet d’Ġtudieƌ l’iŵpaĐt de la taille 

(nanoparticules de cérine de 10nm ou 50nm), du traitement (nanoparticules non dopée PCe ou dopé 

au calcium PCe/Ca2+) ou de la nature (cérine 10nm PCe vs silice 22nm PSiͿ suƌ l’effiĐaĐitĠ à Tϲh de 

formules additionnées de glycérine (%p/p indiqués sur la figure). La seule formule efficace reste celle 
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contenant les nanoparticules de cérine de 10nm (PCe 10nm). Ainsi la taille, le traitement ou la 

Ŷatuƌe soŶt des facteuƌs ŵajeuƌs coŶfĠƌaŶt l’efficacitĠ à  uŶe foƌŵule. 

 

 

Figure 4-10 : IŶflueŶce des paƌticules suƌ l’efficacitĠ à Tϲh (TPC = 27mg/cm²). 

(n=6, *indique une différence significative avec les membranes non protégées contrôle, p<0,005). 

 

2.4. ETUDE DU POTENTIEL SYNERGIQUE DES NANOPARTICULES  

 

Dans cette partie le potentiel synergique de mélange de nanoparticules en formulation est 

étudié. Trois formules à actifs mixtes ont été réalisées et comparées à leurs formules contenant soit 

du PSi soit du PCe (Figure 4-11).  

L’effiĐaĐitĠ de la foƌŵule à ďase Fixate et ĐoŶteŶaŶt l’aĐtif PSi est très variable (2,85±3,65 %Q0) 

du fait de l’aspeĐt de la Đƌğŵe ;tƌğs visƋueux et diffiĐile à appliƋueƌ Đaƌ ϴ% ŵiŶiŵuŵ de Fixate sont 

ŶĠĐessaiƌes pouƌ oďteŶiƌ uŶ aspeĐt filŵogğŶe paƌ ƌappoƌt à Ϯ% pouƌ l’aĐtif ĐĠƌiŶeͿ. Pouƌ la foƌŵule 

ĐoŶteŶaŶt l’aĐtif PCe l’effiĐaĐitĠ est ďoŶŶe et ƌepƌoduĐtiďle ;Ϭ,ϭϮ±Ϭ,ϭϮ %QϬͿ. LoƌsƋue l’oŶ ŵĠlaŶge 

les polymères greffés en formulation pour oďteŶiƌ le ŵġŵe taux fiŶal ;~ϭϬ% d’aĐtifͿ, l’effiĐaĐitĠ paƌ 

ƌappoƌt à l’aĐtif PSi seul est augŵeŶtĠe ŵais paƌ ƌappoƌt à l’aĐtif PCe seul elle est diminuée. 

L’augŵeŶtatioŶ d’effiĐaĐitĠ paƌ ƌappoƌt à l’aĐtif PSi peut être expliquée paƌ l’aŵĠlioƌatioŶ de l’aspect 

hoŵogğŶe et filŵogğŶe de la Đƌğŵe ;Fixate à ϱ%Ϳ et la diŵiŶutioŶ de l’effiĐaĐitĠ paƌ ƌappoƌt à l’aĐtif 

PCe seul peut être expliquée par la différence de concentration en actif spécifique (10% vs 5% PCe). 

L’effiĐaĐitĠ de la foƌŵule à ďase de Daitosol et d’aĐtif PSi Ŷ’a pas pu être testée car non 

filŵogğŶe.  L’effiĐaĐitĠ de la foƌŵule ĐoŶteŶaŶt l’aĐtif PCe seul ou un mélange PCe/PSi (Figure 4-11) 

est la même (respectivement 0,68±1,09%Q0 et 0,94±1,14%Q0). Aucun effet synergique entre les 

polǇŵğƌes gƌeffĠs aveĐ des ŶaŶopaƌtiĐules de siliĐe et de ĐĠƌiŶe Ŷ’est oďseƌvĠ. 

La dernière formule est un mélange des deux formules les plus efficaces (SI13 pour PSi et CE02 

pour PCe), elle semble perdre un tout petit peu de son efficacité lorsque mélangé (0,01 vs 
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<0,001%Q0). Cela peut être dû à une synergie entre les ingrédients et les principes actifs qui sont 

spécifiques. En effet, entre SI13 et M03 (mélange PVP/Glycérine) il y a une perte de 2% de PVP. Cet 

ingrédient est-il esseŶtiel à l’effiĐaĐitĠ ŵalgƌĠ Ƌue seul il Ŷ’appoƌte auĐuŶe effiĐaĐitĠ ;Ϯ.Ϯ. Effet des 

ingrédients su la pénétration du paraoxon) ? 

 

 

Figure 4-11 : Efficacité des formules en mélange à T6h (TPC = 27mg/cm²). 

 (contrôle = membrane non protégées, contrôle négatif = BD, n>3). 

 

UŶe piste seƌait de faiƌe des ŵĠlaŶges ĐoŶteŶaŶt ϭϬ% de ĐhaĐuŶ des aĐtifs pouƌ voiƌ si l’effiĐaĐitĠ 

est augŵeŶtĠe. CepeŶdaŶt, l’ajout d’aĐtif eŶ uŶe telle ƋuaŶtitĠ nécessite un travail de formulation 

ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe ;ŵĠlaŶge d’iŶgƌĠdieŶts filŵogğŶes et fluidifiaŶtsͿ Ƌui Ŷe ƌeflğteƌa doŶĐ pas 

l’effiĐaĐitĠ des aĐtifs iŶdividuelleŵeŶt.  

 

2.5. CONCLUSION 

 

Selon les études de mouillabilité les meilleures crèmes sont BD, SI07, SI04 et CE02. Dans le cas 

du contrôle négatif BD qui présente le meilleur angle de contact vis-à-vis de l’huile d’olive suƌ 

membranes siliconées parmi toutes les formules, la mouillabilité ne reflète pas son efficacité. De 

même pour SI07 et SI04 qui ne sont pas les formules à base de PSi les plus efficaces. Pour PCe, la 

formule la plus efficace (CE02) est bien celle présentant le meilleur angle de contact. Globalement, 

oŶ peut coŶcluƌe Ƌue la capacitĠ d’uŶe foƌŵule à ƌepousseƌ l’huile d’olive seule Ŷ’est pas 

représentative de son efficacité vis-à-vis du paraoxon. 
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De ces pƌeŵiğƌes expĠƌieŶces d’efficacitĠ in vitro sur membranes siliconées, nous pouvons 

également conclure que l’efficacitĠ d’uŶe Đƌğŵe est dépendante :  

- De la nature intrinsèque de l’aĐtif. EŶ effet, la glycérine rend le PCe efficace mais pas le PSi, on 

peut en conclure que la nanoparticule en elle-même, du fait de son activité intrinsèque, influence 

l’effiĐaĐitĠ de la foƌŵule : pour une même formule à  base de glycérine, la cérine qui absorbe et 

dégrade les produits chimiques9 (et le paraoxon) est plus efficace que la silice qui a la propriété 

d’aďsoƌďeƌ seuleŵeŶt. De même, les paramètres physicochimiques des particules comme la 

nature (CeO2, SiO2, TiO2, etc.) ainsi que la taille et le traitement (dopé ou enrobé par exemple) 

sont importants. 

- L’effiĐaĐitĠ est ĠgaleŵeŶt dĠpendante de la compatibilité des ingrédients avec les actifs. En 

effet, le polǇŵğƌe foƌŵe uŶ ƌĠseau ϯD de ŶaŶopaƌtiĐules, il est aisĠ d’iŵagiŶeƌ Ƌue l’ajout 

d’iŶgƌĠdieŶt peut veŶiƌ favoƌaďleŵeŶt ou dĠfavoƌaďleŵeŶt iŶflueŶĐeƌ Đe ƌĠseau ϯD.  

Ainsi, les nanoparticules et les ingrédients présents dans la formule sont importants et sont 

spécifiques les uns aux autres pour former un réseau 3D de nanoparticules et polymères performant. 

 

Les deux formules suivantes SI13 (PSi) et CE02 (PCe) ont montré la meilleure efficacité à 

27mg/cm². Celles-ci sont sélectionnées pour être étudiées vis-à-vis de leur stabilité et de leur 

comportement rhéologique. La Chapitre 5 abordera également une étude détaillée de leur efficacité 

et de leur résistance. 
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III. FORMULATION EN GRANDE QUANTITE 

 

Les deux formules sélectionnées pour leur efficacité (SI13 et CE02) sont formulées en plus grosse 

quantité (150-200g) pour les besoins des différentes études à réaliser. SI13 sera la première formule 

réalisée ou F1 (PSi) et CE02 la deuxième formule ou F2 (PCe). Les paramètres suivants seront étudiés 

dans ce chapitre : aspect microscopique des dépôts pour observer la structuration de surface des 

formules, mouillabilité et rugosité des dépôts, rhéologie et stabilité des formules au cours de leur 

vieillissement. 

 

3.1. FORMULATION  

 

3.1.1. Formule 1 : F1 

 

La formulation du gel monophasique F1 est réalisée à température ambiante (~22°C) à l’aide de 

l’agitateuƌ ŵĠĐaŶiƋue IKA®-WERKE EUROSTAR selon les deux étapes suivantes : 

(1) DispeƌsioŶ Đoŵplğte du polǇŵğƌe PVP daŶs l’eau ;agitatioŶ jusƋu’à soluďilisatioŶ ĐoŵplğteͿ 

et du polymère PSi (agitation ON - 650tr/min). 

(2) Neutralisation et intégration des conservateurs/agents filmogènes (500 à 2000tr/min). 

Le pH en fin de formulation est de 7,40 (23°C). 

 

Tableau 4-5 : Composition de F1. 

Nom commercial Nom INCI Rôle % (p/p) 

Eau distillée Water solvant 81,6% 

PlasdoŶe™ K-29/32 polymer 
(lot 080326645) 

PVP agent filmogène 3,8% 

Polymère greffé silice (CSMNP1) - 
actif à propriétés 

gels 
9,5% 

Bronopol 
(Jan Dekker, Lot 1239009) 

2-Bromo-2-
Nitropropane-1,3-diol 

conservateur 0,1% 

Sodium Hydroxide Pastille 
(Sigma, 55881, lot SZBE1620V) 

Sodium Hydroxide neutralisant 0,9% 

Glycerol 
(Sigma, 49770, lot CBRF3863V) 

Glycerin agent filmogène 4,2% 

Total 
 

 100,0% 

 

3.1.2. Formule 2 : F2 

 

Tout comme F1, la formulation du gel monophasique F2 est réalisée à température ambiante à 

l’aide de l’agitateuƌ ŵĠĐaŶiƋue IKA®-WERKE EUROSTAR selon les deux étapes suivantes : 

(1) Dispersion et réhydratation du polymère PCe (agitation ON - 350tr/min). 
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(2) Intégration du conservateur 1 et neutralisation (500 à 1400 tr/min). 

(3) Intégration du conservateur pré-dispersé dans la glycérine (mélange chauffé pour 

solubilisation) (1400tr/min). 

Le pH en fin de formulation est de 7,02 (23°C). 

 

Tableau 4-6 : Composition de F2. 

Nom commercial Nom INCI Rôle % (p/p) 

Eau distillée Water solvant 81,6% 

Polymère greffé cérine (CBP39) - 
actif à propriétés 

gels 
13% 

Microcare® PE 
(lot RP289757-1511) 

Phenoxyethanol conservateur 1 0,6% 

Glycerol 
(Sigma, 49770, lot CBRF3863V) 

Glycerin agent filmogène 3,7% 

Sodium Hydroxide Pastille  
(Sigma, 55881, lot SZBE1620V) 

Sodium Hydroxide neutralisant 0,7% 

Microcare®CLG  
(lot RP299225-1703) 

Caprylyl glycol conservateur 2 0,3% 

Total 
 

 100,0% 

 

Afin de caractériser ces formules différentes analyses seront donc réalisées (microscopie, 

rugosité, mouillabilité, rhéologie, vieillissement). 

 

3.2. OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE 

 

Les images de Microscopie Electronique à Balayage (MEB) (Figure 4-12) montrent une dispersion 

homogène des nanoparticules de silice (cercles noirs) dans la formule à la fois en coupe transversale 

et vues de dessus. Les mêmes images sont obtenues quel que soit le dépôt (5, 15 ou 27mg/cm²). La 

formule permet donc de garder les propriétés de réseau nanoparticulaire du polymère greffé. Les 

nanoparticules de cérine sont moins faciles à observer, néanmoins la Figure 4-13 B montre quelques 

nanoparticules dispersées (cercles noirs) dans le dépôt de F2. Ces images apportent donc une 

information qualitative quant à la bonne homogénéité des dépôts et de la dispersion des 

nanoparticules.  

Grâce aux coupes transversales (Figure 4-12 C), l’Ġpaisseur des dépôts secs de F1 peut également 

être déterminée. Les résultats suivants sont obtenus : 17±1µm pour 5mg/cm², 22±3 pour 15mg/cm² 

et 31±3µm pour 27mg/cm². L’Ġpaisseuƌ Ŷ’est pas pƌopoƌtioŶŶelle à la ƋuaŶtitĠ dĠposĠe : un dépôt de 

2 fois moins de quantité (27 vs 15mg/cm²) ne signifie pas une épaisseur divisée par deux, idem pour 

un dépôt de 3 fois moins de quantité ;ϭϱ vs ϱŵg/Đŵ²Ϳ. Les Đoupes tƌaŶsveƌsales de FϮ Ŷ’oŶt pas pu 

être réalisées par manque de formule. 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

Figure 4-12 : Images MEB de dépôts de F1. 

(A, B : membranes siliconées, vue de dessus ; C,D : verre, coupe transversale). 

 

 

  

Figure 4-13 : Images MEB de dépôts de F2 sur verre. 

 



Chapitre 4 

 

130  
 

3.3. STABILITE ET ETUDE RHEOLOGIQUE DES FORMULES F1 ET F2 

 

L’Ġtude ƌhĠologiƋue des foƌŵules appoƌte des iŶfoƌŵatioŶs Ƌualitatives ƋuaŶt à la stƌuĐtuƌatioŶ 

et la force du réseau de polymère au sein de la formule. Ces ŵesuƌes soŶt ƌĠalisĠs à l’Ġtat iŶitial et 

après vieillissement accéléré afiŶ d’Ġtudieƌ soŶ ĠvolutioŶ. 

 

3.3.1. Principe et définition de la rhéologie 

La ƌhĠologie est l’Ġtude de la déformation et de l’ĠcouleŵeŶt de la ŵatiğƌe sous l’effet des 

contraintes qui lui sont appliquées. Elle permet de caractériser des matériaux au comportement 

intermédiaire entre le solide élastique parfait ou solide de Hooke (ex : l’acier) et le fluide idéal 

newtonien (ex : l’eau)10. 

Un fluide est dit newtonien si sa viscosité est indépendante de la contrainte qui lui est appliquée. 

Il ƌĠpoŶd à l’ĠƋuatioŶ de NeǁtoŶ :  � = ��̇    (eq. 4)  

η = visĐosité eŶ Pa.s, τ = ĐoŶtraiŶte de ĐisailleŵeŶt eŶ Pa et   ̇ߛ = vitesse de cisaillement en s-1) 

Il existe également des fluides dits non-newtoniens dont les deux grands comportements sont : 

- rhéo-fluidifiant : le fluide ŵoŶtƌe uŶe ƌĠduĐtioŶ de la visĐositĠ aveĐ l’augŵeŶtatioŶ de la 

contrainte qui lui est appliqué. 

- rhéo-épaississant : à l’iŶveƌse, la viscosité augmente aveĐ l’augŵeŶtatioŶ du taux de cisaillement. 

Leur prédiction par des modèles mathématiques est plus complexe mais le profil de leur courbe 

permet une classification rapide (Figure 4-14).  

 

 

Figure 4-14 : Profil rhéologique des fluides types (figure inspirée de Couarazze et al.11). 

 

Les fluides ŶeǁtoŶieŶs souŵis à uŶe ĐoŶtƌaiŶte s’ĠĐouleŶt à l’iŶfiŶi, leuƌ ĐaƌaĐtğƌe est dit 

« liquide » ou « visqueux ». Dans le cas de fluides complexes (non-newtoniens), la viscosité seule ne 

suffit plus à ĐaƌaĐtĠƌiseƌ Đes ŵatĠƌiaux puisƋu’elle Ŷe pƌeŶd pas en compte le caractère « solide ». Il 
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faut aloƌs s’iŶtéresser au comportement viscoélastique des matériaux qui analyse à la fois la part de 

visĐositĠ ;ĐaƌaĐtğƌe liƋuideͿ et la paƌt d’ĠlastiĐitĠ ;ĐaƌaĐtğƌe solideͿ. Le ĐaƌaĐtğƌe liquide correspond 

doŶĐ aux pƌopƌiĠtĠs d’ĠĐouleŵeŶt du ŵatĠƌiau souŵis à uŶe ĐoŶtƌaiŶte taŶdis Ƌue l’ĠlastiĐitĠ se 

ŵaŶifeste loƌsƋue l’oŶ appliƋue ou suppƌiŵe uŶe ĐoŶtƌaiŶte et ĐoƌƌespoŶd à l’Ġtat tƌaŶsitoiƌe de 

l’ĠĐhaŶtilloŶ pendant lequel sa structure évolue avant de se stabiliser. 

DaŶs le Đas de suspeŶsioŶs de polǇŵğƌe, l’appliĐatioŶ d’uŶe ĐoŶtƌaiŶte va foƌĐeƌ les ĐhaiŶes 

polymériques à passeƌ d’uŶ Ġtat de ƌepos à tƌaŶsitoiƌe au Đouƌs duƋuel les ĐhaiŶes voŶt ġtƌe ĠtiƌĠes 

et emmagasiner une énergie dite élastique avant de retourner à un Ġtat d’ĠƋuiliďƌe eŶ dissipaŶt Đette 

énergie11. Le comportement viscoélastique d’uŶe Đƌğŵe ĐoŶstituĠe de polǇŵğƌes et d’autƌes 

ingrédients (glycérine par exemple) est le résultat de la modification des interactions plus ou moins 

fortes (liaisons hydrogènes et interactions de Van der Walls) et nombreuses entre ses différents 

constituants. La viscoélasticité est caractérisée paƌ plusieuƌs gƌaŶdeuƌs phǇsiƋues et l’ĠƋuatioŶ de 

Hooke ;τ = contrainte appliquée ;PaͿ, ɶ = aŵpleuƌ de la dĠfoƌŵatioŶ, G, module de cisaillement en 

Pa) : � = �.  (eq. 5)   ߛ

Le module de cisaillement peut être décomposé en composante élastique ou module de 

stockage et se symbolise par G’ et en composante visqueuse ou module de perte (G’’) qui mesure la 

dĠstƌuĐtuƌatioŶ du ƌĠseau et sa ƌigiditĠ ou liďeƌtĠ au Đouƌs de l’Ġtat tƌaŶsitoiƌe12.  

De ces deux composantes peut être calculé le facteur de perte ou facteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt donnant 

des informations précieuses sur la caractérisation du produit :  

 tan ߜ =  ீ′′ீ′     (eq. 6) 

 

Si tanɷ > 1 -> G’’ > G’ = le ĐaƌaĐtğƌe visƋueux ou liƋuide pƌĠdoŵiŶe. 

Si tanɷ < 1 -> G’’ < G’ = le ĐaƌaĐtğƌe ĠlastiƋue ou solide pƌĠdoŵiŶe. 

 

AiŶsi l’Ġtude ƌhĠologiƋue des Ŷouvelles foƌŵules va Ŷous peƌŵettƌe d’aŶalǇseƌ la résistance des 

crèmes, leur stabilité et leur évolution au cours de leur vieillissement. La stabilité des formules dans 

le temps est réalisée par vieillissement accéléré en incubant les formules 4 semaines à 45°C. 

Plusieurs paramètres sont pris en compte pour évaluer la stabilité des formules :  

- l’aspeĐt visuel ou oďseƌvatioŶs ŵaĐƌosĐopiƋues Ƌui peƌŵetteŶt de voiƌ l’ĠvolutioŶ de la Đouleuƌ 

de l’hoŵogĠŶĠitĠ et de la consistance de la formule 

- le pH  

- la viscosité  

- l’ĠvolutioŶ des paƌaŵğtƌes ƌhĠologiƋues 
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3.3.2. Etude des crèmes à T0 

L’Ġtude de la Đouƌďe d’ĠĐouleŵeŶt ;Figure 4-15 A) montre que pour les deux crèmes, la 

contrainte présente une forte élévation (et donc une forte viscosité) dans les faibles cisaillements et 

atteint un comportement newtonien dans les hauts gradients de vitesse (>600s-1). Ceci caractérise le 

comportement rhéofluidifiant des formules. Autant dans les faibles que les forts cisaillements, F1 

présente toujours une contrainte plus élevée que F2. Il est à noter Ƌu’à tƌğs faiďles ĐisailleŵeŶts 

(<0,6s-1) et donc quasiment au repos F2 présente une viscosité plus élevée que F1 (Figure 4-15 B). Les 

deux Đƌğŵes Ŷ’oŶt pas le ŵġŵe Đomportement : F1 a globalement une viscosité plus élevée que F2 

sauf au repos. 

 

 

Figure 4-15 : Expérience d'écoulement pour les formules initiales (▲ : F1 ; ▲ : F2). 

 

Les études de viscoélasticité peƌŵetteŶt d’oďseƌveƌ les caractères élastiques (ou solides) et 

visqueux (ou liquidesͿ d’uŶe Đƌğŵe : le balayage en amplitude à une fréquence constante va 

peƌŵettƌe d’aŶalǇseƌ la dĠstƌuĐtuƌatioŶ du ƌĠseau et donc plutôt son caractère liquide ; le balayage 

en fréquence à une aŵplitude fixe va peƌŵettƌe d’oďseƌveƌ la ƌĠpoŶse d’uŶe Đƌğŵe à uŶe 

solliĐitatioŶ ŶoŶ destƌuĐtƌiĐe et soŶ ƌetouƌ à l’état initial et donc sa réponse élastique10. 

 

Le ďalaǇage eŶ aŵplitude ŵoŶtƌeŶt Ƌu’à l’Ġtat iŶitial ;ĐoŶtƌaiŶte = Ϭ,ϭ PaͿ, G’’ est iŶfĠƌieuƌ à G’, 

le caractère élastique (ou solide) des deux crèmes prédomine à ces contraintes (Figure 4-16 A).   
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Figure 4-16 : Balayage en amplitude à fréquence fixe 1 Hz. (A) Evolution des modules élastiques et visqueux. (B) Evolution 
du facteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt. 

 

L’augŵeŶtatioŶ ĐoŶstaŶte de la ĐoŶtƌaiŶte suƌ la Đƌğŵe va ŵeŶeƌ à la déstructuration de son 

réseau qui se produira lors de la tƌğs foƌte dĠĐƌoissaŶĐe des ŵodules ĠlastiƋues et visƋueux jusƋu’à 

inversion des pƌopƌiĠtĠs visĐoĠlastiƋues, Đ’est-à-dire quand le caractère visqueux de la crème 

prédominera sur sa réponse élastique (G’’ > G’ et doŶĐ taŶ ɷ ;faĐteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶtͿ > 1). Le 

domaine précédent cette déstructuration est appelé domaine linéaire ou newtonien. La contrainte 

ŶĠĐessaiƌe pouƌ faiƌe appaƌaîtƌe les pƌopƌiĠtĠs visƋueuses de la Đƌğŵe est appelĠ seuil d’ĠĐouleŵeŶt. 

Pour F1, le seuil d’ĠĐouleŵeŶt est atteiŶt à ϵ Pa et pour F2, G’ est toujouƌs supérieur à G’’, ĐepeŶdaŶt 

il semblerait que pour la déformation maximale (100%), on tende vers une égalité des deux modules, 

le seuil d’ĠĐouleŵeŶt seŵďle doŶĐ ġtƌe pƌoĐhe de ϱϴ Pa. Ces seuils d’ĠĐouleŵeŶt peuveŶt ġtƌe 

également déteƌŵiŶĠs suƌ des Ġtudes d’ĠĐouleŵeŶt siŵple ;Ġtude de visĐositĠͿ eŶ expƌiŵaŶt la 

viscosité en fonction de la contrainte (Figure 4-15 B). Pour F1, le seuil d’ĠĐouleŵeŶt Ŷe peut Ǉ ġtƌe 

déterminé car il intervient avant la première contrainte mesurée. Pour F2 il correspond à la brusque 

perte de viscosité observée vers les 60Pa. 

 

Le module visqueux ;G’’Ϳ de F1 est plus élevé que celui de F2 (Figure 4-16 A), ce qui se traduit 

ĠgaleŵeŶt paƌ uŶ faĐteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt plus ĠlevĠ (Figure 4-16 B). Ces résultats donnent des 

informations sur les interactions du réseau et les forces intervenant. F1 présente donc des propriétés 

viscoélastiques plus élevées que F2. 

 

De cette expérience peut être conclue que :  

- F1 est plus viscoélastique que F2 et soŶ seuil d’ĠcouleŵeŶt est plus faiďle : son réseau présente 

donc des interactions plus fortes et moins nombreuses.  

- F2 est moins viscoélastique que F1 et son seuil d’ĠcouleŵeŶt est plus ĠlevĠ : son réseau 

présente donc des interactions moins fortes mais plus nombreuses. 
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Les propriétés viscoélastiques d’uŶe Đƌğŵe soŶt iŵpoƌtaŶtes pouƌ ĐoŶŶaitƌe la ƌĠsistaŶĐe d’uŶe 

crème à son étalement et les propriétés optimales d’appliĐatioŶ de Đelle-ci. Théoriquement, on 

ĐoŶsidğƌe l’appliĐatioŶ d’uŶe formule à une vitesse constante (et donc un cisaillement constant). En 

ƌĠalitĠ, les ŵouveŵeŶts de ĐisailleŵeŶts liĠs à l’appliĐatioŶ d’uŶe Đƌğŵe peuveŶt ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠs 

Đoŵŵe pĠƌiodiƋues seloŶ des ŵouveŵeŶts d’alleƌ-retour où la  fréquence est variable (de 0,1 à 

10Hz)12. Le balayage en fréquence à une amplitude fixe (choisie dans le domaine linéaire, 1Pa) des 

deux topiques montre que G’ est supĠƌieuƌ à G’’ Đe Ƌui iŶdiƋue la pƌĠdoŵiŶaŶĐe du caractère 

élastique des formules (Figure 4-17). Le faĐteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt ;G’’/G’Ϳ est constant sur toute la 

gamme de fréquence ce qui met en exergue la stabilité des crèmes. Néanmoins, ce rapport est 

diffĠƌeŶt d’uŶe foƌŵulatioŶ à l’autƌe. EŶ effet, daŶs le Đas de Fϭ Đe ƌappoƌt est plus iŵpoƌtaŶt Ƌue 

daŶs le Đas de FϮ. De plus l’alluƌe gloďale des Đouƌďes est diffĠƌeŶte puisƋue l’oŶ ƌeŵaƌƋue uŶe 

augmentation plus importante de la valeur des modules dans le cas de la formulation F2. Ces 

oďseƌvatioŶs foŶt Ġtat d’uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt diffĠƌeŶt des deux foƌŵulatioŶs loƌsƋue toutes les deux 

soŶt souŵises aux ŵġŵes solliĐitatioŶs. Il Ŷous est doŶĐ possiďle d’affiƌŵeƌ Ƌue Đes deux 

formulations ont un comportement différent. 

 

 

Figure 4-17 : Balayage en fréquence à amplitude fixe 1Pa. 

 

3.3.3. Vieillissement accéléré de F1 

Le vieillisseŵeŶt aĐĐĠlĠƌĠ à ϰϱ°C ĐhaŶge l’aspeĐt de la foƌŵule F1.  En effet, dès la première 

seŵaiŶe d’iŶĐuďation, la formule jaunie/fonce de manière intense pour garder la même couleur à la 

fiŶ des ϰ seŵaiŶes d’iŶĐuďatioŶ ;Figure 4-18 A). Egalement la formule semble plus consistante. 

AuĐuŶe odeuƌ ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d’uŶ dĠveloppeŵeŶt ďaĐtĠƌieŶ Ŷ’est dĠteĐtĠe. De plus, le pH vaƌie de 

ŵoiŶs d’uŶe uŶitĠ au Đouƌs des ϰ seŵaiŶes et reste proche de 7 qui est le pH optimum de dispersion 

des nanoparticules par le polymère dans la formule13 (Figure 4-18 B). Ces résultats montrent donc 

que le système de conservation utilisant 0,1% de Bronopol est validé. 
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Figure 4-18 : Evolution visuelle de F1 (A) et du pH (B) au cours du vieillissement accéléré. 

 

L’ĠvolutioŶ de la visĐositĠ montre dès les faibles vitesses de cisaillement un shift de la viscosité 

vers le haut de T0 à T4 (Figure 4-19) : F1 présente une augmentation de la viscosité au cours du 

temps. Le réseau semble donc évoluer au cours du vieillissement. Ces résultats sont cohérant avec 

les oďseƌvatioŶs ĐoŶĐeƌŶaŶt l’aspeĐt de la foƌŵule.  

 

 

Figure 4-19 : Evolution de la viscosité de F1 au cours du vieillissement. 

 

Le balayage en amplitude (Figure 4-20) montre que la réponse viscoélastique de F1 diminue au 

cours du vieillissement ;diŵiŶutioŶ de taŶ ɷͿ, la formule perd donc ses propriétés viscoélastiques. 

Cependant, le seuil d’ĠĐouleŵeŶt est atteiŶt à des contraintes plus élevées au cours du 

vieillissement : T0 = 13Pa, T1 = 22Pa, T2 = 40Pa, T3 = 49Pa, T4 > 100Pa. De même que pour la 

ĐoŵpaƌaisoŶ des Đƌğŵes à l’Ġtat iŶitiale, il peut ġtƌe ĐoŶĐlu Ƌu’il Ǉ a uŶe ĠvolutioŶ globale du réseau : 

le nombre des interactions diminue au cours du vieillissement (réponse viscoélastique plus faible) 

mais leur force augmente (seuil d’Ġcoulement à des contraintes plus élevées). 
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Figure 4-20 : Balayage en amplitude à fréquence fixe 1Hz de F1 au cours du 
vieillissement : évolution du facteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt. 

 

Le balayage en fréquence sur une gamme de 0,1 à 100Hz traduit l’ĠvolutioŶ des iŶteƌaĐtioŶs 

présentes dans la formule. De ces graphes, des temps de relaxation (Tr) peuvent être déterminés. Ils 

sont atteint aux fƌĠƋueŶĐes pouƌ lesƋuelles G’ = G’’ ou lorsque la Đouƌďe dĠĐƌivaŶt G’ atteiŶt uŶ 

maximum au même moment où G’’ dĠĐƌit uŶ poiŶt d’iŶflexioŶ et sont calculés selon l’ĠƋuatioŶ 

suivante : 

 �� =  1ி     (eq. 7) 

Tr : temps de relaxation (s), F : fréquence (Hz) 

 

Ces temps de relaxation correspondent au temps que met chaque interaction à se régénérer 

après la perturbation oscillatoire. Plus le temps de relaxation est court, plus l'interaction est forte car 

le ƌĠseau ŵet ŵoiŶs de teŵps pouƌ ƌeveŶiƌ à l’Ġtat iŶitial et donc plus le caractère élastique marqué.  

 

Le Tableau 4-7 pƌĠseŶte l’ĠvolutioŶ de Đes iŶteƌaĐtioŶs au cours du vieillissement, les temps de 

relaxation sont mis en évidence par les ronds verts. Le nombre de temps de relaxation diminue au 

cours du vieillisseŵeŶt, Đe Ƌui sigŶifie Ƌue le Ŷoŵďƌe d’iŶteƌaĐtioŶs foƌŵĠes et dĠtƌuites au Đouƌs de 

la sollicitation diminue. Les interactions sont donc plus fortes et moins perturbées par cette 

sollicitation. On observe donc au cours du vieillissement une consolidation et une stabilisation du 

réseau. De plus, G’ augŵeŶte d’uŶ faĐteuƌ Ϯ de TϬ à Tϰ, F1 gagne donc en caractère élastique au 

cours du vieillissement. Ces ƌĠsultats ƌejoigŶeŶt le fait Ƌu’il Ǉ a ŵoiŶs de teŵps de ƌelaxatioŶ et doŶĐ 

de perturbation du réseau pour cette gamme de mesure. 
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Tableau 4-7: Balayage en fréquence (amplitude fixe 1Pa) de F1.  
Evolution des modules initiaux et du temps de relaxation (A). 

EvolutioŶ des ŵodules élastiƋues ;G’, ―Ϳ et visƋueuǆ ;G’’, ‐‐‐Ϳ initiaux (B) et après 1 (C), 2 (D), 3 (E) et 4 (F) semaines 

d'incubation à 45°C. 
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0 44 35 
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0,05  

1 46 33 0,01 ;  0,04 ; 0,1 
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3 63 39 0,06 

4 86 48 0,06 
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Les expériences de rhéologie montrent que le réseau de F1 se consolide au cours du 

vieillisseŵeŶt ;viscositĠ plus ĠlevĠe, seuil d’ĠcouleŵeŶt plus haut, et diŵiŶutioŶ de la peƌtuƌďatioŶ 

des interactions). 

 

3.3.4. Vieillissement accéléré de F2 

Le vieillissement accéléré à 45°C ne change pas la couleur de la formule (léger blanchissement) 

ŵais uŶ ƌelaƌgage d’eau est oďseƌvĠe eŶ suƌfaĐe ;Figure 4-21). Cependant, aucune odeur 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d’uŶ dĠveloppeŵeŶt ďaĐtĠƌieŶ Ŷ’est dĠteĐtĠe. De plus, tout comme F1, le pH varie de 

ŵoiŶs d’uŶe uŶitĠ au Đouƌs des ϰ seŵaiŶes et ƌeste pƌoĐhe de ϳ,  pH optimum de dispersion des 

nanoparticules par le polymère13 (Figure 4-22). Ces résultats montrent donc que le système de 

conservation utilisant  0,3% phenoxyethanol / 0,6% caprylyl glycol est validé.  

CepeŶdaŶt ĐoŶĐeƌŶaŶt la staďilitĠ de Đƌğŵe, le ƌelaƌguage d’eau eŶ suƌfaĐe montre une certaine 

instabilité du réseau de F2.  

 

 

Figure 4-21 : Observation visuelle de F2. 

(A) différence entre T0 et T4 ; ;BͿ relargage d’eau eŶ surfaĐe à T1. 
 
 

 

Figure 4-22 : Evolution du pH de F2 au cours du vieillissement accéléré. 

 

La viscosité de F2 ne semble pas augmenter au cours du temps. Seul un léger shift dès la 

pƌeŵiğƌe seŵaiŶe d’iŶĐuďatioŶ à ϰϱ°C est observé (Figure 4-23). Le réseau ne semble donc pas 

évoluer au cours du vieillissement. 
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Figure 4-23 : Evolution de la viscosité de F1 au cours du vieillissement. 

 

Concernant les analyses de viscoélasticité à fréquence fixe (1Hz), F2 ne montre également pas 

d’ĠvolutioŶ des ŵodules élastiques et visqueux (Figure 4-24). De plus, le seuil d’ĠĐouleŵeŶt est 

supérieur à 100% de la déformation (atteint vers 60-70Pa). Le réseau ne semble donc pas évoluer. 

 

 

Figure 4-24 : Balayage en amplitude à fréquence fixe 1Hz de F2 au cours 
du vieillissement : évolution du facteuƌ d’aŵoƌtisseŵeŶt. 

 

Le balayage en fréquence (Tableau 4-8) montre que le caractère élastique de F2 est prédominant 

et Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas d’ĠvolutioŶ des ŵodules iŶitiaux au Đouƌs du vieillisseŵeŶt. Le réseau de F2 

Ŷ’Ġvolue Ƌue peu au couƌs du temps. A l’iŶveƌse de F1, le nombre de temps de relaxation augmente 

au cours du vieillissement de F2, Đela sigŶifie Ƌu’il Ǉ a doŶĐ plus d’iŶteƌaĐtioŶs peƌtuƌďĠes pouƌ la 

ŵġŵe solliĐitatioŶ et doŶĐ Ƌu’il Ǉ a déstabilisation du réseau de la formule au cours du 

vieillissement. 
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Tableau 4-8: Balayage en fréquence (amplitude fixe 1Pa) de F1.   
Evolution des modules initiaux et du temps de relaxation (A). 

EvolutioŶ des ŵodules élastiƋues ;G’, ―Ϳ et visƋueuǆ ;G’’, ‐‐‐Ϳ initiaux (B) et après 1 (C), 2 (D), 3 (E) et 4 (F) semaines 

d'incubation à 45°C. 

 

 

 (A) 

Temps 
(semaines) 

G’iŶitial 
(Pa) 

G’’iŶitial 
(Pa) 

Temps de relaxation 
(s) 

0 72 23 0,02 ; 0,05 

1 78 25 0,02 ; 0,04 

2 66 21 0,02 ; 0,10 

3 69 23 0,02 ; 0,05 

4 74 24 
0,01 ; 0,02 ;  
0,03 ; 0,05 

 

(B) 

 
 

 (C) 

 

 

 (D) 

 
 

 (E) 

 

 

 (F) 

 
 

Les expériences de rhéologie montrent que le réseau de F2 ne se consolide pas au cours du 

temps et tend même vers une déstabilisation de la formule. 
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3.3.5. Conclusion  

A l’Ġtat iŶitial ;TϬͿ F1 a une consistance et une viscosité plus élevée que F2. Son réseau semble 

mieux structuré : le réseau de F1 présente des interactions plus nombreuses (propriétés 

viscoélastiques plus élevées) mais moins forte que F2 ;seuil d’ĠĐouleŵeŶt plus ďasͿ. 

Au cours du vieillissement, F1 présente un renforcement de son réseau : augmentation de la 

visĐositĠ, augŵeŶtatioŶ du seuil d’ĠĐouleŵeŶt et diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe d’iŶteractions perturbées ; 

le réseau gagne en élasticité. Egalement, la formule jaunie et fonce au cours du temps, ce qui tend à 

peŶseƌ Ƌu’elle s’oxǇde eŶ vieillissaŶt. L'ajout d'agents antioxydants pourrait palier à ce problème. Il 

seƌa iŶtĠƌessaŶt de voiƌ l’iŵpaĐt du vieillisseŵeŶt et doŶĐ l’ĠvolutioŶ de Đes propriétés rhéologique 

suƌ l’effiĐaĐitĠ de la Đƌğŵe.  

A l’iŶveƌse, le réseau de F2 semble de déstabiliser au cours du temps. On observe un relargage 

d’eau eŶ suƌfaĐe le Ŷoŵďƌe d’iŶteƌaĐtioŶs peƌtuƌďĠes au Đouƌs d’uŶe ŵġŵe solliĐitatioŶ augŵeŶte. 

Une solution consisterait alors à ré-homogénéiser F2 avant application. Egalement, il sera intéressant 

de voiƌ l’iŵpaĐt du vieillisseŵeŶt suƌ l’effiĐaĐitĠ de la Đƌğŵe. 

 

3.4. RUGOSITE ET EPAISSEUR DES DEPOTS DE FORMULES 

 

Comme détaillé dans le Chapitre 2, la profilométrie permet la mesure de la rugosité des dépôts. 3 

poiŶts soŶt ŵesuƌĠs et la ŵoǇeŶŶe est ĐalĐulĠe, oŶ peut doŶĐ ĠgaleŵeŶt dĠteƌŵiŶeƌ l’hoŵogĠŶĠitĠ 

des dépôts : un faible écart-type montre une bonne homogénéité (coefficient de variation (%) =                 

écart-type / moyenne).  

Les crèmes oŶt ĠtĠ testĠes eŶ effiĐaĐitĠ à de foƌtes doses ;Ϯϳ et ϱϬŵg/Đŵ²Ϳ. Il s’agit iĐi de voiƌ si 

la dose appliƋuĠe a uŶ effet suƌ la ƌugositĠ et l’hoŵogĠŶĠitĠ des dĠpôts. Les doses testées sont : 5, 

ϭϬ, ϭϱ et Ϯϳŵg/Đŵ². EgaleŵeŶt, il seƌait iŶtĠƌessaŶt de voiƌ l’iŵpaĐt du vieillisseŵeŶt suƌ la ƌugositĠ 

et l’hoŵogĠŶĠitĠ des dĠpôts. L’Ġtude Đoŵplğte de ƌugositĠ Ŷ’a pu ġtƌe ƌĠalisĠe Ƌue suƌ Fϭ Đaƌ il 

restait peu de formule F2. La Figure 4-25 montre les résultats de rugosité : il Ŷ’Ǉ a auĐuŶ effet dose Ŷi  

un effet du vieillissement. L’eŶseŵďle des dĠpôts est hoŵogğŶe caƌ les coefficients de variation 

sont inférieurs à 10%.  
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Figure 4-25 : Rugosité des dépôts de F1. 

(A) Effet dose ; (B) Effet vieillissement. 

 

La Figure 4-26 montre les images obtenues pour F2 à 27mg/cm² (seule dose testée). La valeur de 

rugosité moyenne est 2.33±0.12µm, le dépôt est donc très homogène car le coefficient de variation 

est inférieur à 10%.  

 

Observation 2D Observation 3D 

  

Figure 4-26 : Homogénéité du dépôt de F2 à 27mg/cm² par profilométrie. 

 

3.5. MOUILLABILITE DES FORMULES 

  

BieŶ Ƌue daŶs la paƌtie Ϯ de Đe Đhapitƌe Ŷous avoŶs ĐoŶĐlu Ƌue la ŵouillaďilitĠ Ŷ’Ġtait pas le seul 

paƌaŵğtƌe ƌepƌĠseŶtatif de l’effiĐaĐitĠ vis-à-vis du paƌaoxoŶ, il est ŶĠaŶŵoiŶs iŶtĠƌessaŶt d’Ġtudieƌ 

plus en détail les propriétés  de répulsion des formules F1 et F2. La mouillabilité des formules a donc 

été réalisée selon plusieurs conditions : 

- Effet dose (dépôt sec) : 5, 10, 15 et 27mg/cm² (F1 et F2) 

- Effet temps (dépôt sec) : 15mg/cm², les mêmes gouttes sont mesurées de 0 à 24h (F1 et son 

équivalent sans nanoparticules de silice Base1). 
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- Effet vieillissement (dépôt sec) : 15mg/cm² (F1 et F2 après incubation à 45°C durant 4 semaines). 

- Effet séchage (dépôt non sec) : 15mg/cm² les mêmes gouttes sont mesurées de 0 à 6h (F1). 

 

Les liquides sondes suivants ont été choisis :  

- Ethylène glycol ;teŶsioŶ supeƌfiĐielle ;TSͿ = ϳϮ N/ŵ²Ϳ pƌoĐhe de l’eau pouƌ ŵesuƌeƌ le pouvoiƌ 

hydrophobe des formules. 

- Hexadécane (TS =51 N/m²) et diiodométhane (TS = 27,5 N/m²) ayant des tensions intermédiaires. 

- Huile d’olive (TS =21,7 N/m² ) dont le comportement en mouillabilité est proche du paraoxon14, 

Ŷotƌe ŵolĠĐule ĐhiŵiƋue d’Ġtude. 

 

3 gouttes sont réalisées par test et les résultats sont présentés par la moyenne±écart-type. 

 

3.5.1. Effet dose 

 

Pour F1 et vis-à-vis de l’huile d’olive, notre liquide soŶde d’iŶtĠƌêt,  il Ŷ’Ǉ a Ƌu’uŶ tƌğs faiďle effet 

dose : 5, 10 et 15mg/cm² ont un angle de contact de 70° et la plus forte dose montre le moins bon 

angle de contact : 60° (Figure 4-27 A).  

  

 

Figure 4-27 : Mouillabilité : effet dose. 

(A) F1 ; (B) F2 ; (C) Comparaison F1 et F2. 
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Au cours du séchage des réarrangements de structure interne se font. Il se peut que lorsque la 

couche est épaisse, ces réarrangements orientent les groupements plutôt oléophiles vers la surface 

expliquant cette légère baisse de 10°. Pour F2 et vis-à-vis de l’huile d’olive, il Ŷ’Ǉ a auĐuŶe diffĠƌeŶĐe 

entre les deux doses testées (Figure 4-27 B). La comparaison des deux formules permet de mettre en 

évidence une meilleure capacité de F1 à repousser les liquides hydrophiles (éthylène glycol) et 

olĠophiles ;huile d’oliveͿ aiŶsi Ƌue les liƋuides au ĐoŵpoƌteŵeŶt iŶteƌŵĠdiaiƌe ;hexadĠĐaŶe et 

diiodométhane) (Figure 4-27 C). 

 

3.5.2. Effet temps 

 

La mouillabilité de F1 et sa base est identique au cours du temps (Figure 4-27), il y a donc peu 

d’iŵpact des ŶaŶopaƌticules de silice sur les propriétés de mouillabilité. Il y a une très forte 

décroissance de la ĐapaĐitĠ de la Đƌğŵe à ƌepousseƌ l’huile d’olive au Đouƌs du temps : en 5 min 

l’aŶgle dĠĐƌoit d’eŶviƌoŶ ϲ à ϭϬ°, eŶ ϲh d’eŶviƌoŶ Ϯϱ à ϯϬ°, pouƌ se staďiliseƌ à ϭϮh aveĐ uŶe peƌte 

d’eŶviƌoŶ ϯϬ à ϰϬ°. L’hǇpothğse est iĐi Ƌue pouƌ uŶe Ġtude ĐiŶĠtiƋue de la pĠŶĠtƌatioŶ suƌ Ϯϰh il Ǉ ait 

uŶe peƌte d’effiĐaĐitĠ eŶtƌe Ϭ, 6 et 24h. Cette partie sera abordée dans le Chapitre 5. 

 

 

Figure 4-28 : Mouillabilité : effet temps. 

 

3.5.3. Effet vieillissement 

 

Pour les 4 liquides sondes et les deux formules il y a peu de différence entre T0 et T4semaines 

(Figure 4-29). Le vieillisseŵeŶt des cƌğŵes peŶdaŶt ϰ seŵaiŶes à ϰ5°C Ŷ’a pas ŵodifiĠ leuƌ capacitĠ 

à ƌepousseƌ l’huile d’olive ;et doŶc le paƌaoxoŶͿ. 
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Figure 4-29 : Mouillabilité : effet vieillissement. 
(A) F1 ; (B) F2. 

 

3.5.4. Effet séchage 

  

La mouillabilité du dépôt non sec est identique à 0 et 5min, il Ŷ’Ǉ a doŶĐ pas d’effet du sĠĐhage 

sur le dépôt initial. Après 6h, l’aŶgle de ĐoŶtaĐt du dépôt non sec initialement ne diminue que très 

peu et présente donc les meilleures propriétés de répulsion vis-à-vis de l’huile d’olive. Pour 

l’eŶseŵďle des Ġtudes du Chapitƌe ϱ, les dĠpôts seƌoŶt sĠĐhĠs avaŶt appliĐatioŶ du paƌaoxoŶ pour 

des raisons de mise eŶ œuvƌe pƌatiƋue mais cette expérience nous montre que potentiellement F1 

pourrait montrer les mêmes capacités de répulsion dès son application. 

 

 

Figure 4-30 : Mouillabilité : effet séchage. 
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IV. CONCLUSION 

 

La formulation des actifs PSi et PCe a permis de sélectionnées 2 formules très efficace : F1 et F2. 

Les analyses par MEB ont permis de démontrer que le réseau  de nanoparticules après formulation 

restait dense et les nanoparticules individualisées tant pour le PSi que pour le PCe. La stabilité des 

deux crèmes a été étudiée : F1 semble stable tandis que F2 semble se déstabiliser au cours du 

vieillissement de la crème, l’effet du vieillisseŵeŶt suƌ l’effiĐaĐitĠ seƌa doŶĐ aďoƌdĠ daŶs le Chapitƌe 

5. Les analyses de surface ont montrés que la mouillabilité des dépôts et leur rugosité étaient 

indépendantes de la quantité de formule appliquée et du vieillissement de celles-ci. Ainsi, dès 

5mg/cm² les deux nouvelles crèmes barrières semblent induire une modification de surface. La 

comparaison de F1 et sa base permet de conclure que les propriétés de mouillabilité sont conférées 

par le polymère et non par les nanoparticules. Les études de mouillabilité au cours du temps 

ŵoŶtƌeŶt Ƌue la goutte teŶd à s’Ġtaleƌ de plus eŶ plus suƌ la suƌfaĐe ŵais ĠgaleŵeŶt Ƌu’il Ǉ a aucune 

différence de comportement mouillabilité au cours du séchage,  F1 pourrait donc montrer les 

mêmes capacités de répulsion dès son application. Globalement, F1 présente les meilleures 

propriétés de répulsion par rapport à F2. Cependant, il a été démontré également que la 

mouillabilité seule Ŷ’est pas le paƌaŵğtƌe Đlef Ƌui peƌŵettƌait de pƌĠdiƌe l’effiĐaĐitĠ d’uŶe crème car 

celle-Đi dĠpeŶd d’uŶ pƌoĐessus plus Đoŵplexe incluant des paramètres physico-chimiques et 

dépendant de la membrane et du tǇpe d’aĐtif ou d’iŶgƌĠdieŶt utilisĠ. Il sera donc intéressant de 

comparer les efficacités de F1 et F2. 

L’effiĐaĐitĠ des deux formules sélectionnées va être étudiée en détail au chapitre suivant. 
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Etude des deux formules sélectionnées :  

F1 et F2 
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Les formules F1 et F2 sélectionnées dans le Chapitre 4 ont donc été formulées en plus grande 

quantité afin de réaliser une étude approfondie de leur efficacité ĐoŶĐeƌŶaŶt l’iŶtĠƌġt de la présence 

des nanoparticules et de leur greffage au polymère ainsi que de chaque ingrédient et/ou actif. Les 

études de mouillabilité et de rugosité ont montré que la dose et le vieillissement ne modifiaient pas 

la mouillabilité et la capacité de la formule Fϭ à ƌepousseƌ l’huile d’olive ŵais Ƌu’il Ǉ avait uŶ effet du 

temps de contact sur la mouillabilité : F1 perd un peu sa capacité de répulsion entre 0, 6h et 24h. 

Les tests de pré-screening ont été réalisés avec une dose de TPC de 27mg/cm² formant une 

couche de TPC sec d’environ 31±3µm, il est intéressant de mesurer jusƋu’à Ƌuelle dose les TPC 

confère une protection suffisamment efficace ;la ŵouillaďilitĠ Ŷ’ĠtaŶt pas iŵpaĐtĠe, uŶ paƌaŵğtƌe 

Đoŵŵe l’Ġpaisseuƌ du dĠpôt pouƌƌait ġtƌe à l’oƌigiŶe d’uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’effiĐaĐitĠͿ. Il a 

également été observé que F1 était stable après un vieillissement accéléré de 4 semaine à 45°C du à 

la ĐoŶstƌuĐtioŶ ĐoŶtiŶuelle de soŶ ƌĠseau à l’iŶveƌse de FϮ. L’iŵpaĐt du vieillisseŵeŶt suƌ les 

formulations sera également évaluĠ afiŶ de voiƌ jusƋu’à Ƌuel ŵoŵeŶt les Đƌğŵes apƌğs ouveƌtuƌe 

conserve leur efficacité. 

EŶfiŶ, daŶs le Đas d’uŶe appliĐatioŶ eŶ ĐoŶditioŶ ƌĠelle, Đ’est-à-dire en dessous de vêtements de 

protection, il semble important de mesurer la résistance des TPC candidats à l’oĐĐlusioŶ.  

La première partie de ce chapitre (Etude 1) va se ĐoŶsaĐƌeƌ à l’Ġtude dĠtaillĠe des foƌŵules sur 

membranes artificielles (protocole idem au screening des formules du Chapitre 4, annexes 4.1 et 

4.2). Deux types de membranes artificielles sont utilisées : les membranes siliconées déjà utilisées 

comme méthode de screening in vitro des nouveaux TPC1,2 et des nouvelles membranes fabriquées 

par Millipore : Strat-M. Les membranes Strat-M sont des membranes bicouches doŶt l’aƌguŵeŶt de 

vente est leur similarité en termes de propriétés diffusioŶ aveĐ l’Ġpideƌŵe huŵaiŶ ;Figure 5-1 A). De 

plus, leur mouillabilité vis-à-vis de l’eau, du diiodométhane et de l’huile d’olive ;liƋuide soŶde doŶt 

les propriétés de mouillabilités sont identiques au paraoxon) semble plus proche de la peau humaine 

que les membranes siliconées (Figure 5-1 B) Đ’est pouƌƋuoi il est ĠgaleŵeŶt iŶtĠƌessaŶt de testeƌ 

l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules suƌ Đes membranes. Les tests finaux seront réalisés sur peau humaine 

dermatomée (Etude 2). 

(A) 

  

 

Polyéthersulfone 
(faible diffusion 
= stratum corneum) 

 

Polyoléfine 
(diffusion plus lâche 
= épiderme vivant) 

Figure 5-1: Les différentes membranes utilisées. 
(A) CoŵpositioŶ d’uŶe ŵeŵbraŶe Strat-M et (B) mouillabilité des différents supports (eau et huile d’olive : mesures 

iŶ vivo sur l’avaŶt-bras de volontaire (pH et température contrôlés), dioodométhane : données de la littérature
3
). 
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Les foƌŵules soŶt ĠtalĠes à la spatule eŶ siliĐoŶe et l’effiĐaĐitĠ ŵesuƌĠe au Đouƌs de ϲ ou Ϯϰh de 

contact avec le paraoxon. Les flux maximum (Jmax) et teŵps de lateŶĐe ;λͿ seƌoŶt oďteŶus à partir des 

cinétiques de pénétration (annexe 4.2). Classiquement le flux maximum est exprimé en µg/cm²/h, 

daŶs Đe Đhapitƌe la zoŶe d’expositioŶ ĠtaŶt la ŵġŵe pouƌ les diffĠƌeŶtes ŵeŵďƌaŶes utilisĠes 

(1,13cm²), il sera exprimé en µg/h. La dose maximale retrouvée dans le liquide récepteur à la fin de 

l’expĠƌieŶĐe est ŶoŵŵĠe Qmax (en %Q0). A l’aide de Đes paƌaŵğtƌes les 2 ratios suivants pourront être 

calculés PR et E4 : 

ܴܲ ሺ݋���� �������݋�݌ሻ =  ܳ����é௠௢��ܳ�����௢�é�é � ሺ����݋ �ሻ =  %�%���� 

(rapport des moyennes) 

(% calculé par rapport à la moyenne des contrôles non protégés) %�maxሺ௢� �ሻ =  �max  ሺ௢� �ሻ �௦௦���max  ሺ௢� �ሻ ௠�௠௕���� �௢� ��௢�é�é ∗ ͳͲͲ 

 

(éq. 4) (éq. 5) 

Les ĠƋuatioŶs ϭ et Ϯ du Chapitƌe ϭ peƌŵetteŶt d’Ġtaďliƌ la ƌelatioŶ suivaŶte eŶtƌe les paƌaŵğtƌes 

Jmax et λ : � =  ௄௠ � ∆௖6�      (éq. 6) 

Une formule est efficace si elle diminue le flux maximum (Jmax) et Qmax et augmente le temps de 

lateŶĐe ;λͿ car le coefficient de diffusion D diminue. Ainsi, plus une formule est efficace plus Jmax/Qmax 

sont petits et λ gƌaŶd et doŶĐ PR ou E soŶt gƌaŶds ;et sigŶifiĐativement supérieur à 1). PR et E sont 

des ƌatios ĐalĐulĠs afiŶ de ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe les effets pƌoteĐteuƌs des Đƌğŵes. CepeŶdaŶt, Đ’est 

l’Ġtude de la ŵesuƌe des paƌaŵğtƌes Qmax, λ, Jmax Ƌui peƌŵettƌoŶt ĐoŶĐluƌe ƋuaŶt à l’effet pƌoteĐteuƌ 

des candidats.   

Lorsque la méthode enzymatique ne permet pas de détecter de paraoxon (limite inférieure = 

ϱŶMͿ daŶs le ŵilieu ƌĠĐepteuƌ à la fiŶ de l’expĠƌieŶĐe la foƌŵule est tƌğs effiĐaĐe ŵais auĐuŶ Jmax, λ, 

Qmax et E ne peut être calculé, nd est alors noté dans le texte. Egalement le coefficient de variation 

(CV) peut être calculé pour évaluer la reproductibilité des résultats selon la formule suivante : 

 �� ሺ%ሻ = �௖��� ����௠௢����� ∗ ͳͲͲ    (éq. 7) 
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I. ETAPE 1 : ETUDE DETAILLEE DES TPC CANDIDATS SUR MEMBRANES ARTIFICIELLES 

 

1.1. FORMULE 1 : F1 

 

1.1.1. Part d’activité des nanoparticules sur l’efficacité 

 

Il est iŵpoƌtaŶt de dĠteƌŵiŶeƌ la paƌt d’aĐtivitĠ des ŶaŶopaƌtiĐules suƌ l’effiĐaĐitĠ gloďale de la 

crème. Pour cela, la formule Base1 contenant les mêmes pourcentages en ingrédient et polymère 

HASE a été réalisée. Le polymère greffé contient 2/3 de polymère HASE (p/p) et 1/3 de 

nanoparticules de silice (p/p) ;ƌeŵplaĐĠes daŶs Baseϭ paƌ de l’eauͿ. Les ĐoŶseƌvateuƌs ĐoƌƌespoŶdaŶt 

ont été également ajoutés. Ainsi, la formule Base1 est la suivante : 6.8% polymère, 3.9% PVP, 4.4% 

de GlǇĐĠƌiŶe, Ϭ.ϭ% BƌoŶopol, ϭϴ.ϰ% NaOH ϭN, ϲϱ.ϱ% d’eau distillĠ ;pH ϳͿ. Différentes conditions (6h 

et Ϯϰh, oĐĐlusivesͿ oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes pouƌ voiƌ l’iŶtĠƌġt de l’utilisatioŶ des ŶaŶopaƌtiĐules daŶs les 

nouveaux TPC. Le Tableau 5-1 ƌĠsuŵe l’eŶseŵďle des paƌaŵğtƌes de ĐiŶĠtiƋue ĐoŵpaƌaŶt l’effiĐaĐité 

des formules Base1 et F1 aux membranes non protégées. 

 

A 6h d’expositioŶ suƌ ŵeŵďƌaŶes siliĐoŶĠes, F1 et sa base montrent la même efficacité : Jmax, λ et 

Qmax identiques et statiquement inférieure au contrôle. Sur membranes Strat-M, Jmax et Qmax sont 

statiquement inférieures au contrôle non protégé et non différents. La grande variabilité du temps 

de latence de F1 ne permet pas de le différencier du contrôle mais ses valeurs faibles de Jmax et Qmax 

prouvent son efficacité. Ainsi F1 et sa base à 5mg/cm² montrent la même efficacité quel que soit le 

type ŵeŵďƌaŶe, la pƌĠseŶce des ŶaŶopaƌticules Ŷ’a doŶc aucuŶ effet positif suƌ l’efficacité de la 

foƌŵule pouƌ ϲh d’expositioŶ au paƌaoxoŶ sur membranes artificielles. 

 

Les tests à 24h d’expositioŶ aǇaŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs suƌ ϯ ƌĠpliĐats Ŷous Ŷe pouvoŶs pas dĠŵoŶtƌeƌ 

statistiƋueŵeŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’effiĐaĐitĠ ŵais des teŶdaŶĐes peuveŶt ġtƌe Đonclues :  

- Sur membranes siliconées, Jmax diŵiŶue d’uŶ faĐteuƌ ϭϯ et Qmax d’uŶ faĐteuƌ ϯϬ taŶdis Ƌue λ 

seŵďle ġtƌe plus ĠlevĠ d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϰ. Les ƌĠsultats de Base ϭ soŶt peu ƌepƌoduĐtiďle paƌ ƌappoƌt 

F1 : le coefficient de variation est supérieur à 120% pour les paramètres Jmax et Qmax.  

- Sur membrane Strat-M, Jmax diŵiŶue d’uŶ faĐteuƌ ϯ et Qmax d’uŶ faĐteuƌ ϰ taŶdis Ƌue λ 

seŵďle ġtƌe plus ĠlevĠ d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϯ. EgaleŵeŶt suƌ Đes ŵeŵďƌaŶes, les ƌĠsultats de Base ϭ soŶt 

peu reproductibles (CV> 110% pour les paramètres Jmax et Qmax). 

Les calculs de PR montrent les résultats suivants (silicone/Strat-M): PR(Base1) = 1,7/4 et PR(F1) = 

50/16. F1 semble donc bien plus efficace que Base1. Ces résultats devront être confirmés sur 3 

réplicats supplémentaires. Ainsi, pour une exposition à 24h, la présence des nanoparticules a un 

effet positif suƌ l’efficacitĠ de la foƌŵule. Les études de mouillabilité du Chapitre 4 (3.5) ont montré 
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que Base1 et F1 ont le même comportement de mouillabilité sur 24h. Ainsi, tout comme décrit au 

Chapitƌe ϰ Đe Ŷ’est pas la ŵouillaďilitĠ Ƌui peƌŵet de disĐƌiŵiŶeƌ l’effiĐaĐitĠ d’uŶe Đƌğŵe, il 

seŵďleƌait Ƌu’elle soit doŶĐ ĐoŶfĠƌĠe paƌ la pƌĠseŶĐe de polǇŵğƌe HASE-F-RF8 dans la formule et que 

ce paramètre ne prenne pas en compte les nanoparticules et leuƌ iŵpaĐt positif suƌ l’effiĐaĐitĠ. 

 

Tableau 5-1 : Comparaison de l'efficacité de F1 et sa base (6h : TPC = 5mg/cm², 24h et occlusion : TPC = 15mg/cm²). 

Membranes siliconées 

Protection 6h (n>5) 24h (n=3) Occlusion (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;min) 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ ;h) 

Qmax 
(%Q0) 

Jmax 
(µg/h) 

λ ;min) 
Qmax 

(%Q0) 

- 55±13a 40±11c 5±1e 55±13 0,7±0,2 5±1 37±10 31±7 4±1 

Base1 7±7b 103±20d 0,5±0,9f 13±16 14±2 3±5 20±6 192±122 1,09±0,91 

F1 5±3*, b 208±64*, d 0,3±0,2*, f 1±0** 20±0** 0,1±0** 8±4 91±22 0,68±0,33 

valeurs calculées sur *n=8/9  et **n=2/3, nd pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

les lettres minuscule indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

Membranes Strat-M 

Protection 6h (n>5) 24h (n=3) Occlusion (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;ŵiŶͿ Qmax 
(%Q0) 

Jmax 
(µg/h) 

λ ;h) 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ ;min) 

Qmax 
(%Q0) 

- 37±3A 41±11C 3,1±0,4E 105±30 5±1 16±2 69±44 94±48 4,5±2,6 

Base1 2±2B 156±70D 0,1±0,1F 23±26 12±0 4±5 5±1 124±13 0,39±0,04 

F1 4±3B 142±123C,D 0,3±0,3F 7±8 16±3 1±1 3±0 123±17 0,19±0,05 

les lettres majuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

 

En condition occlusives et sur les deux types de membranes, Jmax semble légèrement inférieur à 

celui de Base1 (facteur 2,5 pour les membranes siliconées et facteur 1,7 pour les membranes Strat-

M). Egalement sur Strat-M, la dose maximum de F1 est deux fois moins élevée que Base1. Ainsi en 

condition occlusive, il seŵďleƌait Ƌue l’ajout de ŶaŶopaƌticules ait uŶ effet positif suƌ l’efficacitĠ. 

 

Il peut être conclu de cette expérience que les nanoparticules apportent un effet positif sur 

l’efficacitĠ suƌ des loŶgues expositioŶs ;>ϲhͿ et/ou eŶ coŶditioŶs occlusives.  

 

1.1.2. Effet dose de la quantité de dépôt 

 

La formule F1 a été choisie pour sa très grande efficaĐitĠ à Ϯϳŵg/Đŵ² apƌğs ϲh d’expositioŶ au 

paraoxon. La dose de 27mg/cm² est plus de 10 fois supérieure aux doses classiquement utilisées pour 

les tests de protection solaire en cosmétique (2mg/cm²)5. Il serait donc iŶtĠƌessaŶt de voiƌ jusƋu’à 

quelle dose F1 reste efficace. Le Tableau 5-2 ƌĠsuŵe les ƌĠsultats d’effiĐaĐitĠ seloŶ la dose de F1 

appliquée : 5mg/cm² (17±1µm), 10 mg/cm², 15mg/cm² (22±3µm), 27mg/cm² (31±3µm) et 50mg/cm². 



Etude des deux formules sélectionnées : F1 et F2 

155 

Tableau 5-2 Effet dose de l'efficacité de F1. 

Membranes siliconées 

Quantité TPC 
(mg/cm²) 

n Jmax (µg/h) λ ;min) E 
Qmax 

(%Q0) 

- 30 55±13 40±11 1 5±1 

5 8 5±3a 208±64c 270±443 (>16) 0,3±0,2d 

10* 3/6 1±0b 190±67c 277±125 (>146) 0,04±0,02e 

15* 3/9 3±4b  170±80c 194±226 (>49) 0,12±0,09e 

27* 0/6 nd nd nd nd 

50* 0/6 nd nd nd nd 

*valeurs calculées sur n réplicats, nd (non déterminé) pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

les lettres minuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

Membranes Strat-M 

Quantité TPC 
(mg/cm²) 

n Jmax (µg/h) λ ;min) E 
Qmax 

(%Q0) 

- 8 37±3A 41±11C 1E 3,1±0,4G 

5 5 4±3B 142±123C,D 72±33E 0,26±0,25H 

15* 3/6 0,07±0,02B 229±38D 2968±460F <0,01H 

*valeurs calculées sur n réplicats, nd pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

les lettres majuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

 
 
 

Sur membrane siliconées, on observe une différence significative des paramètres Jmax, λ et Qmax 

entre les groupes de dose (1) 0mg/cm², (2) 5mg/cm² et (3) 10-15mg/cm².  A 27-50mg/cm² la quantité 

ayant pénétré est inférieure à la limite de détection (5nM = 0,0001%Q0), ces doses sont les plus 

efficaces. OŶ peut doŶc classeƌ l’efficacitĠ des doses de la ŵaŶiğƌe suivaŶte :                                

5 < (10 = 15) < (27 = 50)mg/cm². Le ratio E est présent à titre indicatif, aucune différence significative 

Ŷ’est tƌouvĠe eŶtƌe les diffĠƌeŶtes doses et les ŵeŵďƌaŶes ŶoŶ pƌotĠgĠes. EŶ effet, les ƋuaŶtitĠs 

retrouvées dans le milieu récepteur sont tellement faiďles Ƌu’il Ǉ a uŶe gƌaŶde vaƌiaďilitĠ des 

résultats ce qui limite la pertinence des analyses statistiques. 

 

Sur membranes Strat-M, deux doses significativement différentes sur membranes siliconées ont 

été testées : 5 et 15mg/cm². De même que pour les membranes siliconées, Jmax, λ et Qmax sont 

statistiquement différents des membranes non protégés. De plus, ici les ratios E sont 

significativement différents des membranes non protégées et entre eux. L’efficacitĠ des doses sur 

membranes Strat-M peut être classées de la manière suivante : 5 < 15mg/cm². 

 

Dès 5mg/cm² une efficacité significative est observée, c’est à 2ϳŵg/cŵ² Ƌue l’efficacitĠ est la 

plus importante. 
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1.2. FORMULE 2 : F2 

 

1.2.1. Impact de la forŵulation sur l’efficacité 

 

Avant la formulation en grande quantité de F2 (160g), une mini formule (MF2, 20g) a été 

réalisée  afiŶ de testeƌ l’iŵpaĐt de l’ajout des ĐoŶseƌvateuƌs.  Ces deux formules sont identiques en 

terme de composition : PCe 13%, Glycérine 3.7% + conservateurs, pH 7. La différence réside dans la 

méthode de formulation : agitation magnétique 1 nuit puis neutralisation à la main pour la première 

et agitation mécanique 4h et neutralisation pour la deuxième.  

Sur membranes siliconées, à 5 mg/cm² F2 ne présente aucune efficacité tandis que MF2 retarde 

à minima la pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶ facteur 4 (Figure 5-2 et Tableau 5-3). Sur membranes Strat-M la 

différence entre les deux formules est encore plus grande, MF2 retarde (diminution de Jmax d’uŶ 

faĐteuƌ ϳͿ et liŵite ;augŵeŶtatioŶ du λ d’uŶ faĐteuƌ ϱͿ la pĠŶĠtƌatioŶ du paƌaoxoŶ paƌ ƌappoƌt à F2. 

Sur Strat-M F2 à 5mg/cm² est néanmoins efficaces comparés aux résultats sur membranes siliconées.  

 

 

  

Figure 5-2 : Effet de la foƌŵulatioŶ suƌ l’efficacitĠ de F2. 

 (TPC = 5mg/cm², contrôle = membranes non protégées : (A) membranes siliconées et (B) Strat-M). 

 

La formulation en grosse quantité de F2 Ŷ’a pas peƌŵis d’oďteŶiƌ l’effiĐaĐitĠ des ŵiŶi-formules, 

elle est donc à retƌavailleƌ. CepeŶdaŶt, pouƌ le ƌeste de l’Ġtude la formule F2 seƌa utilisĠe Đaƌ l’Ġtude 

eŶ vieillisseŵeŶt aĐĐĠlĠƌĠ ŶĠĐessite des ƋuaŶtitĠs de l’oƌdƌe de ϭϬϬg. 
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Tableau 5-3 : Efficacité de MF2 et F2 contre la pénétration du paraoxon (TPC = 
5mg/cm²). 

Membranes siliconées 

Protection n 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
E 

Qmax 
(%Q0) 

-  55±13 40±11 1 5±1 

MF2 3 27±29 224±42 23±17 1±2 

F2 6 73±9 67±9 1±0 8±1 

Membranes Strat-M 

Protection n 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
E 

Qmax 
(%Q0) 

-  37±3 41±11 1 5±1 

MF2 3 1±1 295±9 799±743 0,01±0,01 

F2 3 7±4 62±18 10±8 0,7±0,1 

 

1.2.2. Part d’activité des nanoparticules sur l’efficacité 

 

De même que pour Fϭ, uŶe foƌŵule BaseϮ a ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ Ġtudieƌ l’iŵpaĐt de la pƌĠseŶĐe des 

ŶaŶopaƌtiĐules de ĐĠƌiuŵ suƌ l’effiĐaĐitĠ. La formule Base2 est la suivante : 8,7% polymère, 3,8% de 

Glycérine, 23,2% NaOH 1N et 64,3% d’eau distillĠe (pH 7). De plus, une formule contenant les 

ŶaŶopaƌtiĐules ŵais ŶoŶ gƌeffĠes au polǇŵğƌe a ĠtĠ ƌĠalisĠe pouƌ Ġtudieƌ l’impact du greffage. Celle-

ci contient les mêmes ingrédients et actifs que F2 soit : 8,6% de polymère et 4,3% de nanoparticules 

de CeO2
 correspondant aux 13% de PCe et 3,8% de Glycérine. Les nanoparticules ont été dispersées 

dğs le dĠďut à l’aide du polǇŵğƌe afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe Đƌğŵe la plus homogène possible. La Figure 5-3 

et le Tableau 5-4 résument les résultats obtenus.  

A 27 mg/cm² F2 confère la protection maximale puisque moins de 5nM (nd) de paraoxon sont 

détectés à 6h tandis que Base2 ne fait que retarder la pénétration (facteur 3-4). L’ajout de 

ŶaŶopaƌticules de cĠƌiuŵ daŶs la foƌŵule augŵeŶte sigŶificativeŵeŶt l’efficacitĠ. 

 
 

 

Tableau 5-4: Effet des nanoparticules et du greffage sur 
l'efficacité des polymères sur  membranes siliconées 
(TPC = 27mg/cm²). 

Protection 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
E 

Qmax 
(%Q0) 

Contrôle 
(n=9) 

55±13 40±11 - 5±1 

Base2 
(n=6) 

82±10 137±3* 2±0 5±1 

Non greffé 
(n=3) 

5±5 171±108 
115±99 

(>25) 
0,2±0,2 

F2 (n=6) nd nd nd nd 

*indique une différence significative avec le contrôle non protégé 

(p<0.05). nd (non déterminé) car inférieur à la limite de détection (très 

efficace). 

Figure 5-3 : Pénétration du paraoxon sur membranes 
siliconées. 

(TPC = 27mg/cm², contrôle = membranes non protégées). 
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La formule « Non greffé » montre une efficacité certaine : elle semble retarder (facteur 4) et 

diminuer (facteur 10Ϳ la pĠŶĠtƌatioŶ du paƌaoxoŶ. CepeŶdaŶt Đette effiĐaĐitĠ Ŷ’est pas Đoŵpaƌaďle à 

F2 qui ne laisse rien passer à 6h. Le greffage des nanoparticules de cérium au polymère HASE-F-RF8 

augmente leur effet protecteur. 

 

1.2.3. Effet dose des actifs/nanoparticules sur l’efficacité 

 

La formule F2 a ĠtĠ Đhoisie pouƌ sa tƌğs gƌaŶde effiĐaĐitĠ à Ϯϳŵg/Đŵ² apƌğs ϲh d’expositioŶ au 

paraoxon. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt de voiƌ l’ĠvolutioŶ de l’effiĐaĐitĠ eŶ foŶĐtioŶ de : 

- La concentration en polymère greffé : peut-oŶ diŵiŶueƌ la ƋuaŶtitĠ d’aĐtif ? 

- La dose appliquée : conserve-t-oŶ l’effiĐaĐitĠ de F2 à de faible dose ? 

 

 Etude de la vaƌiatioŶ d’actif 

 

Pour cette étude, 3 formules supplémentaires ont donc été réalisées contenant chacune 9, 6 et 

3% de PCe et ont été testées à 27mg/cm² (quantité de TPC la plus efficace) (Tableau 5-5). 

Plus la ƋuaŶtitĠ d’aĐtifs augŵeŶte plus l’effiĐaĐitĠ augŵeŶte : 

- 1% de nanoparticules (3% de PCe) ne permettent que de retarder la pénétration du paraoxon. 

- 3 et 2% (correspondant  à 9 et 6% de PCe) permettent à la fois de retarder et diminuer la 

pénétration. 

- 13% de PCe équivalent à 4% en terme de nanoparticule de CeO2 est le plus efficace puisque rien 

ne pénètre. 

 

Tableau 5-5 : Effet dose de la quantité de nanoparticules de dioxyde de cérium dans la 
crème sur l'efficacité mesuré sur membranes siliconées (TPC = 27mg/cm², n=6). 

% polymère 
greffé 

% NPs de CeO2 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
Qmax 

(%Q0) 

13% 4% nd nd nd 

9% 3% 2±2* 134±23* 0,1±0,1* 

6% 2% 2±1* 252±36* 0,05±0,04* 

3% 1% 46±2 219±2* 2±0* 

0% 0% 55±13 40±11 5±1 

* indique une différence significative avec le contrôle non protégé (p<0.05).NPs = nanoparticules 

 

L’optiŵuŵ est donc obtenu à 13% de polymère greffé soit 4% de nanoparticules de CeO2 mais il 

est à Ŷoteƌ Ƌu’aveĐ seuleŵeŶt ϭ% de nanoparticules greffées au polymère une efficacité significative 

est tout de même observée. 
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 Etude de la dose de TPC  

 

Tout comme F1 nous cherchons à diminuer la quantité de TPC à appliquer car 27mg/cm² est une 

dose représentant une épaisse couche de crème  à étaler. Le Tableau 5-6 résume les résultats 

d’effiĐaĐitĠ seloŶ la dose de F2 appliquée.  

Sur les deux types de membranes en appliquant deux fois ŵoiŶs ;ϭϱŵg/Đŵ²Ϳ l’effiĐaĐitĠ ƌeste 

très significative : Jmax et Qmax sont diminués respectivement de 5-10 et 10-50 et λ augŵeŶtĠ d’uŶ 

facteur 4-6. A 10mg/cm², la pénétration est très retardée (facteur 5), ce qui permet à la fin de 

l’expĠƌieŶĐe de ƌetƌouveƌ uŶe dose dans le compartiment récepteur significativement inférieure à 

celle retrouvée pour les membranes non protégées. A 5mg/cm² les résultats sont différents selon les 

membranes utilisées : aucune efficacité voir même une augmentation de la pénétration sont 

observés sur membranes siliconées mais sur Strat-M une efficacité significative due à une forte  

diminution du Jmax (facteur 5) est néanmoins observée. 

 

Tableau 5-6 : Effet dose de l'efficacité de F2 (n=6). 

Membranes siliconées 

Quantité 
(mg/cm²) 

Jmax 
(µg/h) 

λ 
(min) 

E Qmax (%Q0) 

- 55±13a 40±11d 1f 5±1h 

5 73±19b 67±9d 1±0f 8±1i 

10 60±10a,b 216±76e 5±2f 2±1j 

15 5,8±5,3c 260±44e 120±71g 0,1±0,1k 

27 nd nd nd nd 

Les lettres minuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

Membranes Strat-M 

Quantité 
(mg/cm²) 

Jmax 
(µg/h) 

λ 
(min) 

E Qmax (%Q0) 

- 37±3A 41±11C 1E 3±0G 

5 7±4B 62±18C 10±8E,F 0,7±0,4H 

15* 8±7B 179±83D 83±65F 0,3±0,2H 

*valeurs calculées sur 4/6 réplicats, nd pour les 2 autres  membranes car inférieur à la limite de détection (très 

efficace). Les lettres majuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

 

Pour F2, la dose minimale dont une efficacité certaine est observée (diminution Jmax et 

augŵeŶtatioŶ λͿ est ϭ5ŵg/cŵ². 

 

 Comparaison en termes de nanoparticules/cm² 

 

La ĐoŵpaƌaisoŶ de l’effet vaƌiatioŶ eŶ aĐtif et de l’effet dose peƌŵet d’Ġtaďliƌ deux gƌoupes en 

termes de quantité de nanoparticules de CeO2 par cm² (Tableau 5-7). 
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Tableau 5-7 : Calcul des quantités de nanoparticules contenues dans le dépôt en fonction des concentrations 
dans les crèmes et des quantités déposées. 

%PCe dans la 
crème 

Quantité 
étalé 

Quantité de NPs CeO2 
dans le dépôt 

E 
Qmax 

(%Q0)  

9% 27mg/cm² 0,81mg/cm² 266±316 (>57) 0,1±0,1* 

Groupe 1 6% 27mg/cm² 0,54mg/cm² 440±472 (>100) 0,05±0,04* 

13% 15mg/cm² 0,65mg/cm² 120±71* 0,1±0,1* 

3% 27mg/cm² 0,27mg/cm² 9±7 2±0* 
Groupe 2 

13% 5mg/cm² 0,22mg/cm² 23±17 1±2* 

* indique une différence significative avec le contrôle non protégé (p<0.05).NPs = nanoparticules 

 

Si on compare les efficacités du groupe 1 : 

Les ratios E ne sont pas différents. La pénétration reste la même (Jmax = 2-6µg/h) et le temps de 

lateŶĐe d’eŶviƌoŶ ϮϬϬŵiŶ. 

 

Si l’oŶ Đoŵpaƌe les effiĐaĐitĠs du groupe 2 : 

La tendance semble être la même pour le groupe même si la pénétration semble être un peu 

plus réduite pour 13% à 5mg/cm² (Jmax=27±28µg/h) que 3% à 27mg/cm² (46±2µg/h). Le temps de 

lateŶĐe est ideŶtiƋue et d’eŶviƌoŶ ϮϮϬŵiŶ. 

 

 Conclusion 

 

La comparaison de la Base2 avec F2 a précédemment permis de conclure que les nanoparticules 

confèrent l’effet protecteur à la foƌŵule. Les Ġtudes d’effet-dose du dépôt ou des actifs semblent 

donc suivre la même tendance : l’effiĐaĐitĠ est dĠpeŶdaŶte de la pƌĠseŶĐe des actifs contenant des 

nanoparticules de CeO2 greffées. 

 

1.2.4. Coŵparaison de l’efficacité de F2 à des formules préexistantes 

 

Nous pouvons également comparer nos résultats de formules avec de précédentes études 

réalisées en interne ou par nos partenaires sur membranes siliconées6 (Tableau 5-8). H21 CeO2 est 

une émulsion huile dans eau dans laquelle sont dispersées 10% de nanoparticules de CeO2 de 10nm. 

L’effiĐaĐitĠ de Đette foƌŵule a ĠtĠ testĠe à ϱŵg/Đŵ². HASE/CeO2 est le polymère greffé non formulé.  

Le dépôt de F2 contenant 0,65mg nanoparticules CeO2/cm² est bien plus efficace que celui du  

polymère non formulé contenant plus de 10mg nanoparticules CeO2/cm² (EF2 >> EHASE/CeO2).  En effet, 

la pĠŶĠtƌatioŶ est ƌĠduite d’uŶ faĐteuƌ Ϯ paƌ ƌappoƌt au polǇŵğƌe ŶoŶ foƌŵulĠ ;%Jmax) mais 

également retardée d’uŶ faĐteuƌ ϲ ;%LaŵďaͿ. La formulation du polymère permet donc 

d’augŵeŶteƌ de ŵaŶiğƌe sigŶificative l’efficacitĠ coŶtƌe la pĠŶĠtƌatioŶ du paƌaoxoŶ. 
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Tableau 5-8 : Comparaison de l'efficacité en fonction du type d'intégration des nanoparticules de CeO2. 

TPC 
(% NPs de CeO2) 

Quantité 
étalé 

Quantité de NPs CeO2 

dans le dépôt 
%Jmax %λ E 

H21 CeO2 (10%) 5mg/cm² 0,5mg/cm² 40% 157% 4±1a 

HASE/CeO2 (33%) 50mg/cm² 16,6mg/cm² 20% 161% 10±7a 

MF2 (4%) 5mg/cm² 0,22mg/cm² 50% 560% 27±17a 

F2 (4%) 15mg/cm² 0,65mg/cm² 10% 619% 120±71b 

Les mêmes nanoparticules ont été utilisées pour tous les échantillons (taille 10 nm) (n=6). Les lettres minuscules indiquent une 

différence significative pour chaque paramètre (p<0,05).NPs = nanoparticules 

 

A quantité de nanoparticules de CeO2 similaire (~0,5mg/cm²) F2 ƌĠduit d’autaŶt plus la 

pénétration mais également la retarde par rapport à H21 CeO2 (facteur 3-4 entre les différents %Jmax 

et %λͿ. De plus, même en diminuant la quantité de nanoparticules jusƋu’à Ϭ,22mg/cm² soit 3 fois 

moins que la formule H21 CeO2, l’effiĐaĐitĠ ƌeste la ŵġŵe (pas de différence significative entre les 

deux formules). 

Cette Ġtude pƌouve Ƌu’autaŶt l’ajout de Ŷanoparticules de CeO2, que leur greffage à un 

polymère modificateur de rhéologie HASE ainsi que la formulation de celui-ci sont des facteurs 

augŵeŶtaŶt tous sigŶificativeŵeŶt l’efficacitĠ d’uŶ TPC contre la pénétration du paraoxon. En 

effet, le polymère disperse de manière homogène et individuelle les nanoparticules permettant ainsi 

de garder leur surface active intacte contrairement à la crème H21 dans lesquelles les nanoparticules 

sont intégrées en cours de formulation et où elles peuvent alors être agrégées, présentant ainsi  une 

surface active restreinte par rapport à la quantité en nanoparticules. 

 

1.3. COMPARAISON DE L’EFFICACITE DES FORMULES BASE1 ET BASE2 : EFFET DU PVP 

 

La comparaison des bases permet de mettre en évidence une différence de protection due aux 

ingrédients contenus dans ces bases et non liée à la différence en nanoparticules (Figure 5-4 et 

Tableau 5-9).  

  

Figure 5-4 : Pénétration du paraoxon au travers des bases. 

 (A) membranes siliconées et (B) Strat-M (TPC = 5mg/cm², contrôle = membranes non protégées). 
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Tableau 5-9 : CoŵpaƌaisoŶ de l’efficacitĠ des ďases ;TPC = 5mg/cm²). 

Membranes siliconées 

Protection n 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
E 

Qmax 
(%Q0) 

-  55±13a 41±11c 1f 5±1g 

Base 1 6 7±7b 103±20d 162±271g (>3) 0,5±0,9h 

Base 2 6 70±33a 170±36e 4±1f (>2) 3,6±1,1i 

Membranes Strat-M 

Protection n 
Jmax 

(µg/h) 
λ 

(min) 
E 

Qmax 
(%Q0) 

-  37±3A 41±11C 1E 3±0G 

Base 1 6 2±2B 156±70D 370±465F (>17) 0,1±0,1H 

Base 2 3 25±10A 101±51C,D 5±3E,F 1±0I 

Les lettres majuscules et minuscules indiquent une différence significative pour chaque paramètre (p<0,05). 

 

Sur membranes siliconées, Base2 ne fait que retarder la pénétration du paraoxon tandis que sur 

Strat-M elle liŵite ĠgaleŵeŶt la pĠŶĠtƌatioŶ d’uŶ faĐteuƌ ϱ ;Qmax). Cependant, sur les deux types de 

membranes la Base1 est plus efficace que la Base2. L’aŶalǇse du ĐoŵpoƌteŵeŶt des deux Đƌğŵes 

peut être ici poussée un peu plus loin. Dans le cas de Base 1 sur membranes siliconées, Jmax est réduit 

d’uŶ faĐteuƌ ϳ,ϵ et λ augŵeŶtĠ d’uŶ faĐteuƌ Ϯ,ϱ aiŶsi seloŶ l’ĠƋuatioŶ ϲ le ĐoeffiĐieŶt de paƌtage Km 

est diŵiŶuĠ d’uŶ faĐteuƌ ϯ. Ainsi, la diminution de la quantité pénétrée par un facteur 10 est la 

résultante de la diminution du Jmax et Kŵ et de l’augŵeŶtatioŶ du λ. L’aŶalǇse des ƌĠsultats suƌ 

membranes Strat-M tend vers la même conclusion. Dans le cas de Base 2 sur membranes siliconées, 

Jmax et λ augŵeŶteŶt d’uŶ faĐteuƌ ϭ,ϯ et ϰ doŶĐ Kŵ augŵeŶte iĐi d’uŶ faĐteuƌ ϱ. CepeŶdaŶt, λ 

augŵeŶte doŶĐ le faĐteuƌ de diffusioŶ D diŵiŶue. Base Ϯ favoƌise doŶĐ l’eŶtƌĠe daŶs la ŵeŵďƌaŶe 

siliconée mais limite sa diffusion. Ce mécanisme de pénétration peut être expliqué de la manière 

suivante : le réseau de polymère crée par le dépôt de Base 2 sur la membrane est difficile à traverser 

(diffusion limitée) mais le paraoxon a une affinité plus grande pour la membrane siliconée que pour 

Base 2 (partage augmenté). L’aŶalǇse des ƌĠsultats suƌ ŵeŵďƌaŶes Stƌat-M tend vers la même 

conclusion (Jmax inĐhaŶgĠ et λ augŵeŶtĠ d’uŶ faĐteuƌ Ϯ,ϱͿ. 

Base2 est composé de 3,7% de glycérine et de 8,5% de polymère tandis que Base1 est composé 

de 3,7% de glycérine, de 6,8% de polymère et de 4% de PVP. Il semblerait donc que le PVP ait un 

iŵpact positif suƌ l’efficacitĠ des foƌŵules. UŶe piste supplĠŵeŶtaiƌe seƌait doŶc d’iŶtĠgƌeƌ cet 

ingrédient à la formule F2 pour en augmenter son efficacité. 
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1.4. COMPARAISON DE L’EFFICACITE DES FORMULES F1 VS F2 

 

Le Tableau 5-10 présente la comparaison (ratio E et Qmax) pour chaque formule sur les deux types 

de membranes. Pour la plupart des doses les ratios E de F1 sont plus élevés que ceux de F2 même si 

la diffĠƌeŶĐe Ŷ’est pas toujouƌs sigŶifiĐative. La même tendance est observée pour le paramètre Qmax 

(QmaxF1 < QmaxF2). Seul, la dose 15mg/cm² sur membrane siliconée montre un ratio E et une Qmax 

identiques entre les deux formules. De même, à partir de 27mg/cm² la différence entre les deux 

foƌŵules Ŷ’est pas visiďle puisƋue l’oŶ atteiŶt la liŵite iŶfĠƌieuƌe de détection (5nM). Ainsi, 

globalement F1 semble plus efficace que F2 et particulièrement pour des doses de 5 à 10mg/cm².  

Les études de mouillabilité du Chapitre 4 (3.5) ont montré que F1 présente des propriétés de 

mouillabilité plus faibles que F2 (angle de contact est plus élevé). Bien que la conclusion du Chapitre 

ϰ ĐoŶĐeƌŶaŶt la ŵouillaďilitĠ soit Ƌu’elle Ŷ’est pas uŶ faĐteuƌ Đlef de l’effiĐaĐitĠ d’uŶe foƌŵule, il 

seŵďleƌait Ƌue daŶs le Đas de la ĐoŵpaƌaisoŶ de l’effiĐaĐitĠ des deux TPC ĐaŶdidats l’effiĐacité aille 

dans le même sens que les propriétés de mouillabilité. 

 

Tableau 5-10 : Comparaison de l'efficacité des formules F1 et F2 : ratio E (A) et Qmax (B) à 6h sur membrane siliconées ; 
ratio E (C) et Qmax (D) à 6h sur membrane Strat-M. 

 

(A)  
 

(B) 
 

Dose 
 (mg/cm²) 

F1 F2 

5 270±443  
(n=8) 

1±0 
(n=6) 

10 277±125  
(n=3/6)* 

5±2 
(n=6) 

15 194±226  
(n=3/9)* 

120±71 
(n=6) 

 

Dose 
 (mg/cm²) 

F1 
(%Q0) 

F2 
(%Q0) 

5 0,3±0,2a 

(n=8) 
8±1b 

(n=6)
 

10 0,04±0,02c 

(n=6)
 

2±1d 

(n=6)
 

15 0,1±0,1 
(n=3/9)* 

0,1±0,1 
(n=6)

 

 
(C) 

 
(D) 

 

Dose 
(mg/cm²) 

F1 F2 

5 72±33 

(n=6) 

10±8 

(n=3) 

15 2868±460e 

(n=3/6) 
83±65f 

(n=4/6) 
 

Dose 
 (mg/cm²) 

F1 
(%Q0) 

F2 
(%Q0) 

5 0,3±0,2 
(n=6)

 
0,7±0,4 

(n=3)
 

15 <0,01 
(n=3/6) 

0,3±0,2 
(n=4/6)*

 

*valeurs calculées sur n réplicats, nd pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). Les lettres minuscules indiquent 

une différence significative entre les formules pour une même dose (p<0,05). 

 

1.5. INFLUENCE DE DIFFERENTS FACTEURS SUR L’EFFICACITE DE LA CREME 

 

1.5.1. Influence du teŵps d’exposition 

 

Le ďut de Đette expĠƌieŶĐe est de dĠteƌŵiŶeƌ le seuil d’effiĐaĐitĠ daŶs le teŵps des Ŷouveaux 

TPC. La dose Đhoisie pouƌ Đes tests eŶ ĐoŶditioŶs d’expositioŶ loŶgue est ϭϱŵg/Đŵ² (efficacité avérée 
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à la fois pour F1 et F2). La Figure 5-5 montre que Fϭ ƌeste tƌğs effiĐaĐe à Ϯϰh d’expositioŶ suƌ les deux 

types de membranes. Dans le cas de F2, il Ǉ a ƌuptuƌe de la pƌoteĐtioŶ apƌğs ϲh d’expositioŶ suƌ 

membranes siliconées. Sur membranes Strat-M Đette ƌuptuƌe Ŷ’est pas autant visible, après 6h 

d’expositioŶ il Ǉ a uŶe pĠŶĠtƌatioŶ ĐoŶstaŶte du paƌaoxoŶ jusƋu’à Ϯϭh ŵais saŶs jaŵais dĠpasseƌ la 

quantité retrouvée pour les membranes non protégés. 

  

Figure 5-5: Efficacité des crèmes à 24h. 

 (A) membranes siliconées et (B) Strat-M (n=3, TPC = 15mg/cm², contrôle = membranes non protégées). 

 

Le Tableau 5-11 Đoŵpaƌe les ƌĠsultats à ϲ et Ϯϰh d’expositioŶ. Les tests ayant été réalisés sur 3 

réplicats nous ne pouvons pas déŵoŶtƌeƌ statistiƋueŵeŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’effiĐaĐitĠ ŵais des 

tendances peuvent être conclues. Fϭ coŶseƌve soŶ efficacitĠ jusƋu’à 2ϰh suƌ ŵeŵďƌaŶes silicoŶĠes 

taŶdis Ƌu’elle est uŶ peu diŵiŶuĠe tout eŶ ƌestaŶt tƌğs efficace suƌ Stƌat-M. Au contraire F2 la perd 

complètement sur les deux types de membranes. 

 
Tableau 5-11: Efficacité des formules seloŶ le teŵps d’expositioŶ ;ϭ5ŵg/cŵ²Ϳ. 

Membranes siliconées 

Protection ϲh ;Ŷ≥ϲͿ 24h (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;h) E 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ ;h) E 

Qmax 
(%Q0) 

- 55±13 0,7±0,2 1 5±1 55±13 0,7±0,2 1 7±1 

F1 3±4* 3±1* 146±226* 
(>49) 

0,1±0,1* 1±0** 20±0** 1308±49** 0,1±0** 

F2 6±5 4±1 120±71 0,1±0,1 67±21 6±1 8±2 18±8 

valeurs calculées sur *n=3/6 et  ** n=2/3, nd pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

Membranes Strat-M 

Protection 6h (n=6) 24h (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;ŵiŶͿ E 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ ;h) E 

Qmax 
(%Q0) 

- 37±3 41±11 1 3±0 105±30 5±1 1 16±2 

F1 0,07±0,02* 4±1* 2868±460* <0,01* 7±8 16±3 124±106 1±1 

F2 8±7** 3±1** 83±65** 0,3±0,2** 38±7 11±7 6±4 7±4 

valeurs calculées sur *n=3/6 et **n=4/6, nd pour les autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 
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1.5.2. Résistance à l’occlusion 

 

DaŶs des ĐoŶditioŶs ƌĠelles d’utilisatioŶ, les utilisateurs appliqueront ce TPC eŶ dessous d’uŶ 

vġteŵeŶt de pƌoteĐtioŶ. Cette expĠƌieŶĐe Ġtudie l’iŵpaĐt de l’oĐĐlusioŶ suƌ l’effiĐaĐitĠ des topiƋues. 

Les doses suivantes choisies pour les tests en conditions occlusives sont les plus petites doses 

évaluées suffisamment efficaces sur chaque type de membrane : membrane siliconée 15mg/cm² ; 

Strat-M 15mg/cm² pour F1 et 5mg/cm² pour F2. La Figure 5-6 montre clairement que sur membrane 

Strat-M les deux formules restent efficaces tandis que sur membranes siliconées seul F1 reste 

efficace.  

Le Tableau 5-12 présente quant à lui la comparaison entre les conditions occlusives et non 

oĐĐlusives pouƌ ĐhaƋue foƌŵule suƌ ĐhaƋue tǇpe de ŵeŵďƌaŶes. Les tests d’oĐĐlusion ayant été fait 

suƌ Ŷ=ϯ Ŷous Ŷe pouvoŶs pas dĠŵoŶtƌeƌ statistiƋueŵeŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’effiĐaĐitĠ ŵais des 

tendances peuvent être conclues.  

Sur membranes siliconées, entre les deux conditions le ratio E diminue fortement pour les deux 

formules testées : d’eŶviƌoŶ ϳϬϬ-1000 à 30 (F1) et 3 (F2). Cependant F1 semble conserver son 

efficacité (Qmax = 0,1-0,5%Q0). Pour F2 Jmax, λ et Qmax sont identiques au contrôle, F2 a donc perdu son 

efficacité sur membranes siliconées en conditions occlusives. La coŵpaƌaisoŶ de l’efficacitĠ des deux 

formules permet de classer F1 comme meilleure protection en condition occlusive (E supérieur). 

 

  

Figure 5-6 : Efficacité des crèmes en conditions occlusives. 

(A) membranes siliconées (15mg/cm²) et (B) Strat-M (F1 15mg/cm², F2 5mg/cm²) (n=3, contrôle = membranes non 

protégées). 

 

Sur membranes Strat-M, seul F1 semble légèrement impactée par les conditions occlusives. 

Tous les paƌaŵğtƌes oďseƌvĠs pouƌ FϮ ;λ, Jmax, Qmax et E) sont identiques entre les deux conditions. F1 

voit soŶ ƌatio E et λ diŵiŶueƌ de ƌespeĐtiveŵeŶt au moins 60 et 2 fois et son Jmax et Qmax augmenter 

de respectivement 75 et 10 fois. Si l’oŶ Đoŵpaƌe les ratios E et les quantités appliquées pour chacune 

des formules, le facteur 3 est retrouvé : F2 est appliqué à une dose 3 fois moins élevée (15mg/cm² vs 

ϱŵg/Đŵ²Ϳ et l’effiĐaĐitĠ est divisĠe paƌ uŶ faĐteuƌ ϯ ;Ϯϴ vs ϴͿ. Il seƌait teŶtaŶt de ĐoŶĐluƌe Ƌue 
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l’effiĐaĐitĠ de Fϭ et FϮ soŶt ideŶtiƋues ;augŵeŶtatioŶ de la dose de FϮ paƌ ϯ = ŵultipliĐatioŶ de E paƌ 

ϯͿ ŵais Ŷous avoŶs vu daŶs Đe Đhapitƌe Ƌue le ƌatio E Ŷ’est pas pƌopoƌtioŶŶel à la dose appliƋuĠe 

(1.1.2 et 1.2.3).  

 
Tableau 5-12 : Efficacité des formules en conditions occlusives et non occlusives (membranes siliconées = 
15mg/cm²; Strat-M = F1 15mg/cm², F2 5mg/cm²). 

Membranes siliconées 

Protection OUVERT ;Ŷ≥ϲͿ OCCLUSION (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;ŵiŶͿ E 
Qmax 
(%Q0) 

Jmax 
(µg/h) 

λ ;min) E 
Qmax 

(%Q0) 

- 55±13 40±11 1 5±1 37±10 31±7 1 4±1 

F1 3±4* 170±80* 146±226* 
(>49) 

0,1±0,1* 8±4 91±22 18±15 0,5±0,4 

F2 6±5 260±44 120±71 0,1±0,1 34±24 64±33 3±1 3±2 

*valeurs calculées sur n=3/8, nd pour les 5 autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

Membranes Strat-M 

Protection OUVERT ;Ŷ≥ϯͿ OCCLUSION (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ ;ŵiŶͿ E 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ ;ŵiŶͿ E 

Qmax 
(%Q0) 

- 37±3 41±11 1 3±0 69±44 94±48 1 5±3 

F1 0,07±0,02* 229±38* 2868±460* <0,01* 3±0 123±17 28±2 0,2±0,1 

F2 7±4 62±18 10±8 0,7±0,4 8±2 74±12 8±2 0,6±0,4 

*valeurs calculées sur n=3/6, nd pour les 3 autres membranes car inférieur à la limite de détection (très efficace). 

 

De cette étude en conditions occlusives sur différentes membranes les différentes tendances 

suivantes peuvent être conclues : 

- L’occlusioŶ est uŶ paƌaŵğtƌe Ƌui diŵiŶue l’efficacitĠ des deux foƌŵules. 

- F1 est la meilleure protection en condition occlusive (E ~ 30 vs E < 10). 

- Il y a un effet membrane très important pour F2 : sur membranes siliconées elle perd 

complètement son efficacité tandis que sur Strat-M elle la maintient. 

 

1.5.3. Influence du vieillisseŵent sur l’efficacité  

 

Le vieillissement accéléré des crèmes a été réalisé par la société ABC Texture.  L’iŶĐuďatioŶ 

pendant 4 semaines à 45°C peut être comparée à un vieillissement à température ambiante pendant 

ϲ ŵois. L’ĠvaluatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules aǇaŶt suďi uŶ vieillisseŵeŶt aĐĐĠlĠƌĠ peƌŵet doŶĐ 

d’Ġtudieƌ la staďilitĠ de l’effiĐaĐitĠ au Đouƌs du vieillisseŵeŶt de la Đƌğŵe. Les crèmes ont été testées 

à 15mg/cm² sur membranes siliconées. La Figure 5-7 montre clairement que F1 reste efficace après 4 

seŵaiŶes d’iŶĐuďatioŶ taŶdis Ƌue F2 semble perdre de son efficacité surtout due à une grande 

variabilité des échantillons (CV%(Q0) >150%).  
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Figure 5-7 : Efficacité des formules F1 (A) et F2 (B) au cours du vieillissement de la crème.  

(Contrôle = membrane non protégée, n=12 ; T0 = efficacité initiale, n=6 ; T4 = efficacité après 4 semaines d'incubation à 

45°C, n=3). 
 

L’ĠvolutioŶ de Fϭ paƌ ƌappoƌt à TϬ est la suivaŶte : Jmax et %Q0 augŵeŶte d’uŶ faĐteuƌ Ϯ, λ 

diŵiŶue d’uŶ faĐteuƌ ϯ et E diŵiŶue d’uŶ faĐteuƌ ϭϴ. De plus, il est à Ŷoteƌ Ƌue les paƌaŵğtƌes de 

ĐiŶĠtiƋue ;λ, Jmax, E et QmaxͿ Ŷ’oŶt ĠtĠ ĐalĐulĠs Ƌu’aveĐ ϰ/ϴ des ƌĠpliĐats, le taux de paƌaoxoŶ daŶs le 

milieu récepteur des 4 autres réplicats étant inférieur à la limite de détection de la méthode 

eŶzǇŵatiƋue. Les ƌĠsultats d’effiĐaĐitĠ de Fϭ-T0 sont donc à voir à la hausse. Ainsi globalement le 

vieillissement accéléré de F1 lui fait perdre une partie de son efficacité. En effet, le comportement 

rhéologique de la crème évolue également (voir Chapitre 4 : 3.3.), le réseau continu de se construire, 

la viscosité augmente et le réseau gagne en élasticité. Il y a également un changement de couleur 

faĐileŵeŶt oďseƌvaďle Ƌui iŶdiƋue uŶe oxǇdatioŶ. Ces ŵodifiĐatioŶs peuveŶt ġtƌe à l’oƌigiŶe de la 

lĠgğƌe peƌte d’effiĐaĐitĠ de Fϭ. 

 
Tableau 5-13 : Evolution de l'efficacité des formules au cours du vieillissement accéléré. 

Protection Jmax (µg/h) λ ;ŵiŶͿ E %Q0 6h 

- 55±13 40±11 1 5±1 

F1-T0 (n=4/8) 3±4* 170±85* 146±226* 

 (>49) 
0,1±0,1 

F1-T4 (n=3) 6±1 51±32 60±27 
(>32) 

0,3±0,1 

F2-T0 (n=6) 6±5 260±44 120±71 
(>28) 

0,1±0,1 

F2-T4 (n=2/3) 31±21* 173±154* 71±85* 
(>11) 

2±2* 

*valeur calculée sur n réplicats, nd pour les autres membranes (< limite de détection). 

Entre parenthèse est indiquée la plus petite valeur de E calculée parmi les réplicats 
 

Les résultats concernant F2 sont très variables (car les valeurs détectées très petites). En effet, 

pour 1 réplicat la quantité de paraoxon est inférieure à la limite de détection et ne peut donc pas 

ġtƌe pƌis eŶ Đoŵpte pouƌ l’aŶalǇse de la ĐiŶĠtiƋue et les deux autƌes ƌĠpliĐats soŶt tƌğs vaƌiaďles 

(Tableau 5-13), ainsi la pertinence de ces résultats reste à discuter. Le test Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠ Ƌue suƌ ϯ 
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réplicats, il faudrait donc confirmer les résultats afin de voir si la tendance est à la perte ou à la 

staďilitĠ de l’effiĐaĐitĠ de FϮ. CepeŶdaŶt, l’aspeĐt visuel de la foƌŵule iŶdiƋuaŶt uŶ déphasage et 

donc une déstabilisation du réseau (également confirmé en rhéologie) tend vers une perte de 

l’effiĐaĐitĠ. De plus, l’ĠtaleŵeŶt de FϮ apƌğs vieillisseŵeŶt Ŷ’est plus aussi hoŵogğŶe et lisse Ƌu’à TϬ. 

 

1.6. EFFET MEMBRANE SUR L’EFFICACITE 

 

Nous avons vu que les résultats des tests d’effiĐaĐitĠ peuvent être dépendants du modèle utilisé. 

En effet, les deux ŵodğles Ŷ’aǇaŶt pas les ŵġŵe pƌopƌiĠtĠs de suƌfaĐe ;Stƌat-M bien plus oléophile 

et légèrement plus hydrophile que les membranes siliconées) on peut s’atteŶdƌe à des diffĠƌeŶĐes de 

comportements vis-à-vis des crèmes au cours du séchage et une différence de perméabilité au 

paƌaoxoŶ iŵpaĐtaŶt aiŶsi l’effiĐaĐitĠ des Đƌğŵes testĠes.  

Malgré la forte affinité (angle de contact ~10°) de l’huile d’olive ;ƌepƌĠsentant le paraoxon) avec 

les membranes Strat-M, celles-ci ne montre pas une perméabilité plus forte que les membranes 

siliconées  (Jmax, λ et Qmax similaires).  

 
Tableau 5-14 : Comparaison des ratios de protection (PR) entre les deux membranes. 

Protection Quantitié Membrane siliconées Membranes Strat-M 

Base1 5mg/cm² 10 30 

Base2 5mg/cm² 1,4 5 

F1-6h 5mg/cm² 16 12 

F2-6h 5mg/cm² 0,6 4,2 

F2-24h 15mg/cm² 0,4 2,3 

F2-occlusion 5/15mg/cm² 1,3 (15mg/cm²) 8 (5mg/cm²) 

 

Si l’oŶ Đoŵpaƌe les ratios de protection (PR) de différentes crèmes testées à la fois sur 

membranes siliconées et Strat-M (Tableau 5-14) on observe presque toujours une détermination de 

l’effiĐaĐitĠ plus foƌte ;PR plus ĠlevĠͿ suƌ Stƌat-M que sur membranes siliconées, exception faite de F1-

6h à 5mg/cm². De plus, en condition occlusive F2 est plus efficace à 5mg/cm² sur Strat-M Ƌu’à 

15mg/cm² sur membranes siliconées.  

 

On peut donc conclure que globalement il y a un  « effet membrane », les résultats d’efficacitĠ 

ne sont pas les mêmes selon le modèle artificiel utilisé. Cependant, la variation évolue toujours 

dans le même sens : peƌte ou gaiŶ d’efficacitĠ eŶtƌe les différentes doses, conditions et temps 

d’expositioŶ. AiŶsi, s’il existe uŶ effet eŶtƌe membranes artificielles on peut s'attendre à un effet 

membrane vis-à-vis de peaux humaines qui sont un modèle biologique issu du vivant. 



Etude des deux formules sélectionnées : F1 et F2 

169 

II. ETAPE 2 : VALIDATION DE L’EFFICACITE DES FORMULES SUR EXPLANT IN VITRO DE PEAU HUMAINE 

 

L’Ġtape Ϯ ĐoŶsiste eŶ la deƌŶiğƌe Ġtape de validatioŶ de l’effiĐaĐitĠ des Đƌğŵes sĠleĐtioŶŶĠes vis à 

vis du paraoxon. BieŶ, Ƌu’uŶ effet ŵeŵďƌaŶe est oďseƌvĠ ĐoŶĐeƌŶaŶt l’effiĐaĐitĠ des foƌŵules Fϭ et 

F2, les membranes artificielles ne sont Ƌu’un support inerte peƌŵettaŶt d’Ġtaleƌ la Đƌème et de 

mesurer la pénétration et l’effiĐaĐitĠ pƌoteĐtƌiĐe : les paramètres qui peuvent influencer la 

pĠŶĠtƌatioŶ soŶt la pƌĠseŶĐe de la Đƌğŵe, l’Ġpaisseuƌ de la ŵeŵďƌaŶe et la capacité de diffusion du 

toxique au travers de la membrane. L’utilisatioŶ d’explants de peaux modifie ces paramètres car la 

crème peut également pénétrer dans la peau et interagir avec les constituants de l’Ġpideƌŵe. La 

pƌoteĐtioŶ Ŷ’est doŶĐ plus ĐoŶfĠƌĠe paƌ la seule Đƌğŵe ďaƌƌiğƌe ŵais paƌ l’iŶteƌaĐtioŶ de celle-ci avec 

la peau, Đ’est le Đas de la Đƌğŵe ďaƌƌiğƌe IB-17. Ainsi l’effiĐaĐitĠ dĠteƌŵiŶĠe suƌ ŵeŵďƌaŶes 

artificielles peut être favorisée sur peaux humaines si l’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ la peau peƌŵet de ĐoŶfĠƌeƌ 

des propriétés protectrices supplémentaires ou au ĐoŶtƌaiƌe l’aŶŶuleƌ1,2. Le risque est donc ici de ne 

pas identifier les formules F1 et F2 comme protectrice vis-à-vis de la pénétration du paraoxon. 

 

2.1. PROTOCOLE 

 

Les peaux humaines sont achetées chez Biopredic International (Saint Grégoire, France) et ont les 

caractéristiques résumées dans le Tableau 5-15. Les nouveaux TPC candidats sont appliquées à 

ϭϱŵg/Đŵ² Đaƌ Đ’est la dose Ƌui seŵďle la plus effiĐaĐe à la fois pouƌ F1 et F2 sur membranes 

artificielles ;suƌfaĐe d’ĠtaleŵeŶt des peaux huŵaiŶes ϯ,ϭĐŵ²Ϳ. L’effiĐaĐitĠ est ŵesuƌĠe suƌ Ϯϰh aveĐ 

les temps de prélèvements entre 12 et 24h seloŶ le pƌotoĐole d’effiĐaĐitĠ eŶ aŶŶexe ϰ.ϭ. A 24h, les 

différentes fractions sont récupérées de la manière suivante daŶs de l’ĠthaŶol aďsolu : 

- Fraction surface : le voluŵe est de ϰϬŵL. La suƌfaĐe est lavĠe aveĐ Ϯ x Ϭ.ϱŵL d’ĠthaŶol aďsolu à 

l’aide d’uŶe pipette. Le ƌeste d’ĠthaŶol est ƌĠĐupĠƌĠ à l’aide de ĐotoŶ-tige. Le compartiment 

donneur est ensuite démonté est mis à incuber dans le flacon surface correspondant. Les flacons 

sont mis à incuber 24h à 4°C avant de retirer le compartiment récepteur. 

- Fraction crème : le volume est de 10mL. La crème est récupérée de la surface en frottant des 

coton-tiges iŵpƌĠgŶĠs d’ĠthaŶol absolu.  Le joint en téflon est également retiré de la peau et 

placé dans le flacon crème correspondant. Les flacons sont mis à incuber 24h à 4°C avant de 

retirer le joint en téflon. 

- Fraction peau : les peaux soŶt ŵises à iŶĐuďeƌ daŶs ϱŵL d’ĠthaŶol aďsolu 48h à 4°C puis 

soniquées 10min. 

L’eŶsemble des fractions sont conservées à -20°C. 
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Tableau 5-15 : Caractéristiques des peaux humaines. 

Donneur Sexe Origine Âge Zone Type Epaisseur 

1 Féminin Caucasienne 65 ans Abdomen Dermatomée 439±41µm 

2 Féminin Caucasienne 76 ans Abdomen Dermatomée 476±43µm 

3 Féminin Caucasienne 29 ans Abdomen Dermatomée 449±35µm 

 

 

2.2. RESULTATS  

 

La pénétration du paraoxon est similaire aux résultats de Vallet et al.8 ainsi notre méthode est 

validée. La Figure 5-8 ŵet ĐlaiƌeŵeŶt eŶ ĠvideŶĐe l’effiĐaĐitĠ des deux TPC candidats sur explants de 

peaux humaines. Concernant la reproductibilité des résultats les coefficients de variation (CV%) des 

peaux ŶoŶ pƌotĠgĠes soŶt d’eŶviƌoŶ ϭϬ-30%, indiquant une bonne reproductibilité des échantillons 

contrôles. Fϭ aǇaŶt uŶ CV% autouƌ de ϱϬ% seŵďle ĠgaleŵeŶt assez ƌepƌoduĐtiďle. A l’iŶveƌse les 

résultats de F2 sont moins reproductibles avec un CV% autour de 90-100%. Les paramètres de 

cinétique mettent en évidence la pénétration réduite par les deux TPC candidats et également 

retardée pour F2 (Tableau 5-16). Les ratio E sont du même ordre.  

 

 
Figure 5-8 : Efficacité des formules sur peaux humaines. 

(Contrôle = peaux humaines non protégées). 

 
 

 
Tableau 5-16 : Efficacité des formules sur peaux 
humaines. (TPC = 15mg/cm²). 

Protection Jmax (µg/h) λ (h) E 

Non protégé 
(n=5) 

7,1±2,8 6,7±2 1 

F1 
(n=6) 

1,4±0,8* 8,2±2,9 
8±7* 
(>4) 

F2 
(n=6) 

1,6±0,9* 10±0,9* 
8±2 
(>3) 

*indique une différence significative avec les peaux non protégées       

(p < 0,05). 

E : entre parenthèse est indiquée la plus petite valeur du ratio E 

calculée. 
 

 

La Figure 5-9 pƌĠseŶte l’aĐĐuŵulatioŶ du paƌaoxoŶ daŶs les diffĠƌeŶtes fƌaĐtioŶs à la fiŶ de 

l’expĠƌieŶĐe ;ŵilieu ƌĠĐepteuƌ = pĠŶĠtƌĠ, ƌeteŶu paƌ la peau, daŶs la Đƌğŵe et eŶ suƌfaĐeͿ.  
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Figure 5-9 : Répartition du paraoxon à la fin de l'expérience (Absorbé = peau + pénétré). 

*indique une différence significative (p<0,05) avec les peaux non protégées (contrôle). 

 

Les TPC candidats accumulent beaucoup de paraoxon (~20% dans la fraction « crème »). Le 

dosage de la quantité de paraoxon stockée dans la crème sur membranes siliconées à 6h a permis de 

mettre en évidence une différence de stockage dans les crèmes : 1,5±0,2 (F1) vs 0,08±0,02%Q0 (F2) 

que nous ne retrouvons pas dans le cas des peaux humaines. La ĐapaĐitĠ d’aďsoƌptioŶ des crèmes est 

due aux ŶaŶopaƌtiĐules doŶt la gƌaŶde suƌfaĐe aĐtive liďƌe peƌŵettƌait d’aĐĐuŵuleƌ le toxique en 

surface. 

L’oďseƌvatioŶ des fƌaĐtioŶs « absorbé » (peau + milieu récepteur) permet de mettre en évidence 

que F2 freine l’aďsoƌptioŶ du paƌaoxoŶ paƌ ƌappoƌt à F1 dont la quantité absorbée est identique au 

contrôle (Figure 5-9 A). La comparaison des quantités absorbées (fractions « peau » et « pénétré », 

Figure 5-9 B), montre que F2 fƌeiŶe l’aďsoƌptioŶ Đar elle limite l’eŶtƌĠe de paƌaoxoŶ daŶs la peau par 

un facteur 2. Pour les deux TPC candidats, les quantités retrouvées dans le milieu récepteur à 24h est 

identique et 6 à 8 fois inférieures aux peaux non protégées. 

 

Contrairement aux résultats observés sur membranes pour lesquels F2 semble moins efficace 

que F1, leur efficacité sur peaux humaines concernant la pénétration dans le milieu récepteur (Jmax, 

λ, E et Qmax) est identique. De plus, la capacité « réservoir » de la peau daŶs le cas d’uŶ 

prétraitement avec F2 est diminuée par rapport à F1. F2 semble donc mieux protéger la peau 

puisque le paraoxon est moins absorbé dans la peau. Les deux TPC candidats sont donc efficaces 

vis-à-vis de la pénétration du paraoxon. Il seƌait iŶtĠƌessaŶt de les coŵpaƌeƌ à l’efficacitĠ de TPC 

existants. 
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2.3. COMPARAISON DES TPC CANDIDATS A DES CREMES PREEXISTANTES 

 

Millérioux et al.2 ont testé l’effiĐaĐitĠ de deux Đƌğŵes ďaƌƌiğƌes sur membranes siliconées et 

oreille de cochon dermatomée : 1 candidat (BCw) et uŶ TPC doŶt l’effiĐaĐitĠ est ĐoŶŶue (AG-7 

contenant une mixture de polymère perfluorés : 70% PFPE + 30% PTFE9–11).  

Sur membranes siliconées et à quantité appliquées égales seul F1 semble aussi protecteur que 

l’AG-7 (les ratios E sont du même ordre) (Tableau 5-17). La pénétration semble moins réduite que 

l’AG-7 (Jmax ϭϬ fois plus gƌaŶd ŵais suƌtout tƌğs vaƌiaďleͿ ŵais plus ƌetaƌdĠe ;λ Ϯ fois plus grand). 

 

Tableau 5-17: Comparaison de l'efficacité des nouveau TPC à des crèmes existantes 
(membranes siliconées, TPC=5mg/cm², POX=5mg/cm²). 

Protection Qmax %Jmax %λ E Conclusion 

BCp = AG7 0,039±0,001 1±1 230±81 186 Très protecteur 

BCw 3.8±0.7 92±39 95±67 1 Aucune protection 

F1 0,3±0,2 10±14 500±133 270 Très protecteur 

F2 1,3±1,6 49±52 555±103 23 Protecteur 

 

En comparant les expériences sur peaux de cochon et humaines, nos deux TPC candidats 

présentent une efficacité bien supĠƌieuƌe à l’AG-7 et à BCw. Ici, Đ’est la pĠŶĠtƌatioŶ ƌĠduite d’uŶ 

facteur 5 par rapport aux crèmes AG-7 et BCw qui confère la meilleure protection de F1 et F2. 

Cependant la dose de formule appliquée est trois fois supérieure à celle de BCp et BCw, il faudrait 

doŶĐ testeƌ l’effiĐaĐitĠ des formules à 5mg/cm² pour confirmer une efficacité supérieure. 

 

Tableau 5-18: Comparaison de l'efficacité des nouveaux TPC à des crèmes existantes (peaux humaine, 
POX=5mg/cm²). 

Protection 
TPC 

(mg/cm²) 
Explant %Jmax %λ E Conclusion 

BCp = AG7 5 oreille de porc 70 44 0,6 Aucune protection 

BCw 5 oreille de porc 81 142 1,7 Léger effet protecteur 

F1 15 peau humaine 19 123 8±7 Protecteur 

F2 15 peau humaine 22 148 8±2 Protecteur 

 

2.4. COMPARAISON DES RESULTATS SUR MEMBRANES ARTIFICIELLES ET PEAUX HUMAINES 

 

Nous avons vu dans le chapitre 1 que les résultats pouvaient être impactés par le modèle utilisé. 

DaŶs Ŷotƌe Ġtude, Ŷous avoŶs Đhoisi d’iŶtĠgƌeƌ uŶ Ŷouveau ŵodğle paƌ ƌappoƌt à Đeux validĠs 

(membranes siliconées)1,2 pour le screening des TPC candidats : les membranes Strat-M proposées 
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par Millipore pour leur similarité en termes de mouillabilité et de pénétration avec la peau humaine. 

Regardons dans notre étude quel modèle semble le mieux prédire les résultats sur peaux humaines. 

La comparaison des modèles peut être réalisée par la comparaison des variations de flux maximum 

et temps de latence par rapport aux valeurs des contrôles (%�maxሺ௢� �ሻ =  �max  ሺ೚ೠ �ሻ �ೞೞ���max  ሺ೚ೠ �ሻ ���್��೙� ೙೚೙ ೛�೚೟é�é ∗ ͳͲͲ) 

L’Ġtude de F1 ne montre pas de différence significative entre le %Jmax des membranes siliconées 

et la peau humaine contrairement à Strat-M qui est significativement inférieur. Au ĐoŶtƌaiƌe les %λ 

sont significativement supérieurs à celui de la peau humaine. 

L’Ġtude de F2 ne montre pas de différence significative entre les %Jmax des membranes 

artificielles et la peau humaine contrairement aux %λ Ƌui soŶt sigŶifiĐativeŵeŶt supĠƌieuƌs à Đelui de 

la peau humaine. 

 

Tableau 5-19: Comparaison de l'efficacité des nouveaux TPC entre les différents modèles                 
(TPC = 15mg/cm², POX=5mg/cm²). 

 
Membranes  

siliconées 
Membranes  

Strat-M 
Peau humaine 
dermatomée 

Protection %Jmax %λ %Jmax %λ %Jmax %λ 

Fϭ ;Ŷ≥ϲͿ 5±7*, ab 423±200*,c 0,2±0,1*, a 556±93*,c 19±11*, b 123±44d 

F2 (n=6) 11±11* 646±92*,e 22±19* 435±202*, f 22±12* 149±13*, g 

* indique les valeurs de Jmax et λ significativement différentes (p< 0,05) du contrôle non protégé ; les lettres de a à g signalent 

une différence significative du même paramètre entre les membranes pour un TPC donné (effet membrane). 

 

En conclusion seule la valeur de %Jmax des membranes Strat-M avec F1 est significativement 

iŶfĠƌieuƌe à la valeuƌ de la peau huŵaiŶe. EgaleŵeŶt uŶe suƌestiŵatioŶ de l’eŶseŵďle de valeuƌs %λ 

est observée après application des deux TPC candidats par rapport à la peau humaine. Globalement, 

les membranes artificielles suƌestiŵeŶt l’efficacitĠ et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt au Ŷiveau de l’estiŵatioŶ du 

temps de latence. 
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III. CONCLUSION  

 

Dans ce chapitre, les 2 TPC candidats F1 et F2 ont été étudiés en détail vis-à-vis de la pénétration 

du paraoxon. La  comparaison de leur efficacité vis-à-vis de leur base a permis de mettre en évidence 

l’effet positif et sigŶifiĐatif de la présence de nanoparticules de silice (24h et occlusion) et de cérium 

(dès 6h) dans les formules. Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’effiĐaĐitĠ de F2 était directement 

dépendante de la quantité d’aĐtifs ĐoŶteŶaŶt des ŶaŶopaƌtiĐules de CeO2 greffées (efficace dès 1%). 

En effet, les nanoparticules sont des actifs déjà très utilisés pour la mise au point de nouveaux TPC du 

fait de leur capacité à dégrader les toxiques12–15. Finalement, l’effet positif et sǇŶeƌgiƋue de leuƌ 

greffage au polymère HASE-F-RF8 suƌ l’effiĐaĐitĠ des TPC candidat a été mis en évidence. 

L’Ġtude ƌhĠologiƋue ;Chapitƌe ϰͿ a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe au Đouƌs du vieillisseŵeŶt des 

formules une évolution du réseau de F1 et une déstabilisation de FϮ. L’effiĐaĐitĠ des formules après 4 

semaines à 45°C suit l’ĠvolutioŶ ƌhĠologiƋue : F1 qui renforce son réseau perd peu de son efficacité 

tandis que F2 qui déphase perd totalement sa reproductibilité et son efficacité. La comparaison des 

deux foƌŵules et de leuƌ ďase a peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ l’iŵpaĐt sigŶifiĐatif du PVP suƌ l’effiĐaĐitĠ du 

polymère greffé ou non avec de la silice. F1 est très efficace dès 5mg/cm² sur les deux membranes 

artificielles tandis que F2 semble plutôt très efficace à partir de 15mg/cm². Egalement, dans 

l’eŶseŵďle des ĐoŶditioŶs (occlusion, 24h) sur membranes artificielles, F1 est presque toujours plus 

efficace que F2. Une piste à envisager serait donc d’ajouteƌ du PVP dans la formulation de F2 afin 

d’eŶ augŵeŶteƌ soŶ effiĐaĐitĠ et sa stabilité (ingrédient supplémentaire de F1 qui ne se déstabilise 

pas par rapport à F2).  

Cependant, sur peau humaine les formulent montrent la même efficacité. Les membranes 

aƌtifiĐielles suƌestiŵeŶt doŶĐ l’effiĐaĐitĠ de F1. Nos deux formules semblent également plus efficaces 

à ϭϱŵg/Đŵ² Ƌue l’AG-7 à 5mg/cm², un TPC bien connu assez difficile à appliquer (mixture de 

polymères perfluorés). Il faudƌait doŶĐ valideƌ l’effiĐaĐitĠ des deux TPC candidats à 5mg/cm² sur peau 

humaine. 

La suite de ces travaux serait la suivante : tests sur membranes siliconées et peaux humaines vis-

à-vis d’agents chimiques de guerre comme le VX (dont le paraoxon a été choisi comme simulant) et 

du 2-chloroethyl ethǇl sulfide ;CEESͿ uŶ siŵulaŶt de l’YpĠƌite et vis-à-vis de l’YpĠƌite elle-même. 

Dans ce chapitre la faible disponibilité des peaux huŵaiŶes et leuƌ taƌif aiŶsi Ƌue l’aĐĐğs ƌestƌeiŶt 

aux peaux de cochons a permis de se poser la question suivante : pourquoi ne pas utiliser des 

ŵodğles pƌġt à l’eŵploi, ŵoiŶs Đheƌ Ƌue des peaux huŵaiŶes ŵais tƌğs pƌoĐhe eŶ teƌŵe de 

morphologie et de compositioŶ et suƌtout dispoŶiďle pouƌ l’ĠvaluatioŶ des Ŷouveaux TPC candidats ? 

Le chapitre suivant décrira la mise au point de ces protocoles utilisant des épidermes humains 

reconstruits.  
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La fonction barrière de la peau est due à la couche cornée (stratum corneum), la couche la plus 

exteƌŶe de l’Ġpideƌŵe. Celle-ci doit être intacte pour assurer sa fonction de protection. Comme 

décrit au Chapitre 1, la peau peut être comparée à un système de brique (les cornéocytes) et de 

mortier (la matrice extracellulaire lipidique)1. Les kératinocytes (cornéocytes vivants) sont les cellules 

composant à 95% l’Ġpideƌŵe. Ceux-ci contiennent des corps lamellaires qui sont responsables de 

l’exĐƌĠtioŶ des lipides à l’iŶteƌfaĐe stƌatuŵ ĐoƌŶeuŵ (SC) / stratum granulosum (SG) et ce sont ces 

lipides qui confèrent une barrière hydrophobe contre les agressions exterieures2. Un modèle de 

pénétration percutanée relevant doit donc avoir des propriétés barrières de la couche cornée 

similaires à la peau humaine in vivo2–6.  

 

Les ŵodğles de pĠŶĠtƌatioŶ et d’effiĐaĐitĠ aĐtuels ;dĠtaillĠs au Chapitƌe ϭͿ utiliseŶt le plus 

souvent des porcs in vivo dont la peau est la plus proche de la nôtre ou encore des explants de peaux 

de cochons ou issus de chirurgie humaine (méthodes in vitro)5,7.  La mesure de la pénétration 

percutanée utilisant des explants de peau de cochon montre une très bonne corrélation avec des 

données in vitro sur peau humaine7 : la différence de perméabilité entre ces deux modèles pour des 

ŵolĠĐules lipophiles telles Ƌue les oƌgaŶophosphoƌĠs Ŷ’est eŶ gĠŶĠƌale pas supĠƌieuƌe à uŶ faĐteuƌ 

28–12. CepeŶdaŶt, l’utilisatioŶ des explaŶts ŶĠĐessite des ĠƋuipeŵeŶts et un savoir-faire spécifiques 

pour la préparation des échantillons, le stockage et la mesure de leur intégrité13. De plus, les explants 

de peau humaine sont également très chers. Il serait donc intéressant de mettre au point un modèle 

pƌoĐhe de la peau huŵaiŶe ŵais plus faĐile et ŵoiŶs Đheƌ à ŵettƌe eŶ œuvƌe. C’est pouƌƋuoi, daŶs Đe 

Đhapitƌe Ŷous ĠtudioŶs la ĐapaĐitĠ d’Ġpideƌŵes huŵaiŶs ƌeĐoŶstƌuits ;RHE : reconstructed human 

epidermis) tels que ceux fournis par la société française EpiSkin à mimer la réponse de la peau 

humaine in vitro.  

 

Ces ŵodğles oŶt les avaŶtages d’ġtƌe faĐiles à utiliseƌ, dispoŶiďles et d’ġtƌe d’oƌigiŶe huŵaiŶe. 

De plus, ils sont globalement similaires à la peau humaine en termes de morphologie, de composition 

en lipides (barrière hydrophobe) et de marqueurs de différenciation3,4,6,14. Ils sont actuellement 

reconnus paƌ l’OCDE Đoŵŵe alteƌŶative peƌtiŶeŶte à l’utilisatioŶ des aŶiŵaux pouƌ la ŵesuƌe de la 

corrosion15 et de l’iƌƌitatioŶ ĐutaŶĠe16. De nombreuses études disponibles dans la littérature évaluent 

également leur perméabilité, les comparant aux peaux humaines et de cochon in vitro17–23. La 

conclusion générale est que globalement les RHE surestiment la péŶĠtƌatioŶ ĐutaŶĠe ŵais Ƌu’ils 

classifient leur perméabilité vis-à-vis de différentes molécules dans le même ordre : ceux-ci ont donc 

une fonction barrière moins efficace que la peau humaine et de cochon in vitro24. 
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Les RHE Ŷ’oŶt jaŵais ĠtĠ utilisĠs pour mesurer la pénétration des organophosphorés (OP). Les 

questions que nous nous posons dans ce chapitre sont donc les suivantes : 

- Les RHE sont-ils des modèles pertinents pour mesurer la pénétration des organophosphorés et 

en particulier le paraoxon (POX) ? 

- Présentent-ils pour le POX une fonction barrière similaire aux explants de peaux humaines ? 

- Sont-ils des modèles d'efficacité pertinents pouvant remplacer l'utilisation de peaux de cochon 

ou humaines ex vivo ? 

Le but de ce chapitre est donc d’Ġtudieƌ : (1) la perméabilité des RHE à Ŷotƌe ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt 

oléophile, le POX (Log Ko/w 1.98) et de ŵettƌe au poiŶt uŶe ŵĠthode d’appliĐatioŶ des TPC candidats 

en insert et (2) d’Ġvaluer ensuite leur capacité à détecter correctement des crèmes barrières 

candidates. Il est à noter que ce chapitre constitue un premier travail initial sur RHE. 

 

I. ETUDE 1 : PERMEABILITE DES MODELES RHE 

 

Les tests ont été réalisés en dose finie directement dans les inserts fournis par la société EpiSkin. 

La perméabilité de ces modèles à une molécule standard et amphiphile : la caféine (Log Ko/w -0.01) 13 

est premièrement étudiée. En effet, la perméabilité à la caféine a été largement étudiée et les 

résultats dépendent généralement du type de peau (entière ou non), de la préparation (dermatomée 

ou séparée thermiquement) et du site anatomique (dos, oreille, abdominal). La perméabilité des RHE 

vis-à-vis de la caféine dépend de la dose appliquée (concentration et volume) et de la composition du 

liquide récepteur (solution aqueuse, ±éthanol, ±sérum bovin, etc.). La conclusion des études est que 

globalement les RHE sont 10 à 200 fois plus perméable que les peaux humaines et de cochon ex 

vivo.17,19,20,22,23,25 Concernant le paraoxon, les peaux in vitro dermatomées humaines (abdominales) et 

de cochon (oreilles) sont faiblement perméables9,26. 

La Figure 6-1 représente le schéma du modèle de pénétration utilisant les RHE. Les RHE sont 

utilisés directement en insert comme décrit par Grégoire et al.25. Le milieu récepteur (MR) choisi est 

l’HBSS afiŶ de liŵiteƌ le ŵĠtaďolisŵe des ŵolĠĐules paƌ la peau. Les études de perméabilité vis-à-vis 

de la caféine constituent les premières expériences de pénétration. Le dosage de la caféine étant 

réalisé paƌ uŶ laďoƌatoiƌe paƌteŶaiƌe, il Ŷ’a pas ĠtĠ possiďle de ƌepƌoduiƌe exaĐteŵeŶt le ŵġŵe 

protocole entre les deux molécules. En effet, le protocole concernant les études de perméabilité du 

paraoxon est un protocole optimisé. Le protocole est disponible en annexe 6.1., les grandes 

différences sont détaillées ci-dessous : 

- La caféine est testĠe à ϭ% daŶs l’eau et appliƋuĠe à ϭϬϬµg/Đŵ², les ĐoŶditions sont occlusives 

pouƌ Ġviteƌ l’ĠvapoƌatioŶ du ĐoŵpaƌtiŵeŶt doŶŶeuƌ et le séchage de la caféine en surface. Le 
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pƌotoĐole d’ĠĐhaŶtilloŶŶage est de ϯϬϬµL duƌaŶt Ϯϰh. Les Ġpideƌŵes RHE ϰĐŵ² (MR = 3mL) et 

Episkin 1,07cm² (MR = 2mL) sont utilisés pour cette expérience. 

- Le paraoxon est testé pur et appliqué à 5mg/cm², les conditions sont non-occlusives. Le 

pƌotoĐole d’ĠĐhaŶtilloŶŶage est uŶ ƌeŶouvelleŵeŶt total du ŵilieu duƌaŶt Ϯϰh. Les Ġpideƌŵes 

RHE 0,5cm² (MR = 0,5mL) et Episkin 1,07cm² (MR = 2mL) sont utilisés pour cette expérience. 

 

 

 
Figure 6-1 : Composition du modèle de pénétration pour les épidermes humains reconstruits. 

 

L’utilisatioŶ des RHE pouƌ Ġvalueƌ l’effiĐaĐitĠ de Ŷouveaux TPC candidats nécessite également 

une mise au poiŶt de la ŵĠthode d’ĠtaleŵeŶt afiŶ de ƌĠaliseƌ uŶ filŵ hoŵogğŶe et filŵogğŶe 

pƌoteĐteuƌ eŶ suƌfaĐe des Ġpideƌŵes. L’utilisatioŶ de la ŵĠthode d’ĠtaleŵeŶt à la spatule eŶ siliĐoŶe 

Ŷ’est pas possiďle et la méthode du doigt de gant est difficile du fait de la petite taille des épidermes. 

Des mèches en nylon sont proposées pour permettre le contact complet des formules avec les 

Ġpideƌŵes pouƌ les tests d’iƌƌitatioŶ ĐutaŶĠe. Il seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt d’utiliseƌ Đes mèches pour 

étaler de manière homogène les TPC candidats en surface des épidermes. 

 

Ce chapitre étudiera donc dans un premier temps la perméabilité des épidermes à la caféine et 

au paƌaoxoŶ puis se ĐoŶĐeŶtƌeƌa suƌ l’effet des mèches sur la pénétration du paraoxon. 

 

1.1. PERMEABILITE DES EPIDERMES A LA CAFEINE  

 

La Figure 6-2 montre que les deux types de RHE sont très perméables à la caféine. En effet, le flux 

maximum est atteint en moins de 30min et représente 33±3µg/cm²/h pour EpiSkin et 

68±18µg/cm²/h pour SkinEthic (Tableau 6-1). De plus, à partir de 4h, la pénétration atteint un 

plateau maximum pour les deux modèles : respectivement 75 and 89%Q0. A 24h, le taux cumulé de 

caféine est respectivement 84 et 91%Q0. Le modèle SkinEthic montre donc une perméabilité 

supérieure au modèle EpiSkin. Les ŵodğles de peaux Ŷ’oŶt pas la ĐapaĐitĠ à ƌeteŶiƌ la caféine qui est 

une molécules amphiphile, c'est pourquoi elle n'a pas été dosée dans la peau22,23.  

Paraoxon 

 HBSS 
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Figure 6-2 : Perméabilité des RHE à la caféine. 

(A) Cinétique de pénétration : SkinEthic (□, n=6), EpiSkin (○, n=6) et (B) répartition à 24h. 

 

Tableau 6-1 : Pénétration de la caféine. 

Paramètres SkinEthic 4cm² Episkin 1,07cm² 

λ (min) <0,6* 2,4±1,8* 

Jmax (µg/cm²/h) 68±18* 33±3* 

* indique une différence significative entre les modèles (p<0,05). 

 

La comparaison de nos résultats avec la littérature permet de confirmer leur corrélation. Les 

études de Schreiber et al.18 et de Schäfer-Korting et al.20  ont déterminé des temps de latence de 0h 

et 0,2±0,2h pour le modèle SkinEthic similaire à nos résultats. Pour le modèle EpiSkin, les 

pénétrations à 4h (67,4±4,5 %Q0) and 24h (74,7±5,2 %Q0) sont respectivement similaires aux 

résultats publiés par Grégoire et al.25 (61,0±3,2 %Q0) et Dreher et al.22 (72,4±15,6 %Q0). Egalement, il 

a été démontré que le modèle SkinEthic est plus perméable à la caféine que le modèle Episkin20,23, 

ceci est en corrélation avec nos résultats pour lesquels le flux maximum de SkinEthic est 2 fois plus 

élevé que EpiSkin. Nos résultats semblent donc en accord avec la littérature, ce protocole est donc 

validé. 

 

1.2. PERMEABILITE DES EPIDERMES AU PARAOXON 

 

Les deux ŵodğles d’Ġpideƌŵes ƌeĐoŶstƌuits (SkinEthic et EpiSkin) semblent faiblement 

perméables au paraoxon puisque moins de 3%Q0 pénètrent dans le milieu récepteur pour SkinEthic 

et 0,02%Q0 pour Episkin (Figure 6-3). Le flux maximum est atteint après 1h pour SkinEthic et 5h pour 

EpiSkin et représente respectivement 8µg/cm²/h et moins de 0,1µg/cm²/h (Tableau 6-2). Comparé à 

la caféine, les RHE sont 8,5 (SkinEthic) et 500 (EpiSkin) fois moins perméables au paraoxon. Les RHE 

sont donc, comme les explants de peaux de cochon et humaines, très faiblement perméables au 
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paraoxon9,26. De plus comme pour la caféine, le modèle SkinEthic (Qmax = 2,5±0,7%Q0) semple plus 

perméable au paraoxon que le modèle EpiSkin (Qmax = 0,02±0,01%Q0) dans ces conditions de tests. 

Cependant, compte tenu que le paraoxon est appliqué pur et à faible dose (5mg/cm²), la surface 

effeĐtive d’expositioŶ Ŷ’est pas Đoŵŵe daŶs le Đas de la ĐafĠiŶe la suƌfaĐe de l’Ġpideƌŵe ;i.e. 

respectivement 0,5cm² et 1,07cm² pour SkinEthic et EpiSkin) mais correspond à la surface 

d’ĠtaleŵeŶt de la goutte de paraoxon. Celle-ci est donc dépendante des propriétés de la membrane 

(i.e. de l’ĠpideƌŵeͿ. EŶ l’oĐĐuƌƌeŶĐe, EpiSkiŶ et SkiŶEthiĐ pƌĠseŶteŶt des pƌopƌiĠtĠs de ŵouillaďilitĠ 

différentes. Les premières mesures (1µL de liquide sonde, méthode du goniomètre en annexe) ont 

ŵoŶtƌĠs les aŶgles de ĐoŶtaĐt suivaŶts à l’huile d’olive ;siŵulaŶt du paƌaoxoŶ26) : 47,2±0,3° pour 

EpiSkin et 18,6° (1 mesure) pour SkinEthic. EpiSkin est donc moins oléophile que SkinEthic. Ainsi, la 

goutte de paraoxon (oléophileͿ s’Ġtaleƌa doŶĐ ŵoiŶs ďieŶ suƌ le ŵodğle EpiSkiŶ que sur le modèle 

SkinEthic. La grande différence de perméabilité entre les deux modèles de RHE peut donc être 

expliquée, eŶ plus de la diffĠƌeŶĐe de foŶĐtioŶ ďaƌƌiğƌe ĐoŶŶue eŶtƌe Đes deux ŵodğles pouƌ d’autƌes 

molécules lipophiles18,20,23, par la différence de suƌfaĐe effeĐtive d’exposition qui est sûrement plus 

faible daŶs le Đas d’EpiSkin. 

 

Figure 6-3 : Perméabilité des RHE au paraoxon. 

SkinEthic ;□, n=6), EpiSkin ;○, n=3). 

 

 

Tableau 6-2 : Pénétration du paraoxon. 

Paramètres 
SkinEthic 
0,5cm² 

EpiSkin 
1,07cm² 

λ (h) 0,9±0,8* 5,8±0,3* 

Jmax (µg/h/cm²) 7,6±1,8* 0,07±0,04* 

* indique une différence significative entre les modèles 

(p<0,05). 

 

 

Les RHE sont généralement plus perméables que les explants de peau humaine et de cochon 

avec un facteur de différence compris entre 3 et 45 (comparant les Papp en cm/s : Papp (peau testée) / 

Papp (peau de référence)) pour une large gamme de molécules hydrophiles et lipophiles comme la 

ĐafĠiŶe, l’aĐide ďeŶzoïƋue, la testostĠƌoŶe, le Đlotƌiŵazole, etĐ.20. Les expériences sur peaux 

humaines dermatomées réalisées dans le Chapitre 5 donnent les résultats suivants : Jmax de 

6,3±2,5µg/cm²/h ;suƌfaĐe d’expositioŶ = ϭ,ϭϯĐŵ²Ϳ, λ de 6,7±2h, Qmax de 2,5±1,1%Q0 et un 

pourcentage stocké dans la peau de 2,7±2,4%Q0. Ici, contrairement aux données de la littérature, 

SkinEthic a un Jmax globalement similaire aux peaux humaines et EpiSkin un Jmax diminué par un 

facteur 90,  λ est diminué par un facteur 4 uniquement pour SkinEthic et EpiSkin présente le même 
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temps de latence. Nous pouvons calculer un facteur de différence (FD) entre les RHE et les explants 

de peaux humaines de la manière suivante en prenant en compte à la fois le flux maximum et le 

temps de latence (équation 8): 

�� =  � ሺ���ሻ� ሺ���� ௗ� �é௙é���௖�ሻ ����ሺ���ሻ���� ሺ���� ௗ� �é௙é���௖�ሻ⁄    (eq. 8) 

Tableau 6-3 : Facteur de différence entre 
les RHE et explants de peau humaine.  

RHE FD Peau humaine 

SkinEthic 0,1 

EpiSkin 78 
 

  

Plus le FD est petit plus le modèle surestime la pénétration et plus le FD est grand plus le modèle 

sous-estime la pénétration par rapport à la peau de référence (peau humaine). Selon les FD calculés 

(Tableau 6-3), SkinEthic semble donc surestimer la pénétration du paraoxon et Episkin la sous-

estimer largement. 

Au regard de la quantification du paraoxon dans chaque compartiment (Figure 6-4), SkinEthic est 

similaire à la peau humaine (Absorbée = 5,2±2,7%Q0, Peau = 2,7±2,4%Q0 et Pénétré = 2,5±1,1%Q0) 

tandis que EpiSkin sous-estime largement la pénétration : la quantité absorbée (peau + pénétré) est 

4 fois moins important pour EpiSkin que pour la peau humaine. La quantification du paraoxon ayant 

pénétré le modèle EpiSkin (MR + support en collagène) montre que le support retient un peu de 

paraoxon puisque 0,07±0,03%Q0 est contenu dans le support et 0,02±0,01%Q0 dans le MR. Lotte et 

al.23 ont montré que le support en collagène du modèle EpiSkin influence la pénétration des 

ŵolĠĐules tƌğs lipophiles ;à Ϯϰh seuleŵeŶt ϮϬ% de l’aĐide lauƌiƋue a pĠŶĠtƌĠ le suppoƌt saŶs 

épiderme) contrairement à la membrane en nylon du modèle SkinEthic. Cependant, le grand FD 

entre EpiSkin et peau humaine ne peut être expliqué par la seule présence du support en collagène. 

 

Figure 6-4 : Répartition du paraoxon à 24h. 

(Absorbé = Peau + Pénétré ; Pénétré = MR pour SkinEthic et MR + support en collagène pour EpiSkin). *indique une 

différence significative entre les modèles (p<0,05). 
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La fonction barrière de la peau étant conférée par la couche cornée, ces résultats suggèrent que 

le modèle EpiSkin présente une couche cornée modifiée par rapport à la peau humaine. Quelques 

auteurs ont étudié en détail la composition et la morphologie des modèles RHE3,6. Ils concluent que 

les modèles ont la même morphologie en terme de couche épidermique mais présentent des 

diffĠƌeŶĐes daŶs l’Ġpaisseuƌ (~40-50µm vs ~85 µm pour les épidermes humains in vivo). Il apparait 

également que la composition du mortier lipidique joue un rôle crucial dans la fonction barrière1,2 et 

peut être différent entre les épidermes in vivo et reconstruits. Plus spécifiquement, des études ont 

ŵis eŶ ĠvideŶĐe uŶ ƌetaƌd ou uŶe peƌtuƌďatioŶ de l’extƌusioŶ des Đoƌps laŵellaiƌes à l’iŶteƌfaĐe 

SC/SG ce qui pourrait impacter la composition du mortier lipidique et ainsi la perméabilité des 

modèles3,6. Egalement, la ĐoŵpaƌaisoŶ des aŶgles de ĐoŶtaĐt de la peau huŵaiŶe à l’eau ;ϴϴ,ϯ±ϭϰ,ϯ°Ϳ 

et à l’huile ;ϭϯ,Ϯ±ϭϱ,ϳ°Ϳ à Đeux des RHE SkiŶEthiĐ ;θeau = ϴϬ,ϲ±ϰ,ϭ° ; θhuile = ϭϴ,ϲ°Ϳ et EpiSkiŶ ;θeau 

= 61,5±3,5° ; θhuile = 47,2±0,3°) montrent que le modèle SkinEthic a une mouillabilité similaire à la 

peau humaine tandis que le modèle EpiSkin est plus hydrophile mais surtout plus oléophobe. La 

suƌfaĐe effeĐtive d’expositioŶ au paƌaoxoŶ est donc ƌĠduite daŶs le Đas d’EpiSkiŶ paƌ ƌappoƌt à la 

peau humaine. Ces différences de mouillabilité permettent donc d’expliƋueƌ le dĠfaut d’EpiSkiŶ à  

estimer la perméabilité de la peau humain au paƌaoxoŶ. EŶ effet, plus Ƌu’uŶ dĠfaut de foŶĐtioŶ 

ďaƌƌiğƌe du ŵodğle, Đ’est uŶe diffĠƌeŶĐe de suƌface effective d’expositioŶ qui permettrait 

d’expliƋueƌ les résultats surprenants concernant la très faible perméabilité du modèle EpiSkin au 

paraoxon par rapport à la peau humaine. Un autre phénomène pourrait également permettre 

d’expliƋueƌ la tƌğs faiďle peƌŵĠaďilitĠ du ŵodğle EpiSkiŶ : la métabolisation. En effet, la peau étant 

donné sa surface (1,8m²) peut être considérée comme un véritable organe extra-hépatique27. Les 

estérases présentes dans la peau ont la capacité de métaboliser le paraoxon (paraoxonase, PON1, 

etc.)28. Une différence de composition en ces enzymes par rapport à la peau humaine et le modèle 

SkinEthic pourrait donc expliquer la sous-estimation de la pénétration du paraoxon au travers du 

modèle EpiSkin. Peu de données sont disponibles dans la littérature concernant la composition en 

estérase du modèle Episkin27. L’eŶseŵďle des doŶŶĠes ĐoŶĐeƌŶaŶt les différents modèles RHE 

ĐoŶĐlueŶt Ƌu’ils soŶt gloďaleŵeŶt Đapaďles de pƌĠdiƌe l’aĐtivitĠ des estĠƌases d’uŶe peau huŵaiŶe 

excisée car ils présentent la même activité en estérase27,29–32. Cependant, l’iŶaĐtivatioŶ thermique de 

ces enzymes33 avant expérience permettrait de pallier cette éventualité. 

En conclusion parmi les deux modèles, le modèle SkinEthic semble être le plus proche de la 

peau humaine in vitro en termes de mouillabilité et de perméabilité. 
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1.3. EFFET DES MECHES SUR LA PENETRATION DU PARAOXON 

 

Les mèches ont été choisies pour étaler de manière homogène les topiques protecteurs à tester 

en surface des épidermes. Il est donc nécessaire de mesurer leur impact sur la pénétration du 

paraoxon au travers des deux modèles RHE.  

L’application des mèches augmente la pénétration du paraoxon : Qmax passe respectivement de 

2,5±0,7 à 8±1%Q0 et de 0,02±0,01 à 0,05±0,01%Q0 (Figure 6-5) pour SkinEthic et EpiSkin et le flux 

ŵaxiŵuŵ est ƌespeĐtiveŵeŶt augŵeŶtĠ d’uŶ faĐteur 3 et 2 (Tableau 6-4Ϳ. L’utilisatioŶ des mèches 

modifie complètement la mouillabilité de surface du paƌaoxoŶ : taŶdis Ƌu’elle est ƌestƌeiŶte saŶs 

mèches (le paraoxon forme une goutte à la surface des épidermes,), le paraoxon est complètement 

étalé à la surface des épidermes grâce aux mèches (Figure 6-6). Cette modification de mouillabilité 

permettant une plus grande surface effective de contact entre le paraoxon et les épidermes est 

surement à l’oƌigiŶe de l’augmentation de la perméabilité des modèles RHE. 

     

Figure 6-5 : Effet des mèches sur la pénétration du paraoxon au travers des modèles RHE SkinEthic (A) et EpiSkin (B). 
Mesh (●, n=6), Sans mesh (○, n≥3Ϳ. 

 

Tableau 6-4 : Effet des mèches sur la pénétration du paraoxon. 

RHE SkinEthic EpiSkin 

Mèches - + - + 

λ (h) 0,9±0,8 0,1±0,2 5,8±0,3 4,8±1,5 

Jmax (µg/cm²/h) 7,6±3,6 24,2±7* 0,07±0,04 0,13±0,03* 

FD/humain 0,1 0,004 78 35 

* indique une différence significative par rapport au contrôle sans mèches (p<0,05). 

 

Sans mèche Avec mèche 

  

Figure 6-6 : Effet des mèches sur la mouillabilité du paraoxon. 
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L’utilisatioŶ des ŵğĐhes augŵeŶte ĠgaleŵeŶt la ƋuaŶtitĠ de paƌaoxoŶ aďsoƌďĠe par la peau par 

un facteur 3 à 4 et stockée dans la peau par un facteur 2,5 à 3,5 (Figure 6-7). Le support en collagène 

de EpiSkin semble ici également stocker du paraoxon influençant la perméabilité du modèle : support 

= 0,7±1,1%Q0 vs MR = 0,05±0,01%Q0 (Figure 6-7). Cependant, même en prenant en compte ce qui 

passe l’Ġpideƌŵe et est stoĐkĠ paƌ le suppoƌt, la pénétration du modèle EpiSkin avec les mèches est 

sous-estimée par rapport à la peau humaine (Pénétré = 2,5±1,1%Q0). 

 

 

Figure 6-7 : Effet des mèches sur la répartition du paraoxon à 24h. 

(Absorbé = Peau + Pénétré ; Pénétré = MR pour SkinEthic et MR + support en collagène pour EpiSkin). *indique une 

différence significative entre les modèles (p<0,05). 

 

Au regard de la quantification dans chaque compartiment et des flux maximums et temps de 

latence (calcul des FD) SkinEthic surestime la pĠŶĠtƌatioŶ du paƌaoxoŶ d’uŶ faĐteuƌ 250 (surtout dû 

au tƌğs faiďle λͿ et EpiSkiŶ la sous-estiŵe d’uŶ faĐteuƌ ϯ5 (surtout dû au faible Jmax). Seule, la 

comparaison des fractions « Absorbé » à 24h permet de dire Ƌu’EpiSkiŶ aveĐ l’utilisatioŶ de ŵğĐhes 

(5,7±2,5%Q0) semble être plus proche de la peau humaine (5,2±2,7%Q0). Cependant, le modèle in 

vitro semble retenir deux fois plus le paraoxon dans la peau (4,9±1,7%Q0) que la peau humaine 

(2,7±2,4%Q0). 

L’utilisatioŶ des ŵğĐhes Ŷe gaƌaŶtit pas uŶe suƌfaĐe de ĐoŶtaĐt Ġgale à la suƌfaĐe de l’Ġpideƌŵe 

testée (i.e. 1,07cm² pour EpiSkin). En effet, si les ŵğĐhes soŶt eŶ ĐoŶtaĐt diƌeĐt aveĐ l’Ġpideƌŵe la 

surface de contact du paraoxon est donc réduite de la surface des mèches. De plus, si la molécule 

testée a une forte affinité pour la mèche en nylon, le coefficient de partage (Km) sera modifié. Ainsi, 

parmi les deux modèles avec et sans mèches, le modèle le plus pertinent est SkinEthic sans mèches 

(même mouillabilité et faible sur-estimation). AveĐ l’utilisation des mèches, le modèle SkinEthic 
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surestime trop la pénétration du paraoxon. Cependant, le modèle EpiSkin est choisi pour les 

premières expĠƌieŶces d’efficacité car il est plus pƌatiƋue à ŵettƌe eŶ œuvƌe ;iŶseƌt eŶ suspeŶsioŶ 

permettant de mieux protéger le milieu récepteur de son évaporation et suƌfaĐe d’appliĐatioŶ plus 

grande).  

 

II. ETUDE 2 : CAPACITE DU MODELE EPISKIN  AVEC MECHE A IDENTIFIER DES TPC CANDIDATS 

 

Les pƌeŵiğƌes expĠƌieŶĐes peƌŵettaŶt d’Ġtudieƌ la capacité des RHE à identifier des nouveaux 

TPC ĐaŶdidats Ŷ’ont pu être réalisées que sur le modèle EpiSkin 1,07cm². Les mèches sont utilisées 

pouƌ Ġvalueƌ l’effiĐaĐitĠ des TPC candidats suivants : BarrieDerm (contrôle négatif), les deux formules 

sélectionnées dans le Chapitre 5 (F1 et F2) et DermostyX ;Ŷoŵ ĐoŵŵeƌĐial de l’IB-1), un TPC 

efficace34. La dose de TPC est fixée à 15mg/cm² ;ŵġŵe dose Ƌue pouƌ l’essai sur peaux humaines). 

Les TPC sont appliqués selon la Figure 6-8 suivante, séchés 2h sur le bain à 37°C avant application du 

paraoxon (5mg/cm²).  

 

 

Figure 6-8 : Protocole application des TPC candidats et du paraoxon. 

 

L’ensemble des formules testées semble augmenter la pénétration du paraoxon au travers des 

épidermes (Figure 6-9). DermostyX et F2 augmente significativement le flux maximum par des 

facteurs respectivement de 123 et 252 (Tableau 6-5). La faible reproductibilité de BarrieDerm et F1 

ne permet pas de conclure de manière significative que la pénétration augmente mais il apparait 

ĐlaiƌeŵeŶt Ƌue Đes deux Đƌğŵes Ŷ’oŶt auĐuŶ effet pƌoteĐteuƌ. L’Ġtude suƌ peaux huŵaine a pourtant 

validé F1 et F2 comme efficace vis-à-vis de la pénétration du paraoxon. Ainsi, nos deux TPC candidats 

F1 et F2 et DermostyX un TPC efficace appliqués à l'aide de mèches sur les épidermes Episkin 

1,07cm² ne permettent pas de diminuer la pénétration du paraoxon au même titre que le contrôle 

négatif BarrieDerm. 

 

Application des TPC Application des mèches Application du paraoxon 

séchage 
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Figure 6-9 : Pénétration du paraoxon aux travers des crèmes 
sur EpiSkin 1,07cm² (n=6). 

 

Tableau 6-5 : Effet des formules sur la perméabilité 
des RHE EpiSkin. 

TPC 
Jmax 

(µg/cm²/h) 
λ ;hͿ 

Contrôle 0,10±0,05 7,1±3,8 

BarrieDerm 12,7±10,1 9,4±3,7 

DermostyX 7,8±3,3* 6,3±2 

F1 10,2±10,2 7,1±2,3 

F2 26,0±10,6* 3,8±2,8 

* indique une différence significative avec le contrôle non protégé 

(p<0,05). 

 

 

L’utilisatioŶ des mèches Ŷe seŵďle doŶc pas ġtƌe uŶ ŵoyeŶ peƌtiŶeŶt d’Ġvalueƌ l’efficacitĠ de 

TPC sur EpiSkin. Deux hypothèses peuvent être établies : 

(1) Les mèches écrasent les TPC et forment des points de contact privilégiés eŶtƌe l’Ġpideƌŵe et 

le paraoxon favorisant ainsi sa pénétration. 

(2) La ŵouillaďilitĠ ĠtaŶt ŵodifiĠe, le paƌaoxoŶ s’Ġtale ŵieux eŶ suƌfaĐe et ƌejoiŶt le pouƌtouƌ de 

l’Ġpideƌŵe Ƌui est uŶe zoŶe de passage pƌivilĠgiĠ Đaƌ plus peƌŵĠaďle suƌ les ďoƌds de 

l’iŶseƌt25. 

 

AfiŶ de voiƌ l’iŵpaĐt des mèches suƌ l’effiĐaĐitĠ des crèmes, une expérience de pénétration avec 

mèches sur membranes siliconées protégées ou non a été réalisée avec les TPC DermostyX et F1.  

 

 

Figure 6-10 : Pénétration du paraoxon aux travers des TPC + mèches sur membranes siliconées (n=3, 15mg/cm²). 

 

La Figure 6-10 montre clairement que F1 et DermostyX appliƋuĠs à l’aide des ŵğĐhes suƌ 

ŵeŵďƌaŶes siliĐoŶĠes Ŷ’oŶt auĐuŶ effet pƌoteĐteuƌ. Les ŵğĐhes augŵeŶteŶt d’uŶ faĐteuƌ ϲ la 

pénétration du paraoxon sur membranes siliconées tout comme sur RHE (Tableau 6-6). DermostyX, 
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un TPC efficace connu, Ŷ’est pas ideŶtifiĠ Đoŵŵe pƌoteĐteuƌ suƌ ŵeŵďƌaŶes siliĐoŶĠes aveĐ les 

ŵğĐhes. De plus, Fϭ peƌd totaleŵeŶt soŶ effiĐaĐitĠ ;pĠŶĠtƌatioŶ augŵeŶtĠe d’uŶ faĐteur supérieur à 

100) mais également sa reproductibilité (CV%(Jmax) = 88%). Les mèches perturbent donc bien 

l’efficacitĠ des topiƋues et Ŷe soŶt pas uŶe ďoŶŶe ŵĠthode d’applicatioŶ des TPC candidats en 

surface des RHE. 

 

Tableau 6-6 : Effet des mèches sur la protection des formules (15mg/cm²). 

TPC mèches Jmax (µg/h) λ (min) E 

Contrôle 
- 55±13 40±10 - 

+ 313±44 159±3 - 

DermostyX 
- - - protecteur 

+ 442±220 70±31 0,30±0,03 

F1 
- 3±4 170±80 194±226 (>49) 

+ 443±393 90±53 0,3±0,2 

 

 

III. CONCLUSION 

 

Le ďut de Đe Đhapitƌe Ġtait d’Ġvalueƌ la ĐapaĐitĠ d’Ġpideƌŵes aƌtifiĐiels à ŵiŵeƌ la ƌĠpoŶse in vitro 

de la peau humaine concernant la perméabilité vis-à-vis du paƌaoxoŶ et l’effiĐaĐitĠ des TPC 

candidats. 

La première partie de ce chapitre a montré que les épidermes EpiSkin 1,07cm² sous-estiment 

largement la pénétration du paraoxon. Cette faible perméabilité peut être expliquée, eŶ plus d’uŶe 

fonction barrière modifié, par une modification de surface (propriétés de mouillabilité différentes) 

qui ƌĠduit la suƌfaĐe effeĐtive d’expositioŶ au paƌaoxoŶ paƌ ƌappoƌt aux ŵodğles SkiŶEthiĐ et de 

peaux humaines. Le modèle SkinEthic 0,5cm² surestime légèrement la pénétration et semble donc le 

plus proche de la peau humaine in vitro en terme de mouillabilité et perméabilité. L’appliĐatioŶ de 

mèches en surface des épidermes avant dépôt du paraoxon modifie la mouillabilité des épidermes et 

augmente leur perméabilité. Ainsi SkinEthic/mèches surestime bien plus la pénétration et 

EpiSkin/mèches se rapproche plus de la réponse de la peau humaine. 

La deuxième partie de ce chapitre a montré que l’appliĐatioŶ de TPC à l’aide des mèches en 

surface des EpiSkin ne permet pas d’ideŶtifieƌ ĐoƌƌeĐteŵeŶt Fϭ, F2 et DermostyX (IB-1) comme 

protecteur. L’Ġtude de l’effet des ŵğĐhes suƌ ŵeŵďƌaŶes siliĐoŶĠe a dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’appliĐatioŶ de 

formules à l’aide des ŵğĐhes Ŷ’est pas un moyen pertinent d’Ġtaleƌ et d’Ġvalueƌ l’effiĐaĐitĠ de TPC 

candidats. 

Ce chapitƌe ĐoŶstitue doŶĐ uŶ dĠďut d’Ġtude de la ĐapaĐitĠ des RHE à ġtƌe utiliseƌ eŶ taŶt Ƌue 

ŵodğle d’efficacité alternatif aux peaux humaines et de cochon pour le screening de nouveaux TPC 
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candidats. En effet, ceux-ci présentent les avaŶtages d’ġtƌe ŵoiŶs vaƌiaďles que les explants du fait 

de leur procédé de fabrication leur donnant une faible variabilité intra-lot20,23, d’ġtƌe pƌġt à l’eŵploi, 

facile à utiliser et d’ġtƌe dispoŶiďles.  

Ces modèles sont donc intéressants, il serait nécessaire de compléter cette étude :   

(1) Un autre moyen que les mèches pourrait être mis au point pouƌ l’appliĐatioŶ des TPC. Par 

exemple, un outil Ƌui s’adapteƌait paƌfaiteŵeŶt aux ďoƌds eŶ ĐôŶes de l’iŶseƌt EpiSkiŶ peƌŵettƌait de 

laisser une épaisseur correspondante à la dose choisie (par exemple 15mg/cm²) (Figure 6-11). Le 

téflon serait choisi car il présente des propriétés d’aŶti-adhésion. 

 

 

Figure 6-11 : Schéma de l'outil application alternatif aux mèches pour EpiSkin. 

 

(2) Le modèle SkinEthic 0,5cm², plus proche de la peau humaine en termes de perméabilité au 

paƌaoxoŶ Ŷ’a pas pu ġtƌe ĠvaluĠ pouƌ l’effiĐaĐitĠ aveĐ les ŵğĐhes, il seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt daŶs uŶ 

pƌeŵieƌ teŵps de vĠƌifieƌ si les ŵğĐhes oŶt le ŵġŵe iŵpaĐt suƌ l’effiĐacité des formules protectrices 

que pour le modèle EpiSkin 1,07cm² et les membranes siliconées. Les épidermes RHE de 4cm² étant 

suffisaŵŵeŶt gƌaŶd pouƌ ŵettƌe au poiŶt uŶe autƌe ŵĠthode d’ĠtaleŵeŶt, ils pouƌƌaieŶt ĠgaleŵeŶt 

être utilisés sans mèches. Leur tarif est de 150€, ils soŶt doŶĐ toujouƌs ŵoiŶs Đheƌ Ƌu’uŶ explaŶt de 

peau huŵaiŶe de ϮĐŵ² ;Ϯϳϱ€Ϳ.  

  

Epaisseur correspondant à la dose de TPC choisie 
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L’oďjectif de ce travail de thğse était de développer de nouveaux TPC à base de réseaux 

polymériques de nanoparticules perforŵaŶts coŶtre la péŶétratioŶ d’uŶ ageŶt chiŵiƋue toxiƋue, le 

pesticide paraoxoŶ. Les ŵoǇeŶs ŵis eŶ œuvre oŶt été les suivaŶts : la synthèse de nouveaux réseaux 

et leur iŶtégratioŶ daŶs des forŵules staďles et filŵogğŶes aiŶsi Ƌue l’évaluatioŶ de leur efficacité 

protectrice à l’aide de différeŶts ŵodğles in vitro. 

 

L’utilisatioŶ de nanoparticules de silice ou cérine en réseau greffées à un polymère fluoré 

modificateur de rhéologie de type HASE a montré son efficacité pour la protection vis-à-vis de la 

péŶétratioŶ d’ageŶts chiŵiƋues tels Ƌue le paraoxoŶ. Les nanoparticules sont dispersées de manière 

homogène et individuelle grâce au polymère HASE et cette dispersion est conservée après 

formulation. 7 nouvelles crèmes barrières efficaces contre la pénétration du paraoxon ont été 

identifiées. La comparaison des formules a permis de mettre en évidence que la présence, la taille, le 

type et le traitement des nanoparticules influencent la forŵulatioŶ et l’efficacité. De plus, la 

comparaison des réseaux nanoparticulaires à d’autres crğŵes contenant des nanoparticules ou au 

polymère greffé non formulé a permis de souligner l’iŵpact positif à la fois du greffage des 

nanoparticules à un polymère HASE mais également de sa formulation.  

Le screening des formules a permis de sélectionner 2 formules les plus efficaces, chacune à base 

d’uŶ tǇpe de ŶaŶoparticules : F1 à base de SiO2 et F2 à base de CeO2. La stabilité et l’étude détaillée 

de ces deux formules a montré que F1 a son réseau qui se construit dans le temps et reste efficace 

après 4 semaines à 45°C au contraire de F2 qui Ŷ’est pas stable et perd son efficacité après 

vieillissement accéléré. De plus, la forŵulatioŶ eŶ grosse ƋuaŶtité Ŷ’a pas perŵis d’oďteŶir la ŵġŵe 

efficacité que la mini-forŵule, l’efficacité de FϮ est doŶc plus seŶsiďle Ƌue celle de Fϭ. Les deux 

crèmes présentent une protection dès 5mg/cm². F1 semble la meilleure crème protectrice après 

étude sur membranes artificielles : à dose égale elle est toujours plus efficace, l’occlusioŶ Ŷe seŵďle 

pas l’iŵpacter autaŶt Ƌue FϮ et sa protectioŶ reste coŶstaŶte sur ŵeŵďraŶes silicoŶées à 24h. 

L’efficacité de ces deux TPC candidats vis-à-vis du paraoxon a été confirmée sur explants de peaux 

humaines pour lesquelles la capacité de protection est similaire. L’utilisatioŶ de ces réseaux 

nanoparticulaires pour la protectioŶ cutaŶée coŶtre la péŶétratioŶ d’ageŶt chiŵiƋues de guerre 

nécessite des tests complémentaires vis-à-vis d’ageŶt réel coŵŵe le VX (pour lequel le paraoxon est 

le simulant) mais aussi vis-à-vis d’autres classes d’ageŶts chiŵiƋues de guerre comme les vésicants. 

Les premiers tests pourraient être également réalisés vis-à-vis d’uŶ siŵulaŶt coŵŵe le 2-Chloroethyl 

ethyl sulfide (CEES) puis vis-à-vis de l’Ypérite lui-même.  

 

L’utilisatioŶ de ŶaŶoparticules de cériŶe a été eŶvisagée daŶs le ďut d’allier protection et 

décontamination. En effet, les nanoparticules de cérine ayant des propriétés photocatalytiques, des 
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expériences supplémentaires sont nécessaires pour étudier la capacité de dégradation du paraoxon 

de la formule F2 après exposition aux UV. La comparaison des bases a permis de mettre en évidence 

l’iŵpact du PVP (polyvinylpyrrolidone) sur l’efficacité. Cet iŶgrédieŶt pourrait ġtre uŶe piste 

eŶvisageaďle pour aŵéliorer l’efficacité et peut ġtre également la stabilité de F2.  

 

L’étude de la des formules a permis de mettre en évidence que ce paramètre seul mouillabilité 

. En effet, celle-ci dépend de plusieurs ne permettait pas de prédire l’efficacitĠ d’un TPC candidat

autres paramètres tels que des facteurs physico-chimiques des principes actifs et de l’excipient, le 

type de modèle utilisé, etc. Cependant, un faible angle de contact (<50°) est corrélé à une faible 

protection, il serait intéressant de voir si un très fort angle de contact (supérieur à 90° permettant 

d’atteiŶdre l’oléophoďie ou l’hǇdrophoďieͿ peut ġtre corrélé sǇstéŵatiƋueŵeŶt à uŶe efficacité. DaŶs 

ce but, un travail initial a été réalisé pour améliorer les actifs greffés. Le « surgreffage » des 

nanoparticules par un acide à longue chaine fluorée a montré de meilleures propriétés oléophobes 

et des propriétés rhéologiƋues ;viscositéͿ plus faiďles pour les Ŷouveaux coŵposés. L’iŶtégratioŶ de 

ces coŵposés eŶ taŶt Ƌu’actif protecteur dans un spray serait donc une piste envisageable 

intéressante pour le développement de nouveaux sprays protecteurs. 

 

DaŶs le ďut d’uŶe industrialisation et d’uŶe production à grande échelle de ces nouveaux TPC la 

synthèse des actifs a été optimisée et leur toxicité évaluée. L’optimisation en termes de production 

« laboratoire » a permis de gagner du temps (synthèse raccourcie de 6 jours) mais surtout 

d’écoŶoŵiser la ƋuaŶtité de solvaŶt aǇaŶt uŶ iŵpact positif à la fois écoŶoŵiƋue et 

environnemental. La production du polymère en quantité industrielle nécessitera encore des 

améliorations : des étapes ŶoŶ utiles eŶ terŵes d’iŶdustrialisatioŶ coŵŵe la dialǇse du polǇŵğre 

avant le greffage des nanoparticules pourront être éliminées. Les réglementations ont été mises en 

place pour vérifier l’innocuité des nouveaux produits chimiques (REACH) et cosmétiques (Règlement 

(CE) N°1223/2009) mis sur le marché. Les polymères sont un cas particulier de REACH et sont 

exeŵptés d’eŶregistreŵeŶt. DaŶs le cas d’uŶe utilisation de ces polymères perfluorés greffés avec 

des nanoparticules pour une application en tant que topique protecteur cutané contre les agents 

chiŵiƋues de guerre, uŶe poteŶtielle toxicité pour la peau ou l’eŶviroŶŶeŵeŶt est à preŶdre eŶ 

compte et doit ġtre coŵparée au ďéŶéfice de l’utilisatioŶ de la crğŵe ;ďalaŶce ďéŶéfices / risques). 

Dans le but d’une application à plus large échelle comme dans des produits solaires doŶt l’iŶdustrie 

est très intéressée du fait du greffage covalent des nanoparticules au polymère, l’aŶticipatioŶ de 

l’iŶŶocuité de ces produits à la fois pour la saŶté huŵaiŶe et pour l’eŶviroŶŶeŵeŶt a ŵoŶtré Ƌue ces 

polymère ne sont pas irritants pour la peau et présentent une toxicité faible pour l’eŶviroŶŶeŵeŶt 

puisque leur écotoxicité est largement inférieure aux teneurs des composés fluorés classiquement 
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utilisés daŶs l’iŶdustrie Ƌui soŶt ďioaccuŵulés daŶs l’eŶviroŶŶeŵeŶt. La balance bénéfices / risques 

est donc très élevée. 

 

La régleŵeŶtatioŶ teŶte égaleŵeŶt d’aller vers uŶe diŵiŶutioŶ de l’utilisatioŶ des aŶiŵaux pour 

les tests ďiologiƋues. Les tests d’efficacité de ce travail oŶt été réalisés eŶ respectaŶt la règle des 3R : 

screening et étude sur membranes artificielles puis validation sur explants de peau humaine. 

Cependant pour des raisons éthiques et économiques, nous avons proposé l’utilisation d’épidermes 

humains reconstruits comme Ŷouveau ŵodğle d’efficacitĠ. En effet, ceux-ci moins cher que la peau 

humaine ex vivo présentent l'avantage d'être plus facile d'utilisation, prêt à l'emploi et proches de la 

peau humaine en terme de morphologie et composition. Le travail réalisé montre que ces modèles, 

classiƋueŵeŶt utilisés pour la ŵesure de l’irritatioŶ ou de la corrosioŶ, Ŷe soŶt pas aussi facile à 

utiliser pour des ŵesures de péŶétratioŶ et/ou d’efficacité des TPC caŶdidats. L’utilisatioŶ de mèches 

pour l’étaleŵeŶt des TPC caŶdidats Ŷ’est pas uŶe ďoŶŶe solutioŶ, d’autres outils d’étaleŵeŶt 

devront être ŵis au poiŶt. UŶe autre solutioŶ est d’utiliser des ŵodğles plus large comme les 

SkinEthic 4cm² permettant un étalement manuel mais ceux-ci sont également plus chers. 

 

Ce travail a permis la mise au point de deux TPC à base de réseaux nanoparticulaires efficaces 

contre la pénétration du paraoxon. Ces nouveaux polymères protecteurs greffés avec des 

nanoparticules pourraient également être déposés sur d’autres types de support comme les textiles 

et constituent uŶe Ŷouvelle voie d’aŵélioratioŶ des éƋuipeŵeŶts de protectioŶ iŶdividuelle afiŶ 

d’allier protectioŶ et décoŶtaŵiŶatioŶ. Ils pourraient également être adaptés à la protection et la 

dépollution des pesticides car dispersibles facileŵeŶt daŶs l’eau. Les naŶoparticules à l’état 

individuel pourraient alors jouer entièrement leur rôle de capteurs de pollution. Enfin, ces polymères 

pourraieŶt égaleŵeŶt ġtre utilisés pour d’autres tǇpes de protectioŶ coŵŵe la protection solaire. En 

effet, le nouveau Règlement cosŵétiƋue Ŷ°ϭϮϮϯ/ϮϬϬ9 régleŵeŶte l’eŵploi des ŶaŶoparticules et 

oďlige l’iŶdicatioŶ du terŵe « nano » sur l’eŵďallage. Le ŵaŶƋue de recul sur la toxicité des 

nanoparticules tend à alarmer le consommateur et pose une véritable question en termes de santé 

et sécurité dans le monde cosmétique ƋuaŶt à l’utilisatioŶ des ŶaŶoparticules. Ces nouveaux 

polymères intéressent donc fortement le secteur cosmétique car la dispersion homogène et 

iŶdividuelle perŵet de coŶserver l’activité protectrice des ŶaŶoparticules (et donc d’utiliser moins 

d’actifs) et leur liaison à un réseau polymérique ne les obligeraient pas à déclarer la composition 

comme « nano ». Le greffage des nanoparticules à des polymères commerciaux (plus intéressants 

pour les entreprises) non fluorés et donc « eco-friendly » serait une voie intéressante à développer à 

la fois pour la protectioŶ et la dépollutioŶ de l’eŶviroŶŶeŵeŶt ainsi que pour les besoins de 

l’iŶdustrie cosmétique. 
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Annexe ͳ : Appareils et me thodes d’analyses utilise es 

 

RMN 

Brüker W-200 MHz. Les macromères ont été analysés dans le 

chloroforme deutéré (~15mg pour 0,7mL de solvant). Les polymères ont 

été analysés dans du dimethylsulfoxide deutéré (~28mg pour 1,4mL de 

solvant). 

  

Infrarouge 
FT-IR Spectrum 100 de Perkin Elmer. Les analyses ont été réalisées par la 

méthode des pastilles KBr. 

  

Rhéomètre 

Kinexus Pro+ de Malvern. Les mesures ont été faites à 25°C.  

Les analyses des formules ont été réalisées avec un système plan/plan : 

mesures en écoulement dans le domaine de gradient de vitesse de 0,1 à 

3000s-1 ; mesure en oscillation à fréquence fixée 1Hz et dans un domaine 

de déformation de 0,1 à 100% ; mesure en oscillation à amplitude fixe de 

1Pa et dans un domaine de fréquence compris entre 0,1Hz et 100Hz.  

Les analyses en écoulement des polymères ont été réalisées à 2% (p/p)  

daŶs l’eau à pH 7 avec le cylindre coaxial sur une gamme de gradient de 

vitesse de 0,1 à 100s-1 

  

Goniomètre 

DSA-30 de Krüss équipé du logiciel Drop Shape Analysis. Méthode 

utilisée : Circle pour les faibles angles de contact et Tangent Method -1 

pour les angles de contact > 90°. Ces mesures correspondent à une 

moyenne effectuée à 3 endroits différents.  

  

AFM 

Microscope Innova de Brüker. Les analyses ont été effectuées en mode 

tappiŶg daŶs l’air avec des leviers coŵŵerciaux Si dopée phosphore avec 

une force de 20-80 N/m et une fréquence de résonnance de 262-368 

KHz.  

  

MEB 
Microscope 6700F de JEOL. Les échantillons ont été métallisés avec de 

l’AuPd. 
  

Spectromètre UV-visible Eon de BioTek.  

  

Potentiel zêta ou DLS Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments.   
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Annexe ʹ.ͳ : Synthe se du macrome re MF8 

 

1- Réaction 

L’acide fluoré (RF8) (10,16 mmol), la N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1eq : 10,16mmol) et la                               

4-diméthylaminopyridine (DMAP) (0,1 eq : 1,016mmol) et du dichlorométhane anhydre (3mL/mmol) 

soŶt ŵélaŶgés daŶs uŶ ďalloŶ sous agitatioŶ ŵagŶétiƋue  surŵoŶté d’uŶ réfrigéraŶt. Le ŵélaŶge 

réactionnel est agité durant 20min pour activer les groupeŵeŶts acides carďoxǇliƋue avaŶt d’ajouter 

le polyéthylène glycol monométhacrylate (PEGMM) (1eq : 10,16mmol). La réaction se poursuit une 

nuit à température ambiante (Figure A). 

 
 
 

 

Figure A : Réaction de synthèse du macromère. 

 

 

2- Purification 

(a) Filtration sur célite (1h) : cette étape sert à éliminer la DCU insoluble dans le solvant. 

(b) Extraction à l’eau ;ϭhͿ : cette étape sert à éliŵiŶer la DMAP et l’acide Ƌui Ŷ’a pas réagi car soluďle 

daŶs l’eau, ils passeŶt facileŵeŶt daŶs la phase aƋueuse. 

(c) Evaporation du solvant pour un dépôt concentré sur colonne 

(d) Purification par chromatographie sur colonne de silice (1 à 2 jours) : cette étape finale longue et 

couteuse eŶ solvaŶt sert à éliŵiŶer le PEGMM ;iŶsoluďle daŶs l’eauͿ Ƌui Ŷ’aurait pas réagi.  

 

Une étape finale d’évaporatioŶ du solvaŶt au rotavapor perŵet d’oďteŶir un produit 

visqueux légèrement jaune orangé : le macromère MF8.  

 

3- Caractérisation 

La caractérisation du macromère est réalisé par RMN au proton (RMN 1H) (Figure B). La Figure C 

préseŶte la ŶuŵérotatioŶ de chaƋue protoŶ du ŵacroŵğre pour l’aŶalǇse. Le Tableau A présente lui 

la caractérisation RMN 1H attendu pour le macromère (déplacement chimique de chaque proton, 

intégration (nombre de H par pic) et leur multiplicité). 

 

AF PEGMM MF8
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Figure B : Spectre RMN 1H du macromère MF8. 
 
 

 
 

Figure C : Attribution des protons pour le macromère. 
 

Tableau A : Caractérisation attendue du macromère par RMN 1H. 

Proton δ (ppm) Intégration (I) Multiplicité 

a 2,5 2H m 

b 2,7 2H m 

c 4,3 2H +  m 

d 3,7 2H m 

e 3,6 [2*(n-2)] H m 

f 3,6 [2*(n-2)] H m 

g 3,7 2H m 

h 4,4 2H m 

i1 5,6 1H s 

i2 6,1 1H s 

j 1,9 3H s 
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Le nombre de motif de répétition n intéressant pour notre étude est compris entre 7 et 10. La 

caractérisation du macromère par RMN 1H permet le calcul de n.  Chaque groupe du motif de 

répétition contient 4H ainsi n est calculé seloŶ l’éƋuatioŶ A suivante : 

n = ( Ief + Idg + Ich ) / 4     (eq. A) 

I est l’intensité relevé pour chaque groupe de protons ሺef, dg et chሻ 

ChaƋue ŵoŶoŵğre sǇŶthétisé a été caractérisé à l’aide de cette ŵéthode. Les ŵoŶoŵğres aǇaŶt uŶ 

Ŷ < ϳ Ŷ’oŶt pas été utilisés.  

 

4- Optimisation 

 

L’optiŵisatioŶ de la sǇŶthğse du ŵacromère proposée se situe au niveau des étapes de traitement 

du macromère. 

• L’étape de filtratioŶ ;a) est tout d’aďord éliŵiŶée. EŶ effet, la célite forme un maillage qui 

perŵet d’éliŵiŶer les particules solides. Tout coŵŵe la célite, la silice forme un maillage, 

mais plus serré. Ainsi, la DCU peut également être éliminée à l’étape de purificatioŶ ;d). 

• L’étape de purificatioŶ ;dͿ est loŶgue et couteuse. C’est uŶe étape coŶsoŵŵatrice de teŵps 

et de solvaŶt car le produit doit traverser l’épaisseur de silice de la coloŶŶe d’eŶviroŶ ϮϬ à 

25cm. L'utilisation d'un autre dispositif de traitement est réalisable : un fritté dans lequel on 

charge la silice d’uŶe épaisseur plus fiŶe d’eŶviroŶ ϯ-4 cm (Figure D), les molécules passent 

doŶc plus vite et à l’aide de peu de solvaŶt ;ϭ,ϱL coŶtre ϱ-6L pour une purification sur 

colonne). Il est à noter que ceci est possible car notre produit est facilement séparable du 

PEGMM, en effet les molécules difficiles à séparer en chimie organique nécessitent une 

étape de purification sur colonne. 

• EgaleŵeŶt la teŵpérature des étapes purificatioŶ seŵďle iŵportaŶte, l’eŶseŵďle est traité 

dan de la glace afin de conserver une température de 4-10°C pour éviter la polymérisation 

du macromère alors inutilisable pour la synthèse du polymère. 
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Figure D : Schéma des montages possibles pour la purification du macromère. 
Gauche : protocole classique utilisant une colonne de chromatographie ; Droite : protocole optimisé utilisant un fritté. 

 

 

Grâce à cette optimisation le protocole de synthèse du macromère a été réduit de moitié et est le 

suivant : 

1- Réaction : 1 nuit 

2- Traitement : 

a. Extraction à l’eau : 1h 

b. Purification sur silice sur fritté : 3h.  

Total : 2 jours 

Les paraŵğtres clefs de l’oďteŶtioŶ de ŵoŶoŵğre aǇaŶt Ŷ > ϳ soŶt : 

- la température de réaction (20-25°C). 

- la rapidité et la température de purification (4-10°C). 

 

  

3-4 cm

20-25 cm
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Annexe ʹ.ʹ : Synthe se du polyme re HASE-F-RF8 

 

1- Réaction chimique 

Du dodécyl sulfate de sodium (SDS, 1,42%m (%m : pourceŶtage ŵassiƋue de la réactioŶͿͿ et de l’eau 

distillée (77,9%m préalablement dégazée) sont introduits dans un réacteur à doubles enveloppes sous 

agitation mécaniƋue ;ϰϭϰ tr/ŵiŶͿ surŵoŶté d’uŶe arrivée d’azote et d’uŶ réfrigérant (Figure E). Le 

ŵélaŶge de ŵoŶoŵğre d’acide ŵéthacrǇliƋue ;6,75%m), de méthacrylate de 2,2,2-trifluoroéthyle 

(9,9%m) et le macromère MF8 (3%mͿ est ajouté suivi de l’acétoŶe ;1,25%m) et du persulfate de sodium 

(0,035%m). La réaction (Figure F) se poursuit à 75°C durant 30min à 414 tr/min puis 4h30 à 696 tr/min 

et égaleŵeŶt jusƋu’au leŶdeŵaiŶ ŵatiŶ eŶ refroidissaŶt. Le latex forŵé est eŶsuite purifié par 

dialyse (MWCO 3500 Da) durant 2 jours.  

 

 

Figure E : Réacteur et montage utilisé pour la synthèse du polymère HASE-F-RF8. 

 

 

 

SDS, K2S2O8 

 

 
Acetone, water 

5h, 75°C 

 

Figure F : Réaction de synthèse du polymère. 

 
 

AF MF8 AM

HASE-F-RF8

Agitateur mécanique 

Arrivée d’azote 

Réacteur à  double 
envellope 

Bulleur 

Réfrigérant 

Bain thermostaté 82°C 
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2- Caractérisation 

La caractérisation du polymère est également réalisée par RMN 1H préalablement séché au 

lyophilisateur (Figure G). Chaque monomère est caractérisé par un déplacement chimique dont le pic 

représente un nombre de protons spécifiques ( 

Tableau BͿ. L’iŶteŶsité de l’AM est Ŷorŵalisée à ϭϬϬϬ et les autres iŶteŶsités soŶt Ŷorŵalisées eŶ 

fonction du nombre de proton nominale apporté par la résonnance ce qui permet de calculer ensuite 

le pourcentage molaire de chaque monomère. 

 

 
Figure G : Spectre RMN 1H du polymère. 

 

Tableau B : Exemple de caractérisation par RMN du polymère. 

Résonnance* δ ;ppŵͿ Nombre de protons 
(nominal) 

Intensité %mol 

AM 12,4 1 1000 45,7 

AF 4,6 2 85.8 38,9 

MF8 3,5 2*(n-2) 338.6 15,3 

*AM coŶcerŶe la résoŶŶaŶce du protoŶ de l’acide carďoxǇliƋue ;-OH), AF la résonnance du proton 
ŵéthǇlğŶe de l’ester trifluoroŵéthǇlğŶe ;-CH2-CF3) et MF8 la résonnance des motifs éthoxylés 
excepté les autres protons en alpha des deux esters (-CH2-CH2-O). 

 

Le rendement est calculé selon la même formule que pour le macromère :  

 Ƞ ሺ%ሻ =  ௠೛೚೗��è��௠��+ ௠��+ ௠��8  ∗ ͳͲͲ     (eq. B) 
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ChaƋue polǇŵğre sǇŶthétisé a été caractérisé à l’aide de cette ŵéthode. Les polǇŵğres coŶservés 

sont ceux contenant 45±9% de AM, 36±5% de AF et 19±7% de MF8. Le rendement de la réaction est 

d’eŶviroŶ ϱϬ-70%. Ceux-ci sont entièrement séchés au lyophilisateur. 

3- Optimisation 

Les paraŵğtres Ƌui se soŶt révélés ġtre clefs pour l’oďteŶtioŶ des polǇŵğres soŶt l’étaŶchéité du 

ŵoŶtage et le coŶtrôle du déďit d’azote. EŶ effet, la réactioŶ est uŶe réactioŶ radicalaire seŶsiďle à 

l’air, c’est pourƋuoi elle est réalisée sous atmosphère inerte et contrôlée. De plus, la température de 

réactioŶ est égaleŵeŶt trğs iŵportaŶte car c’est à ϳϱ°C Ƌue la réactioŶ s’iŶitie. L’optiŵisatioŶ a 

coŶsisté ici eŶ la ŵise eŶ place d’uŶ réacteur douďle eŶveloppe de ϱϬϬŵL perŵettaŶt uŶ ŵeilleur 

contrôle de la température. La température est également augmentée de quelques degrés (82°C) 

afin de se placer bien au-dessus de la teŵpérature d’iŶitialisatioŶ de la réactioŶ ;ϳϱ°CͿ. L’iŶtégratioŶ 

de AF ;teŵpérature d’éďullitioŶ ϱ9°CͿ à plus de 20% a été difficile c’est pourƋuoi les pourcentages 

massiques initiaux de la réaction ont été modifiés : SDS 1,6%, MF8 3,12%, AM 7,03%, AF 12,41%, 

K2S2O8 0,041%, Eau 74,5%, Acétone 1,3%. Le volume du réacteur réduit la réaction à 20g de 

ŵoŶoŵğres iŶitiaux. L’utilisatioŶ de ce réacteur douďle eŶveloppe a perŵis d’oďteŶir des 

rendements proches de 90% pour chaque réaction.  
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Annexe ʹ.͵ : Fonctionnalisation des nanoparticules 
 

1- Réaction chimique et traitement 

2 g de nanoparticules (SiO2, CeO2 ou TiO2) préalablement séchées à 110°C toute la nuit sont mis à 

agiter avec 100mL de toluène anhydre et 7mL (30 mmol) de (3-aminopropyl)triéthoxysilane dans un 

ďalloŶ surŵoŶté d’uŶ réfrigéraŶt et sous arrivée d’azote. La réactioŶ se poursuit 4h à 120°C (Figure 

H). Le milieu réactionnel est ensuite refroidit à température ambiante et les nanoparticules sont 

lavées par triple centrifugation à 8000 tr/min durant 5 ŵiŶ par de l’éthaŶol puis de l’eau distillée.  

 

NPs 3-ATS  
 

 
Figure H: Réaction de fonctionnalisation des nanoparticules. 

 

2- Caractérisation 

Le taux de fonctionnalisation des nanoparticules réalisées avec ce protocole a été caractérisé 

précédeŵŵeŶt par aŶalǇse éléŵeŶtaire. L’aŶalǇse par iŶfrarouge ;IRͿ perŵet de vérifier Ƌue la 

fonctionnalisation a bien été réalisée à chaque synthèse ;séchage d’uŶe fractioŶ à ϭϭϬ°C pour 

l’analyse). En effet, après réaction ces particules sont dotées de fonctions supplémentaires (portées 

par le 3-ATS additionné) détectables par IF (Figure I) :  

- les fonctions amines caractérisées par l’apparitioŶ de ďaŶdes de viďratioŶ C-H entre 2800 et 

2900cm-1 

- les fonctions amines caractérisées par l’apparitioŶ de la ďaŶde de viďratioŶ N-H à 1500cm-1 

- la bande à 1100cm-1  est la signature spectrale de la silice (Si-O-Si).  
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Figure I : Analyses infra-rouges des nanoparticules de silice. 
NF : non fonctionnalisée ; F : après fonctionnalisation. 
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Annexe ʹ.Ͷ : Greffage des nanoparticules 

 

L’hǇdrochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide (EDC) (1eq) et le                               

N-hǇdroxǇsucciŶiŵide ;NHSͿ ;ϭ/ϭϱ eƋ par rapport à l’EDCͿ soŶt ŵélaŶgés puis ajoutés à uŶe solutioŶ 

de polymère (en 1 eq des fonctions acides carboxyliques contenues dans le polymère) dans un excès 

d’eau. Le ŵélaŶge réactioŶŶel est laissé sous agitatioŶ duraŶt ϭh à Ϯ8°C puis les ŶaŶoparticules ;ϭ eƋ 

des fonctions amines par rapport aux fonctions acides du polymère) préalablement dispersées dans 

l’eau soŶt ajoutées. La réactioŶ se poursuit 5 jours à 28°C ( 

Figure J) et le polymère greffé est ensuite purifié par dialyse (MWCO 3500 Da) durant 2 jours. 

L’optiŵisatioŶ de la sǇŶthğse a perŵis de réduire le temps de réaction à 1 jour puisque la réaction 

est terminée dès les premières 24h. 

 

 

 

 
Figure J: Réaction de greffage des nanoparticules au polymère HASE-F-RF8. 

 

  

NPs fonctionnalisées

HASE-F-RF8

HASE-F-RF8/NPs

(PSi, PCe ou PTi)
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Annexe ʹ.ͷ : Surgreffage des polyme res HASE-F-RF8/NPs 

 

L’hǇdrochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide (EDC) (1eq : 1,97mmol) et le N-

hydroxysuccinimide (NHS) (2 eq : 3,9ϰŵŵolͿ soŶt ŵélaŶgés puis ajoutés à uŶe solutioŶ d’acide fluoré 

(RF8) (1 eq : ϭ,9ϳŵŵolͿ daŶs uŶ excğs d’eau acide ;pH ϰ-5) pendant 1 nuit. Le polymère HASE-F-

RF8/NPs (1 eq des fonctions amines portées par les nanoparticules avant greffage par rapport aux 

foŶctioŶs acides carďoxǇliƋue de RF8Ϳ est prédispersé daŶs uŶ excğs d’eau ďasique (pH8-9) pendant 1 

nuit. Le lendemain la solution de polymère est ajoutée daŶs la solutioŶ d’acide activé et le ŵélaŶge 

réactionnel est laissé sous agitation durant 5 jours à 28°C ( 

Figure K). Le polymère surgreffé est ensuite purifié par dialyse (MWCO 3500 Da) durant 2 jours et 

coŶceŶtré à l’air liďre sous agitatioŶ ŵagŶétiƋue. 

 

 

 

 
 

Figure K: Réaction de surgreffage des HASE-F-RF8/NPs. 
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Annexe ͵.ͳ : Test NRR : essais de cytotoxicite  sur fibroblastes de corne e de lapin 

 

Le principe est basé sur l'évaluation de la cytotoxicité du produit testé, par détermination de la 

concentration entraînant 50 % de mortalité (CI50), à l'aide du test de relargage du rouge neutre. 

 

1- Préparation des échantillons à tester 

Les échantillons suivants ont été préparés différemment pour les deux sociétés :  

- Dispersion des polymères et nanoparticules (préalablement neutralisés et lyophilisés) dans du 

sérum physiologique pour COTY-Lancaster. 

- ForŵulatioŶ des polǇŵğres daŶs de l’eau distillée (pH7) et dispersion des nanoparticules dans du 

sérum physiologique pour la société IDEA Tests. 

Les échantillons nanoparticules coŶtieŶŶeŶt eŶ coŶceŶtratioŶ l’éƋuivaleŶt de leur part daŶs 

l’échaŶtilloŶ PolǇŵğre greffé. 

 

Echantillon 
Composition 

(%) 
Concentration (%) 

= 100% testé 
Solvant Prestataire 

Polymère greffé silice 44(Si):56(P) 18 sérum physiologique COTY-Lancaster 
Polymère - 10 sérum physiologique COTY-Lancaster 

Silice - 8 sérum physiologique COTY-Lancaster 
Polymère greffé cérine 33(Ce):67(P) 13,3 eau distillée/soude IDEA Test 
Polymère greffé titane 33(Ti):67(P) 18,1 eau distillée/soude IDEA Test 

Cérine - 4,4 sérum physiologique/soude IDEA Test 

 

2- Matériel 

Les cellules utilisées sont des fibroblastes de cornée de lapin, de lignée SIRC cat no 2-552 (ATCC - CCL 

60 - American Type Culture Collection - Rockville, Maryland, USA) cultivées en milieu (D)MEM, 

additionnées de 10 % de sérum de veau fœtal (décomplémenté à 56°C pendant 30 minutes), 

d'antibiotiques (pénicilline 10 000 UI/ml + streptomycine 10 000 µg/ml) et de L-glutamine (200mM). 

Les cellules sont maintenues en atmosphère humide contrôlée (37°C - 5 % CO2). 

La solution de rouge neutre est préparée à 0,4% dans de l’eau distillé (Colour Index : 50040). 
 

 

3- Protocole expérimental 

1.1. La veille de l'essai 

Ensemencement des cellules 

Les cellules sont trypsinées et comptées. Les cellules sont ensuite ensemencées en microplaque de 

24 puits, à raison de 200 000 cellules par puits sous un volume de 1 ml de milieu (D)MEM complet, 

sans agitation. La plaque est placée au moins 18-24h à l'incubateur (37°C - 5 % CO2). 
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Préparation des solutions  

La solution mère de rouge neutre (solution colorante) est préparée à 0,05mg/ml dans du milieu de 

culture complet. Une solution de révélation à 1% d'acide acétique glacial dans l'éthanol à 50° est 

préparée. 

1.2. Le jour de l'essai 

 

Préparation des échantillons à tester 

Les échantillons sont testés purs (100%) et à 50, 25, et 12,5% pour le polymère HASE-F-RF8, PSi et la 

silice et à 25% et 50% pour le Pce, PTi et Cérine. Les dilutions des échantillons sont faites le matin en 

poids/poids et réalisées avec du SP. 

 
Coloration cellulaire 

24h après l'ensemencement, le milieu de culture de chaque puit est éliminé. La solution colorante de 

rouge neutre, après centrifugation à 3 000 g pendant dix minutes, est déposée à raison de 1ml par 

puits. La plaque est placée 3h à l'incubateur (37°C - 5% CO2). 

Après ce temps de contact, la solution colorante est éliminée et remplacée par 1 ml de milieu de 

culture complet, par puits. La microplaque est maintenue à température ambiante et sur une plaque 

d’agitatioŶ pendant 30min avant de mettre en contact les cellules avec le produit d'essai. 

 
Contact avec le produit à l'essai 

Sur une plaque d’agitatioŶ, chaque puit est rincé avec 2ml de PBS maintenu à température ambiante. 

Puis Ϭ,ϱŵL du produit d’essais soŶt appliƋués à l’aide d’uŶe pipette à déplaceŵeŶt positif ϭϬϬ-

1000µL pendant 20sec. Le chronomètre est déclenché au moment du dépôt.  

 
Rinçage 

Après 55sec de contact, la dilution testée est aspirée. A 60sec précises (30sec pour le contrôle 

positif), 5 rinçages successifs sont effectués avec 2ml de PBS maintenus à température ambiante. Le 

surnageant est aspiré après chaque rinçage. Après le dernier rinçage, les puits restent dépourvus de 

milieu en attendant la phase de révélation.  

 
Révélation de la cytotoxicité 

Après traitement complet de la microplaque, sur uŶe plaƋue d’agitatioŶ, 1ml par puits de la solution 

de révélation est déposé.  
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Lecture 

Les solutions révélées sont déposées dans une microplaque de 96 puits à raison de 150µL/puits. La 

lecture de la densité optique est réalisée à 540nm contre le ďlaŶc ;solutioŶ de révélatioŶͿ  l’aide d’uŶ 

spectrophotomètre. 

 

4- Expression et interprétation des résultats 

On obtient une valeur de densité optique (DO) par puits. Le pourcentage de mortalité cellulaire est 

calculé pour chaque dilution de produit à l'essai selon la formule : 

 % mortalité =  ͳͲͲ − ( DO moyenne des puits traitésDO moyenne de puits témoins) ∗ ͳͲͲ 

 

La courbe du pourcentage de mortalité cellulaire en fonction de la concentration de produit testé est 

tracée. La CI50 du produit à l'essai est alors calculée par analyse de régression linéaire. La cytotoxicité 

du produit est donnée par l'échelle suivante : 

 

CI50 (%) 
% mortalité pour dilution 

50% (ou pur) 
Classification 

> 50 ≤ ϮϬ Non cytotoxique 

> 50 20 - 50 
Faiblement 
cytotoxique 

20 - 50 - 
Moyennement 

cytotoxique 

≤ 25 - Cytotoxique 

 

 

5- Paƌaŵğtƌes d’acceptatioŶ de l’expĠƌieŶce 

Le témoin positif ne doit pas être cytotoxique (DO ~ 1) et la CI50 du témoin positif SDS doit être 

comprise entre 0,01 et 0,2 %. 
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Annexe ͵.ʹ : Test HET-CAM : essais d’irritation sur membrane chori-allantoidienne d’œuf de poule embryonne  
 

Le principe est basé sur l'observation, par une personne entraînée, des effets irritants (hyperémie, 

hémorragie, coagulation) pouvant survenir dans les cinq minutes suivant le dépôt d'un produit sur la 

membrane chorio-allantoïdienne (MCA) d'oeuf de poule embryonné, au dixième jour d'incubation. 

 

1- RĠceptioŶ des œufs et ŵise eŶ couveuse 

A la réceptioŶ, les œufs fġlés ou cassés soŶt éliminés. Les autres sont conservés à l'abri de la lumière 

et à une température de 12°C pendant au moins 24h avant de les placer en couveuse. 

Les œufs soŶt pesés (ils doivent faire entre 50-65g) et identifiés puis placés en position vertical 

;poche d’air vers le hautͿ daŶs uŶ iŶcuďateur éƋuipé d’uŶ sǇstğŵe de retourŶeŵeŶt autoŵatiƋue à 

une température de 37,8° C et une humidité comprise entre 50 et 60%.  

Au dixiğŵe jour d'iŶcuďatioŶ, les œufs soŶt ŵirés et les œufs défectueux soŶt éliminés. 

 

2- Protocole expérimental 

Les différentes étapes de l'essai sont enchaînées rapidement sous un éclairage d'une intensité 

suffisante ne dégageant pas de chaleur afin de ne pas dessécher la MCA.  

2.1. PƌĠpaƌatioŶ de l’œuf 

L'œuf est placé verticaleŵeŶt sur uŶ support ;poche d'air vers le hautͿ ;photo ϭͿ, la coƋuille est 

entaillée au niveau de la poche d'air à l’aide de ciseaux fiŶs en prenant soin de ne pas léser la MCA 

;photo ϮͿ. A l'aide d’uŶe piŶce, la coƋuille est eŶlevée jusƋu'au Ŷiveau de la ŵeŵďraŶe coƋuilliğre 

(photo 3). Toute la surface de la membrane coquillière est ensuite humidifiée avec du SP maintenu à 

37° C. Le SP est eŶsuite éliŵiŶé par iŶcliŶaisoŶ de l'œuf. A l’aide d’une pince la membrane coquillière 

est décollée délicatement puis retirée afin de découvrir la MCA sous-jaceŶte ;photo ϰͿ. Les œufs dont 

la MCA est défectueuse ou présente des traces d'hémorragie sont rejetés. 

 
Mirage des oeufs 

(photo 1) 

 
Retrait de la coquille 

(photo 2) 
Humectation de la MCA 

(photo 3) 

 
Retrait de la MCA 

(photo 4) 
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2.2. Essai 

0,30ml d’échaŶtilloŶs ŵaiŶteŶu à ϯϳ° C sont déposés délicatement sur la MCA à l'aide d'une pipette à 

déplacement positif 100-1000µL et le chronomètre est aussitôt déclenché. Après 20sec de contact, la 

membrane est rincée avec 5ml de SP maintenu à 37°C à l'aide d'une seringue en évitant toute 

projection brutale. Le SP est éliŵiŶé par iŶcliŶaisoŶ de l'œuf. L'effet irritaŶt de l’échaŶtilloŶ est 

évalué sur Ƌuatre œufs. EŶ fiŶ d'essai, les œufs sont congelés puis éliminés. 

 

3- Procédure de lecture 

Les observations soŶt réalisées à l'œil Ŷu. Les phéŶoŵğŶes oďservés sont retenus en fonction de leur 

présence et non en fonction de leur intensité : il s'agit d'une réponse de type tout ou rien. Le temps 

est noté à l'apparition de chacun des phénomènes. 

 

 

Définition des phénomènes (extrait de la méthode officelle2) 

 

Hyperémie : « des capillaires non visibles avant l'ajout du produit deviennent visibles, alors que les 

capillaires visibles se dilatent et deviennent plus rouges. Ce phénomène peut également affecter 

les vaisseaux de diamètre supérieur » 

 

Hémorragie : « libération de sang s'échappant des vaisseaux et / ou des capillaires, pouvant se 

présenter sous différents aspects, et notamment en " chou-fleur ", en nappe, en voile diffus, en 

piqueté (le sang s'échappe ponctuellement à différents endroits de la membrane) 

Il est à noter que : 

- l'hémorragie peut présenter un caractère éphémère ; elle doit néanmoins être prise en compte ; 

- l'observation, dans les 30 premières secondes, d'une hémorragie massive impose la prise en 

compte de l'hyperémie masquée. » 

 

Coagulation : 

Opacité : « apparition sur tout ou partie de la membrane, soit d'un voile opalescent évoluant 

éventuellement vers une opacification, soit d'une opacification directe. 

Il est nécessaire de vérifier que le phénomène n'est pas lié au comportement physicochimique du 

produit en milieu aqueux (par exemple formation d'un colloïde, d'un précipité,...). 

Thrombose : « rupture du flux sanguin dans les vaisseaux se traduisant par un aspect segmenté 

(alternance d'étranglements et de zones turgescentes plus ou moins sombres). Il est à noter que 

les observations ne doivent pas prendre en compte les modifications intervenues au niveau des 

capillaires. » 
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4- Expression des résultats 

Les phénomènes observés sont quantifiés selon le tableau ci-après, en fonction de leur délai 

d'apparition : 

Phénomène Temps Notation 

Hyperémie 

≤ ϯϬs 5 

30sec - 2min 3 

2min - 5min 1 

Pas de phénomène 0 

Hémorragie 

≤ ϯϬs 5 

30sec - 2min 7 

2min - 5min 3 

Pas de phénomène 0 

Coagulation 

≤ ϯϬs 9 

30sec - 2min 7 

2min - 5min 5 

Pas de phénomène 0 

 

Le score pour chaƋue œuf est la soŵŵe des Ŷotes d'hǇperéŵie, d'héŵorragie et de coagulatioŶ. La 

notation du produit testé est la moyenne arithmétique, arrondie à une décimale des scores obtenus 

sur Ƌuatre œufs. La ŶotatioŶ ŵaxiŵuŵ est Ϯϭ. 

 

Le potentiel irritant sur la MCA est donné par l'échelle suivante : 

 

 

  

1 5 9     

Non 
irritant 

(NI) 

Faiblement  
irritant 

(FI) 

Moyennement 
irritant 

(MI) 

Irritant 
(I) 

Score moyen 
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Annexe ͵.͵ : Test d’e cotoxicite  sur Daphnia magna 

 

Le principe est basé sur l'observation de la ŵortalité ou de l’iŵŵoďilisatioŶ des DaphŶies aprğs Ϯϰ, 

48 et 72h de contact avec les produits. 

 

1- PƌĠpaƌatioŶ de l’eau syŶthĠtiƋue ;fƌesh ǁateƌͿ 

Préparer l’eau sǇŶthétiƋue eŶ versaŶt les ϰ vials coŶteŶaŶt les différeŶts sels daŶs ϮL d’eau distillée 

(NaHCO3 = 67,75mg/L, CaCl2.2H2O = 294 mg/L, MgSO4.7H2O = 123,25mg/L et KCl = 5,75mg/L). Laisser 

ϭϱŵiŶ la fiole à agiter trğs forteŵeŶt à l’aide d’uŶ ďarreau ŵagŶétiƋue afiŶ d’oxǇgéŶer l’eau avant 

utilisation. 

 

2- Eclosion des néonates 

 Les daphnies sont transférées de leur tube de conservation stocké à 4°C dans un petit tamis et rincés 

aďoŶdaŵŵeŶt à l’aide d’eau du roďiŶet afiŶ d’éliŵiŶer le ŵilieu de coŶservatioŶ. Elles soŶt eŶsuite 

transféré dans des boites de pétri coŶteŶaŶt de l’eau sǇŶthétiƋue. Les daphŶies soŶt eŶsuite ŵises à 

incuber 72h à 22°C sous illumination continue à 6000 lux.  

 

3-  Préparation des solutions 

 Les actifs et nanoparticules sont dispersés le 

jour ŵġŵe de l’expérieŶce daŶs de l’eau 

synthétique pré-aérée. Le pH des échantillons 

est mesuré et ajuster idéalement à pH 7,4-7,8 à 

l’aide de soude ;dilué daŶs de l’eau 

synthétique).  

 

4- Nourrissage des néonates  

Les daphnies sont nourries dans les boites de 

pétri  avec de la spiruline (une algue) 2h avant 

leur prélèvement pour les tests. Bien transférer 

l’eŶseŵďle du tuďe coŶteŶaŶt la spiruliŶe avec 

de l’eau sǇŶthétiƋue pré-aérée. 

 

5- Remplissage de la plaque de lecture 

1 plaque de lecture par produit est utilisée. Les essais sont réalisés en 4 réplicats. 10 mL de chaque 

concentration sont répartis dans les 5 puits de la ligne correspondant à la concentration testée. On 

peut doŶc tester ϱ coŶceŶtratioŶs d’uŶ produit par plaque (Figure L). 

 

Figure L : Schéma de remplissage de la plaque de lecture. 
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6- Transfère des daphnies dans les plaques de tests 

Les néonates (>ϮϬͿ soŶt eŶsuite sélectioŶŶées au ŵicroscope et traŶsférées à l’aide d’uŶe petite 

pipette pasteur dans les puits de gauche pour chaque échantillon (contrôle non exposés et 

concentrations 1 à 5 du produit testé). Puis 5 daphnies sont déplacées dans chaque puits constituant 

chaque réplicats pour une même concentration (Figure M). Les plaques sont ensuite couvertes de 

parafilm, fermées et mise à incubée à 22°C dans le noir. 

 
 

Figure M : Schéma de transfert de la plaque de lecture. 

 

7- Comptage et évaluation de la mortalité 

24h, 48 et 72h après la mise en contact des daphnies avec les substances à testées la mortalité est 

comptée. Les daphnies qui sont immobiles sont considérées comme morte. Les tests sont considérés 

comme valides lorsque : 

- Les échantillons contrôles présentent moins de 10% de mortalité (<2 individus) 

- Les échantillons à testés présentent moins de 10% de variabilité entre les 4 réplicats 

 

8- EstiŵatioŶ de l’EC50 et tests statistiƋues 

Les courbes représentant la mortalité en fonction de la concentration est tracée. L’ECϱϬ est eŶsuite 

déterŵiŶée à l’aide du ŵodğle PROBIT du logiciel XLSTAT.  
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Annexe Ͷ.ͳ : Protocole d’efficacite  
 

1- Préparation des échantillons et des membranes 

Les crèmes sont déposées sur un bord de la 

ŵeŵďraŶe puis étalées à l’aide d’uŶe spatule 

en silicone selon la  

Figure N. Le temps de séchage varie entre 1h 

et 3h. Dans tous les cas les dépôts sont 

visuellement secs avant application du toxique 

(ne brille plus).  

 

Les ŵeŵďraŶes utilisées seloŶ le test d’efficacité soŶt : 

- Membranes siliconées de ϭϬcŵ² et ϰϬϬ±ϭϬϬµŵ d’épaissseur ;Saŵco SilicoŶe Products, 

Nuneaton, UK).  

- Membranes Strat-M de ϰ,9cŵ² et ϯϭϮµŵ d’épaisseur ;Millipore, Billerica, MA, USAͿ  

- Explants de peau humaine dermatomée de 3,14cm² et eŶtre ϯϱϬ et ϱϮϬµŵ d’épaisseur 

(Bioprédric Internationnal, Saint Grégoire, France). La PIE est vérifié avant montage complet. 

 

2- Montage des cellules 

Les cellules sont ensuite montées selon le schéma suivant (Figure O). Le compartiment receveur est 

reŵpli d’HBSS, sur leƋuel oŶ dépose la ŵeŵďraŶe recouverte de crğŵe ou ŶoŶ ;essais vs coŶtrôle 

non protégé). Un disque en téflon est ensuite posé sur la crème entre la membrane et le 

coŵpartiŵeŶt doŶŶeur pour assurer l’étaŶchéité du ŵodğle. Le coŵpartiŵeŶt 

receveur/donneur/membrane/téflon est ensuite déposé et les bras de montage sont fermés. 

 

 

Figure O : Montage d'une cellule de Franz. 

 

3- Application du POX 

20 min après la fermeture des montages, 4,9 µl de paraoxon (POX) est déposé au centre de 

l’échaŶtilloŶ à l’aide d’uŶe pipette à déplacement positif 1-10 µL.  

 
 

Figure N : Etalement des TSP sur les membranes. 
 

Sens de l’étalement 

Membrane 

TPC 
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4- Prélèvement  

Chaque heure pendant 6h, 400µL sont prélevés dans le compartiment receveur par les coudes de 

prélèvement (Figure O) remplacés par 400µl de milieu neuf. Les échantillons sont immédiatement 

coŶgelés eŶ raisoŶ de l’iŶstaďilité du paraoxoŶ à teŵpérature aŵďiaŶte. 

Pour les expériences à 24h, les temps de prélèvement sont les suivants : 12, 15, 18, 21 et 24h. 

 

5- Démontage, nettoyage et élimination des déchets 

Les déchets (membranes et liquide receveur) sont détruits et les cellules de diffusion sont nettoyés 

;iŶcuďatioŶ ϭ Ŷuit puis ŶettoǇage aďoŶdaŶt à l’eauͿ à l’aide de soude ϭN.   
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Annexe Ͷ.ʹ : Quantification du paraoxon et de termination de l’efficacite  
 

Le POX est un organophosphoré (OP) qui inhibe rapidement et de façon irréversible la butyrylcholine 

estérase (BuChE) : ϭ ŵolécule de POX réagit avec ϭ ŵolécule de BuChE. La ŵesure de l’activité 

eŶzǇŵatiƋue de la BuChE perŵet doŶc eŶ préseŶce d’échaŶtilloŶs iŶconnus et par rapport à une 

gaŵŵe étaloŶ de pouvoir déterŵiŶer la ƋuaŶtité de POX daŶs l’échaŶtilloŶ. L’activité eŶzǇŵatiƋue 

de la BuChE est mesurée grâce au schéma suivant par spectrométrie : 

Sans OP : BuChE + BSCh  ―>  SCh + DTNB  ―>  TNB (coloration jaune) 

Avec OP : OP + BuChE + BSCh1    ―>   BSCh + DTNB ―>  DTNB (coloration jaune pâle) 

1 : iŶhiďitioŶ de la BuChE par l’OP, pas de dégradatioŶ de BSCh et doŶc pas de dégradatioŶ de DTNB en TNB) 
DTNB = acide ϱ,ϱ’-dithiobis(2-nitro-benzoïque) 
BSCh = S-butyrylthiocholine iodide 
BuCHE = butyrylcholiestérase de cheval 

 

Il est donc nécessaire dans un premier temps de réaliser une gamme étalon du POX puis de mesurer 

l’activité eŶzǇŵatiƋue afiŶ de déterŵiŶer la coŶceŶtratioŶ eŶ POX daŶs Ŷos échaŶtilloŶs iŶcoŶnus. 

 

1- Etape 1 : réalisation de la gamme étalon 

Des solutions mères de substrats (SUB 10XͿ et d’eŶzǇŵes ;EN) 50X) sont réalisées extemporanément 

(conservation, 1 semaine à 4°C) et sont dilués avant utilisation respectivement à 1X et 2X :  

SUB 10X 

400 mg de BSCh 
200 mg de DTNB 
100 mg de NaHCO3 
ϱϬ ŵL d’HBSS 

ENZ 50X 
100mg 
ϱϬŵl d’HBSS 

SUB 1X 1mL SUB10 + 9 mL HBSS ENZ 2X 1mL ENZ50 + 49mL HBSS 

 

 

Dilutions : La première dilution du POX (solution à 

ϭϬϬŵMͿ se fait daŶs l’éthaŶol à l’aide de pipettes à 

déplacement positif M100 (Gilson®) (24 µL POX pur + 

9ϳϲ µl d’éthaŶol 99,ϲ%Ϳ puis les dilutioŶs sérielles ϭ/ϭϬ 

suivaŶtes soŶt réalisées daŶs de l’HBSS afiŶ d’oďtenir 

obtenir une solution à 1µM. Cette solution est ensuite 

utilisé pour préparer les solutions utilisés pour la 

gamme étalon :  

 

POX 
(nM) 

Volume à prélever de 
POX 1µM 

HBSS  qsp 

250 250 750 1000 
220 220 780 1000 
200 200 800 1000 
180 180 820 1000 
160 160 840 1000 
140 140 860 1000 
120 120 880 1000 
100 100 900 1000 
80 80 920 1000 
50 50 950 1000 
20 20 980 1000 
0 0 1000 1000 



Annexes  

A25 
 

Protocole d’iŶcuďatioŶ : 20µl de chacune des solutions sont déposés dans une plaque 96 puits et 

complétée par ϭ8ϬµL d’eŶzǇŵe ;EN)ϮͿ ;= Ϯ à ϮϱnM finaux). La plaque est couverte par du parafilm et 

laissé à incuber 2h à température ambiante (20-25°C contrôlée par un climatiseur). 

 

Protocole de lecture : Ϯh aprğs l’activité eŶzǇŵatiƋue est déterŵiŶée à l’aide d’uŶ spectroŵğtre               

UV-visible (EON, Biotek). Pour cela les plaques sont incubées 3min à 30°C puis 50µL de substrats sont 

ajoutés et l’activité eŶzǇŵatique mesurée par spectrométrie à 400nm. 

Note : avaŶt iŶĐubatioŶ des éĐhaŶtilloŶs aveĐ l’eŶzyŵe, l’aĐtivité eŶzyŵatiƋue est vérifiée eŶ iŶĐubaŶt 

ϮϬµl d’HBSS aveĐ 18ϬµL d’eŶzyŵe. L’aĐtivité de l’eŶzyŵe est validée si 0,8 < DO/min < 1,5. 

 

Détermination de la coŶceŶtratioŶ eŶ POX d’échaŶtilloŶs iŶcoŶŶus : l’activité eŶzǇŵatiƋue est 

expriŵée eŶ ΔDO/ŵiŶ. UŶ téŵoiŶ saŶs OP est utilisé afiŶ de déterŵiŶer l’activité eŶzǇŵatiƋue 

iŶitiale. Le rapport de l’activité eŶzǇŵatiƋue avec/saŶs OP perŵet de doŶŶer le pourceŶtage 

d’activité eŶzǇŵatiƋue. AfiŶ d’oďteŶir uŶ doŵaiŶe liŶéaire, le logarithŵe ŶépérieŶ de ce rapport est 

eŶsuite calculé et expriŵé eŶ foŶctioŶ de la ƋuaŶtité de paraoxoŶ de l’échaŶtilloŶ de la gamme 

(Figure P). La liŶéarité de cette courďe pour le POX s’éteŶd de Ϭ à ϮϱŶM.  

La droite d’éƋuatioŶ perŵettra doŶc daŶs le cas d’échaŶtilloŶs à doser de recalculer la concentration 

inconnue en POX (x) grâce à y, l’activité eŶzǇŵatiƋue eŶ préseŶce de l’échaŶtilloŶ ŵesurée par le 

spectromètre. 

 

 

Figure P : Courbe étalon exprimé en %activité enzymatique en fonction de la concentration en OP (gauche) et en logarithme 
de l'activité enzymatique en fonction de la concentration en OP de la gamme (droite). 

 

2- Etape 2 : dosage des prélèvements 

Les échaŶtilloŶs iŶcoŶŶus soŶt dilués daŶs l’HBSS afiŶ de doser uŶ échaŶtilloŶ doŶt la coŶceŶtratioŶ 

en POX est dans 80% du domaine de la gamme (2,5 à 22,5nM) (en général 3 points de dilution 1/2/4 

au 10è, 100è ou 10 000è). Le protocole d’iŶcuďatioŶ et de lecture est ideŶtiƋue à celui de la gaŵŵe 

étalon.  
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3- Calcul des concentrations en POX dans les échantillons 

Pour chaque puits, la DO/min déterminée est convertie en % d'activité de l'enzyme (%A) par rapport 

au 100% de l'enzyme témoin, puis le logarithme correspondant ln(%A) est calculé. La concentration 

eŶ POX est oďteŶue d’aprğs la gaŵŵe d’étaloŶŶage. La concentration dans le milieu de survie 

(volume de prélèvement = 400 µl) est calculée en multipliant la concentration dans l'échantillon par 

le facteur de dilution appliqué. La moyenne de toutes les dilutions effectuées à partir du même 

échantillon est calculée. Ce résultat en ensuite transformé en pM, en déterminant la concentration 

dans le volume total de la cellule de diffusion (volume total de 4 à 5 ml). La concentration obtenue 

est corrigée par un calcul permettant de prendre en compte ls différents prélèvement du milieu de 

survie au cours de l'expérimentation (Equation C, exemple d'un échantillon prélevé à t = 6h) :  

 

Cvc= CPOX t=6h + ;Σ ;CPOX t=1h,2h,3h, 4h, 5h) x (Vp/Vc))  (eq. C) 

 

avec :   

 Cvc : Concentration en POX (pM), avec correction de volume 

CPOX : Concentration en POX dans la cellule de diffusion 

Vp : Volume du prélèvement (400 µl) 

Vc : Volume de la cellule (4-8 ml) 

 

Enfin, le pourcentage de dose absorbée (% Q0) est déterminé en faisant le rapport entre la 

concentration corrigée (pM) et la concentration de POX déposée sur la membrane (4,9µL). Ce 

pourcentage est déterminé sur chaque cellule, et pour tous les temps de prélèvements. Après avoir 

calculé la ŵoǇeŶŶe et l’écart type de l'ensemble des résultats, les courbes % Q0 = f(temps) sont 

tracées pour chaque produit. 

 

4- Mesuƌe de l’efficacitĠ 

La cinétique de pénétration (% Q0 = f(temps) perŵet d’extrapoler les deux paraŵğtres suivants 

(Figure Q) : le flux maximum Jmax qui correspond à la pente de la courbe quand le flux devient 

ŵaxiŵuŵ et coŶstaŶt et le teŵps de lateŶce ;λͿ Ƌui correspoŶd à l’iŶtersectioŶ de la droite avec l’axe 

des abscisses. Qmax (dose maximum) correspond à la quantité retrouvée dans le milieu récepteur à la 

fiŶ de l’expérieŶce ;expriŵé eŶ %QϬͿ. 
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Figure Q : Cinétique type de pénétration. 

 

De ces différents paramètres peut être calculé 2 ratios : 

 ܴܲ ሺ݋���� �������݋�݌ሻ =  ܳ����é௠௢��ܳ�����௢�é�é � ሺ����݋ �ሻ =  %�%���� 

(rapport des moyennes) (% calculé par rapport à la moyenne des contrôles non protégés) 

 

Une formule est efficace si elle : diminue le flux maximum (Jmax) et Qmax et/ou augmente le temps de 

lateŶce ;λͿ. AiŶsi, plus uŶe forŵule est efficace plus Jmax/Qmax soŶt petit et λ graŶd et doŶc PR ou E 

sont grands (et significativement supérieur à 1). Lorsque la méthode enzymatique ne permet pas de 

détecter de paraoxon (limite iŶférieure = ϱŶMͿ daŶs le ŵilieu récepteur à la fiŶ de l’expérieŶce la 

formule est très efficace mais aucun Jmax, λ, Qmax et E ne peut être calculé, nd est alors noté dans le 

texte. 

Egalement le coefficient de variation (CV) peut être calculé pour évaluer la reproductibilité des 

résultats selon la formule suivante : �� ሺ%ሻ = �݊݊�ݕ݋��݌ݕ� ����� ∗ ͳͲͲ  
 

5- Analyses statistiques 

Les analyses statistiques suivantes sont réalisées : 

- le test ANOVA suivi du post-hoc de Dunnett permet la comparaison entre les échantillons 

protégés par rapport aux échantillons témoins (contrôle, membrane non protégées). 

- le test ANOVA suivi du post-hoc de Tukey permet la comparaison par paire (1) entre les 

différentes formules pour une même condition ou (2) des formules selon différents paramètres 

(effet-dose de la forŵule, teŵps d’expositioŶ, coŶditioŶs occlusive/ŶoŶ occlusive, effet du 

vieillissement, etc.). 

Le logiciel XLSTAT est utilisé. Les valeurs de p inférieures à 0,05 sont considérées comme 

significatives. Toutes les valeurs sont présentées comme une moyenne ± écart type des valeurs. 
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Annexe ͸.ͳ : Protocole de pe ne tration et d’efficacite  des e pidermes humains reconstruits 

 

1- Produits chimiques 

L’éthyle Paraoxon (> 90%), Caféine (>99%), Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, pH 7.3), Horse 

butyrylcholinesterase (BChE, 7,8U/mg), S-butyrylthiocholine iodide (BCh, >98%Ϳ, ϱ,ϱ’-dithiobis                  

(2-nitro-benzoic-acid (DTNB, >98%), sodium bicarbonate (>99,5%) et éthanol absolu (> 99,8%) ont été 

acheté chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 

 

2- Les épidermes humains reconstruits 

Les épidermes reconstruits sont achetés chez EpiSkin (Lyon, France) : 

- EpiSkin 1,07cm²  

- SkinEthic RHE 0,5cm² (paraoxon) et 4cm² (caféine) 

Le jour de la réception et en conditions stériles (PSM II), les épidermes sont retirés de leur support en 

gélose et incubés 1 nuit à 37°C, 5% CO2 et 98% d’huŵidité dans du milieu de maintenance neuf 

correspondant dans des plaques 12 puits (EpiSkin, 3mL ou 4 mL) ou 24 puits (SkinEthic, 0,5mL 

(0,5cm²) et 3mL (4cm²)).  

 

3- Les conditions environnementales 

Les études in vitro ont été réalisées sous une sorbonne chimique à température ambiante (22±2°C). 

L’humidité de la pièce est comprise entre 30% et 65% et Ŷ’a pas chaŶgé de plus de 6% au cours de la 

même expérience. Les compartiments récepteurs ont été immergés dans un bain thermostaté afin 

d’oďteŶir uŶe teŵpérature eŶ surface des épiderŵes de ϯϮ±ϭ°C.  

 

4- Protocole sur épidermes reconstruits  

Les épidermes ont été utilisé directement en insert. Les trous entre les insert et les bords de la 

plaƋue oŶt été ferŵés avec du parafilŵ afiŶ d’éviter l’évaporatioŶ du  ŵilieu coŶteŶu daŶs le 

compartiment récepteur.  

4.1. Etudes de la perméabilité  

5mg/cm² de paraoxon (pur) ou ϭϬϬµg/cŵ² de cafféiŶe ;ϭ% daŶs l’eauͿ soŶt appliƋués sur les 

épidermes après équilibration (32±1°C eŶ surfaceͿ. L’étude vis-à-vis de la caféine est réalisé sur 

Episkin 1,07cm² et RHE 4cm² en conditions occlusives avec uŶ prélğveŵeŶt de ϯϬϬµl afiŶ d’éviter le 

séchage du dépôt eŶ surface de l’épiderŵe. L’étude vis-à-vis du paraoxon (avec et sans mesh) est 
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réalisée sur Episkin 1,07cm² et RHE 0,5cm² en condition non-occlusive et la totalité du milieu 

récepteur est reŶouvellé. Le teŵps d’expositioŶ est de 24h. Les fractions Surface sont récupérées 

daŶs de l’HBSS pour la caféiŶe et de l’éthŶol aďsolu pour le paraoxoŶ. Les fractioŶs Peau ;+ Support 

pour EpiSkiŶͿ soŶt égaleŵeŶt récupérées daŶs l’éthaŶol aďsolu pour le paraoxoŶ. 

4.2. Etude de la ŵesuƌe de l’efficacité des TPC 

Les études d’efficacité coŶsistent au même protocole avec application et séchage des TSP candidats 

(15mg/cm²) avant application du paraoxon. 

A la fiŶ de l’expérieŶce les fractions Surface, Peau  et Support sont également récupérées dans de de 

l’éthanol absolu. 

 

5- Dosage des molécules 

Pour le paraoxon le même protocole de dosage disponible en annexe 4.2. est utilisé. Le dosage de la 

caféine a été réalisé par HPLC. La courbe de calibration  utilisé est linéaire de 0,1 à 120 µg/mL                  

(r² = 0.99). Il a également été vérifié par HPLC que la concentration initiale utilisée était bien 1%. 

 

6-  Analyses de données 

Les mêmes analyses concernant Qmax, Jmax et λ ont été réalisées (annexe 4.1.). 

 

7- Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel XLSTAT pour comparer les différents 

échantillons pour les différents paramètres (λ, Jmax and %Qmax). Les analyses statistiques suivantes 

sont réalisées : 

- le test ANOVA permet une comparaison entre les modèles et les conditions (avec ou sans mesh) 

- le test ANOVA suivi du post-hoc de Dunnett permet la comparaison entre les épidermes protégés 

par rapport aux épidermes témoins (contrôle sans TPC candidat). 

Le logiciel XLSTAT est utilisé. Les valeurs de p inférieures à 0,05 sont considérées comme 

significatives. Toutes les valeurs sont présentées comme une moyenne ± écart type des valeurs. 
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a  b  s  t  r a  c t

To reinforce  skin  protection  against  organophosphates  (OPs), the  development of new topical  skin  pro-
tectants (TSP)  has  received  a great  interest. Nanoparticles like cerium  dioxide (CeO2)  known  to adsorb
and  neutralize  OPs  are  interesting  candidates  for  TSP.  However,  NPs are difficult  to  disperse  into  for-
mulations  and they are  suspected of toxicological  issues. Thus, we want to study:  (1) the  effect  of the
addition  of  CeO2 NPs in formulations  for  the  skin  protection  (2) the  impact of the  doping of  CeO2 NPs
by  calcium;  (3) the  effect of two  methods  of dispersion of CeO2 NPs: an  O/W emulsion or  a suspension
of a fluorinated  thickening  polymer  (HASE-F)  grafted with  these  NPs.  As a  screening  approach we used
silicone  membranes  as a skin equivalent  and Franz diffusion  cells  for  permeation tests.  The addition  of
pure CeO2 NPs in both  formulations  permits  the penetration  to decrease  by  a  3–4-fold factor.  The O/W
emulsion allows  is  the  best approach  to obtain  a film-forming  coating with  a good reproducibility  of
the  penetration results;  whereas  the  grafting of NPs to a thickener  is the  best  way  to obtain  an efficient
homogenous suspension  of CeO2 NPs  with  a decreased  of toxicological  impact but  the  coating is  less
film-forming which  slightly  impacts the  reproducibility  of the  penetration  results.

©  2015 Published  by  Elsevier Ireland  Ltd. This  is  an  open  access article  under  the  CC  BY-NC-ND
license  (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Human exposure to  organophosphates (OPs) can occur in
domestic, occupational and incidental contexts. [1–3].  They are
used as pesticides (parathion, malathion, etc.) [4] and the most
toxic of them are part of chemical warfare agents (CWA) (sarin,
VX, etc.) [5]. They inhibit acetylcholinesterases (AChE) present in
the  central and peripheral nervous system. This results in an accu-
mulation of the acetylcholine (ACh) neurotransmitter that causes
paralysis, suffocation and death [5].  The main exposure routes
to OPs are respiratory and dermal. Percutaneous penetration can
occur for the most persistent of them such as the CWA  VX and
the pesticide parathion and its oxidized derivative paraoxon (POX)
[6–8]. As a consequence, specific protective equipments (suits, face
masks, gloves and boot covers) were developed to limit skin con-
tact and absorption of these highly toxic chemicals [9].  However,

∗ Corresponding author.
E-mail address: guittard@unice.fr (F. Guittard).

they are  not  adapted to all situations and need to be  perfectly
adjusted [10]. To reinforce skin protection, topical skin protectants
(TSP) or barrier creams (BC) mainly constituted of perfluorinated
polymers and reactive compounds have  received a great inter-
est [11–16]. Nanoparticles (NPs) materials such as silica, titanium
oxide or  cerium oxide have been studied for their capacity to  adsorb
and neutralize toxic compounds including OPs [11,13,15,17–27].
In particular, cerium dioxide (CeO2) NPs that are  used in many
fields (solar cells [28], as catalysts [29] and ultraviolet absorbents)
[30–32] were demonstrated to hydrolyse phosphate ester bonds
[33].  Moreover, it has been shown that the doping of CeO2 NPs
by calcium modify their structure and their physicochemical prop-
erties resulting in  an increase of their UV filtration [32]. These
modifications could also be interesting for our purpose. Then, the
introduction of CeO2 or calcium doped-CeO2 (Ca2+-CeO2)  NPs into
emulsions could be a new way  to  improve the TSP efficacy against
OPs [32,34].

Due to  potential aggregation of NPs in emulsion, their
skin permeation and potential toxicity [35–40],  another inno-
vative way is  to graft them onto thickening polymers [41].

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxrep.2015.07.003
2214-7500/© 2015 Published by Elsevier Ireland Ltd. This  is  an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Fig. 1. Grafting of amine-functionalized CeO2 NPs  to  the HASE-F polymer.

Thickeners are associative polymers such as hydrophobically mod-
ified alkali-soluble emulsion (HASE) that have the ability to form
three-dimensional network gels in aqueous solution. The backbone
of these copolymers is  constituted of methacrylic acid (MA), ethyl
acrylate (EA) and a  small amount of associative macromonomer
(M). The macromonomer contains a  hydrophobic pendant group
separated from the backbone by a polyethylene glycol (PEG) spacer
chain. These thickening agents typically combine two  properties:
the solubility in alkaline solution due to the presence of carboxylic
groups that ionise and provoke an increase of hydrodynamic vol-
ume, and the existence of Van der Walls interactions between the
polymeric chains for an increase of the aqueous solution viscosity
[42–44]. The substitution of hydrocarbon moieties into fluorinated
ones in the copolymer leads to very low surface tension copoly-
mers, and often improves the dispersibility of nanoparticles in
water [42,43,45–48]. Our recent works demonstrated that the total
replacement of ethyl groups in an HASE skeleton by  trifluoroethyl
groups (HASE-F polymer) leads to solutions with a  thickening effect
equivalent to the reference hydrocarbon HASE [49].  The cova-
lent grafting of NPs on HASE polymers allows the creation of a
nanoparticular network [41] which can (1) combine both protec-
tive/decontamination effects of fluorinated polymers and NPs and
(2) decrease NPs impact on the environment [50].

In this work, our goals were: (1) to observe the impact of the
doping of CeO2 NPs by  calcium for the skin protection against OPs;
and (2) to determine the effect of two dispersion methods on the
effectiveness of CeO2 NPs. The efficacy of two CeO2 NP-based top-
ical formulations was evaluated: in  the first one, CeO2 NPs were
dispersed in an O/W emulsion; in  the second one, NPs were grafted
onto a fluorinated HASE thickener polymer (HASE-F) (Fig. 1).

Millerioux et al. [6,7] showed that in  vitro permeation tests using
silicone membranes are suitable as first screen tests to select poten-
tially effective TSP against toxic chemicals agents. Thus, efficacy test
were performed with in vitro Franz-type glass diffusion cells using
silicone membranes as a  support matrix representing the skin. The
toxic model OPs agent was paraoxon (POX) since it has similar
physicochemical properties than some highly toxic OPs (VX, soman,
etc.) [7] but it is  much less toxic, making it safer to  handle.

2. Experimental

2.1. Reagents and instrumentation

All reagents were obtained from Sigma–Aldrich. Microwave
treatment of the samples was  realized in  a  Multiwave 300 (Anton
Paar). The crystalline structure was identified by X-ray diffrac-
tion (XRD) using the Cu K�  wavelength (� = 0,1542 Å) of  a  X’Pert
Pro X-ray diffractometer from PANanalytical. The specific surface
area of the samples was measured by the Brunauer–Emmett–Teller
(BET) method with a Nova 1000 high speed gas sorption analyser
from Quantachrome. IR spectra were recorded on FTIR Spectrome-
ter PARAGON 1000 from PerkinElmer by potassium bromide pellet
method.

2.2. NPs synthesis and characterisation

Pure CeO2 powders were synthesized by a microwave-
hydrothermal method, previously published [39].  Briefly a
0.5 mol/L cerium nitrate solution Ce(NH4)2 (NO3)6 was mixed with
2 mol/L sodium hydroxide solution at room temperature (∼20 ◦C).
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Fig. 2. XRD patterns of the pure (blue) and the doped CeO2 (red) nanoparticles.

The mixture was introduced in  a silicon carbide crucible and treated
in a microwave during 15 min  at 90 ◦C and maximum pressure of
10 bars. The resulting precipitate was recovered by  centrifugation,
washed three times with deionized water and dried in air  during
3 h. The obtained compound was then treated in air  at 500 ◦C  during
2 h. The calcium doped CeO2 powders were synthesized by adding
a Ca(NO3)2,4H2O solution to the initial solution in order to obtain
the  final doping at 15 mol.% of Ca2+. This percentage was chosen to
achieve the recommended dose of doping to  observed a gain in  the
efficiency of UV protection (>10%) [32].

The XRD patterns of the pure and the doped CeO2 nanoparticles
show that they only contain the CeO2 phase, which has a  fluorite
type cubic structure (JCPDS 34-394) (Fig. 2). Physicochemical prop-
erties are presented in Table 1.  The CeO2 lattice parameter increases
with doping NPs, due to the Ca2+ effective ionic radius (1.12 Å),
which is larger than that of Ce4+ (0.97 Å).  The crystallite size  was
calculated by Sherrer’s formula.

2.3. Dispersion of NPs in emulsions

Three O/W emulsions containing 5% of perfluorinated polymers
(PTFE, Polymist F5a), 5% silicones (standard dimethicone) and 10%
paraffin associated with or without cerium NPs were prepared:
H21, H21CeO2 and H21CeO2–Ca2+.  Commonly, the rate of active
ingredients is from 2% to 25% of the formula then we chose to  use
NP at 10%. H21 base did  not contain NPs, H21CeO2 contained 10%
of pure CeO2 NPs  and H21CeO2–Ca2+ contained 10% of Ca2+-doped
CeO2 NPs.

2.4. Synthesis and characterization of CeO2 grafted to HASE

copolymer

2.4.1. Functionalization of NPs

2 g of CeO2 NPs, obtained from Truffault et al. [32] (diameter:
8.3 nm,  crystallite size: 9.3 nm and lattice parameter: 0.5410) were
functionalized as described previously [41].  The amount of amino
groups was determined by elemental analysis: 0.86 mmol/g.

IR (main vibrations): � = 3420 cm−1 (hydroxyl groups (  OH)
of Ce OH and water), 2925 cm-1 (alkyl groups of amino-silane

Fig. 3. FTIR spectrum of HASE-F/Ce in neutral (black curve) and basic middle (red
curve).

( CH2)),  1630 cm−1 (hydroxyl groups of water ( OH)), 1500 cm−1

(N H vibration of amine), 450–500 cm−1 (Ce O Ce vibration).

2.4.2. Grafting of NPs  to the HASE copolymer

Functionalized CeO2 NPs were grafted on fluorocarbon copoly-
mer  previously synthetized (HASE-F containing 13.5 mol.% of  long
fluorinated chain). The reaction was  similar to that realized for sil-
ica NPs in a  previous work [41] excepted that the equivalent ratio
between NH2 and COOH groups was  0.13 eq (2.6 mmol of NH2)
for CeO2 NPs instead of 0.3  eq (5.7 mmol  of NH2). Fig. 3 represents
FTIR spectra of HASE-F/Ce in neutral and basic aqueous solution.
In basic medium, the carboxylic acid ionizes and the correspond-
ing carbonyl band is  shifted from 1704 cm−1 to 1570 cm−1 (strong
asymmetrical stretching band) whereas the amide carbonyl band
stays at 1638 cm−1 and the ester one at 1741 cm−1. Moreover, in
basic and neutral medium the fluorocarbon band, C O ester band,
and Ce  O Ce  band are at 1285 cm−1,  1170 cm−1, and 523  cm−1,
respectively. IR analysis showed the presence of residual free car-
boxylic acid functionalities that are necessary for the swelling of the
resulting compound in  water and the dispersion of  nanoparticles
in  solution.

2.5. In vitro permeation studies

In vitro studies were conducted under a  hood at room tempera-
ture (∼20 ◦C).

2.5.1. Preparation of silicone membranes

A roll of silicone membrane of 400 ± 100 �m thickness was  pro-
vided by Samco Silicone Products (Nuneaton, UK). On the day of
experiment, it was cut into 9.42 cm2-surface area disks that were
then soaked in distilled water for 30 min.

2.5.2. Diffusion cells and receptor fluid

Franz-type glass diffusion cells (Laboratoires VERRE LABO-
MULA, Corbas, France) had 2-mL and 4-mL donor and receptor
compartments, respectively. The membrane area available for

Table 1

Cristallite size, Lattice parameter and specific surface of CeO2 and Ca2+-doped CeO2 .

Compound Cristallite size (nm) Lattice parameter (nm) Specific surface (m2/g)

CeO2 10.60 0.5410 10.66
15%  Ca2+-doped CeO2 6.17 0.5414 26.82
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Table  2

Efficacy of formulation.

Compound n Jmax (%Q0/h) � (min) E = �/Jmax %Q0 (end of exposure)

Silicone membrane 9  0.30 ± 0.05 45  ± 28 1a 1.37 ± 0.22
H21  base 6 0.18 ± 0.02 45 ± 16 1.7a 0.98 ± 0.09
H21  CeO2 6  0.13 ± 0.03* 70 ± 7 4.0b 0.53 ± 0.15*

H21CeO2–Ca2+ 6  0.10 ± 0.02* 72  ± 23 5.1b 0.42 ± 0.06*

HASE-F polymer 4  0.12 ± 0.04* 106 ± 52 6.2b 0.61 ± 0.11*

HASE-F/Ce polymer 6  0.08 ± 0.05* 86  ± 12 10.7c 0.28 ± 0.26*

Superscript lower case letters show significant differences between each groups (a, b,  c)  (p <  0.05).
* Show significant difference with unprotected control (silicone membrane) (p-value < 0.05).

diffusion was 1.13 cm2.  Hank’s Buffer Saline Solution (HBSS) was
used as receptor fluid. The receptor compartments of the diffusion
cells were immersed in a  water bath setting at 36 ◦C to get a  mem-
brane surface temperature of 32 ± 1 ◦C  on a  magnetic stirrer bed.
They contained a  magnetic stir bar that allowed continuous mixing
of the receptor fluid.

2.5.3. Application of formulations

Twenty minutes prior to POX exposure, 5.0 ±  0.3 mg/cm2 of
emulsions or polymers were applied on the membrane surface as
homogenously as possible with a gloved finger.

2.5.4. Dosing

POX was loaded on the middle of the membranes as a  liquid
droplet (5 mg/cm2,  i.e. 4.9 �l) by  using a  positive displacement
pipette (Microman M10, Gilson). The exposure duration was 6 h.

2.5.5. Sampling

Four hundred microliters of receptor fluid (RF) were collected
regularly from 1hour and 30 min  to  the end of the exposure dura-
tion. The replenishment of same volume of fresh receptor fluid was
performed at each sampling time.

2.6. Quantification of POX

The concentration of POX in the receptor fluid samples was
determined by using an enzymatic method already described
[7,51]. A stock solution of POX (100 mM)  was prepared by the dilu-
tion of neat POX in  absolute ethanol and stored at −20 ◦C. When
required it was diluted to  yield standard solutions from 1 to 25 nM.
Stock solution of horse butyrylcholinesterase (BChE) and butyrylth-
iocholine iodide (BTCh) were prepared respectively at 1 mg/mL  and
25 mM  in HBSS and stored at +4 ◦C. Immediately prior to use, the
BChE stock solution was diluted 25-fold (“enzyme solution”) and
the BTCh stock solution was diluted 10-times (“substrate solu-
tion”). The enzyme control (100% activity) consisted of 980 �l of
enzyme mixed to 20 �l  HBSS (repetition of 3 different cuvettes). In
each cuvette, 20 �L of appropriately diluted samples of unknown
POX concentration or standards of known POX concentration were
mixed with 980 �l  of enzyme. Cuvettes were covered with a  sealing
tape then incubated for 2 h at room temperature. 100 �L of the sub-
strate was then added to each cuvette and the change in  absorbance
with time was measured spectrophotometrically at 400 nm over
2 min. Standard curves were obtained by plotting the concentra-
tion of POX standards versus the logarithm of the percent of enzyme
activity remaining in  each set of standards. The concentrations of
POX in samples were derived from the linear portion of the cali-
bration curve. All spectrophotometric measurements of enzymatic
reaction rates were performed at 30 ◦C using a  UV/VIS spectropho-
tometer (LAMBDA 35, PerkinElmer).

2.7. Data analysis

The cumulative amount of POX, expressed as percent of the
applied dose (%Q0),  was  plotted against time. For  each replicate,
maximal flux (Jmax) values were calculated from the slope of  the
graph determined after equilibrium was reached, i.e. when the POX
penetration rate became constant and maximum. The intercept of
this slope with the x-axis corresponds to the apparent lag time (�).

2.8. Formulations efficacy

As described in  previous works [6,7],  we chose to evaluate the
barrier efficacy of products against POX from the ratio E =  %�/%Jmax

(% of control values). Ideally, membranes pre-treated with an effec-
tive TSP should delay (higher �) and slow down (lower Jmax)
the permeation of targeted chemicals. Formulations with E values
higher than 1 (i.e. delaying and/or slowing down the permeation
of POX) could be potentially effective as TSP. Conversely, products
with E values equal to or lower than 1 could be viewed as having
no effect or enhancing the permeation of POX, respectively.

2.9. Statistical analysis

Multivariate analysis of variance with the Kruskal–Wallis post-
hoc test followed by the Dunn test (two-tailed p-value) comparing
unprotected silicone membranes (controls) with protected ones
(emulsions or  polymers) were performed at each time of  the pen-
etration kinetic and for the Jmax,  � and E parameters. Moreover,
one-way ANOVA tests followed by unilateral Dunnett tests were
used to determine whether these values were significantly lower
or  higher than the control group. A p-value lower than 0.05 was  con-
sidered significant. All values were presented as mean ± SD (n =  6).
The statistical software was  XLSTAT.

3. Results

Firstly, the effect of NP on the efficacy when introduced in  emul-
sion (Fig. 4) or when grafted (Fig. 5) were studied. Secondly, the
dispersion of CeO2 NP in formula vs. in polymeric matrix were
compared (Table 2). Due to their standard deviation all � were
considered similar to unprotected controls (Table 2).

3.1. Effectiveness of emulsions

The base emulsion (H21) did not show an effective protection
(Fig. 4,  Table 2).  Emulsion containing pure CeO2 NPs or Ca2+-doped
CeO2 NPs showed the same significant decrease of POX penetration
in comparison to unprotected control. Maximal fluxes were 42%
(CeO2) and 33% (CeO2–Ca2+) of the control (Table 2). Amount of
POX recovered in  the receptor fluid at the end of exposure were
2–3-times reduced (Fig. 4,  Table 2). The efficacy of formulated CeO2

and Ca2+-doped CeO2 NPs were confirmed by their E values being
greater than 1 (respectively 4.0 and 5.1).
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Fig. 4. Cumulative percent of the applied dose of POX penetrated through for-
mulations (mean ± SD). Stars show significant differences in POX penetration (1 h
30  min–6 h) compared to  the unprotected control (silicone membranes) (*p <  0.005).

3.2. Effectiveness of polymers

Both polymers showed a  significant reduction of the maximal
flux, from a 2-fold factor for HASE to 4-fold for CeO2 NPs grafted
to HASE polymer (Table 2). Penetrated percent of POX recovered in
the receptor fluid at the end of exposure was 2–5-times reduced
(Fig. 5, Table 2). The effectiveness of both polymers was confirmed
by their E values significantly greater than 1 (Table 2). Moreover,
the E value of  HASE-F/CeO2 polymer was significantly greater than
the E value of HASE-F polymer (10.7 vs.  6.2) (Table 2,  p <  0.05).

3.3. Comparative efficacy of the two dispersions ways of CeO2 NPs

The comparison of CeO2 NPs dispersed in  emulsion or  grafted
to HASE-F polymer also provides information on how the graft-
ing influences overall efficacy. E values show significant differences
between formulated and grafted CeO2 (4.0 vs. 10.7) (Table 2). Then
the grafting positively impacts the efficiency of CeO2 NPs.
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Fig. 5. Cumulative percent of the applied dose of POX penetrated through polymers
(mean±SD). Stars show significant differences in POX penetration (1 h  30 min–6 h)
compared to the unprotected control (silicone membranes) (*p < 0.05).

4. Discussion

To evaluate the efficacy against organophosphate POX we use
in vitro permeation tests through silicone membranes as first
screening tests. In  this work, we study the best way to  disperse and
improve the protectant efficacy of cerium NPs. Firstly we  measure
the contribution of CeO2 NPs on the protection efficiency. Secondly,
since the doping of CeO2 NP by calcium enhances the effectiveness
for UV protection [32], we study its potential effect on the protec-
tion against OPs penetration by comparing effectiveness of  pure
and doped NPs dispersed in O/W emulsions. Finally, we  study the
influence of the two dispersion methods on the efficiency. Thereby,
we  compare the effectiveness of NPs dispersed in  emulsion and
once grafted to a  new fluorocarbon HASE polymer.

4.1. Positive effect of CeO2 NPs in formulations

The emulsion base (H21 base) is  composed of 5% of PTFE, 5%
of silicone and 10% of paraffin. These ingredients were chosen for
their film-forming properties so as to create a  barrier against the
POX penetration. Moreover, perfluorinated polymers have a  known
effectiveness in  TSP [16,52] due to their low surface tension energy
giving them oleophobic and hydrophobic properties [53]. However,
the H21 emulsion used as reference control does not  show any effi-
ciency. The ineffectiveness of the base emulsion can be explained:
(1) silicone and paraffin are hydrophobic and lipophilic ingredients,
they probably create affinity with the tested lipophilic agent POX
and (2) the H21  base emulsion is  composed with 5% of PTFE. Effi-
cient perfluorinated-based TSP such as SERPACWA are  composed
with 100% perfluorinated compounds (50% of perfluoropolyether
oil and 50% of PTFE) [52].  5% of PTFE on the H21 base emulsion is
not sufficient to provide an effective protection. The addition of
the CeO2 and calcium doped-CeO2 NPs into H21 base emulsion
(H21CeO2 and H21CeO2–Ca2+) induces a significant effectiveness
in  comparison to  unprotected controls (E =  4.0–5.1). Therefore, the
efficiency of H21CeO2 and H21CeO2–Ca2+ emulsions in compari-
son to the H21  base demonstrates that the protection is  due to  the
presence of NPs.

Perfluorinated HASE polymer (HASE-F) show an efficient protec-
tion against the penetration of POX (E =  6.2). The grafting of NPs onto
polymer allows to disperse them easily in water thanks to the rhe-
ological properties of the HASE polymers that form physical gels in
water at neutral pH. Thereby, neutralized suspension in water con-
taining 10 wt.% of polymer or grafted polymer can be  easily spread
on silicone membrane. HASE-F/CeO2 formulation shows a  better
efficiency in comparison to  HASE-F (E =  10.7). Therefore, we demon-
strate that (1) the application of fluorocarbon HASE polymer on
silicone membrane reduces by half the permeation of  POX, thanks
to  the repellent properties of the fluorinated polymer and (2) as well
as for emulsions, the presence of CeO2 NPs significantly reduces the
permeation of POX as they are known to be  active agents for their
adsorption and degradation properties [11,22,25–27,34,54].

Moreover, Millerioux et al. [7] tested, with silicone membrane,
the protective efficacy of O/W emulsion (BCw E  =  1.03) and per-
fluorinated polymers-based cream (BCp E =  230) against POX. Our
emulsions and polymers containing NPs show a better protective
efficiency than BCw due to the addition of NPs (E value respec-
tively, 4.0 for H21CeO2; 5.1 for H21CeO2–Ca2+;  6.2 for HASE-F and
10.7 for HASE-F/Ce). However, both NPs emulsions and polymers
are less protective than BCp. BCp is a  perfluorinated compounds-
based barrier cream composed of 100% fluorinated compounds and
difficult to spread, used here as a  positive control. Therefore, the
introduction of NPs in an emulsion or onto a  thickener allows to
create an efficient barrier against the penetration of POX that is  less
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expensive due to a  lower amount of perfluorinated compounds and
with better spreading properties.

4.2. Effect of the doping by  calcium of CeO2 NP for skin protection

Doping of CeO2 NPs by calcium increase their UV filtration and
makes its better to use for the solar skin protection [32]. It could be
interesting to see if some similar properties could be observed for
the skin protection against the penetration of OPs. The 15 mol.%
of Ca2+ doping was chosen to reach the recommended dose to
observed a gain in the efficiency of UV protection (>10%) [32].
H21CeO2 and H21CeO2–Ca2+ have the same protection efficiency
(respectively, E =  4.0  and 5.1). The compared efficiency between
both type of NPs introduced in emulsion does not  highlight any
enhanced efficiency of Ca2+-doped CeO2. Thus, the doping and the
observed modifications of physicochemical properties are  not suf-
ficient to impact significantly the effectiveness of CeO2 NPs in the
case of OP skin protection.

The advantage of the emulsion formulation is to  disperse active
ingredients (NPs) in a  matrix at lower cost and with good spread-
ability. Moreover, thanks to  the presence of the ingredients, the
coating is homogenous and film-forming that  allows a  good repro-
ducibility of the results. Indeed, at the end of exposure, the relative
standard deviation (RDS =  SD/mean) of the percent of the initial
dose (%Q0)  is nearly the same as unprotected control (16%): H21,
9%; H21CeO2, 21%; H21CeO2–Ca, 14%. But, due to their size and their
high active surface NPs aggregate easily in aqueous solution mak-
ing its difficult to realize homogeneous dispersions. Moreover, at
the nano-state they can be an issue for safety assessments [35–40].
In that context, we  propose a new approach to  disperse NPs in  for-
mula: their covalent grafting onto HASE polymers that limit their
toxicological impact on the environment [50].

4.3.  Efficiency of CeO2 NPs in emulsion or grafted to  a thickening

polymer

Since pure and calcium doped-CeO2 NPs having the same pro-
tection, we choose to graft only the pure NPs. The advantages of the
grafting are (1) to conserve the high active surface of NPs by better
dispersing NPs and keeping them at the individual state [41] and
(2) to limit the potential toxicological impact thanks to the covalent
grafting of NP on a polymeric matrix [50].  The dispersion by graft-
ing NPs to a thickening polymer (EHASE-F/CeO2

= 10.7) show a  better
effectiveness than the dispersion in  emulsion (EH21CeO2

= 4.0). How-
ever, the deposit of the grafted polymer can slightly crack during
the drying. Indeed, at the end of exposure, the relative standard
deviation (RDS = SD/mean) of the percent of the initial dose (%Q0)
is 5-time higher for the HASE-F/CeO2 (92%) than the HASE-F (18%,
similar to unprotected membranes). The same ratio is  observed for
the Jmax (39% for HASE-F/Ce polymer and 19% for the H21CeO2

emulsion). Although the CeO2 NPs grafted onto HASE-F polymer
show a better effectiveness, the risk of a  cracking increases appre-
ciably the standard deviation of our  results. Thus, the choice is
a compromise between a good effectiveness or a  film-forming
spreading and a good reproducibility.

5. Conclusion

In this work, we demonstrated that relative to CeO2 NPs, Ca2+-
doped CeO2 NPs do not enhance efficiency for the skin protection
against the penetration of OP toxic agent POX. We  also studied
two ways to integrate CeO2 NPs in  TSP:  formulating them into
O/W emulsions or  grafting them on the fluorocarbon associative
polymer (HASE-F). These two formulations were more effective in
comparison to their base (H21 base and HASE-F polymer): the use of

NPs enhances protection properties. This tendency must be verified
by other in vitro tests using excised pig or human skin.

In conclusion, the emulsion formulation is  the best way to obtain
film-forming coating allowing a  good reproducibility of the pene-
tration results. However, the use of free NPs as an active ingredient
has two  main issues: they can easily aggregate in  emulsion and
they can induce a  possible healthy risk since NP penetration and
accumulation in  biological membranes is suspected. On  the con-
trary, the grafting of NPs on fluorinated polymeric matrix link them
covalently to macromolecules that allows to disperse them homo-
geneously without any toxicological issues of the NPs. But, the
deposit cracks at drying and thus the reproducibility is  impacted.
Therefore, the best way to  disperse NPs could be to introduce the
grafted polymer in a  film-forming formula.
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Résumé 

 

Les agents chimiques de guerre et leurs dérivés pesticides sont des molécules toxiques qui 

provoƋueŶt uŶe iŶcapacité teŵporaire ou des doŵŵages perŵaŶeŶts allaŶt jusƋu’à la ŵort de 

l’iŶdividu. UŶe des voies ŵajeures de la contamination est la pénétration cutanée. La protection de la 

peau semble donc importante pour prévenir de ces dangers. Cette thğse coŶcerŶe l’élaďoratioŶ de 

nouveaux topiques protecteurs cutanés contenant des polymères HASE fluorés greffés avec des 

nanoparticules de silice, dioxyde de cérium ou dioxyde de titane. Dans un premier temps les actifs 

ont été synthétisés en grosse quantité et leurs propriétés oléophobes améliorées. Les tests 

toxicologiques ont montré que les actifs Ŷ’étaieŶt pas irritants pour la peau et non toxiques pour 

l’eŶviroŶŶeŵeŶt. La formulation de ces polymères a permis le développement de deux nouvelles 

crğŵes ďarriğres coŶtre la péŶétratioŶ du paraoxoŶ doŶt l’efficacité est dépeŶdaŶte de la préseŶce 

des nanoparticules. Le greffage des nanoparticules à un polymère HASE fluoré et leur formulation a 

donc permis le développement de nouveaux topiques efficaces. L’évaluatioŶ de l’efficacité a été 

réalisée sur membranes artificielles et confirmée sur explants de peaux humaines. Enfin, le peu de 

disponiďilité des explaŶts de peaux huŵaiŶes a ŵotivé le développeŵeŶt d’uŶ ŵodğle d’efficacité 

utilisant des épidermes humains reconstruits.  

 

Abstract 

 

Chemical warfare agents and pesticides are toxic molecules causing temporary incapacitation or 

permanent harms leading to the death of people. One of the major routes of contamination is the 

percutaneous penetration. Skin protection is important to prevent these dangers. The aim of this 

thesis is to develop new active topical skin protectants based on nanoparticular networks containing 

fluorinated HASE polymers grafting with silica, cerium or titanium dioxides nanoparticles. First, 

polymers were synthesized in larger quantity and their oleophobic properties improved. Toxicological 

studies have showed that these compounds are non-irritant and non-toxic for the environment. The 

formulation of these polymers has led to the elaboration of two new barrier creams against 

paraoxon penetration whose efficiency is dependent on the presence of nanoparticles. Therefore, 

the grafting of nanoparticles to fluorinated HASE polymer and their formulation have enabled the 

development of new active topical skin protectant. Efficiency evaluation was done using artificial 

membranes and was confirmed on ex vivo human skin. The limited availability of human skin 

explants has motivated the development of a new efficiency model using reconstructed human 

epidermis. 


