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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’avoi  a ept  de juge  o  t avail de th se e  ta t ue appo teu .  

 

Une Thèse selon le dictionnaire La ousse 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 

d pe d de e ue l’o  e  fait.  

 

La mienne a débuté il y a trois ans, j’ tais tout juste so tie d’une ole d’i g ieu  en toxicologie. J’ai 

décidé de développer une double compétence et je e suis e a u e da s l’ave tu e de la Chi ie, 

je ’ai pas t  d çue ! Ces t ois de i es a es o t t  e p u tes d’ otio s, d’ volutio s et de 

réalisations. Le travail de doctorant, ’est ava t tout se e ett e e  uestio , a epte  la iti ue, 

l’ he  et savoi  e  ti e  pa ti pou  volue  et fai e volue . 

 

Au ou s de es t ois de i es a es, j’ai alis  ue ce travail de docteur et de « futur manageur » 

(dixit Frédéric) ’ tait pas seule e t d’œuv e  à son projet dans son coin. C’est gale e t la 

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

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

pour vos conseils et surtout au Dr. Sébastien Grégoire d’avoi  appo t  vot e opi io  tout au lo g du 

p ojet su  RHE et e o e ai te a t puis ue vous avez a ept  d’ t e 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, e i d’avoi  pa tag  to  savoi -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 ado  es efs passages à Cha t es, je suis avie ue tu ’aies 

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

aujou d’hui d’avoi  a ept  d’e a i e  e t avail. 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, Do i i ue & Thie  e i pou  ’avoi  a ueillie dans votre laboratoire de 

culture cell pour les tests sur RHE !! Et Charlotte, quel plaisir d’avoi  t availl  avec toi ce dernier mois 

de juin,  j’ai eau oup app i  ton savoir en écotox et nos échanges !! Enfin, merci à la Direction 

G ale de l’A e e t d’avoi  u e  e p ojet et de l’avoi  soute u et gale e t au D . Julie  

Thou ot d’avoi  a ept  d’ t e examinateur de mon jury de thèse. 

 

La thèse est surtout une véritable rencontre qui permet la atio  d’a iti s durables, Janwa : 

,  

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

ui ’o t souve t pe is d’  voi  plus lai  et ui ’o t e otiv es et surtout merci pour ton 

ouve tu e d’esp it et e fi  Ele a vorrei semplicemente ringraziarti per esserci sempre stata, per 

avermi tanto incoraggiato e sostenuto !! Je suis gale e t avie d’avoi  e o t  les pe so es ui 

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 avie d’avoi  eu to  e e ple, He v  je e t’ai pas eau oup vu ais p o is u  jou  je e ett ai 

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 ! E fi , e i à l’ uipe du 1er pour toutes nos 

sorties pa e u’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 th se o e le dit F d i , ’est l’app e tissage du futu  a age . J’ai do  eu la ha e au 

cours de ces trois dernières a es d’avoi  des stagiai es : du premie  ui ’a fait o fia e,         

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

Pauline ! E  pa la t de stagiai e, je e peu  pas t’ou lie  O a e, stagiai e clair de Thierry, quand je 

disais ue la th se ’est la atio  d’a iti s durables ’est aussi à tous les iveau , ai te a t j’ai 

u  pied à te e à Melu  et su tout u e alli e da s les fo es de l’o d e !  

 

Enfin, Frédéric, j’ai eau oup app i  nos longues discussions non scientifiques sur le monde et la 

visio  des hoses, j’ai o e t volu  e  t ois a s et ’est aussi (un peu quand même !) grâce à 

vous. Sonia, e i pou  ta o fia e et to  guidage su tile ui ’o t pe is d’ava e  en toute 

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

ans, e i d’avoi  toujou s mangé ave  auta t d’app tit les gâteau  ue j’ai pu fai e ! Enfin Guilhem, 

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

 

O  dit u’o  ga de le eilleu  pour la fin, les personnes les plus importantes dans ma vie : merci à 

a fa ille et pa ti uli e e t a a a  d’avoi  t  là es t ois de i es a es (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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%Q0 Pourcentage de la dose initiale de toxique déposée 

Ach Acétylcholine  

AChE Acétylcholinestérase 

ADN Acide désoxyribonucléique 

AE Acrylate d'éthyle 

AF 2,2,2-trifluoroéthyle méthacrylate 

AFM Atomic force microscopy 

Ag-7 Anti-gas n°7 

AM Acide méthacrylique 

ATS (3-aminopropyl)triéthoxysilane 

aTSP Active topical skin protectant 

ChE Cholinestérase  

CLP Chlorpromazine  

COP Composé organophosphoré 

CV Coefficient de variation 

DCC N,N-dicyclohexylcarbodiimide  

DL50 Dose létale tuant 50% de la population 

DM Dispositif médical 

E Ratio E de l'efficacité 

EC50 Concentration efficace médiane (concentration immobilisant 50% de la population 

de Daphnies dans les tests d'écotoxicité) 

ECVAM European center for the validation of alternative methods 

EPI Equipement de protection individuelle 

FD Facteur de différence 
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GB Sarin 

GD Soman 

GF Sarin cyclohexylique 

HASE Hydrophobically Alkali-Soluble Emulsions 



HASE-F-RF8 Polymère fluoré sélectionné pour ce projet 

HASE-F-RF8/NPs Polymère greffé avec des nanoparticules (SiO2, CeO2 ou TiO2) 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution 

HD Ypérite au souffre 

HET-CAM Hen's Egg Test – Chorioallantoic Membrane 

HN-3 Ypérite à l'azote 

IC50 Concentration inhibitrice 50% (concentration tuant 50% de la population cellulaire 

dans le test NRR) 

IR Infrarouge 

Jmax Flux maximum 

LD Ligne directrice 

MCA  Membrane chorio-allantoidienne  

MEB Microscopie électronique à balayage  

MF8 Macromère ou macromonomère 

MR Milieu récepteur 

nd Non détecté 

NOP Neurotoxique organophosphoré 

NRR Test de relargage au rouge neutre (Neutral Red Release) 

OCDE Organisation de coopération et de développement économiques 

OP Organophosphoré 

PCe Polymère HASE-F-RF8 greffé avec des nanoparticules de cérine 

PCe/RF8 Polymère HASE-F-RF8/Ce PCe  surgreffé avec l’acide fluoré RF8 
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PFPE Perfluoropolyéther 

PIE Perte insensible en eau 

POP Pesticide organophosphoré 

POX Paraoxon 

PR Protective ratio ou ratio de protection 

PSi Polymère HASE-F-RF8 greffé avec des nanoparticules de silice  

PSi/RF8 Polymère HASE-F-RF8/Si (PSi) surgreffé avec l’acide fluoré RF8 

PTFE Polytétrafluoroéthylène 

PTi Polymère HASE-F-RF8 greffé avec des nanoparticules de titane 

PTi/RF8 Polymère HASE-F-RF8/Ti PTi  surgreffé avec l’acide fluoré RF8 



PVP Polyvinylpyrrolidone  

Qmax Dose retrouvée à la fin de l'expérience 

RF8 Acide 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluoro-undecanoique  
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SERPACWA Skin-Exposure Reduction Paste Against Chemical Warfare Agents 

SG Stratum granulosum ou couche granuleuse 
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ta  δ Facteur d’a ortisse e t ou de perte 

TGD Soman épaissi 

TPC Topique protecteur cutané 

TSP Topical skin protectant 
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VR VX russe 

VX S-[2-(diisopropylamino)éthyl]méthylphosphonothioate d'O-éthyle 
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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 o t été développés da s le ut de protéger l’orga is e du co tact avec ces 

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

sont pas efficaces à %. 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 : tre faciles d’utilisatio , résista ts à l’e viro e e t extérieur, e pas g er 

l’utilisateur et tre 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 e  vue d’associer protectio  et déco ta i atio  pour réduire le te ps d’actio  dans le cas 

d’u e co ta i atio . Des actifs tr s pro etteurs co e les a oparticules o t déjà été i tégrés 

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’associatio  covale te de 

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

Emulsions). Cette association prometteuse per et d’allier à la fois les propriétés de répulsio  (faible 

mouillabilité) des pol res perfluorés et les propriétés d’a sorptio  et/ou de dégradatio  des 

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

di i uer l’i pact écologi ue des a oparticules. E fi , l’utilisatio  de pol res 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’e se le provo ue le déploie e t des chai es de pol res da s l’eau 

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

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’ho ogé éité des dépôts 
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en surface et la reproducti ilité des résultats d’efficacité. Il est do c écessaire d’i tégrer ces 

nanocomposites dans des formules stables permettant une dispersion homogène des nanoparticules 

et des dépôts filmogènes en surface. Afi  de valider ces ouvelles for ules et les progr s u’elles 

per ette t d’o te ir e  termes de protectio , des tests d’efficacité doivent être réalisés. Les tests 

d’efficacité peuve t tre 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 iologi ues s’i scrive t e  gé éral da s u e 

démarche respectant la règle des « 3R » (reduce, refine, replace) visa t à li iter l’utilisatio  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 

esurer la pé étratio  et l’efficacité des cr es ca didates per ettra d’i troduire la pro lé ati ue 

des agents toxiques à la fois dans les domaines civils et ilitaires et l’i tér t du développe e t de 

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

Da s le ut d’u e productio  i dustrielle, la synthèse de ces polymères doit être optimisée. 

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

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

oléophobie. Ces étapes seront développées dans le chapitre 2. 

E  vue d’u e utilisatio  par des civils ou des ilitaires et d’u e applicatio  à plus large échelle 

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

humaine doit être validée. De plus, par a ticipatio  d’u  éve tuel rejet da s l’e viro e e t, 

l’étude écotoxi ue de ces ouveaux co posés doit tre évaluée. Ces études so t réalisées da s 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 th se j’ai pu expéri e ter de pr s la difficulté de l’acc s aux expla ts 

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 ouvelles cr es ca didates sur des od les représe tatifs de la peau 

humaine, disponibles et faciles à ettre e  œuvre, u  ouveau od le d’efficacité utilisant des 

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

 

Le schéma synoptique suivant per et de visualiser l’e se le de ce manuscrit. 



   Schéma synoptique 
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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’utilisatio  d’armes chimiques e o te à l’A ti uit 2,3 bien que le terme « arme chimique » ne 

convienne  u’aux ol ules hi i ues d’ap s . L’e ploi de fu e ou l’e poiso e e t des 

ou s d’eau et des puits pouvaient déjà à cette époque changer le cours des gue es. C’est ai si ue 

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

avant Jésus-Christ (JC)) l’e poiso e e t des eaux du Pleistos ave  des a i es d’ell o e e  raison 

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

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

d’A asie  ava t JC, Kallinikos et son feu Grégeois 673 (Figure 1-1), etc.) et d’aut es hou e t 

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 : Dessi  a ie  illust a t l’utilisatio  de o es suffo a tes pou  l'a o dage de avi es pa  les a i s.2 
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Au cours des guerres du XIXème, alg  uel ues te tatives d’utilisatio , l’e ploi d’a es 

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

interdites par les dirigeants. 

C’est au d ut 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’a o d iti u s e  aiso  de leu  i sta ilit , de leu  ise e  œuv e ais 

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 dispe sio . L’a e 

 a ue u  tou a t de l’histoi e des a es hi i ues ave  l’appa itio  de ouvelles molécules 

bien plus agressives o e l’Yp ite. S’e suit alo s 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 

Mo diale, u e ouvelle at go ie d’age t d velopp e tout d’a o d pa  les A glais 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’atta ues au ou s de la P e i e gue e o diale 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’utilisatio  d’a es hi i ues uelle u’elle soit a toujou s t  vive e t iti u e pa  l’opi io  

publique. Déjà en 1675 un traité signé entre l’Alle ag e et la F a e interdisait l’utilisatio  de alles 

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’i te di tio  de l'emploi de projectiles chargés de gaz toxique. Cependant, 

o e ous l’avo s vu p de e t, es a o ds ’o t alheu euse e t pas e p h  

l’utilisatio  assive de ces armes chimiques4. C’est ai si u’ap s la Première Guerre Mondiale, 

s’ouv e à Ge ve sous l’ gide de la So i t  des Nations (qui deviendra plus tard l’O ga isatio  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 

de ie  e o stituait u’u  e gage e t o al des signataires à ne plus utiliser les armes chimiques 

et biologiques. Il fallut attendre le milieu de la guerre froide, pou  ue l’ volutio  des e talit s et la 

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

gouve e e ts et a outisse t e   à la sig atu e de la Co ve tio  su  l’I te di tio  des A es 

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 co e le Li a  et l’I a  et 

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

pa s ’o t pas sig  la o ve tio  : le Souda  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’utilisatio , la ise au poi t, la fa i atio , l’a uisitio , le sto kage ou le t a sfe t d’a es 

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

La uestio  des a es hi i ues se le do  solue e s’il este uel ues poi ts à 

régler comme : 

- le espe t et la atifi atio  de la o ve tio  da s les pa s sig atai es pa  exe ple l’ tat d’Is aël 

a signé la o ve tio  e   et e l’a toujou s pas atifi  

- il faut ensuite répertorier et récupérer les stocks d’a es hi i ues. Cela este fa ile e t 

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’utilisatio  te o iste de es a es. 

- 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’e vi o e e t e  F a e e  8. En effet, bien que le projet ait été confié à la Direction 

G ale de L’A e e t DGA) en 1997, la création d’u e i stallatio  sp ialis e et s u is e 

appelée SECOIA (Site d’Éli i atio  des Cha ge e ts d’O jets Ide tifi s A ie s) pour le 

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

100 illio s d’eu os . De plus dans ce cadre, même en dehors du champ de bataille ou 

d’atta ues te o istes, le is ue li  à l’expositio  de telles su sta es este lev  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, ave  l’a iv e des pesti ides de o euses 
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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’expositio  peut t e di e te i gestio , i halatio , o ta t cutané)9–11 ou 

indirecte (résidus contenus dans les aliments)11, ainsi l’utilisatio  des pesti ides pose un véritable 

problème de santé publique10,11. Ceux- i so t d’ailleu s fo te e t réglementés en Europe12 et leur 

liste positive est dispo i le su  le site du Mi ist e de l’Ag i ultu e et de l’Ag oali e tai e13. 

 

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 age ts, d’aut es ol ules o e 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 

da s la gio  d’Yp es e  Alle ag e e   . Cette Yp ite au souf e poss da t l’odeu  

caractéristique de la moutarde d’où so  o  a t  d iv e en Yp ite à l’azote a a t l’ava tage 

d’ t e i odo e à l’ tat pu . D’aut es age ts v si a ts o e la Le isite et l’oxi e phosg e fu e t 

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 outa de tout o e l’Ypérite à l’azote atta ue 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. Pa  o ta t o ulai e, les p e ie s sig es toxi ues d’u e o ta i atio  au gaz outa de 

so t l’appa itio  de photophobie, d’i itatio s et de blépharospasmes (contraction involontaire et 

p t  des paupi es . Pa  o ta t ave  les voies espi atoi es, des œd es et ul atio s 

pulmonaires sont à redouter. Enfin, par voie cutanée, l’appa itio  de lo ues et de graves brûlures 

seront les premiers symptômes (Figure 1-3). Da s l’e se le, 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- as d’u  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) Yp ite 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 
I odo e à l’ tat pu  à odeu  de poisso  ou 

savon si impure 

Pression de vapeur 

(25°C) 
0,11 mmHg 0,01 mmHg 

Solubilité 
pa tielle e t solu le da s l’eau, solu le da s 

les solvants organiques 

fai le da s l’eau, solu le 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’hu idit  elative et de la te p atu e, plus il fait haud et 

humide plus les Ypérites se o t toxi ues a  elles p t e o t ieux da s l’o ga is e (en 

aug e ta t la te p atu e d’e vi o  °C pou  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’i u od fi ie e 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’a tio  du gaz outa de et plus g ale e t les Yp ites à l’azote  ’est pas 

encore totalement connu. Leur effet alkylant, ’est à di e u’ils vo t ajoute  des g oupe e ts alk les 

aux molécules auxquelles ils se lient a été démontré.  Leurs principales i les so t l’ADN, la 

glutathio e et les thiols. E  se lia t à l’ADN ils provoquent des mutations et aberrations 

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

thiols provoque une augmentatio  du al iu  i t a ellulai e o duisa t p i ipale e t à l’apoptose 

des ellules. La d pl tio  e  glutathio e i duit la li atio  d’esp es a tives de l’ox g e et la 

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

induit également un apoptose cellulaire14. L’e se le a outissa t a os opiquement 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)), 

fo te e t volatils do t les deux voies p i ipales de o ta t so t l’i halatio  et le o ta t uta  ; 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 da s le as d’atta ues 

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

Les s ptô es d’u e i toxi atio  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 jus u’à la o t de l’i dividu.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 

Solu ilit  da s 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- i o t vu leu  esso  e  plei e expa sio  du fait de l’i te di tio  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 p e ie s s ptô es d’u e i toxi atio  aux POPs sont des troubles respiratoires, oculaires, 

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

a e s  et e la o t de l’i dividu da s des as ext es d’expositio  (protection insuffisante de 

l’i dividu, i toxi atio  volo tai e, su expositio , et . .  

 

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 

da s 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’ pa dage 
possible 

interdit depuis 

2004 en Europe 

interdit depuis 

2008 en Europe 

interdit depuis 

2003 en Europe 

interdit depuis 

2003 en Europe 

 

 

• M a is e d’a tio  des COP 

 

Le mécanisme d’a tio  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 eu ot a s etteu s tels ue l’a t l holi e ACh  afi  de pe ett e leu  e lage et u  etour à 

l’ tat de epos du eu o e présynaptique. Ai si l’a u ulatio  de eu ot a s etteu  lo ue le 

système nerveux e t al ou p iph i ue selo  la voie d’expositio  da s u  tat ex it , la o du tio  

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

glo ules ouges de la i ulatio  sa gui e, epe da t il ’  a de o latio  e t e effet toxi ue et 

a tio  s st i ue u’à hauteu  d’u  taux d’i hi itio  de %. D’aut es e z es de d toxifi atio  

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’expositio  o ta t uta , i halatio  ou 

i gestio  du t pe d’expositio  aigüe ou h o i ue  ais gale e t du deg  de toxi it  i t i s ue 

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

aux o ga is es uisi les pou  l’ho e et les ultu es ag i oles i se tes, pla tes, ha pig o s, 

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 

appo t à elle du pa aoxo  est  fois plus lev e su  peau d’o eille de o ho  ex is e 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 

 

Pa i les voies d’expositio  aux age ts hi i ues de gue e et pesti ides, u e des p i ipales 

voies d’e t e 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 ol ule. Lo s ue l’o  veut tudie  u e 

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’e vi o  ² pour un homme de 70kg et correspond à environ 

15-20% de sa masse corporelle. En perpétuelle i te a tio  ave  l’e vi o e e t, elle fait office de 

barrière physique entre l’ext ieu  et l’i t ieu  de l’o ga is e. Bie  ue se i-perméable, elle 

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

l’o ga isme. Elle est composée de 3 couches distinctes : l’ pide e, le de e et l’h pode e (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 sa gui s et e fs. Il fo e l’esse tiel de l’ paisseu  uta e et h e ge de petits 

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

the o gulatio  de l’o ga is e. Le de e est o pos  d’u e ha pe te de fi es d’ lasti e, 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 sa gui s et des e fs. Les adipo tes joue t le ôle d’isola t the i ue et a i ue 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 a d og i ue puis u’elle est le 

si ge de p odu tio  de vita i e D essai e à l’a so ptio  de al iu  da s les i testi s 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’ pide e est u  pith liu  de ev te e t pavi e teux les ellules de sa ou he supe fi ielle 

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

a i ue e t est h d ophile et ’a pas de fo tio  a i e. Il est composé de 4 couches jointives 

(Figure 1-6) do t l’ paisseur varie selon le site anatomique : de 0,6mm environ au niveau des mains, 

il peut atteindre 1,2mm sur la plante des pieds ou ’ t e que de 0,05-0,08mm au niveau du visage. La 

p e i e ou he la plus à l’ext ieu e fo e la ou he o e pide e o t ou stratum corneum) 

et les t ois ou hes plus p ofo des l’ pide e viva t. Au iveau de la pla te des pieds et la paume 

des mains une couche suppl e tai e, la ou he lai e, est p se te e t e l’ pide e viva t et la 

couche cornée. 25,27,28 

 

L’ pide e est o stitu  en grande majorité de kératinocytes (80% de la population cellulaire) 

(Figure 1-6). Ces cellules sont produites à partir de la ou he la plus p ofo de de l’ pide e 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 

ui pe et u e pa atio  apide des do ages supe fi iels aus s à l’ pide e. L’ pide e 

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), 

ui o e so  o  l’i di ue est le lieu où les o ocytes se détachent de la peau et qui 

permettent le e ouvelle e t de l’ pide e.  

 

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

mortier est la matrice lipidique extracellulaire assu a t l’i pe a ilit  de l’ pide e (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’Odla d, et libérée da s l’espa e i te ellulaire lors de la mort des 

kératinocytes à l’i te fa e des ou hes g a uleuses 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 

e  eau de l’ pide me. 25,27,28 

 

2.3. L’ABSORPTION PERCUTANEE 

 

Ava t u’u e ol ule e e t e da s l’o ga is e et i duise t des effets toxi ues, il faut do  

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

hydrolipidique).  

 

2.3.1. Mécanisme de l’a sorption percutanée 

 

L’a so ptio  pe uta e o e e l’a so ptio  de su sta es exog es au t ave s de l’ pide e 

jus ue da s le plas a. C’est u  ph o e de diffusio  passive ui s’exe e au iveau de ha u e 

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

 

 

 

Figure 1-7 : L'absorption cutanée. 
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Elle se divise en trois étapes29 : 

1- La ol ule doit d’a o d uitte  so  ex ipie t et se disperser dans le film hydrolipidique ou sur la 

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

pa tage au iveau de l’i te fa e su sta e/ ou he o e lié à la nature physicochimique de la 

molécule (hydrophilie/lipophilie). 

2- Elle doit e suite t ave se  la ou he o e, ’est la phase de pénétration ou diffusion. Elle 

diffuse e suite da s toute les ou he l’ pide e viva t, le de e et les a exes au ou s de 

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

cutanée). Cette phase est l’ tape la plus le te et li ita te. 

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

lymphati ue et peuve t e p u te  la voie s st i ue, ’est la phase de résorption ou continuer 

gale e t à p t e  l’h pode e 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 

d pe da t su tout de l’ tape la plus le te et limitante à savoir la phase de pénétration à travers la 

couche cornée. 

 

2.3.2. Les voies de passage de l’a sorption percutanée 

 

La diffusio  des ol ules de l’ext ieu  ve s l’i t ieu  de l’ pide e au t ave s de la ou he 

o e est u e diffusio  de t pe passive puis u’elle e essite pas d’ e gie. Elle peut se fai e 

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, lo gue et to tueuse du fait de l’a a ge e t e  i ue de la ou he 

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

L’a a ge e t o pa t de la at i e lipidi ue pe et d’ex lu e le passage de ol ules 

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 cuta e ta t ue l’i t g it  de la ou he o e est o se v e e  effet da s 

l’aut e se s la ou he o e pe et de li ite  la pe te e  eau de l’o ga is e . 

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 fa ile e t puis u’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. Cinéti ue de l’a sorption 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’ pide e viva t (et de 

même pour les couches inférieures), o  attei t ai si u  tat d’ uili e au ou s du uel le flux reste 

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

phase, la p t atio  d’u e su sta e peut t e o pa e à sa diffusio  à t ave s u e e a e 

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

 = � ∗  ∆� = � ∗ �∗ ∆��  (éq. 1) 

 

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

cours du temps. 

 ∆c est la différence de concentration de pa t et d’aut e de la e a e. 

 

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 d pe da t de l’ paisseu  et de la perméabilité 

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

 

Km est le coefficient de pa tage e t e la ou he o e et l’e ipie t. Il correspond au rapport 

de solubilité de la substance dans la couche cornée (Cs) et da s l’ex ipie t (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 ote  ue la p t atio  ’est pas favo is e pa  u  Km 

très élevé. En effet, une molécule très lipophile au a te da e à s’a u ule  da s la ou he o e 

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’ pide e et le de e. 
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e o espo d à l’ paisseu  de la ou he o e. Selo  le site a ato i ue ette valeu  peut do  

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 lo g de l’expositio . O  attei t do  u  tat d’ uili e 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’a so ptio  uta e, on atteint donc un flux maximum. 

 

 

 

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

Ap s u  te ps de late e phase A , la ua tit  ui p t e attei t l’ tat d’ uili e flux o ta t, B . E  o ditio  fi ie, la 

dose e  su fa e di i ue, ’est pou uoi la ua tit  ui 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’ tat d’ uili e e  solutio  a ueuse à satu atio . Il 

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

li uide, le flux axi u  est le flux à l’ tat d’ uili e de la ol ule pu e. 

 le temps de latence λ ui o espo d au eta d de l’a so ptio  pa  appo t à l’e t e de la 

molécule  dans la couche cornée (ou les autres sous couches). Il o espo d à l’i te se tio  la 

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

Il peut gale e t t e al ul  selo  l’ uatio   suiva te et dépend du coefficient de diffusion et 

de l’ paisseu  de la e a e. 

 � =  �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’i t g it  et 

l’ paisseu  de la ou he o e. Selo  le site a ato i ue 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’aut es facteurs comme la densité pilo-sébacée modulent l’a so ptio  pe uta e. Les zo es 

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 lo g de la vie de l’i dividu, l’ pide e su it des 

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

peau d’u  ouveau ’est pas o pl te, la pe te i se si le e  eau attei t sa atu it  ap s  ois30. 

Cependant, la perméabilité est similaire ; seule la peau d’u  p atu  de plus de  semaines est 

plus pe a le ue elle d’u  ho e adulte31. De même, lors du vieillissement cutané il y a  

diminution de la cohésion intercellulaire et du contenu en lipide,  la peau d’u e pe so e âgée est 

donc également plus pe a le ue elle d’u  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’h d atatio  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’e positio  influence l’i t g it  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’age e e t de la ou he o e. 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) ’est-

à-di e sa pa titio  e t e l’o ta ol et l’eau uatio  33 traduisant les propriétés 

hydrophiles/lipophiles de la molécule.  
 Kow = Log [[ � � ][�� ] ] (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’ex ipie t ’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. Out e le fait u’il doit pe ett e de solu ilise  les p i ipes 

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  selo  sa atu e l’ex ipie t peut alt e  la a i e utanée (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’ex ipie t peuve t do  

influencer la pénétration en modifiant la charge de la molécule. 

Enfin la capacité d’u e 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 

ale ti  la p t atio  d’u e ol ule 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’ tude de la p t atio  de p oduits hi i ue tels ue les age ts hi i ues de gue e hez 

l’ho e ’est pas e visagea le du fait de leur forte toxicité. En raison de la prise de conscience de la 

souffrance animale, des normes européennes (règles OCDE) o t t  ta lies et te de t à l’utilisatio  

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

règle des « 3R » (réduire le nombre d’a i aux, affi e  et e pla e  les thodes). Le modèle choisi 

doit être à la fois scientifiquement pertinent, prédictible et extrapolable à l’ho e, ais gale e t 

être utilisé couramment dans la littérature. Selo  le appo t de l’ECVAM34 (le Centre Européen pour 

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

ph siologie de l’esp e et de la st u tu e 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 esp es d’apr s le rapport du Workshop  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 

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

scientifique. L’OCDE a dig  e   deux lig es di e t i es ° 35 et n°42836) concernant les 

thodes d’a so ptio  uta e des p oduits hi i ues et les gles à espe te  au ou s de es 

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’ava tage ajeu  de l’utilisatio  de thodes in vivo est l’utilisatio  d’u  s st e i ta t su  le 

plan physiologique et métabolique ais à l’i ve se la différence de perméabilité entre la peau 

humaine et celle des espèces animales  peut o dui e à u e su esti atio  de l’a so ptio  

percutanée chez l’ho e35. 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 

i e t se ait l’e se le des lipides i te ellulai es esse tiels à l’i t g it  et la fo tion 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. 

Selo  l’esp e utilis e, la peau est plus ou oi s fi e et poilue, les poils ta t des voies d’e t es, 

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’a so ptio  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 

e  œuv e a i al plus g os = ou issage et age ta oli ue 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 lig e di e t i e OCDE °  d it la ise e  œuv e des exp ie es et des animaux utilisés 

pour estimer la pénétration des molécules35. En général, ces méthodes in vivo essite t l’utilisatio  

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’expositio  i gestio , i halatio . Ces conditions correspondent alors à des conditions occlusives. 

Au te e de la p iode d’expositio , le ti e est eti  et la peau est etto e à l’aide d’u  age t 

lavant approprié l’e se le est o se v  pou  a al se . Un timbre neuf est posé. Les paramètres 

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

organes) mais gale e t da s leu  ex tio . C’est à l’aide de cages métaboliques individuelles que 

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

adioa tifs volatils, la olle te de l’ai  expi  est également réalisée.  

 

E  aiso  de la toxi it  av e de es ol ules peu d’ tudes pe ette t u e o pa aiso  à 

l’ho e. 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’ava tage ajeu  de l’utilisatio  de thodes  in vitro o siste e  la fa ilit  de ise e  œuv e 

comparée aux méthodes in vivo, la possi ilit  d’ tudie  des ol ules t s toxi ues et ai si le g a d 

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

lig e di e t i e OCDE °  d it le d oule e t des exp ie es d’a so ptio  uta e in vitro
36. Le 

désavantage de ces méthodes alternatives est u’elles e pe ette t pas de esu e  la 

ta olisatio  des ol ules pa  le o ps, elles vo t pe ett e u i ue e t d’ tudie  la p t atio  

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’esp e a i ale hoisie. La ol ule est appli u e pu e ou dilu e  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 epteu  e doit pas f ei e  l’a so ptio  ou 

affe te  l’i t g it  de l’expla t ; la viabilité de la préparation cutanée doit être validée ou encore les 

pa a t es e vi o e e taux doive t t e o p is e t e  et % pou  l’hu idit  et ± °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 

the ostat  ui h d ate et ai tie t l’i t g it  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 te ps de late e λ. D’aut es thodes de 

al uls pe ette t gale e t d’exp i e  la p t atio  e  oeffi ie t de pe a ilit  Kp . 

 

(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 
Fa ilit  d’utilisatio , pas de ati e 
radioactive 

Quantifie uniquement le toxique intact 
ui agi a ave  l’e z e. Détection 

u i ue e t d’i hi iteu  e z ati ue 
(OP essentiellement) 

 

• Les différentes membranes 

 

Les e a es peuve t t e d’o igi e hu ai e, a i ale ou artificielle.  

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

prélèvement post-mortem (peaux non-via les . Les expla ts de peau d’o igi e a i ale po , o ho  

d’i de, lapi , sou is, at, et .  so t p lev s su  les animaux sacrifiés. Ces explants peuvent être 

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

ava tages et i o v ie ts de ha ue t pe d’expla t. De e ue pou  les expériences in vivo le 

hoix de l’esp e est i po ta t. Le od le a i al le plus p o he de l’ho e et d’ailleu s le plus 

utilis  pou  l’ valuatio  de l’effi a it  est le po 37.  

 

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 

Fa ilit  de l’exp ie e 

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 p op i t s de l’ pide e  

Pas de stockage des molécules 

lipophiles 

Peaux 

perfusées 
Epiderme + derme Mise e  œuv e o plexe 

Similaire à un modèle expérimental 

intact et vivant 
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L’i t g it  des e a es iologi ue doit t e v ifi e ava t utilisatio . Plusieu s te h i ues 

existent41 : 

- la perte insensible en eau  (PIE) : o  esu e la ua tit  d’eau vapo e par unité de temps à 

l’aide d’u  vapo i t e. C’est la thode la plus utilis e. Les valeu s doive t 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’expla t : o  esu e la p t atio  de l’eau t iti e à t ave s l’expla t. 

Cependant le problème de cette méthode est u’elle aug e te l’h d atatio   et la te p atu e 

de la couche cornée et modifie donc celle- i pou  l’ tude d’effi a it . 

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

le t i ue de la peau à l’aide d’un cornéomètre. 

 

Les membranes artificielles sont utilisés pour des pré-s ee i g a  t s fa iles à ett e e  œuv e 

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 p t atio  d’u e ol ule d pe d gale e t des o ditio s du test o lusives, se i-

occlusives ou non-o lusives . L’i t t de l’o lusio  est d’ vite  l’ vapo atio  de e tai s o pos s 

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

Cepe da t, le s st e o lusif aug e te la te p atu e et le pH uta  et favo ise l’h d atatio  de 

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

densité de la couche cornée. En générale l’a so ptio  uta e 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’ tha ol < %  ais es p oduits e doive t pas g e  l’a al se ex : la spectrométrie ’est pas 

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

l’i t g ité de la peau. Pa  exe ple, da s le as d’ajout d’ tha ol à hauteu  de %, il faut p e d e e  

o pte l’aspe t o  ph siologi ue de e li uide et so  i pa t su  la p t atio  à savoi  ue 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 od le le plus p o he de l’ho e se le do  t e le po  e  aiso  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 

Co ho  d’i de (dos) 

7,2 VX 

3,1 Paraoxon 

0,2 DEET 

0,5 Lindane 

Chat 35 sarin 

Lapin 10 parathion/malathion 

 

La esu e de la p t atio  pe et d’ value  la ua tit  de ol ules qui rentre en contact avec 

la peau et passe la a i e uta e. La esu e de l’effi a it  d’u  topi ue p ote teu  uta e 

o siste e  u e valuatio  de la di i utio  de ette p t atio . Les thodes d’ valuatio  de 

l’effi a it  des es a didates sont donc les mêmes que celles employées pour la mesure de la 

pénétration percutanée, la différence résidant dans l’appli atio  de la e a didate e t e 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 do t la fo tio  est de o se ve  l’h d atatio  et l’ho ostasie 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’i itatio  uta e, le te e 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 

su sta es à ase d’huile et d’eau. 
Protection démontrée contre des détergents 

(SDS) et des solvants (toluène). 

Co ho  d’i de 
in vivo

49 

TRAVABON® 

Evonik industries 

Protège la peau contre les 

substances grasses et non 

is i les à l’eau. 

Protection démontrée contre n-hexane et 

toluène mais pas contre trichloroéthylène 

Co ho  d’i de 

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 p ote tio  d’ap s 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 uptu e d’ ta h it  des EPI et des jonctions tenue-masque, tenue-gant, 

tenue-chaussure au o e t de l’i te ve tio  ou au ou s du p o essus  de d o ta i atio  lo s de 

l’e l ve e t des EPI . Les TPC exista t o t e la p t atio  d’age ts 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 so t o sid s o e tel p oduits solai e , soit à la réglementation 

concernant les dispositifs médicaux e  ou s d’ volutio 52 da s le as d’age t hi i ues de gue e . 

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 o t e la p t atio  d’age ts hi i ues de gue e pou a t e o sid  o e u  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’i o uit  pour la santé humaine. Un produit 

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

ta dis u’u  DM doit à minima prouver que les risques éventuels encourus sont acceptables au 

regard des bénéfices apportés. Egale e t, da s le p e ie  as les tests d’i o uit  doive t utilise  

uniquement des méthodes in vitro ta dis ue pou  les dispositifs di aux l’utilisatio  d’a i aux in 

vivo) est possible pour prouver à la fois l’effi a it  et l’i o uit  du p oduit. 

 

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 thodes d’ valuatio  de l’effi a it  des formules candidates correspondent aux méthodes 

de mesures de la pénétration. Au u e lig e di e t i e ’est e o e dig e ais de o eux 

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

vivo réalisés pou  l’ valuatio  de l’effi a it  des fo ules a didates puis se o t d velopp s 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 effi a e s’il li ite le o ta t e t e le to i ue et la peau. Ainsi selon le toxique visé 

la esu e de l’i di e d’effi a it  peut se ase  soit su  u e di i utio  de l’i itatio / o osio  (pour 

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

su sta es toxi ues sa s effet di e t su  la peau . D’ap s la gle des « 3R », le schéma de tests sera 

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

n’est pas toujou s espe t  a  ous avo s vu ue la gle e tatio  ’est pas e o e st i te 

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 esu e de l’effi a it  in vitro des TPC se base sur la ligne directrice 

OCDE n°42836 utilisant des cellules de diffusion. Le porc, od le a i al le plus p o he de l’ho e, 

est le plus utilisé pou  l’ valuatio  de l’effi a it 22,23,53. Les membranes artificielles sont utilisés pour 

des pré-s ee i g a  t s fa iles à ett e e  œuv e o pa es 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’effi a it  pa  Je ife  Mill ioux et ses olla o ateu s22,23. Ils ont démontré ue l’o d e d’effi a it  

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 da s l’i te a tio  e t e la e et les 

o stitua ts de la peau ua d les e a es a tifi ielles e o stitue t u’u  suppo t i e te. 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 

esu e la olo atio  de l’ pide e ap s solu ilisatio  de elui-ci par colorimétrie54. Cette méthode 

peut être également utilisée de manière in vivo su  l’ho e puis ue les olo a ts e so t pas 

toxiques55. 

La logique de test serait donc de faire un pré-s ee i g su  e a es a tifi ielles et d’e suite 

confirmer les résultats intéressants sur membranes biologiques.  

 

La deuxi e thode la plus utilis e pou  l’ valuatio  des TPC est l’utilisatio  de po  

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

et diffi ile à ett e e  œuv e ue les thodes 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 M thodes d’a al se 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 tudes du passage d’u  olo a t  59 

Analyses histologiques Biopsies ou analyses post-mortem 48 

E th es, Œd es 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 su  l’ho e utilise t 

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

Le p oto ole d’appli atio  du TPC et du toxi ue este le e ue hez l’a i al. Les ha es  

de p ote tio  e so t pas essai es et l’appli atio  peut t e d li it e pa  u  a uage au st lo. 

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

Les paramètres à étudier sont eux plus restreint du fait de l’ tude su  l’ho e :  

- Analyses histologiques tat de l’ pide e : structure, lésions, etc.)66 et colorimétriques (le 

passage du colorant peut représenter un type chimique : solva t olo a t dilu  da s l’ tha ol  

ou solutio  a ueux  olo a t dilu  da s l’eau 55,67. Les échantillons de peau sont obtenus par 

biopsie cutanée (SSB, Skin Surface Biopsy) 

- Résistance électrique esu e à l’aide d’u  o o t e48 

- Observations macroscopiques : i itatio , th e, œd es68–70 

- 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 

ve s des p oduits sista ts à la t a spi atio  et à u e expositio  à l’eau, ’est ai si ue l’utilisatio  

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-U is , l’AG-7 (Anti-Gaz number 7, Anglete e  et l’IB-1 (Israël).  

 

L’Ag-7 est un TPC d’o igi e ita i ue d velopp  pa  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’Yp ite (Tableau 1-13). Des PEG, du tal  et de l’eau so t 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 hez l’ho e à 

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

érythèmes provoqués pa  l’U ushiol et le i oti ate de th le61. 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 e t ai e  l’appa itio  de fi o es pul o ai es. De plus, il se le 

gale e t ue l’utilisatio  d’i se ti ides comme le DEET (N,N-diéthyl-m-toluamide) en diminue 

l’effi a it  p ote t i e. 

 

L’IB-1 a été mis au poi t pa  l’I stitut Is a lie  de e he he iologi ue57. C’est u  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’ailleu s a tuelle e t o e ialis e sous le o  De ost X pa  

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 1-12  et de l’Yp ite 

(Tableau 1-13) mais a, cependant, le désavantage de ne pas êt e sista te à l’eau et s’ li i e do  

facilement par la transpiration naturelle de la peau. 

 

Les Tableau 1-12 et Tableau 1-13 présente les résultats d’effi a it  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 
- 

Yp rite au souffre HD , Yp rite à l’azote HN . 
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 

toxi ues ais do t la li itatio  est le te ps t s ou t 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 da s le as ve tuel d’u e o tamination). 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’h d ol se 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. Glo ale e t l’h d ol se pe et la 

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

(sarin, soman) plus solubles da s l’eau. L’hydrolyse en milieu basique est la plus apide puis u’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 eut e ’est la liaiso  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 e  ex s d’eau ais 

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’  o  

toxiques et o  o osifs o t ai e e t à l’h d ox de de sodiu  et a outit di e te e t à la 

formation de dérivés non toxiques e  vita t la fo atio  d’i te diai es toxiques (EA-2192). 

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

Les p e i es thodes utilisaie t l’eau de javel puis d’aut es p oduits d o ta i a ts ont été mis 

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

 

 

 

Figure 1-14 : Dégradation du VX par hydrolyse da s 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’Yp ite (vésicant) peut être dégradée de la même manière : substitution nucléophile et 

élimination en milieu acide, hydrolyse autocatalytique da s l’eau ais la p i ipale este l’ox datio  

du souff e puis l’ li i atio  des sous-produits en milieu basique. 

 

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

 

La d g adatio  des age ts hi i ues de gue e peut se fai e gale e t à l’aide de olécules 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 

d g adatio  de l’Yp ite pa  ox datio /deh d ohalog atio 73. Aucun 

effet sig ifi atif o t e les age ts V ’a t  o se v . Parmi les 6 formules 

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

et 36% PTFE et duit l’appa itio  des th es jus u’à 60min après 

expositio  à des vapeu s d’Yp ite (porc in vivo). Sans S- , l’i te valle 

de te ps est duit à i  pou  la SERPAWA, l’additio  de S-330 dans 

ette at i e pe et do  d’aug e te  l’effi a it  de cette formule par 12. Cependant, la difficulté 

d’ tale e t et l’odeu  de ette fo ule ’a pas pe is de la ete i  o e aTSP pe ti e t. 

 

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 pe et de eta de  la p t atio  de l’Yp ite : 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’Yp ite et du VX75. Vis-à-vis de l’Yp ite, il peut la d g ade  pa  

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 p se e d’est ase de t pe A a t l holi est ase, 

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’aut es est ases o e la 

Pa aoxo ase so t apa les d’h d ol se  les OPs pa  ox datio 76. Cepe da t, l’a tivit  d’u e e z e 

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) do t l’age e e t 

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 possi ilit  d’ajoute  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’Yp ite 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’Yp ite (T½ = 13h) que vis-à-vis des NOPs (soman et VX, T½ > 1jour)80. 

L’Yp ite peut t e d g ad e pa  atal se de l’ox datio  du souff e ou deh d ohalog atio 81. 

L’i t g atio  de es a tifs da s 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 lo s u’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’a u ule  da s les o ga es i te es. Cepe da t, leu  toxicité pour la santé humaine et 

l’e vi o e e t este e o e aujou d’hui t s o t ove s e. Les a opa ti ules d’ox des 

talli ues peuve t ela gue  des ox des de taux, ’est d’ailleu s pou  ela ue les NPs d’a ge t 

sont utilisées dans les produits bactéricides82–84. 

Dans le as d’u e e appli u e su  la peau, les NPs auront un effet toxique si elles passent la 

a i e uta e et ejoig e t la i ulatio  sa gui e. Co e a t ette voie d’a so ptio  da s 

l’o ga is e les tudes so t e o e t s divis es. E  effet, e tai es études menées sur des NPs 

d’a ge t o t e t ue les a opa ti ules passe t la a i e pide i ue et fo ent des agrégats 

dans le derme85 et peuvent atteindre la circulation sanguine82. Les NPs sont particulièrement utilisées 

dans l’i dust ie os ti ue 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’effi a it . Da s le as de es NPs il a t  o t  u’elles ne peuvent pas ou peu s’a u ule , 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 pou  l’e vi o e e t ’est gale e t 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 vite  le ela gage da s l’e vi o e e t. C’est au iveau de leu  apa it  à se ioa u ule  ue 

les études divergent : certaines prouvent l’a u ulatio  de TiO2, ZnO et CeO2 dans les organismes 

(Nitrosomonas europaea, bactérie à Gram-)90 ta dis ue d’aut es o t e t le o t ai e 

(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’ava tage de l’utilisatio  des a opa ti ules est d’ailleu s d’ vite  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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D g adatio  de l’Yp ite 

 

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 ag siu  pou  la d g adatio  d’Yp ite, 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. Da s tous les as la p se e d’eau joue u  ôle u ial da s la d g adatio  

des age ts hi i ues. L’utilisatio  des p op i t s photocatalytiques de certaines NPs peut également 

t e u e voie d’a lio atio  de la d g adatio  des toxi ues. D jà utilis e comme méthode de 

dégradation de nombreux polluants98–101, les NPs peuve t gale e t ieux d g ade  l’Yp ite102,103 

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 

ue l’Yp ite ue sous sa fo e li uide in vitro . De plus, ils o t v ifi  u’ap s i t g atio  da s les 

aTSP, les NPs o se vaie t leu  effi a it  de d g adatio  o t e le so a , le VX et l’Yp ite. 

Cependant, les tests in vivo sur po  ’o t pas pe is de o fi e  l’effi a it  des ouveaux aTSP. Ils 

o t gale e t essa  d’asso ie  les NPs et POM au sei  d’u  e topi ue, les sultats o t t  

similaires aux aTSP contenant seulement des NPs : de très bon résultats in vitro mais non confirmés 

in vivo sur porc106. Plus e e t l’i t g atio  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’u  fa teu   su  e a es 

siliconées107.  U e aut e id e  d velopp e au la o atoi e est d’asso ie  de a i e ovale te des NPs 

avec des polymères perfluorés modificateurs de rhéologie. Cette association est prometteuse car elle 

pe et  d’allie  à la fois les p op i t s de pulsio  des pol es pe fluo s et les p op i t s 

d’a so ptio  ou de d g adatio  des NPs en conservant la surface active des objets nanométriques ; 

 de di i ue  l’i pa t ologi ue des NPs de silice108 et  d’utilise  le p i ipe a tif sa s 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’u  fa teu   pou  des 

polymères greffés avec des NPs de silice ou cérine. Cependant, ils ont présenté le désavantage de ne 

pas être homogènes au s hage a  le d pôt e  su fa e a u le. Il se ait i t essa t do  d’i t g e  

ces nouveaux composés dans des formules en vue de développer de nouveaux aTSP. 
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V. OBJECTIFS DE NOTRE ÉTUDE 

 

L’i o po atio  de ol ules dites actives semble donc une voie pertinente pou  l’a lio atio  

continue de la recherche sur les topiques protecteurs cutanés. De précédentes études ont permis de 

ett e e  valeu  l’effi a it  p ote t i e de NPs de silice ou cérine greffées en réseau à des polymères 

modificateurs de rhéologie (HASE-F-RF8) 96,107,109. E  effet, l’asso iatio  ovale te de es deux t pes 

de principes actifs permet (1) d’allie  à la fois les p op i t s de p ote tio /d o ta i ation 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’ li i e  la toxi it  e vi o e e tale des NPs libres puisque 

greffées à des macromolécules elles ne peuvent plus  aussi facilement pénétrer dans les organismes 

et s’  a u ule  108. 

 

Cependant, ces nouveaux nanocomposites ne sont pas utilisables tels quels car ils craquèlent au 

s hage et ’off ent donc pas de fonction barrière complète (Figure 1-17). L’ho og it  des d pôts 

e  su fa e ’est do  pas suffisa te i pa ta t ai si la ep odu ti ilit  des sultats d’effi a it . 

 

     

Figure 1-17 : Craquèlement des dépôts de polymère au séchage. 

 Polymère greffé avec des nanoparticules de silice (A) et de cérine : B). 

 

Il semble do  essai e d’i t g e  es a o o posites da s des fo ules sta les 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’o je tif de e t avail de thèse est donc de développer de nouveaux TPC à base de réseau 

polymériques de nanoparticules performants o t e la p t atio  d’age ts hi i ues toxi ues. Ce 

travail de thèse se découpe en 5 parties. Le Chapitre 2 se fo alise a su  l’opti isatio  de la s th se 

et l’a lio atio  des a tifs HASE-F-RF8/NPs. La synthèse de ces polymères prend actuellement 21 

jours pour 20g de polymères greffés110–112. Da s le ad e d’u e future industrialisation, il semble 

intéressant d’optimiser le processus de synthèse. Ces polymères greffés ne présentent actuellement 

(A)                                                                   (B) 



Chapitre 1 

50 
 

aucune propriété oléophobe (angle de contact 60-70°), la deuxième partie du chapitre présentera la 

possi ilit  de g effe  d’aut es o pos s fluo o a o s au pol e a tuel e  vue d’a lio e  es 

propriétés oléophobes et protectrices. Le Chapitre 3 o e e a l’ valuatio  de la io ompatibilité 

(avec une utilisation cutanée)  et de l’ o o pati ilit  des ouveaux o posites en vue d’u e 

utilisation à la fois par des civils ou des militaires et d’u e appli atio  à plus la ge helle.                            

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 e  œuv e li e 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 o e a t l’i pa t su  l’effi a it  des 

nanoparticules, des ingrédients et de diff e ts pa a t es o e l’o lusio . C’est gale e t da s 

e hapit e ue l’efficacité sur explants de peau humaine sera validée. De plus, au cours de cette 

th se j’ai pu expérimenter de p s la diffi ult  de l’a s aux expla ts de peaux de cochon (nécessite 

un certain savoir-faire et du matériel spécifique) et humaines (le peu de donneur disponible rend la 

p odu tio  fai le, lo gue et t s outeuse . J’ai do  d id  d’essa e  de développer une nouvelle 

méthode pour l’ valuatio  de l’effi a it  des TPC a didats. Mo  hoix s’est o ie t  ve s les 

épidermes humains reconstruits actuellement validés pou  la o osio  et l’i itatio  o e od les 

alternatifs pertinent aux études in vivo
113,114. Le Chapitre 6 constituera u  d ut d’ tude o e a t 

l’ valuatio  de la pe a ilit  et de la apa it  des pide es à ide tifie  o e te e t 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 nom euses appli atio s o e l’a lio atio  des p op i t s opti ues et 

mécaniques des composites3,4. Le greffage covalent de nanoparticules à un polymère est très 

i t essa te pou  ot e appli atio  puis u’il pe et u e dispe sio  sta le et i dividuelle des 

nanopa ti ules da s l’eau à pH 2,5. 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 

o stitu s d’a ide tha li ue (AM), d’a late d’ th le (AE) et d’u  a omonomère comportant 

un chainon hydrophobe séparé du squelette polymérique par une chaîne en polyéthylène glycol 

(PEG). Ce sont des polymères associatifs et leu  dispe sio  da s l’eau (en général à un pH > 6) permet 

la fo atio  d’u  réseau tridimensionnel odifia t la h ologie d’u e solution aqueuse, on parle 

alors de gel aqueux6–8. Le e pla e e t de l’a late d’ th le pa  u e hai e t ifluo o th le (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’appa itio  de es charges négatives génère des répulsions électrostatiques entre les 

chaines de polymère induisant leur d ploie e t da s l’eau. On parle de gonflement du polymère 

da s l’eau ou d’augmentation du volume hydrodynamique. 

• De plus, en solution aqueuse, les chainons hydrophobes du polymère vo t s’asso ie  e t e eux  

dans le but de minimiser au maximum leu  o ta t ave  l’eau. Cette auto-associativité des 

pol es HASE o t i ue à la fo atio  d’u  seau st u tu  ou gel t idi e sio el. 

 

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 

lo s u’ils so t d pos s su  u e su fa e od le. La ouilla ilit  est la apa it  d’u  at iau à 

repousser un liquide. La mouillabilité se caractérise par l’a gle de co tact à l’i te face 

liquide/solide/vapeur que forme la goutte déposée sur une surface (Figure 2-2). Dans le cas de notre 

appli atio , l’ tude de la ouilla ilit  pa ait i t essa te a  la li itatio  de la su fa e de o ta t 

entre le toxique et la peau pourrait être un moyen de limiter sa pénétration. 

 

 

Figure 2-2 : Mesu e de l’a gle de co tact à l’i te face li uide/solide/vapeu  od le de You g . 
 

Considérons une goutte de liquide sur une surface lisse à atmosphère ambiante (le liquide et la 

su fa e so t do  au o ta t de l’ai , l’a gle de contact esu  o espo d à u  a gle à l’ uili e 

ui est d fi i pa  l’ uatio  de Young9 (équation 4). Un matériau ayant une faible mouillabilité 

p se te a u  a gle de o ta t t s lev  et à l’i ve se u  at iau ouilla le p se te a un angle 

de o ta t fai le sig ifia t ue la goutte s’ tale à la su fa e. 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’é uili re en °  et γsv, γsl, et γlv représentent les tensions 

superficielles entre les phases solide/vapeur, solide/liquide et liquide/vapeur. 

 

La mouillabilité d’u e su fa e est fo tio  de deux fa teu s : 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 as d’u e surface rugueuse ne peut être expliqué par la seule équation de Young. D’aut es 

th o ies o t t  la o es pou  p e d e e  o pte l’i pa t de la st u tu atio  de su fa e. Le 

modèle de Wenzel11 d it le as d’u e goutte qui épouse les aspérités de la surface et est régi par 
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l’ uatio   ui p e d e  o pte le pa a t e de ugosit   (r  = surface réelle / surface apparente ) 

(Figure 2-3). La rugosité permet donc d’aug e te  l’a gle de contact du matériau (r > 1). Le modèle 

Cassie-Baxter12 décrit, lui, le as d’u e goutte ui e p iso e da s la su fa e des ulles d’ai  (Figure 

2-3). L’a gle de o ta t appa e t est fo tio  de la f a tio  solide φs) en contact avec la goutte (φs 

cos θy) au uel o  eti e la f a tio  d’ai  e p iso  sous la goutte - φs) (équation 6). 

Da s le as d’u  tat de We zel, la goutte adh e à la su fa e puis u’elle s’a o he da s les 

aspérités. Si l’a gle de o ta t est lev , on parlera alors de comportement parahydro/oléophobe ou 

comportement « collant ». Da s le as de l’ tat 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 �� = �� cos �� + 1 − 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’ tude de la ouilla ilit  de dépôts de polymères HASE-F-RF  o t e u  a gle o ta t à l’huile 

proche de entre 70° et 90°, ceux-ci sont donc faiblement oléophobe, c’est pou uoi ils o t t  hoisis 

pour notre application de protection topique1. L’ajout de g oupe e ts fluo s suppl e tai es à ces 

polymères pourrait permettre d’aug e te  l’a gle de o ta t des pol es à l’huile afi  d’attei d e 

une forte oléophobie et ainsi potentiellement d’aug e te  l’effi a it  des a tifs. 

 

Ce chapitre est composé de trois parties : en premier e  vue d’u e i dust ialisatio  

l’opti isatio  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’a lio atio  des a tifs 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. Da s le ut d’u e i dust ialisatio  futu e de es a tifs, u e opti isatio  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  à   jou s de t aite e t filt atio  su  lite, ext a tio  à l’eau et pu ifi atio  su  olo e 

chromatographique de silice). 

L’opti isatio  de la s th se du a o e p opos e se situe au iveau des tapes de 

purification : 

• L’ tape de filt atio  su  lite est éliminée. En effet, la célite forme un maillage qui permet 

d’ li i e  les précipités solides. Tout comme la célite, la silice forme un maillage, mais plus serré 

• L’ tape de pu ifi atio  su  olo e h o atog aphi ue est lo gue et outeuse. C’est u e tape 

o so at i e de te ps et de solva t a  le p oduit doit t ave se  l’ paisseu  de sili e de la 

olo e d’e vi on 20 à 25cm. Cette méthode est remplacée pa  l’utilisatio  d’u  f itt  da s 

le uel o  ha ge la sili e d’u e paisseu  plus fi e d’e vi o  -4 cm. Les molécules passent donc 

plus vite et à l’aide de peu de solva t , L o t e -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’opti isatio  d taill e et le p oto ole sont disponibles en annexe 2.1. L’a al se RMN pe et 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 pe et d’o te i  le pou e tage 

molaire de chaque monomère. Les polymères conservés sont ceux contenant 45±9% de AM, 36±5% 

de AF et ± % de MF . Le e de e t de la a tio  est d’e vi o  -70%. 

Les pa a t es ui se so t v l s t e lefs pou  l’o te tio  des pol es so t l’ ta h it  du 

o tage et le o t ôle du d it d’azote. E  effet, la a tio  est u e a tio  adi alai e se si le à 

l’ai , ’est pou uoi elle est alis e sous at osph e i e te et o t ôl e. De plus, la température de 

réaction est gale e t t s i po ta te a  ’est à °C ue la a tio  s’i itie. L’optimisation a 

AF PEGMM MF8

7-10
7-10

AF MF8 AM
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o sist  i i e  la ise e  pla e d’u  a teu  dou le e veloppe de L pe etta t u  eilleu  

contrôle de la température. Le volume du réacteur réduit la réaction à 20g de monomères initiaux. 

L’utilisatio  de e a teu  dou le e veloppe a pe is d’o te i  des e de e ts p o hes de % 

pour chaque réaction. L’opti isatio  d taill e 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 fo atio  d’u e 

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’a al se par 

infra-rouge (IR). La fo atio  de la liaiso  a ide est visi le pa  l’appa itio  de la a de de vibration 

C=O de l’a ide  à e vi o  -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
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sur 1, 2, 3, 4 et 5 jours et comparées au polymère non greffé. L’ paule e t a a t isti ue de la 

liaison amide à 1645cm-1 ’aug e te 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. 
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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 p oto oles ta t is au poi t, ils peuve t do  t e te dus à d’aut es t pes de 

a opa ti ules pou  ett e e  vide e l’i pa t de leu  atu e hi i ue.  

 

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’effi a it . C’est pou uoi 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  dop es ave  du al iu  o t t  o te ues d’u  pa te ai e selo  le 

protocole décrit par Boutard et al.16 La fonctionnalisation des nanoparticules a été caractérisée par IR 

et/ou analyse élémentaire. 

L’a al se IR des a opa ti ules de dioxyde de cérium 10nm dopées calcium (Figure 2-11) après 

fonctionnalisation (F) o t e l’appa itio  de andes de vibration entre 2800 et 2900cm-1 

o espo da t aux a des de vi atio  des g oupe e ts alk les de l’a i e-silane ainsi que la bande 

de vibration N-H à 1500cm-1 o se vatio  d’u e odifi atio  de a de e t e la i e ava t et ap s 

fonctionnalisation). La bande entre 450-500cm-1  est la sig atu e spe t ale de la i e. L’a al se 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. Cepe da t, l’a al se l e tai e e o fi e pas es sultats, elle 

révèle un taux de fonction amine <0,07mmol/g de particules. Les nanoparticules de dioxyde de 

cérium de  ’o t do  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 

phototoxi ue. C’est pou uoi u e fo e plus sta le fo e utile  a t  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’a al se IR des a opa ti ules de dioxyde de titane (Figure 2-12) ne permet pas de caractériser 

clairement leur fo tio alisatio  a  elles o tie e t des sidus d’a ide st a i ue ui pollue t 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’a al se l e tai e a pe is de o fi e  la fo tio alisatio  des a opa ti ules 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 °C à l’aide d’u  d apeu  the i ue. Au hauffage, la i h d i e va olo e  e  

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’a alyse IR du polymère greffé avec les nanoparticules de dioxyde de titane comparé au polymère 

non greffé. Un épaulement est facilement observable vers 1630cm-1 o espo da t à l’appa itio  de 

la a de de vi atio  du C=O de l’a ide. Les a opa ti ules o t do c 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 o t e l’a al se IR du pol e g eff  ave  les a opa ti ules de dioxyde de 

cérium dopées calcium comparées au polymère non greffé. L’épaulement observable vers 1630cm-1 

(C=O de l’a ide) 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 se ait i t essa t de voi  ai te a t l’i pa t de l’ajout de g oupe e ts 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 pe is l’ajout 

d’u  g a d o e de fo tio s a i es (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) afi  d’aug e te  le taux de fluo  du pol e et 

pote tielle e t l’ol opho ie. U  e se le d’a al se se a alis  pou  la a a t isatio  de es 

nouveaux composés (analyse élémentaire, mouillabilité, dispersion des nanoparticules et polymères, 

structuration de surface, étude rhéologique, etc.). 

 

3.1. REACTION CHIMIQUE 

 

L’a ide fluo  (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’e se le est dial s  afi  d’ li i e  les age ts de ouplages et le este d’a ide ui e se se ait 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 

(PSi, PCe ou PTi) 

HASE-F-RF8/NPs/RF8 

(PSi/RF8, PCe/RF8 ou PTi/RF8) 



Chapitre 2 

76 
 

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’ tudie o s do  à l’aide de o euses a al ses. L’a alyse l e tai e de ces composés a permis 

de ett e e  vide e le g effage e t e l’a ide a ox li ue 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 da s l’eau est dépendante du pH de la suspension. A pH4, le 

pote tiel z ta des t ois pol es est lev . L’aug e tatio  du pH provoque pour les trois 

polymères une brusque diminution du potentiel correspondant à l’io isatio  des g oupe e ts 

carboxyliques (COOH  COO-  de l’a ide tha li ue e t a t e  jeu da s la fo atio  du réseau 

tridimensionnel. La plus grande diminution observée pour le polymère non greffé (HASE-F-RF8) est 

expliquée pa  la p se e d’u  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’aspe t du pol e su g eff  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’ tude de l’ oule e t de la ati e e, li uide  sous l’effet des o t ai tes ui 

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 rep se te la vis osit  des pol es à % p/p   da s l’eau et 

pH7 en fonction de la contrainte qui lui est appliquée (en Pa).  Il est fa ile e t o se va le u’u e 

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 

fo ule sp a a le. E  effet, l’i t g atio  e  sp a  essite u e fo ule fai le e t vis ueuse. De 

plus, en raison de sa stabilité, on peut imaginer indiquer sur le produit : « à agiter avant utilisation ».  
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Figure 2-19 : Etude en écoulement des polymères greffés silice (●) et surgreffés ().  

 

 

Afi  d’ tudie  la apacité des nouveaux polymères à repousser les toxiques, ses propriétées de 

mouillabilité o t t  tudi  pa  go o t ie goutte d’huile d’olive de , µL . 

 

Dès 3mg/cm² (dépôt sec sur verre), l’a gle de o ta t est proche de l’ol opho ie (81±2°) pour 

les deux polymères, ensuite une différence de comportement est observée entre le polymère avant 

et après surgreffage (Figure 2-20 . Ta dis ue pou  le p e ie  l’ol opho ie ’ volue 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 d pôt pa  sp a  do e la e volutio  d’a gle 

de contact. 

 
 

  

Figure 2-20 : Mouillabilité des polymères greffés silice (●) et surgreffés (▪) en fonction de la quantité de dépôt sur plaque 

de verre. 

 

0,01

0,1

1

10

100

0,01 0,1 1 10 100

V
is

co
si

té
 (

P
a.

s)
 

Contrainte (Pa) 

Quantité (mg/cm²) 

A
n

gl
e 

d
e

 c
o

n
ta

ct
 (

°)
 



Optimisation de la synthèse et production des actifs polymères 

79 
 

L’ volutio  des a gles de o ta t e  fo tio  de la dose e peut t e expli u e pa  le seul 

paramètre chimie (paramètre intrinsèque). C’est e  aug e ta t le taux de fluor que nous avons 

joué sur la chimie ais u’e  est-il de la structuration de surface ? Des clichés MEB ont donc été 

réalisés (Figure 2-21 . Au u e st u tu atio  sp ifi ue ’est visi le pou  le pol e g eff  et de 

légers craquèlements sont observés (flèches blanches). Ces craquèlements augmentent avec la 

ua tit  de pol e d pos e e ui pou ait expli ue  la te da e à la pe te de l’a gle de o ta t 

observée dans la Figure 2-20 pour le polymère greffé. Ces a u le e ts so t des poi ts d’e t e 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 

’est visi le. 

 

L’a gle de o ta t o se v  pou  le pol e su g eff  ne peut donc pas être expliqué par la 

seule équation de Young. Si l’a gle de o ta t que forme la goutte d’huile d’olive ave  la su fa e de 

PSi/RF8 suit l’ uatio  de Wenzel, cela signifie que la goutte est complètement en contact avec les 

asp it s fo es pa  les a ofeuillets. Ave  l’ uatio  de We zel 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’ uatio  de Cassie-Baxte  pe et d’expli ue  e gai  d’ol opho ie puis ue ϴcb peut 

augmenter même si ϴy < 90° (cos �� = �� cos �� + 1 − 1). Bie  ue l’a gle attei t e pe ette 

pas d’avoi  des p op i t s glissa tes o e la feuille de lotus ,  le dépôt de la goutte emprisonne 

donc une fractions d’ai  da s les a ofeuillets qui expli ue t e gai  d’ol opho ie pou  le pol e 

surgreffé. 

 

Le polymère silice surgreffé montre donc une nette amélioration de ces propriétés de 

mouillabilité et tend vers la superoleophobie ui s’expli ue à la fois pa  l’aug e tatio  du taux de 

fluor et la structuration de surface. La modification des propriétés rhéologiques permettrait 

l’i t g atio  de es pol es p ote teu s da s des fo ules e  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’ tude 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’ol opho ie +100% i.e. +50° pour le PCe/RF8, +33% i.e +20° pour le PTi/RF8), le PCe/RF8 atteignant 

l’ol opho ie (103±2°). 

 

 
 

Figure 2-22 : Mouillabilité des polymères greffés () et surgreffés ●  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 

poi ts de la su fa e et l’ a t-t pe des valeu s ous pe ett a de d te i e  l’ho og it  des 

fo ules. L’ tude est alis e su  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’i ve se di i ue pou  le PTi. La rugosité en soit 

’est pas u  pa a t e lef pou  l’ valuatio  de la st u tu atio , les i ages MEB et d’AFM Ato i  

Fo e Mi os op  pe ett o t d’ tudie  plus e  d tail la st u tu atio  de su fa e des d pôts. 

 

 

Figure 2-23 : Rugosité des polymères greffés et surgreffés dioxyde de cérium et dioxyde de titane. 

 

L’ tude 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’o se vatio  du PCe/RF  pa  AFM ’a pas t  possi le, 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/RF . Cepe da t, il est diffi ile d’o se ve  

es st u tu atio s pa  MEB. E  effet, le fais eau d’ le t o  est t s e g ti ue et parfois 

l’o se vatio  des pol es pa  MEB est diffi ile a  il i te agit ave  la su fa e et fait « fondre » le 

polymère.  

L’appa itio  de la i o et a o-st u tu atio  du PCe/RF  pa  appo t au PCe et l’aug e tatio  

du taux de fluor (+226%) expliquent le grand gai  d’ol opho ie de ± ° à ± ° . Cepe da t, es 

p op i t s e pe ette t pas d’attei d e les a gles de o ta t o te us pou  le PSi/RF , la 

st u tu atio  e  a ofeuillet pe et i i d’expli ue  de telles p op i t s puis ue le gai  e  fluo  

+ %  ’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, ’est 

uniquement l’aug e tatio  du taux de fluo  (+37%) ui pe et d’aug e te  l’a gle o ta t de °. 
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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’ tude 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 ’  a pas auta t de d’a ide fluo  RF  ui se g effe e ui peut 

expliquer la conservation de sa stabilité à pH7. 

 

 

Figure 2-25 : Etude e  coule e t des poly es g eff s ●  et surgreffés () dioxyde de cérium (A) et dioxyde de titane 

(B). 
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Les oupes lat ales des pol es g eff s et su g eff s o t pe is d’o se ve  l’i t ieu  des 

dépôts (Figure 2-26). Pour les trois polymères, on observe une différence de structuration de 

l’i t ieu  des d pôts. E  effet les pol es greffés forment une couche compacte tandis que les 

polymères surgreffés sont aérés. Cette diff e e peut ve i  de l’aug e tatio  du taux de fluo  ui 

i flue e l’a a ge e t au s hage et fo e des ulles d’ai  da s les pol es su g eff s. 

 

 

(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). 
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3.3. CONCLUSION SUR L’AMELIORATION DES ACTIFS 

 
Le surgreffage des polymères pa  l’a ide fluo  RF  a pe is l’o te tio  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’expli ue  à la fois pa  la diff e e d’aug e tatio  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’a gle de o ta t dou le s’expli ue e  p e ie  pa  la t s fo te aug e tatio  des p op i t s 

intrinsèques et par sa légère micro et nano-structuration. Les faibles résultats de PTi/RF8 

s’expli ue t pa  la faible fonctionnalisation des nanoparticules ne permettant pas la même 

augmentation des propriétés intrinsèques et la même structuration de surface. L’aug e tatio  du 

taux fluor et la structuration en nanofeuillet du PSi/RF8 a permis l’o te tio  des eilleu es 

propriétés de mouillabilité tendant vers la superoléophobie très intéressante pour notre application 

de protection cutané. L’ tude de l’efficacité de ces nouveaux composés ’a pas pu t e alis e au 

cours de cette thèse, il serait très intéressant de les tester en efficacité à la fois seuls et formulés. 
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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 

 

 

Da s le ut d’u e i dust ialisatio  des pol es g eff s et d’u e p odu tio  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. 

40 € 

6 € 

1 € 

0,4 € 

17 € 

136 € 154 € 
(polymère  

HASE-F-RF8) 

Nanoparticules

Réactifs

Réactifs

Acide
méthacrylique
Acrylate fluoré

MF8

G
re

ff
ag

e
 

Sy
n

th
ès

e
 p

o
ly

m
èr

e 



Chapitre 2 

88 
 

L’e se le des a tifs s th tis s pol e g effés) 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 

pote tiel su  l’e vi o e e t. Le g effage d’u  a ide fluo  à lo gue hai e a pe is l’o te tio  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 

uestio  se a a o d e au Chapit e  ave  l’ tude des ouvelles fo ules e  te es de ouilla ilit  

et d’effi a it . 
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La ise su  le a h  d’u  p oduit est sou ise à différentes réglementations dépendantes du 

pa s et de l’appli atio . Le premier texte réglementaire est le programme européen REACH1.Ce texte 

de 2006 entré en vigueur le 1er juin 2007 o e e 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’o je tif p i ipal de REACH est d’assu e  la p ote tio  

de la sa t  hu ai e et de l’e vi o e e t 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’utilisatio  des a i aux, 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 exe pt s d’e egist e e t. Il ’est do   pas  

o ligatoi e  de p ouve  l’i o uit  de os a tifs vis-à-vis de la sa t  hu ai e et de l’e vi o e e t. 

Cependant, il tombe sous le sens de vérifier tout de même la compatibilité de nos actifs utilisés sous 

fo e de e a i e pou  u e appli atio  uta e. Les tests d’i o uit  pou  la sa t  hu ai e 

viseront à démontrer le potentiel irritant ou non des composés greffés, et les tests de toxicité 

e vi o e e tale pe ett o t d’e  v ifie  l’i pa t su  les o ga is es (Daphnia magna) 

constituant le premier maillon de la chaîne alimentaire.  

 

I. INNOCUITE CUTANEE DES POLYMERES GREFFES ET NANOPARTICULES 

 

Le règlement cosmétique européen2 i te dit l’utilisatio  des a i aux pou  la o e ialisatio  

des p oduits. C’est pou uoi depuis de o euses a es, la e he he de thodes alte atives à 

l’exp i e tatio  a i ale sous l’ gide de diff e tes e tit s telles ue l’ECVAM et de différentes 

commissions européennes comme le JRC (European Commission's Joint Research Centre) a été 

fortement motivée. De plus, l’exp i e tatio  animale (in vivo) est souvent plus compliquée à 

ett e e  œuv e et couteuse (nourriture, cage, place et personnel dédiés, etc.) que 

l’exp i e tatio  in vitro. De o eux tests pe etta t l’ valuatio  d’u  ph o e toxi ue so t 

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). Pa  exe ple o e a t l’ valuatio  de la tol a e uta e 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 M thode d'essai su  œil de poulet isol  (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 M thode d’essais su  e a es chorio-alla toïdie e de l’œuf de poule e o  

(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’i o uit  diff e ts.  

 

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 

o e a t les a opa ti ules de iu  et sili e. Au o t ai e, l’utilisatio  de pa ti ules de tita e 

très répandue dans les produits solaires a mené le SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety de 

l’UE  à do e  so  opi io  su  les fo es a o t i ues 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’a tivit  atal ti ue est i f ieu e à %  ou 

un mélange avec moins de 5% de la forme anatase (photo-instable et phototoxique). 

- Peuve t t e ev tus de e tai s l e ts p se ts da s le do u e t d’opi io . 

- La surface spécifique en volume ne doit pas excéder 460m2/cm3. 

- Ratio d’aspe t appo t e t e lo gueu  et dia t e  o p is e t e ,  et ,  o espo da t à 

des formes plutôt rondes, non fibrillaires ou en aiguilles). 

Les nanoparticules de titane (TiO2) fournies par Lancaster respectent toutes es o ditio s, il ’est 

do  pas essai e d’e  ev ifie  l’i o uit . Seules les a opa ti ules de sili e (SiO2) et cérine 

(CeO2) seront donc testées pour en vérifier leur innocuité cutanée.  
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L’i o uit  des a opa ti ules de sili e, des pol es 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’e se le est e suite lav , o  li i e ai si 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’ ha tillo  test  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 

. % et . % o e e o a d  pa  les o es eu op e es, l’exp ie e est do  valid e. 

 

  

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’ ha tillo  o espo d aux 

concentrations maximales de dispersion. 

 

 

Figure 3-2 : Cytotoxicité des échantillons. 

 

Pour les 6 échantillons aucune réponse dose-effet ’est o se v e. La CI50  est donc supérieure à  

% de l’ ha tillo  test . De plus, la o talit  à % de l’ ha tillo  test  est i f ieu e à %. 

Ai si d’ap s les o es eu op e es, l’e se le des a opa ti ules et des pol es test s so t 

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 

e a e vas ula is e  d’œuf de poule e o  à l’appli atio  d’u  p oduit. 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’o se vatio  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’h o agie : rupture de la paroi des vaisseaux sanguins 

• La coagulation qui regroupe 2 phénomènes : l’opacité de la MCA (formation d’u  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 te ps d’appa itio  e t e 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 o t ôles so t essai es pou  valide  l’exp ie e :  

• 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’exp ie e est valide a  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 s o es de os ha tillo s d’essais so t de  pou  les PSi et HASE et 6,75 pour les 

nanoparticules de silice. Le polymère greffé est donc classé comme moyennement irritant. 

Membrane  
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Tableau 3-1 : Résultats de la réponse de la MCA à l'application des échantillons testés. 

 

Echantillon Œufs Phénomène 
Te ps d’appa itio  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’i o uit  des polymères et  

polymères greffés silice, cérine ou titane et donc valider leur biocompatibilité avec la peau et leur 

possible utilisation en ta t u’a tif 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’i t esse  à l’i pa t de es ouveaux a tifs su  l’e vi o e e t et e  pa ti ulie  su  u  des 

premiers maillons de la chaine alimentaire aquatique : les Daphnies. 
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II. ETUDE DE L’ECOTOXICITE DES NANOPARTICULES ET POLYMERES GREFFES 

 

Jus u’à présent, les polymères ne font pas partie du périmètre du règlement REACH 

puis u’au u e est i tio  ’est e o e appli u e et u’ils so t dispe s s d’e egist e e t uelle 

ue soit la a de de to age. Cepe da t, pa  sou i d’a ti ipatio , ous avo s souhaité observer 

l’i pa t pote tiel des a tifs su  des o ga is es e vi o e e taux. Co e i di u  p de e t 

au Chapit e , la toxi it  des a opa ti ules pou  l’e vi o e e t est e o e t s o t ove s e ta t 

au niveau de leur capacité à être bioaccumulées que leur toxicité intrinsèque12–15. En effet, selon une 

e te evie  o e a t l’ valuatio  des a opa ti ules de TiO2, la disparité des méthodes ne 

permet pas une réelle conclusion quant à leur toxicité et leur bioaccumulation15. Le but de ce 

hapit e est do  d’ value  la toxicité des nanoparticules utilisées avant et après fonctionnalisation, 

du polymère et des polymères greffés vis-à-vis du crusta e d’eau dou e 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 3-4 . E  effet, les a opa ti ules so t li es au pol e et e so t do  plus à l’ tat 

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 ise e  œuv e, (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’ otoxi ité so t alis s selo  la lig e di e t i e OCDE °  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 s th ti ue eau de ivi e s th ti ue  afi  de d te i e  leu  i pa t su  la mobilité des 

daph ies. U e daph ie ui e ouge plus ap s  se o des d’o se vatio  est o sid e o e 

o te. Le p oto ole est d taill  e  a exe . . L’EC  est e suite d te i e à l’aide du od le 

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’ otoxi it  des a opa ti ules ava t et ap s fo tio alisatio  est su e da s 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(CeO2  peuve t t e o sid es o e o  toxi ues a  l’EC  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’a u ulatio  

des nanoparticules dans les daphnies à 72h (Figure 3-5) ne semble cependant pas être une cause de 

o talit  puis u’elles so t t s a u ul es da s le t a tus digestif ai si que sur la tête et la queue de 

daphnies.  



Chapitre 3  

 

102 
 

 

Contrôle CeO2 TiO2 

   

Figure 3-5 : Accumulation des nanoparticules à 72h. 

 

 

Co e d it plus tôt da s le texte, la toxi it  des a opa ti ules pou  l’e vi o e e t 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 s th ti ue. Les daph ies so t o ues pou  se ou i  de la su fa e, o  peut donc émettre 

l’h poth se ue es daph ies o t u e expositio  aux a opa ti ules de tita e sup ieu  à elles de 

cérine qui pourrait expliquer la différence de toxicité observée. 

 

L’ tape de  fo tio alisatio  se le rendre les nanoparticules plus toxiques, en particulier le 

titane. Il est donc intéressant de regarder de plus près les raisons pour lesquelles leur 

fo tio alisatio  peut i pa te  leu  toxi it . La fo tio alisatio  des pa ti ules o siste e  l’ajout 

de groupement amino-silane produisant des fonctions NH2 libres (pKa 9,7) en surface des 

nanoparticules qui peuvent se protone  au pH de l’eau synthétique (pH 8,4). Les amines sont des 

sites a tio els  u l ophiles. Elles so t p se tes da s l’e vi o e e t lo s u’elles so t 

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 EC  so t o p ises e t e  et g/L pou  l’ tha ola i e, le lau l di eth la i e 

oxide, le myristyl dimethyl amine oxide et le cocoamidopropyl dimethyl amine oxide tandis u’elles 

so t la ge e t sup ieu es à  g/L pou  d’aut es o pos s18,19. L’ajout de es fo tio s a i es 

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 a opa ti ules de tita e fo e t gale e t u e ou he sup ieu e da s 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’ otoxi it  des pol es est su e da s 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’i dust ie p ote tio  a ti-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 

ela gage da s l’e vi o e e t, u  i t t pa ti ulie  pou  l’ otoxi it  de es o pos s s’est 

développé depuis déjà 25ans. En effet, ces composés résistants sont persistants dans 

l’e vi o e e t et peuve t do  s’  a u ule , t e ioa u ul s et i dui e des effets toxi ues li s 

à leur toxicité intrinsèque20–25. U e tude valua t l’ otoxi it  su  Daph ies a o t  u’u e 

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 o pos s pe fluo s est g ale e t de l’o d e du a og a e27–31 

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 ue les taux et ouv s da s l’e vi o e e t pou  

des composés fluorés déjà largement utilis s da s l’i dust ie. 
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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. 

Afi  d’ tudie  la vis osit  des pol es, des exp ie es de h ologie e  oule e t à fai le taux 

de cisaillement ont été réalisées pour chaque polymère sur les concentrations maximales testées soit 

400mg/L. Les poly es g eff s po de t de la e a i e ue l’eau distill e Figure 3-7). Le 

polymère HASE-F-RF  se le lui u  peu plus vis ueux ue l’eau distill e su tout pou  des taux de 

cisaillement supérieur à 4s-1. Les polymères greffés étant composés à 30% de nanoparticules et 70% 

de polymère HASE-F-RF , il est logi ue d’o se ve  u e l g e aisse de vis osit  des pol es 

greffés due à la diminution en quantité de polymère HASE-F-RF8. Globalement, la plus forte des 

o e t atio s e p se te pas u e vis osit  telle u’elle pou ait t e la ause de la o talit  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-RF , o  pou ait do  s’atte d e à u e toxi it  /  de fois oi s lev e si elle-ci est 

seulement due au polymère. 

Le PSi  est l g e e t plus toxi ue ue le pol e o  g eff  su tout à h et h où l’EC  est 

di i u  d’u  fa teu  . Da s l’ tude p de te o e a t l’ho ologue h d o a o , 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 e toxi it  ue le pol e o  g eff , il ’  a 

do  pas d’effet de toxi it  des pa ti ules de tita e su  e pol e g eff . Les sultats à h so t 

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 

u’à h de o ta t, il  a u  effet fi ue du g effage des a oparticules fonctionnalisées au 

polymère puisque cela permet de diminuer leur toxicité. 

 

2.4. CONCLUSION DU TEST ENVIRONNEMENTAL 

 

L’ otoxi it  su  daph ies a o t  ue : 

- 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 

ta dis  u’elle e d les pa ti ules de tita e eau oup plus toxi ue et modifie complètement leur 

mouillabilité et donc leu  dispe sio  da s 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 i po ta te due aux pa ti ules de sili e ta dis u’à l’i ve se le PCe p se te u e toxi it  

moins importante du fait de l’a se e 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 o pos s fluo s ioa u ul s da s l’e vi o e e t. Ainsi, un potentiel 

ela gage de es o pos s da s l’e vi o e e t ta t do  leu  utilisatio  plus fai le ue elle 

des composés fluorés très répandus  ’i dui a pas d’ otoxi it . 

 

 

L’i o uit  uta e a donc été vérifiée pour les actifs greffés silice, cérine et titane. La toxicité 

e vi o e e tale se le fai le. La ala e fi e / is ue se le do  t s lev e. Il s’agit 

ai te a t d’i t g e  es ouveaux pol es p ote teu s da s des fo ules fil og es 

pe etta t de o se ve  l’effi a it  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’o je tif de e chapitre est d’i t g e  les pol es g eff s 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 test es lo s d’u  p e ie  s ee i g su  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 

’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 

tude de leu  o pati ilit  ave  le pol e et de leu  p oto ole d’utilisations (% et méthode 

d’intégration). L’ tude de la ouilla ilit  des i g die ts o t e u’ils so t tous ol ophiles, ’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 fo ules est fix  à  à l’aide d’u e solutio  a ueuse 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) 
da s 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) 
da s 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’a gle de o ta t esuré par go io étrie) vis-à-vis de l’huile 
d’olive (4,9µL) a été réalisée par étalement des liquides et pré-dispersio  des poudres da s l’eau. Les i grédients ont été 

étalés à 5mg/cm² sur plaque de verre et sé her ava t esure. Le sili o e RORE et la gly éri e ’o t pas sé hés et ’o t pas 
pu être mesurés. 

 

Ces formules sont réalisées sur 1- , g d’a tif pou  o te i   à g de fo ule fi ale. 

 

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 so t l’étalement à la spatule 

en silicone ou par la méthode du doigt de gant (Figure 4-1). L’ho og it  de es thodes peut 

être discutée. En effet, la méthode du doigt de gant est peu homogène du fait du mouvement 

circulaire su  l’expla t. Ainsi, selon où le toxique sera dépos  l’efficacité pourra être impactée 

(couche plus ou moins épaisse). La spatule e  sili o e est u e thode d’ tale e t plus ho og e 

si elle est bien réalisée. Pour cela on positionne la spatule dans son sens le plus large, on dépose le 

topique sur un  côt  puis o  l’ tale e  o se va t la spatule toujou s à la même hauteur par rapport 

à la e a e afi  d’avoi  u  d pôt a a t u e paisseu  ho og e su  toute la membrane. La 

méthode de la spatule en silicone est do  hoisie pou  l’e se le de l’ tude des formulations et 

des tests d’efficacit . 
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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 pou  a lio e  l’aspe t des dépôts. Les formules qui 

craquèlent en séchant à température ambiante ou à 32°C te p atu e des exp ie es d’effi a it ) 

sont donc discriminées par simple aspect visuel (dose appliquée de 27mg/cm²) (Figure 4-2). 

L’ho og it  et l’aspe t des formules sont ensuite étudiés par microscopie. Ces observations sont 

additionnelles, le c it e disc i i a t pou  la s lectio  des fo ules se a l’o se vatio  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’ talement 

Membrane 
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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 % SI  ’o t pas suffi à e d e la fo ule fil og e, ’est pou uoi es fo ules o t 

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 o e te e t, ’est pou uoi les fo ules o te a t oi s de Fixate et o  

filmogène (SI03, SI05) ont également été additionnées de glycérine (SI04, SI06). Les formules 

filmogènes et étalables facilement  o t t  s lectio es pou  les tests d’efficacit  (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 ’a pas t  essai e 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) afi  d’observer l’effet du dopage et/ou de la taille 
sur l’effi a ité. 

 

(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’a atase, 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’i t t du diox de de tita e pou  la p ote tio  uta e 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. Cepe da t, la fo ulatio  ’a pas té 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 

di i ue  la ua tit  de i e ui ’est a tuelle e t pas dispo i le de a i e o e iale 

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’h poth se formulée ici est la suivante : plus une formule te d ve s l’ol opho ie (angle de 

contact > 90°) plus la formule repousse le toxique et devrait t e effi a e vis à vis d’age ts comme le 

paraoxon. On observe sur membranes siliconées lo s de l’additio  d’i g die ts o e les sili o es 

(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 

ouilla ilit  a u  i pa t sig ifi atif su  l’effi a it  les eilleu es fo ules 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’effi a it  alis s pou  ette tude se o t d its i-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 

 

U  test d’effi a it  o e tout test toxi ologi ue et iologi ue doit t e alis  e  p e a t e  

o pte la faisa ilit , le oût, la fa ilit  de ise e  œuv e et la pe ti e e du od le. Nous suivrons 

do  le s h a suiva t pou  l’effi a it  des fo ules 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 ’o t pas t  alis s au 

ou s de e p ojet ais o stitue t u e tude essai e suppl e tai e afi  de valide  l’effi a it  

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 esu e de l’effi a it  des fo ules et de 

dosage sont détaillés en annexe 4.1 et 4.2. Une crème efficace diminue significativement la quantité 

de pa aoxo  et ouv e da s le ilieu epteu  à la fi  de l’exp ie e o fi  su   aut es 

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). U e fo ule à ase de gl i e et d’eau ’est pas talable su  e a e sili o e, ’est 

pourquoi elle a été intégrée dans la crème contrôle BarrierDerm. Cette crème commerciale ’a a t 
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aucun effet protecteur Ba ieDe , e lot et sta le da s le te ps do  o  va ia le d’u e 

exp ie e à l’aut e  est également utilisée comme contrôle négatif pour valider la méthode 

d’ tale e t. L’utilisatio  d’u  o t ôle positif tel que la crème AG-7 serait également intéressante. 

Au u  des i g die ts test s e di i ue la p t atio  du pa aoxo  ap s h d’expositio  pa  

appo t aux e a es o  p ot g es a e oi e  e ui pe et de o lu e u’au u  i g die t 

’a d’effet protecteur significatif sur 6h. Ainsi, un effet protecteur des formules sera dû uniquement 

à la p se e de l’a tif da s la fo ule. 

 

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 p se te les sultats d’effi a it  à T h des fo ules à ase de PSi. Ces formules 

contiennent toutes e vi o  % d’a tif.  

 

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 

o e ela tait p vu pa  la esu e de l’a gle de o ta t de la formule.  

L’utilisatio  d’i g die t i dividuelle e t Gl i e – SI07 et Fixate – SI02) ne permet pas de 

diminuer significativement la pénétration du paraoxon (le Daitosol et le PVP, ne permettant pas 

d’avoi  u  d pôt fil og e, ’o t pu t e test s 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’o te i  u e formule plus lisse et fluide. De plus, elle peut être facilement ajoutée en fin de 

fo ulatio  et seule e t % suffise t à o te i  u e fo ule fil og e, ’est pou uoi elle a t  

hoisie pou  t e la g e ave  d’aut es i g die ts. Trois formules avec un mélange d’i g die ts 

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 diffi ult  à l’ tale . L’ajout 

de Glycérine dans cette formule a permis de diminuer la quantité de Fixate et d’o te i  u e  fo ule 

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’additio  de glycérine sur les 

formules à base de Daitosol et PVP (non filmogènes) a permis d’o te i  des fo ules filmogènes et 

efficaces (SI15 : 0,21 ± 0,12 %Q0 et SI13 : 0,0002 ± 0,0001 %Q0).  

Selon les résultats de mouillabilité, SI07 devait t e la plus effi a e a gle de o ta t = ° . 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 p ote tio . Pa  o t e ’est la fo ule la plus oléophile, 

SI19 (angle de contact = 39°) qui présente la moins bonne protection (favorise la pénétration). Le 

phénomène de pénétration e s’expli ue pas seule e t pa  l’ tat de su face. 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, diff e ce 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 

pou a pas t e utilis  pou  p di e l’effi a it  de fo ules te da t ve s l’h d opho ie. 

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 sili o e ’aug e te pas sig ifi ative e t la p t atio  du paraoxon contrairement à  ce qui a pu 

être observé pour la silice (CE13 et CE12, a gles de o ta t = ° . L’i pa t 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 ui essite l’additio  d’u  i g die t 

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 = ° . L’effi a it  ’est e o e u e fois pas p opo tio elle à l’augmentation 

de l’a gle de o ta t. Cepe da t, pou  la i e ’est la fo ule p se ta t le plus g a d a gle 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. 

Co e o se v  da s le hapit e . . l’ajout de gl i e ’a pas d’effet su  le PSi. Il est 

i t essa t d’ tudie  l’i flue e des p op i t s ph si o hi i ues i t i s ues des a opa ti ules 

(nature, taille, type de traitement). La Figure 4-10 pe et d’ tudie  l’i pa t 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 PSi  su  l’effi a it  à T h 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 

atu e so t des facteu s ajeu s co f a t l’efficacit  à  u e fo ule. 

 

 

Figure 4-10 : I flue ce des pa ticules su  l’efficacit  à T h (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’effi a it  de la fo ule à ase Fixate et o te a t l’a tif PSi est très variable (2,85±3,65 %Q0) 

du fait de l’aspe t de la e t s vis ueux et diffi ile à appli ue  a  % i i u  de Fixate sont 

essai es pou  o te i  u  aspe t fil og e pa  appo t à % pou  l’a tif i e . Pou  la fo ule 

o te a t l’a tif PCe l’effi a it  est o e et ep odu ti le , ± ,  %Q . Lo s ue l’o  la ge 

les polymères greffés en formulation pour o te i  le e taux fi al ~ % d’a tif , l’effi a it  pa  

appo t à l’a tif PSi seul est aug e t e ais pa  appo t à l’a tif PCe seul elle est diminuée. 

L’aug e tatio  d’effi a it  pa  appo t à l’a tif PSi peut être expliquée pa  l’a lio atio  de l’aspect 

ho og e et fil og e de la e Fixate à %  et la di i utio  de l’effi a it  pa  appo t à l’a tif 

PCe seul peut être expliquée par la différence de concentration en actif spécifique (10% vs 5% PCe). 

L’effi a it  de la fo ule à ase de Daitosol et d’a tif PSi ’a pas pu être testée car non 

fil og e.  L’effi a it  de la fo ule o te a t l’a tif 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 

pol es g eff s ave  des a opa ti ules de sili e et de i e ’est o se v . 

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 esse tiel à l’effi a it  alg  ue seul il ’appo te au u e effi a it  . . 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). 

 

U e piste se ait de fai e des la ges o te a t % de ha u  des a tifs pou  voi  si l’effi a it  

est aug e t e. Cepe da t, l’ajout d’a tif e  u e telle ua tit  nécessite un travail de formulation 

o pl e tai e la ge d’i g die ts fil og es et fluidifia ts  ui e efl te a do  pas 

l’effi a it  des a tifs i dividuelle e t.  

 

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 su  

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, 

o  peut co clu e ue la capacit  d’u e fo ule à epousse  l’huile d’olive seule ’est pas 

représentative de son efficacité vis-à-vis du paraoxon. 

 

 

4,78 
4,46 

2,85 

0,12 

1,13 0,68 
0,94 

0,00 0,00 0,01 
0

1

2

3

4

5

6

7

Contrôle BD Psi-50mg Pce-27mg Mixte-27mg Pce-27mg Mixte-27mg Psi-27mg Pce-27mg Mixte-27mg

P
ar

ao
xo

n
 (

%
Q

0
) 

Fixate Daitosol Glycérine/PVP 



Chapitre 4 

 

126  
 

De ces p e i es exp ie ces d’efficacit  in vitro sur membranes siliconées, nous pouvons 

également conclure que l’efficacit  d’u e e est dépendante :  

- De la nature intrinsèque de l’a tif. E  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’effi a it  de la fo ule : 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’a so e  seule e t. 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’effi a it  est gale e t d pendante de la compatibilité des ingrédients avec les actifs. En 

effet, le pol e fo e u  seau D de a opa ti ules, il est ais  d’i agi e  ue l’ajout 

d’i g die t peut ve i  favo a le e t ou d favo a le e t i flue e  e seau D.  

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. 

 

  



Fo ulatio  et s ee i g de l’effi a it  

127 
 

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’agitateu  a i ue IKA®-WERKE EUROSTAR selon les deux étapes suivantes : 

(1) Dispe sio  o pl te du pol e PVP da s l’eau agitatio  jus u’à solu ilisatio  o pl te  

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% 

Plasdo e™ 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’agitateu  a i ue 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’ paisseur 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’ paisseu  ’est pas p opo tio elle à la ua tit  d pos e : 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  vs g/ ² . Les oupes t a sve sales de F  ’o t 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. 
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3.3. STABILITE ET ETUDE RHEOLOGIQUE DES FORMULES F1 ET F2 

 

L’ tude h ologi ue des fo ules appo te des i fo atio s ualitatives ua t à la st u tu atio  

et la force du réseau de polymère au sein de la formule. Ces esu es so t alis s à l’ tat i itial et 

après vieillissement accéléré afi  d’ tudie  so  volutio . 

 

3.3.1. Principe et définition de la rhéologie 

La h ologie est l’ tude de la déformation et de l’ coule e t de la ati e 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 po d à l’ uatio  de Ne to  :  � = ��̇    (eq. 4)  

η = vis osité e  Pa.s, τ = o trai te de isaille e t e  Pa et   ̇  = vitesse de cisaillement en s-1) 

Il existe également des fluides dits non-newtoniens dont les deux grands comportements sont : 

- rhéo-fluidifiant : le fluide o t e u e du tio  de la vis osit  ave  l’aug e tatio  de la 

contrainte qui lui est appliqué. 

- rhéo-épaississant : à l’i ve se, la viscosité augmente ave  l’aug e tatio  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 e to ie s sou is à u e o t ai te s’ oule t à l’i fi i, leu  a a t e est dit 

« liquide » ou « visqueux ». Dans le cas de fluides complexes (non-newtoniens), la viscosité seule ne 

suffit plus à a a t ise  es at iaux puis u’elle e p e d pas en compte le caractère « solide ». Il 
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faut alo s s’i téresser au comportement viscoélastique des matériaux qui analyse à la fois la part de 

vis osit  a a t e li uide  et la pa t d’ lasti it  a a t e solide . Le a a t e liquide correspond 

do  aux p op i t s d’ oule e t du at iau sou is à u e o t ai te ta dis ue l’ lasti it  se 

a ifeste lo s ue l’o  appli ue ou supp i e u e o t ai te et o espo d à l’ tat t a sitoi e de 

l’ ha tillo  pendant lequel sa structure évolue avant de se stabiliser. 

Da s le as de suspe sio s de pol e, l’appli atio  d’u e o t ai te va fo e  les hai es 

polymériques à passe  d’u  tat de epos à t a sitoi e au ou s du uel les hai es vo t t e ti es 

et emmagasiner une énergie dite élastique avant de retourner à un tat d’ uili e e  dissipa t ette 

énergie11. Le comportement viscoélastique d’u e e o stitu e de pol es et d’aut es 

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 pa  plusieu s g a deu s ph si ues et l’ uatio  de 

Hooke τ = contrainte appliquée Pa ,  = a pleu  de la d fo atio , G, module de cisaillement en 

Pa) : � = �.    (eq. 5) 

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 

d st u tu atio  du seau et sa igidit  ou li e t  au ou s de l’ tat t a sitoi e12.  

De ces deux composantes peut être calculé le facteur de perte ou facteu  d’a o tisse e t donnant 

des informations précieuses sur la caractérisation du produit :  

 tan =  ′′′     (eq. 6) 

 

Si tan  > 1 -> G’’ > G’ = le a a t e vis ueux ou li uide p do i e. 

Si tan  < 1 -> G’’ < G’ = le a a t e lasti ue ou solide p do i e. 

 

Ai si l’ tude h ologi ue des ouvelles fo ules va ous pe ett e d’a al se  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’aspe t visuel ou o se vatio s a os opi ues ui pe ette t de voi  l’ volutio  de la ouleu  

de l’ho og it  et de la consistance de la formule 

- le pH  

- la viscosité  

- l’ volutio  des pa a t es h ologi ues 
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3.3.2. Etude des crèmes à T0 

L’ tude de la ou e d’ oule e t 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 u’à t s fai les isaille e ts 

(<0,6s-1) et donc quasiment au repos F2 présente une viscosité plus élevée que F1 (Figure 4-15 B). Les 

deux es ’o t pas le e omportement : 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 pe ette t d’o se ve  les caractères élastiques (ou solides) et 

visqueux (ou liquides  d’u e e : le balayage en amplitude à une fréquence constante va 

pe ett e d’a al se  la d st u tu atio  du seau et donc plutôt son caractère liquide ; le balayage 

en fréquence à une a plitude fixe va pe ett e d’o se ve  la po se d’u e e à u e 

solli itatio  o  dest u t i e et so  etou  à l’état initial et donc sa réponse élastique10. 

 

Le ala age e  a plitude o t e t u’à l’ tat i itial o t ai te = ,  Pa , G’’ est i f ieu  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 facteu  d’a o tisse e t. 

 

L’aug e tatio  o sta te de la o t ai te su  la e va e e  à la déstructuration de son 

réseau qui se produira lors de la t s fo te d oissa e des odules lasti ues et vis ueux jus u’à 

inversion des p op i t s vis o lasti ues, ’est-à-dire quand le caractère visqueux de la crème 

prédominera sur sa réponse élastique (G’’ > G’ et do  ta   fa teu  d’a o tisse e t  > 1). Le 

domaine précédent cette déstructuration est appelé domaine linéaire ou newtonien. La contrainte 

essai e pou  fai e appa aît e les p op i t s vis ueuses de la e est appel  seuil d’ oule e t. 

Pour F1, le seuil d’ oule e t est attei t à  Pa et pour F2, G’ est toujou s supérieur à G’’, epe da t 

il semblerait que pour la déformation maximale (100%), on tende vers une égalité des deux modules, 

le seuil d’ oule e t se le do  t e p o he de  Pa. Ces seuils d’ oule e t peuve t t e 

également déte i s su  des tudes d’ oule e t si ple tude de vis osit  e  exp i a t la 

viscosité en fonction de la contrainte (Figure 4-15 B). Pour F1, le seuil d’ oule e t e peut  t e 

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’’  de F1 est plus élevé que celui de F2 (Figure 4-16 A), ce qui se traduit 

gale e t pa  u  fa teu  d’a o tisse e t plus lev  (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 so  seuil d’ coule e t est plus fai le : son réseau présente 

donc des interactions plus fortes et moins nombreuses.  

- F2 est moins viscoélastique que F1 et son seuil d’ coule e t est plus lev  : son réseau 

présente donc des interactions moins fortes mais plus nombreuses. 
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Les propriétés viscoélastiques d’u e e so t i po ta tes pou  o ait e la sista e d’u e 

crème à son étalement et les propriétés optimales d’appli atio  de elle-ci. Théoriquement, on 

o sid e l’appli atio  d’u e formule à une vitesse constante (et donc un cisaillement constant). En 

alit , les ouve e ts de isaille e ts li s à l’appli atio  d’u e e peuve t t e o sid s 

o e p iodi ues selo  des ouve e ts d’alle -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 sup ieu  à G’’ e ui i di ue la p do i a e du caractère 

élastique des formules (Figure 4-17). Le fa teu  d’a o tisse e t G’’/G’  est constant sur toute la 

gamme de fréquence ce qui met en exergue la stabilité des crèmes. Néanmoins, ce rapport est 

diff e t d’u e fo ulatio  à l’aut e. E  effet, da s le as de F  e appo t est plus i po ta t ue 

da s le as de F . De plus l’allu e glo ale des ou es est diff e te puis ue l’o  e a ue u e 

augmentation plus importante de la valeur des modules dans le cas de la formulation F2. Ces 

o se vatio s fo t tat d’u  o po te e t diff e t des deux fo ulatio s lo s ue toutes les deux 

so t sou ises aux es solli itatio s. Il ous est do  possi le d’affi e  ue es deux 

formulations ont un comportement différent. 

 

 

Figure 4-17 : Balayage en fréquence à amplitude fixe 1Pa. 

 

3.3.3. Vieillissement accéléré de F1 

Le vieillisse e t a l  à °C ha ge l’aspe t de la fo ule F1.  En effet, dès la première 

se ai e d’i u ation, la formule jaunie/fonce de manière intense pour garder la même couleur à la 

fi  des  se ai es d’i u atio  Figure 4-18 A). Egalement la formule semble plus consistante. 

Au u e odeu  a a t isti ue d’u  d veloppe e t a t ie  ’est d te t e. De plus, le pH va ie de 

oi s d’u e u it  au ou s des  se ai es 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’ volutio  de la vis osit  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 o se vatio s o e a t l’aspe t de la fo ule.  

 

 

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 di i utio  de ta  , la formule perd donc ses propriétés viscoélastiques. 

Cependant, le seuil d’ oule e t est attei t à des contraintes plus élevées au cours du 

vieillissement : T0 = 13Pa, T1 = 22Pa, T2 = 40Pa, T3 = 49Pa, T4 > 100Pa. De même que pour la 

o pa aiso  des es à l’ tat i itiale, il peut t e o lu u’il  a u e volutio  globale du réseau : 

le nombre des interactions diminue au cours du vieillissement (réponse viscoélastique plus faible) 

mais leur force augmente (seuil d’ coulement 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 facteu  d’a o tisse e t. 

 

Le balayage en fréquence sur une gamme de 0,1 à 100Hz traduit l’ volutio  des i te a tio s 

présentes dans la formule. De ces graphes, des temps de relaxation (Tr) peuvent être déterminés. Ils 

sont atteint aux f ue es pou  les uelles G’ = G’’ ou lorsque la ou e d iva t G’ attei t u  

maximum au même moment où G’’ d it u  poi t d’i flexio  et sont calculés selon l’ uatio  

suivante : 

 �� =  1     (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 seau et oi s de te ps pou  eve i  à l’ tat i itial et donc plus le caractère élastique marqué.  

 

Le Tableau 4-7 p se te l’ volutio  de es i te a tio s 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 vieillisse e t, e ui sig ifie ue le o e d’i te a tio s fo es et d t uites au ou s 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’ aug e te d’u  fa teu   de T  à T , F1 gagne donc en caractère élastique au 

cours du vieillissement. Ces sultats ejoig e t le fait u’il  a oi s de te ps de elaxatio  et do  

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). 

Evolutio  des odules élasti ues G’, ―  et vis ueu  G’’, ‐‐‐  initiaux (B) et après 1 (C), 2 (D), 3 (E) et 4 (F) semaines 

d'incubation à 45°C. 

 
 

 

 (A) 

 

Temps 
(semaines) 

G’initial 
(Pa) 

G’’initial 
(Pa) 

Temps de relaxation 
(s) 

0 44 35 
0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 

0,05  

1 46 33 0,01 ;  0,04 ; 0,1 

2 54 36 0,06 

3 63 39 0,06 

4 86 48 0,06 

 

(B) 

 

 

 (C) 

 

 

 (D)
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 (F) 

 
 

1

10

100

1 000

10 000

100 000

0,1 1 10 100
G

'G
" 

(P
a)

 

Frequency (Hz) 

T

1

10

100

1 000

10 000

100 000

0,1 1 10 100

G
'G

" 
(P

a)
 

Frequency (Hz) 

1

10

100

1 000

10 000

100 000

0,1 1 10 100

G
'G

" 
(P

a)
 

Frequency (Hz) 

1

10

100

1 000

10 000

100 000

0,1 1 10 100

G
'G

" 
(P

a)
 

Frequency (Hz) 

1

10

100

1 000

10 000

100 000

0,1 1 10 100

G
'G

" 
(P

a)
 

Frequency (Hz) 



Chapitre 4 

 

138  
 

Les expériences de rhéologie montrent que le réseau de F1 se consolide au cours du 

vieillisse e t viscosit  plus lev e, seuil d’ coule e t plus haut, et di i utio  de la pe tu atio  

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) 

ais u  ela gage d’eau est o se v e e  su fa e Figure 4-21). Cependant, aucune odeur 

a a t isti ue d’u  d veloppe e t a t ie  ’est d te t e. De plus, tout comme F1, le pH varie de 

oi s d’u e u it  au ou s des  se ai es et este p o he de ,  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.  

Cepe da t o e a t la sta ilit  de e, le ela guage d’eau e  su fa e montre une certaine 

instabilité du réseau de F2.  

 

 

Figure 4-21 : Observation visuelle de F2. 

(A) différence entre T0 et T4 ; B  relargage d’eau e  surfa e 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 

p e i e se ai e d’i u atio  à °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’ volutio  des odules élastiques et visqueux (Figure 4-24). De plus, le seuil d’ oule e t 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 facteu  d’a o tisse e t. 

 

Le balayage en fréquence (Tableau 4-8) montre que le caractère élastique de F2 est prédominant 

et u’il ’  a pas d’ volutio  des odules i itiaux au ou s du vieillisse e t. Le réseau de F2 

’ volue ue peu au cou s du temps. A l’i ve se de F1, le nombre de temps de relaxation augmente 

au cours du vieillissement de F2, ela sig ifie u’il  a do  plus d’i te a tio s pe tu es pou  la 

e solli itatio  et do  u’il  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). 

Evolutio  des odules élasti ues G’, ―  et vis ueu  G’’, ‐‐‐  initiaux (B) et après 1 (C), 2 (D), 3 (E) et 4 (F) semaines 

d'incubation à 45°C. 

 

 

 (A) 

Temps 
(semaines) 

G’i itial 
(Pa) 

G’’i itial 
(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’ tat i itial T  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’ oule e t plus as . 

Au cours du vieillissement, F1 présente un renforcement de son réseau : augmentation de la 

vis osit , aug e tatio  du seuil d’ oule e t et di i utio  du o e d’i teractions perturbées ; 

le réseau gagne en élasticité. Egalement, la formule jaunie et fonce au cours du temps, ce qui tend à 

pe se  u’elle s’ox de e  vieillissa t. L'ajout d'agents antioxydants pourrait palier à ce problème. Il 

se a i t essa t de voi  l’i pa t du vieillisse e t et do  l’ volutio  de es propriétés rhéologique 

su  l’effi a it  de la e.  

A l’i ve se, le réseau de F2 semble de déstabiliser au cours du temps. On observe un relargage 

d’eau e  su fa e le o e d’i te a tio s pe tu es au ou s d’u e e solli itatio  aug e te. 

Une solution consisterait alors à ré-homogénéiser F2 avant application. Egalement, il sera intéressant 

de voi  l’i pa t du vieillisse e t su  l’effi a it  de la e. 

 

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 

poi ts so t esu s et la o e e est al ul e, o  peut do  gale e t d te i e  l’ho og it  

des dépôts : un faible écart-type montre une bonne homogénéité (coefficient de variation (%) =                 

écart-type / moyenne).  

Les crèmes o t t  test es e  effi a it  à de fo tes doses  et g/ ² . Il s’agit i i de voi  si 

la dose appli u e a u  effet su  la ugosit  et l’ho og it  des d pôts. Les doses testées sont : 5, 

,  et g/ ². Egale e t, il se ait i t essa t de voi  l’i pa t du vieillisse e t su  la ugosit  

et l’ho og it  des d pôts. L’ tude o pl te de ugosit  ’a pu t e alis e ue su  F  a  il 

restait peu de formule F2. La Figure 4-25 montre les résultats de rugosité : il ’  a au u  effet dose i  

un effet du vieillissement. L’e se le des d pôts est ho og e ca  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 

  

Bie  ue da s la pa tie  de e hapit e ous avo s o lu ue la ouilla ilit  ’ tait pas le seul 

pa a t e ep se tatif de l’effi a it  vis-à-vis du pa aoxo , il est a oi s i t essa t d’ tudie  

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). 

7,3 7,1 6,8 
7,2 

0

2

4

6

8

10

27 15 10 5

R
u

go
si

té
 (

fa
ct

eu
r 

R
a 

en
 µ

m
) 

Dose (mg/cm²) (A) 

7,1 7,4 

0

2

4

6

8

10

0 4

R
u

go
si

té
 (

fa
ct

eu
r 

R
a 

en
 µ

m
) 

Temps (semaines)  (B) 



Fo ulatio  et s ee i g de l’effi a it  

143 
 

- 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 te sio  supe fi ielle TS  =  N/ ²  p o he de l’eau pou  esu e  le pouvoi  

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, 

ot e ol ule hi i ue d’ tude. 

 

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 so de d’i t êt,  il ’  a u’u  t s fai le 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 ’  a au u e diff e e 

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 

ol ophiles huile d’olive  ai si ue les li uides au o po te e t i te diai e hexad a e 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’i pact des a opa ticules de silice sur les propriétés de mouillabilité. Il y a une très forte 

décroissance de la apa it  de la e à epousse  l’huile d’olive au ou s du temps : en 5 min 

l’a gle d oit d’e vi o   à °, e  h d’e vi o   à °, pou  se sta ilise  à h ave  u e pe te 

d’e vi o   à °. L’h poth se est i i ue pou  u e tude i ti ue de la p t atio  su  h il  ait 

u e pe te d’effi a it  e t e , 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 vieillisse e t des c es pe da t  se ai es à 5°C ’a pas odifi  leu  capacit  

à epousse  l’huile d’olive et do c le pa aoxo . 
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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 ’  a do  pas d’effet du s hage 

sur le dépôt initial. Après 6h, l’a gle de o ta t 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’e se le des tudes du Chapit e , les d pôts se o t s h s ava t appli atio  du pa aoxo  pour 

des raisons de mise e  œuv e p ati ue 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 vieillisse e t su  l’effi a it  se a do  a o d  da s le Chapit e 

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 

o t e t ue la goutte te d à s’ tale  de plus e  plus su  la su fa e ais gale e t u’il  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 ’est pas le pa a t e lef ui pe ett ait de p di e l’effi a it  d’u e crème car 

celle- i d pe d d’u  p o essus plus o plexe incluant des paramètres physico-chimiques et 

dépendant de la membrane et du t pe d’a tif ou d’i g die t utilis . Il sera donc intéressant de 

comparer les efficacités de F1 et F2. 

L’effi a it  des deux formules sélectionnées va être étudiée en détail au chapitre suivant. 
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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 o e a t l’i t t 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 F  à epousse  l’huile d’olive ais u’il  avait u  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 jus u’à uelle dose les TPC 

confère une protection suffisamment efficace la ouilla ilit  ’ ta t pas i pa t e, u  pa a t e 

o e l’ paisseu  du d pôt pou ait t e à l’o igi e d’u e odifi atio  de l’effi a it . Il a 

également été observé que F1 était stable après un vieillissement accéléré de 4 semaine à 45°C du à 

la o st u tio  o ti uelle de so  seau à l’i ve se de F . L’i pa t du vieillisse e t su  les 

formulations sera également évalu  afi  de voi  jus u’à uel o e t les es ap s ouve tu e 

conserve leur efficacité. 

E fi , da s le as d’u e appli atio  e  o ditio  elle, ’est-à-dire en dessous de vêtements de 

protection, il semble important de mesurer la résistance des TPC candidats à l’o lusio .  

La première partie de ce chapitre (Etude 1) va se o sa e  à l’ tude d taill e des fo ules 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 do t l’a gu e t de 

vente est leur similarité en termes de propriétés diffusio  ave  l’ pide e hu ai  Figure 5-1 A). De 

plus, leur mouillabilité vis-à-vis de l’eau, du diiodométhane et de l’huile d’olive li uide so de do t 

les propriétés de mouillabilités sont identiques au paraoxon) semble plus proche de la peau humaine 

que les membranes siliconées (Figure 5-1 B) ’est pou uoi il est gale e t i t essa t de teste  

l’effi a it  des fo ules su  es 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) Co positio  d’u e e bra e Strat-M et (B) mouillabilité des différents supports (eau et huile d’olive : mesures 

i  vivo sur l’ava t-bras de volontaire (pH et température contrôlés), dioodométhane : données de la littérature
3
). 
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Les fo ules so t tal es à la spatule e  sili o e et l’effi a it  esu e au ou s de  ou h de 

contact avec le paraoxon. Les flux maximum (Jmax) et te ps de late e λ  se o t o te us à partir des 

cinétiques de pénétration (annexe 4.2). Classiquement le flux maximum est exprimé en µg/cm²/h, 

da s e hapit e la zo e d’expositio  ta t la e pou  les diff e tes e a es utilis es 

(1,13cm²), il sera exprimé en µg/h. La dose maximale retrouvée dans le liquide récepteur à la fin de 

l’exp ie e est o e Qmax (en %Q0). A l’aide de es pa a t es les 2 ratios suivants pourront être 

calculés PR et E4 : 

 � ������� ���� =  ����é ������� �é�é � ����  � =  %�%���� 

(rapport des moyennes) 

(% calculé par rapport à la moyenne des contrôles non protégés) %�max � � =  �max  � �  � ���max  � �  � ���� � � �� �é�é ∗  

 

(éq. 4) (éq. 5) 

Les uatio s  et  du Chapit e  pe ette t d’ ta li  la elatio  suiva te e t e les pa a t es 

Jmax et λ : � =   � ∆6�      (éq. 6) 

Une formule est efficace si elle diminue le flux maximum (Jmax) et Qmax et augmente le temps de 

late e λ  car le coefficient de diffusion D diminue. Ainsi, plus une formule est efficace plus Jmax/Qmax 

sont petits et λ g a d et do  PR ou E so t g a ds et sig ifi ativement supérieur à 1). PR et E sont 

des atios al ul s afi  de ett e e  vide e les effets p ote teu s des es. Cepe da t, ’est 

l’ tude de la esu e des pa a t es Qmax, λ, Jmax ui pe ett o t o lu e ua t à l’effet p ote teu  

des candidats.   

Lorsque la méthode enzymatique ne permet pas de détecter de paraoxon (limite inférieure = 

M  da s le ilieu epteu  à la fi  de l’exp ie e la fo ule est t s effi a e ais au u  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 : 

 �� % = � ��� ��������� ∗     (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 i po ta t de d te i e  la pa t d’a tivit  des a opa ti ules su  l’effi a it  glo ale 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) e pla es da s Base  pa  de l’eau . Les o se vateu s o espo da t 

ont été également ajoutés. Ainsi, la formule Base1 est la suivante : 6.8% polymère, 3.9% PVP, 4.4% 

de Gl i e, . % B o opol, . % NaOH N, . % d’eau distill  pH . Différentes conditions (6h 

et h, o lusives  o t t  alis es pou  voi  l’i t t de l’utilisatio  des a opa ti ules da s les 

nouveaux TPC. Le Tableau 5-1 su e l’e se le des pa a t es de i ti ue o pa a t l’effi a ité 

des formules Base1 et F1 aux membranes non protégées. 

 

A 6h d’expositio  su  e a es sili o es, 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 e a e, la p se ce des a opa ticules ’a do c aucu  effet positif su  l’efficacité de la 

fo ule pou  h d’expositio  au pa aoxo  sur membranes artificielles. 

 

Les tests à 24h d’expositio  a a t t  alis s su   pli ats ous e pouvo s pas d o t e  

statisti ue e t u e odifi atio  de l’effi a it  ais des te da es peuve t t e onclues :  

- Sur membranes siliconées, Jmax di i ue d’u  fa teu   et Qmax d’u  fa teu   ta dis ue λ 

se le t e plus lev  d’u  fa teu  , . Les sultats de Base  so t peu ep odu ti le pa  appo t 

F1 : le coefficient de variation est supérieur à 120% pour les paramètres Jmax et Qmax.  

- Sur membrane Strat-M, Jmax di i ue d’u  fa teu   et Qmax d’u  fa teu   ta dis ue λ 

se le t e plus lev  d’u  fa teu  , . Egale e t su  es e a es, les sultats de Base  so t 

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 su  l’efficacit  de la fo ule. 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 

Chapit e  e ’est pas la ouilla ilit  ui pe et de dis i i e  l’effi a it  d’u e e, il 

se le ait u’elle soit do  o f e pa  la p se e de pol e HASE-F-RF8 dans la formule et que 

ce paramètre ne prenne pas en compte les nanoparticules et leu  i pa t positif su  l’effi a it . 

 

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 i  
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 se le ait ue l’ajout de a opa ticules ait u  effet positif su  l’efficacit . 

 

Il peut être conclu de cette expérience que les nanoparticules apportent un effet positif sur 

l’efficacit  su  des lo gues expositio s > h  et/ou e  co ditio s occlusives.  

 

1.1.2. Effet dose de la quantité de dépôt 

 

La formule F1 a été choisie pour sa très grande effica it  à g/ ² ap s h d’expositio  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 i t essa t de voi  jus u’à 

quelle dose F1 reste efficace. Le Tableau 5-2 su e les sultats d’effi a it  selo  la dose de F1 

appliquée : 5mg/cm² (17±1µm), 10 mg/cm², 15mg/cm² (22±3µm), 27mg/cm² (31±3µm) et 50mg/cm². 
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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. O  peut do c classe  l’efficacit  des doses de la a i e suiva te :                                

5 < (10 = 15) < (27 = 50)mg/cm². Le ratio E est présent à titre indicatif, aucune différence significative 

’est t ouv e e t e les diff e tes doses et les e a es o  p ot g es. E  effet, les ua tit s 

retrouvées dans le milieu récepteur sont tellement fai les u’il  a u e g a de va ia ilit  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’efficacit  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 2 g/c ² ue l’efficacit  est la 

plus importante. 
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1.2. FORMULE 2 : F2 

 

1.2.1. Impact de la for ulation sur l’efficacité 

 

Avant la formulation en grande quantité de F2 (160g), une mini formule (MF2, 20g) a été 

réalisée  afi  de teste  l’i pa t de l’ajout des o se vateu s.  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 p t atio  d’u  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’u  

fa teu   et li ite aug e tatio  du λ d’u  fa teu   la p t atio  du pa aoxo  pa  appo t à F2. 

Sur Strat-M F2 à 5mg/cm² est néanmoins efficaces comparés aux résultats sur membranes siliconées.  

 

 

  

Figure 5-2 : Effet de la fo ulatio  su  l’efficacit  de F2. 

 (TPC = 5mg/cm², contrôle = membranes non protégées : (A) membranes siliconées et (B) Strat-M). 

 

La formulation en grosse quantité de F2 ’a pas pe is d’o te i  l’effi a it  des i i-formules, 

elle est donc à ret availle . Cepe da t, pou  le este de l’ tude la formule F2 se a utilis e a  l’ tude 

e  vieillisse e t a l  essite des ua tit s de l’o d e de g. 
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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 F , u e fo ule Base  a t  alis e pou  tudie  l’i pa t de la p se e des 

a opa ti ules de iu  su  l’effi a it . La formule Base2 est la suivante : 8,7% polymère, 3,8% de 

Glycérine, 23,2% NaOH 1N et 64,3% d’eau distill e (pH 7). De plus, une formule contenant les 

a opa ti ules ais o  g eff es au pol e a t  alis e pou  tudie  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 

d s le d ut à l’aide du pol e afi  d’o te i  u e e 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 

a opa ticules de c iu  da s la fo ule aug e te sig ificative e t l’efficacit . 

 
 

 

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 10  la p t atio  du pa aoxo . Cepe da t ette effi a it  ’est pas o pa a le 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 t  hoisie pou  sa t s g a de effi a it  à g/ ² ap s h d’expositio  au 

paraoxon. Il se ait i t essa t de voi  l’ volutio  de l’effi a it  e  fo tio  de : 

- La concentration en polymère greffé : peut-o  di i ue  la ua tit  d’a tif ? 

- La dose appliquée : conserve-t-o  l’effi a it  de F2 à de faible dose ? 

 

 Etude de la va iatio  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 ua tit  d’a tifs aug e te plus l’effi a it  aug e te : 

- 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’opti u  est donc obtenu à 13% de polymère greffé soit 4% de nanoparticules de CeO2 mais il 

est à ote  u’ave  seule e t % 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’effi a it  selo  la dose de F2 appliquée.  

Sur les deux types de membranes en appliquant deux fois oi s g/ ²  l’effi a it  este 

très significative : Jmax et Qmax sont diminués respectivement de 5-10 et 10-50 et λ aug e t  d’u  

facteur 4-6. A 10mg/cm², la pénétration est très retardée (facteur 5), ce qui permet à la fin de 

l’exp ie e de et ouve  u e 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 

aug e tatio  λ  est 5 g/c ². 

 

 Comparaison en termes de nanoparticules/cm² 

 

La o pa aiso  de l’effet va iatio  e  a tif et de l’effet dose pe et d’ ta li  deux g oupes 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 

late e d’e vi o  i . 

 

Si l’o  o pa e les effi a it s 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 

late e est ide ti ue et d’e vi o  i . 

 

 Conclusion 

 

La comparaison de la Base2 avec F2 a précédemment permis de conclure que les nanoparticules 

confèrent l’effet protecteur à la fo ule. Les tudes d’effet-dose du dépôt ou des actifs semblent 

donc suivre la même tendance : l’effi a it  est d pe da te de la p se e des actifs contenant des 

nanoparticules de CeO2 greffées. 

 

1.2.4. Co paraison 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’effi a it  de ette fo ule a t  test e à g/ ². 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 p t atio  est duite d’u  fa teu   pa  appo t au pol e o  fo ul  %Jmax) mais 

également retardée d’u  fa teu   %La a . La formulation du polymère permet donc 

d’aug e te  de a i e sig ificative l’efficacit  co t e la p t atio  du pa aoxo . 
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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 duit d’auta t plus la 

pénétration mais également la retarde par rapport à H21 CeO2 (facteur 3-4 entre les différents %Jmax 

et %λ . De plus, même en diminuant la quantité de nanoparticules jus u’à ,22mg/cm² soit 3 fois 

moins que la formule H21 CeO2, l’effi a it  este la e (pas de différence significative entre les 

deux formules). 

Cette tude p ouve u’auta t l’ajout de anoparticules de CeO2, que leur greffage à un 

polymère modificateur de rhéologie HASE ainsi que la formulation de celui-ci sont des facteurs 

aug e ta t tous sig ificative e t l’efficacit  d’u  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 : Co pa aiso  de l’efficacit  des ases 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 li ite gale e t la p t atio  d’u  fa teu   Qmax). Cependant, sur les deux types de 

membranes la Base1 est plus efficace que la Base2. L’a al se du o po te e t des deux es 

peut être ici poussée un peu plus loin. Dans le cas de Base 1 sur membranes siliconées, Jmax est réduit 

d’u  fa teu  ,  et λ aug e t  d’u  fa teu  ,  ai si selo  l’ uatio   le oeffi ie t de pa tage Km 

est di i u  d’u  fa teu  . Ainsi, la diminution de la quantité pénétrée par un facteur 10 est la 

résultante de la diminution du Jmax et K  et de l’aug e tatio  du λ. L’a al se des sultats su  

membranes Strat-M tend vers la même conclusion. Dans le cas de Base 2 sur membranes siliconées, 

Jmax et λ aug e te t d’u  fa teu  ,  et  do  K  aug e te i i d’u  fa teu  . Cepe da t, λ 

aug e te do  le fa teu  de diffusio  D di i ue. Base  favo ise do  l’e t e da s la e a e 

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’a al se des sultats su  e a es St at-M tend vers la même 

conclusion (Jmax in ha g  et λ aug e t  d’u  fa teu  , . 

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 

i pact positif su  l’efficacit  des fo ules. U e piste suppl e tai e se ait do c d’i t g e  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 diff e e ’est pas toujou s sig ifi ative. 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 

fo ules ’est pas visi le puis ue l’o  attei t la li ite i f ieu e 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 

 o e a t la ouilla ilit  soit u’elle ’est pas u  fa teu  lef de l’effi a it  d’u e fo ule, il 

se le ait ue da s le as de la o pa aiso  de l’effi a it  des deux TPC a didats l’effi acité 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 te ps d’exposition 

 

Le ut de ette exp ie e est de d te i e  le seuil d’effi a it  da s le te ps des ouveaux 

TPC. La dose hoisie pou  es tests e  o ditio s d’expositio  lo gue est g/ ² (efficacité avérée 
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à la fois pour F1 et F2). La Figure 5-5 montre que F  este t s effi a e à h d’expositio  su  les deux 

types de membranes. Dans le cas de F2, il  a uptu e de la p ote tio  ap s h d’expositio  su  

membranes siliconées. Sur membranes Strat-M ette uptu e ’est pas autant visible, après 6h 

d’expositio  il  a u e p t atio  o sta te du pa aoxo  jus u’à h ais sa s ja ais d passe  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 o pa e les sultats à  et h d’expositio . Les tests ayant été réalisés sur 3 

réplicats nous ne pouvons pas dé o t e  statisti ue e t u e odifi atio  de l’effi a it  ais des 

tendances peuvent être conclues. F  co se ve so  efficacit  jus u’à 2 h su  e a es silico es 

ta dis u’elle est u  peu di i u e tout e  esta t t s efficace su  St at-M. Au contraire F2 la perd 

complètement sur les deux types de membranes. 

 
Tableau 5-11: Efficacité des formules selo  le te ps d’expositio  5 g/c ² . 

Membranes siliconées 

Protection h ≥  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 i  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 

 

Da s des o ditio s elles d’utilisatio , les utilisateurs appliqueront ce TPC e  dessous d’u  

v te e t de p ote tio . Cette exp ie e tudie l’i pa t de l’o lusio  su  l’effi a it  des topi ues. 

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 

o lusives pou  ha ue fo ule su  ha ue t pe de e a es. Les tests d’o lusion ayant été fait 

su  =  ous e pouvo s pas d o t e  statisti ue e t u e odifi atio  de l’effi a it  ais des 

tendances peuvent être conclues.  

Sur membranes siliconées, entre les deux conditions le ratio E diminue fortement pour les deux 

formules testées : d’e vi o  -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 co pa aiso  de l’efficacit  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 pa a t es o se v s pou  F  λ, Jmax, Qmax et E) sont identiques entre les deux conditions. F1 

voit so  atio E et λ di i ue  de espe tive e t au moins 60 et 2 fois et son Jmax et Qmax augmenter 

de respectivement 75 et 10 fois. Si l’o  o pa e 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 

g/ ²  et l’effi a it  est divis e pa  u  fa teu    vs . Il se ait te ta t de o lu e ue 
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l’effi a it  de F  et F  so t ide ti ues aug e tatio  de la dose de F  pa   = ultipli atio  de E pa  

 ais ous avo s vu da s e hapit e ue le atio E ’est pas p opo tio el à la dose appli u e 

(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 ≥  OCCLUSION (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ i  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 ≥  OCCLUSION (n=3) 

 Jmax (µg/h) λ i  E 
Qmax 

(%Q0) 
Jmax 

(µg/h) 
λ i  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’occlusio  est u  pa a t e ui di i ue l’efficacit  des deux fo ules. 

- 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 vieillisse ent sur l’efficacité  

 

Le vieillissement accéléré des crèmes a été réalisé par la société ABC Texture.  L’i u atio  

pendant 4 semaines à 45°C peut être comparée à un vieillissement à température ambiante pendant 

 ois. L’ valuatio  de l’effi a it  des fo ules a a t su i u  vieillisse e t a l  pe et do  

d’ tudie  la sta ilit  de l’effi a it  au ou s du vieillisse e t de la e. Les crèmes ont été testées 

à 15mg/cm² sur membranes siliconées. La Figure 5-7 montre clairement que F1 reste efficace après 4 

se ai es d’i u atio  ta dis ue 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’ volutio  de F  pa  appo t à T  est la suiva te : Jmax et %Q0 aug e te d’u  fa teu  , λ 

di i ue d’u  fa teu   et E di i ue d’u  fa teu  . De plus, il est à ote  ue les pa a t es de 

i ti ue λ, Jmax, E et Qmax  ’o t t  al ul s u’ave  /  des pli ats, le taux de pa aoxo  da s le 

milieu récepteur des 4 autres réplicats étant inférieur à la limite de détection de la méthode 

e z ati ue. Les sultats d’effi a it  de F -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 

fa ile e t o se va le ui i di ue u e ox datio . Ces odifi atio s peuve t t e à l’o igi e de la 

l g e pe te d’effi a it  de F . 

 
Tableau 5-13 : Evolution de l'efficacité des formules au cours du vieillissement accéléré. 

Protection Jmax (µg/h) λ i  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 

t e p is e  o pte pou  l’a al se de la i ti ue et les deux aut es pli ats so t t s va ia les 

(Tableau 5-13), ainsi la pertinence de ces résultats reste à discuter. Le test ’a t  alis  ue su   
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réplicats, il faudrait donc confirmer les résultats afin de voir si la tendance est à la perte ou à la 

sta ilit  de l’effi a it  de F . Cepe da t, l’aspe t visuel de la fo ule i di ua t u  déphasage et 

donc une déstabilisation du réseau (également confirmé en rhéologie) tend vers une perte de 

l’effi a it . De plus, l’ tale e t de F  ap s vieillisse e t ’est plus aussi ho og e et lisse u’à T . 

 

1.6. EFFET MEMBRANE SUR L’EFFICACITE 

 

Nous avons vu que les résultats des tests d’effi a it  peuvent être dépendants du modèle utilisé. 

En effet, les deux od les ’a a t pas les e p op i t s de su fa e St at-M bien plus oléophile 

et légèrement plus hydrophile que les membranes siliconées) on peut s’atte d e à des diff e es de 

comportements vis-à-vis des crèmes au cours du séchage et une différence de perméabilité au 

pa aoxo  i pa ta t ai si l’effi a it  des es test es.  

Malgré la forte affinité (angle de contact ~10°) de l’huile d’olive ep sentant 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’o  o pa e 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’effi a it  plus fo te PR plus lev  su  St at-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 u’à 

15mg/cm² sur membranes siliconées.  

 

On peut donc conclure que globalement il y a un  « effet membrane », les résultats d’efficacit  

ne sont pas les mêmes selon le modèle artificiel utilisé. Cependant, la variation évolue toujours 

dans le même sens : pe te ou gai  d’efficacit  e t e les différentes doses, conditions et temps 

d’expositio . Ai si, s’il existe u  effet e t e membranes artificielles on peut s'attendre à un effet 

membrane vis-à-vis de peaux humaines qui sont un modèle biologique issu du vivant. 
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II. ETAPE 2 : VALIDATION DE L’EFFICACITE DES FORMULES SUR EXPLANT IN VITRO DE PEAU HUMAINE 

 

L’ tape  o siste e  la de i e tape de validatio  de l’effi a it  des es s le tio es vis à 

vis du paraoxon. Bie , u’u  effet e a e est o se v  o e a t l’effi a it  des fo ules F  et 

F2, les membranes artificielles ne sont u’un support inerte pe etta t d’ tale  la ème et de 

mesurer la pénétration et l’effi a it  p ote t i e : les paramètres qui peuvent influencer la 

p t atio  so t la p se e de la e, l’ paisseu  de la e a e et la capacité de diffusion du 

toxique au travers de la membrane. L’utilisatio  d’explants de peaux modifie ces paramètres car la 

crème peut également pénétrer dans la peau et interagir avec les constituants de l’ pide e. La 

p ote tio  ’est do  plus o f e pa  la seule e a i e ais pa  l’i te a tio  de celle-ci avec 

la peau, ’est le as de la e a i e IB-17. Ainsi l’effi a it  d te i e su  e a es 

artificielles peut être favorisée sur peaux humaines si l’i te a tio  ave  la peau pe et de o f e  

des propriétés protectrices supplémentaires ou au o t ai e l’a ule 1,2. 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 

g/ ² a  ’est la dose ui se le la plus effi a e à la fois pou  F1 et F2 sur membranes 

artificielles su fa e d’ tale e t des peaux hu ai es , ² . L’effi a it  est esu e su  h ave  

les temps de prélèvements entre 12 et 24h selo  le p oto ole d’effi a it  e  a exe . . A 24h, les 

différentes fractions sont récupérées de la manière suivante da s de l’ tha ol a solu : 

- Fraction surface : le volu e est de L. La su fa e est lav e ave   x . L d’ tha ol a solu à 

l’aide d’u e pipette. Le este d’ tha ol est up  à l’aide de oto -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 i p g s d’ tha ol 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 so t ises à i u e  da s L d’ tha ol a solu 48h à 4°C puis 

soniquées 10min. 

L’e semble 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 et lai e e t e  vide e l’effi a it  des deux TPC candidats sur explants de 

peaux humaines. Concernant la reproductibilité des résultats les coefficients de variation (CV%) des 

peaux o  p ot g es so t d’e vi o  -30%, indiquant une bonne reproductibilité des échantillons 

contrôles. F  a a t u  CV% autou  de % se le gale e t assez ep odu ti le. A l’i ve se 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 p se te l’a u ulatio  du pa aoxo  da s les diff e tes f a tio s à la fi  de 

l’exp ie e ilieu epteu  = p t , ete u pa  la peau, da s la e et e  su fa e .  
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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 apa it  d’a so ptio  des crèmes est 

due aux a opa ti ules do t la g a de su fa e a tive li e pe ett ait d’a u ule  le toxique en 

surface. 

L’o se vatio  des f a tio s « absorbé » (peau + milieu récepteur) permet de mettre en évidence 

que F2 freine l’a so ptio  du pa aoxo  pa  appo t 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 f ei e l’a so ptio  ar elle limite l’e t e de pa aoxo  da s 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 da s le cas d’u  

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 se ait i t essa t de les co pa e  à l’efficacit  de TPC 

existants. 
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2.3. COMPARAISON DES TPC CANDIDATS A DES CREMES PREEXISTANTES 

 

Millérioux et al.2 ont testé l’effi a it  de deux es a i es sur membranes siliconées et 

oreille de cochon dermatomée : 1 candidat (BCw) et u  TPC do t l’effi a it  est o ue (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  fois plus g a d ais su tout t s va ia le  ais plus eta d e λ  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 sup ieu e à l’AG-7 et à BCw. Ici, ’est la p t atio  duite d’u  

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 

do  teste  l’effi a it  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. 

Da s ot e tude, ous avo s hoisi d’i t g e  u  ouveau od le pa  appo t à eux valid s 

(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 (%�max � � =  �max   �  � ���max   �  ��� �� �  � é�é ∗ ) 

L’ tude 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 o t ai e les %λ 

sont significativement supérieurs à celui de la peau humaine. 

L’ tude de F2 ne montre pas de différence significative entre les %Jmax des membranes 

artificielles et la peau humaine contrairement aux %λ ui so t sig ifi ative e t sup ieu s à elui 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 

F  ≥  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 

i f ieu e à la valeu  de la peau hu ai e. Egale e t u e su esti atio  de l’e se le de valeu s %λ 

est observée après application des deux TPC candidats par rapport à la peau humaine. Globalement, 

les membranes artificielles su esti e t l’efficacit  et pa ti uli e e t au iveau de l’esti atio  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 sig ifi atif de la présence de nanoparticules de silice (24h et occlusion) et de cérium 

(dès 6h) dans les formules. Il a gale e t t  d o t  ue l’effi a it  de F2 était directement 

dépendante de la quantité d’a tifs o te a t des a opa ti ules 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 s e gi ue de leu  

greffage au polymère HASE-F-RF8 su  l’effi a it  des TPC candidat a été mis en évidence. 

L’ tude h ologi ue Chapit e  a pe is de ett e e  vide e au ou s du vieillisse e t des 

formules une évolution du réseau de F1 et une déstabilisation de F . L’effi a it  des formules après 4 

semaines à 45°C suit l’ volutio  h ologi ue : 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 fo ules et de leu  ase a pe is de d o t e  l’i pa t sig ifi atif du PVP su  l’effi a it  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’e se le des o ditio s (occlusion, 24h) sur membranes artificielles, F1 est presque toujours plus 

efficace que F2. Une piste à envisager serait donc d’ajoute  du PVP dans la formulation de F2 afin 

d’e  aug e te  so  effi a it  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 

a tifi ielles su esti e t do  l’effi a it  de F1. Nos deux formules semblent également plus efficaces 

à g/ ² ue l’AG-7 à 5mg/cm², un TPC bien connu assez difficile à appliquer (mixture de 

polymères perfluorés). Il faud ait do  valide  l’effi a it  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 eth l sulfide CEES  u  si ula t de l’Yp ite et vis-à-vis de l’Yp ite elle-même. 

Dans ce chapitre la faible disponibilité des peaux hu ai es et leu  ta if ai si ue l’a s est ei t 

aux peaux de cochons a permis de se poser la question suivante : pourquoi ne pas utiliser des 

od les p t à l’e ploi, oi s he  ue des peaux hu ai es ais t s p o he e  te e de 

morphologie et de compositio  et su tout dispo i le pou  l’ valuatio  des ouveaux 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 

exte e de l’ pide e. 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’ pide e. Ceux-ci contiennent des corps lamellaires qui sont responsables de 

l’ex tio  des lipides à l’i te fa e st atu  o eu  (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 od les de p t atio  et d’effi a it  a tuels d taill s au Chapit e  utilise t 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 

ol ules lipophiles telles ue les o ga ophospho s ’est e  g ale pas sup ieu e à u  fa teu  

28–12. Cepe da t, l’utilisatio  des expla ts essite des uipe e ts 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 

p o he de la peau hu ai e ais plus fa ile et oi s he  à ett e e  œuv e. C’est pou uoi, da s e 

hapit e ous tudio s la apa it  d’ pide es hu ai s e o st uits RHE : reconstructed human 

epidermis) tels que ceux fournis par la société française EpiSkin à mimer la réponse de la peau 

humaine in vitro.  

 

Ces od les o t les ava tages d’ t e fa iles à utilise , dispo i les et d’ t e d’o igi e hu ai e. 

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 pa  l’OCDE o e alte ative pe ti e te à l’utilisatio  des a i aux pou  la esu e de la 

corrosion15 et de l’i itatio  uta e16. 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 pé t atio  uta e ais u’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 ’o t ja ais t  utilis s 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’ tudie  : (1) la perméabilité des RHE à ot e ol ule d’i t t 

oléophile, le POX (Log Ko/w 1.98) et de ett e au poi t u e thode d’appli atio  des TPC candidats 

en insert et (2) d’ valuer 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 afi  de li ite  le ta olis e des ol ules pa  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 pa  u  la o atoi e pa te ai e, il ’a pas t  possi le de ep odui e exa te e t le e 

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 test e à % da s l’eau et appli u e à µg/ ², les o ditions sont occlusives 

pou  vite  l’ vapo atio  du o pa ti e t do eu  et le séchage de la caféine en surface. Le 



des épidermes reconstruits comme modèles cutanés humains pour le screening de nouveaux TPC candidats  

181 
 

p oto ole d’ ha tillo age est de µL du a t h. Les pide es RHE ² (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 

p oto ole d’ ha tillo age est u  e ouvelle e t total du ilieu du a t h. Les pide es 

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’utilisatio  des RHE pou  value  l’effi a it  de ouveaux TPC candidats nécessite également 

une mise au poi t de la thode d’ tale e t afi  de alise  u  fil  ho og e et fil og e 

p ote teu  e  su fa e des pide es. L’utilisatio  de la thode d’ tale e t à la spatule e  sili o e 

’est pas possi le 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 

pide es pou  les tests d’i itatio  uta e. Il se ait do  i t essa t d’utilise  es 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 pa aoxo  puis se o e t e a su  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 od les de peaux ’o t pas la apa it  à ete i  la caféine qui est 

une molécules amphiphile, c'est pourquoi elle n'a pas été dosée dans la peau22,23.  
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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 od les d’ pide es e o st uits (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 

effe tive d’expositio  ’est pas o e da s le as de la af i e la su fa e de l’ pide e i.e. 

respectivement 0,5cm² et 1,07cm² pour SkinEthic et EpiSkin) mais correspond à la surface 

d’ tale e t de la goutte de paraoxon. Celle-ci est donc dépendante des propriétés de la membrane 

(i.e. de l’ pide e . E  l’o u e e, EpiSki  et Ski Ethi  p se te t des p op i t s de ouilla ilit  

différentes. Les premières mesures (1µL de liquide sonde, méthode du goniomètre en annexe) ont 

o t s les a gles de o ta t suiva ts à l’huile d’olive si ula t du pa aoxo 26) : 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 (oléophile  s’ tale a do  oi s ie  su  le od le EpiSki  que sur le modèle 

SkinEthic. La grande différence de perméabilité entre les deux modèles de RHE peut donc être 

expliquée, e  plus de la diff e e de fo tio  a i e o ue e t e es deux od les pou  d’aut es 

molécules lipophiles18,20,23, par la différence de su fa e effe tive d’exposition qui est sûrement plus 

faible da s le as 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 

af i e, l’a ide e zoï ue, la testost o e, le lot i azole, et .20. Les expériences sur peaux 

humaines dermatomées réalisées dans le Chapitre 5 donnent les résultats suivants : Jmax de 

6,3±2,5µg/cm²/h su fa e d’expositio  = , ² , 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): 

�� =  � ���� ���� � �é é��� � ���� ������� ���� � �é é��� �⁄    (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 

ol ules t s lipophiles à h seule e t % de l’a ide lau i ue a p t  le suppo t sa s 

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 

diff e es da s l’ paisseu  (~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 

is e  vide e u  eta d ou u e pe tu atio  de l’ext usio  des o ps la ellai es à l’i te fa e 

SC/SG ce qui pourrait impacter la composition du mortier lipidique et ainsi la perméabilité des 

modèles3,6. Egalement, la o pa aiso  des a gles de o ta t de la peau hu ai e à l’eau , ± , °  

et à l’huile , ± , °  à eux des RHE Ski Ethi  θeau = , ± , ° ; θhuile = , °  et EpiSki  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 

su fa e effe tive d’expositio  au pa aoxo  est donc duite da s le as d’EpiSki  pa  appo t à la 

peau humaine. Ces différences de mouillabilité permettent donc d’expli ue  le d faut d’EpiSki  à  

estimer la perméabilité de la peau humain au pa aoxo . E  effet, plus u’u  d faut de fo tio  

a i e du od le, ’est u e diff e e de su face effective d’expositio  qui permettrait 

d’expli ue  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’expli ue  la t s fai le pe a ilit  du od le EpiSki  : 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’e se le des do es o e a t les différents modèles RHE 

o lue t u’ils so t glo ale e t apa les de p di e l’a tivit  des est ases d’u e peau hu ai e 

excisée car ils présentent la même activité en estérase27,29–32. Cependant, l’i a tivatio  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 

axi u  est espe tive e t aug e t  d’u  fa teur 3 et 2 (Tableau 6-4 . L’utilisatio  des mèches 

modifie complètement la mouillabilité de surface du pa aoxo  : ta dis u’elle est est ei te sa s 

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’o igi e 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≥3 . 

 

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’utilisatio  des hes aug e te gale e t la ua tit  de pa aoxo  a so e 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’ pide e et est sto k  pa  le suppo t, 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 p t atio  du pa aoxo  d’u  fa teu  250 (surtout dû 

au t s fai le λ  et EpiSki  la sous-esti e d’u  fa teu  5 (surtout dû au faible Jmax). Seule, la 

comparaison des fractions « Absorbé » à 24h permet de dire u’EpiSki  ave  l’utilisatio  de hes 

(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’utilisatio  des hes e ga a tit pas u e su fa e de o ta t gale à la su fa e de l’ pide e 

testée (i.e. 1,07cm² pour EpiSkin). En effet, si les hes so t e  o ta t di e t ave  l’ pide e 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). Ave  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 exp ie ces d’efficacité car il est plus p ati ue à ett e e  œuv e i se t e  suspe sio  

permettant de mieux protéger le milieu récepteur de son évaporation et su fa e d’appli atio  plus 

grande).  

 

II. ETUDE 2 : CAPACITE DU MODELE EPISKIN  AVEC MECHE A IDENTIFIER DES TPC CANDIDATS 

 

Les p e i es exp ie es pe etta t d’ tudie  la capacité des RHE à identifier des nouveaux 

TPC a didats ’ont pu être réalisées que sur le modèle EpiSkin 1,07cm². Les mèches sont utilisées 

pou  value  l’effi a it  des TPC candidats suivants : BarrieDerm (contrôle négatif), les deux formules 

sélectionnées dans le Chapitre 5 (F1 et F2) et DermostyX o  o e ial de l’IB-1), un TPC 

efficace34. La dose de TPC est fixée à 15mg/cm² e dose ue pou  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 

lai e e t ue es deux es ’o t au u  effet p ote teu . L’ tude su  peaux hu aine 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 h  

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’utilisatio  des mèches e se le do c pas t e u  oye  pe ti e t d’ value  l’efficacit  de 

TPC sur EpiSkin. Deux hypothèses peuvent être établies : 

(1) Les mèches écrasent les TPC et forment des points de contact privilégiés e t e l’ pide e et 

le paraoxon favorisant ainsi sa pénétration. 

(2) La ouilla ilit  ta t odifi e, le pa aoxo  s’ tale ieux e  su fa e et ejoi t le pou tou  de 

l’ pide e ui est u e zo e de passage p ivil gi  a  plus pe a le su  les o ds de 

l’i se t25. 

 

Afi  de voi  l’i pa t des mèches su  l’effi a it  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 appli u s à l’aide des hes su  

e a es sili o es ’o t au u  effet p ote teu . Les hes aug e te t d’u  fa teu   la 

pénétration du paraoxon sur membranes siliconées tout comme sur RHE (Tableau 6-6). DermostyX, 
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un TPC efficace connu, ’est pas ide tifi  o e p ote teu  su  e a es sili o es ave  les 

hes. De plus, F  pe d totale e t so  effi a it  p t atio  aug e t e d’u  fa teur supérieur à 

100) mais également sa reproductibilité (CV%(Jmax) = 88%). Les mèches perturbent donc bien 

l’efficacit  des topi ues et e so t pas u e o e thode d’applicatio  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 ut de e hapit e tait d’ value  la apa it  d’ pide es a tifi iels à i e  la po se in vitro 

de la peau humaine concernant la perméabilité vis-à-vis du pa aoxo  et l’effi a it  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, e  plus d’u e 

fonction barrière modifié, par une modification de surface (propriétés de mouillabilité différentes) 

qui duit la su fa e effe tive d’expositio  au pa aoxo  pa  appo t aux od les Ski Ethi  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’appli atio  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’appli atio  de TPC à l’aide des mèches en 

surface des EpiSkin ne permet pas d’ide tifie  o e te e t F , F2 et DermostyX (IB-1) comme 

protecteur. L’ tude de l’effet des hes su  e a es sili o e a d o t  ue l’appli atio  de 

formules à l’aide des hes ’est pas un moyen pertinent d’ tale  et d’ value  l’effi a it  de TPC 

candidats. 

Ce chapit e o stitue do  u  d ut d’ tude de la apa it  des RHE à t e utilise  e  ta t ue 

od le 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 ava tages d’ t e oi s va ia les que les explants du fait 

de leur procédé de fabrication leur donnant une faible variabilité intra-lot20,23, d’ t e p t à l’e ploi, 

facile à utiliser et d’ t e dispo i les.  

Ces modèles sont donc intéressants, il serait nécessaire de compléter cette étude :   

(1) Un autre moyen que les mèches pourrait être mis au point pou  l’appli atio  des TPC. Par 

exemple, un outil ui s’adapte ait pa faite e t aux o ds e  ô es de l’i se t EpiSki  pe ett ait 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’a ti-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 

pa aoxo  ’a pas pu t e valu  pou  l’effi a it  ave  les hes, il se ait do  i t essa t da s u  

p e ie  te ps de v ifie  si les hes o t le e i pa t su  l’effi acité des formules protectrices 

que pour le modèle EpiSkin 1,07cm² et les membranes siliconées. Les épidermes RHE de 4cm² étant 

suffisa e t g a d pou  ett e au poi t u e aut e thode d’ tale e t, ils pou aie t gale e t 

être utilisés sans mèches. Leur tarif est de 150€, ils so t do  toujou s oi s he  u’u  expla t de 

peau hu ai e de ² € .  

  

Epaisseur correspondant à la dose de TPC choisie 
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L’o jectif de ce travail de th se était de développer de nouveaux TPC à base de réseaux 

polymériques de nanoparticules perfor a ts co tre la pé étratio  d’u  age t chi i ue toxi ue, le 

pesticide paraoxo . Les o e s is e  œuvre o t été les suiva ts : la synthèse de nouveaux réseaux 

et leur i tégratio  da s des for ules sta les et fil og es ai si ue l’évaluatio  de leur efficacité 

protectrice à l’aide de différe ts od les in vitro. 

 

L’utilisatio  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 

pé étratio  d’age ts chi i ues tels ue le paraoxo . 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 for ulatio  et l’efficacité. De plus, la 

comparaison des réseaux nanoparticulaires à d’autres cr es contenant des nanoparticules ou au 

polymère greffé non formulé a permis de souligner l’i pact 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’u  t pe de a oparticules : 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 ’est pas stable et perd son efficacité après 

vieillissement accéléré. De plus, la for ulatio  e  grosse ua tité ’a pas per is d’o te ir la e 

efficacité que la mini-for ule, l’efficacité de F  est do c plus se si le ue celle de F . 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’occlusio  e se le 

pas l’i pacter auta t ue F  et sa protectio  reste co sta te sur e ra es silico ées 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’utilisatio  de ces réseaux 

nanoparticulaires pour la protectio  cuta ée co tre la pé étratio  d’age t chi i ues de guerre 

nécessite des tests complémentaires vis-à-vis d’age t réel co e le VX (pour lequel le paraoxon est 

le simulant) mais aussi vis-à-vis d’autres classes d’age ts chi i ues de guerre comme les vésicants. 

Les premiers tests pourraient être également réalisés vis-à-vis d’u  si ula t co e le 2-Chloroethyl 

ethyl sulfide (CEES) puis vis-à-vis de l’Ypérite lui-même.  

 

L’utilisatio  de a oparticules de céri e a été e visagée da s le ut 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’i pact du PVP (polyvinylpyrrolidone) sur l’efficacité. Cet i grédie t pourrait tre u e piste 

e visagea le pour a éliorer l’efficacité et peut tre 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’efficacit  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’attei dre l’oléopho ie ou l’h dropho ie  peut tre corrélé s sté ati ue e t à u e efficacité. Da s 

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 rhéologi ues viscosité  plus fai les pour les ouveaux co posés. L’i tégratio  de 

ces co posés e  ta t u’actif protecteur dans un spray serait donc une piste envisageable 

intéressante pour le développement de nouveaux sprays protecteurs. 

 

Da s le ut d’u e industrialisation et d’u e 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’éco o iser la ua tité de solva t a a t u  i pact positif à la fois éco o i ue et 

environnemental. La production du polymère en quantité industrielle nécessitera encore des 

améliorations : des étapes o  utiles e  ter es d’i dustrialisatio  co e la dial se du pol re 

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 

exe ptés d’e registre e t. Da s le cas d’u e utilisation de ces polymères perfluorés greffés avec 

des nanoparticules pour une application en tant que topique protecteur cutané contre les agents 

chi i ues de guerre, u e pote tielle toxicité pour la peau ou l’e viro e e t est à pre dre e  

compte et doit tre co parée au é éfice de l’utilisatio  de la cr e ala ce é éfices / risques). 

Dans le but d’une application à plus large échelle comme dans des produits solaires do t l’i dustrie 

est très intéressée du fait du greffage covalent des nanoparticules au polymère, l’a ticipatio  de 

l’i ocuité de ces produits à la fois pour la sa té hu ai e et pour l’e viro e e t a o tré ue ces 

polymère ne sont pas irritants pour la peau et présentent une toxicité faible pour l’e viro e e t 

puisque leur écotoxicité est largement inférieure aux teneurs des composés fluorés classiquement 
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utilisés da s l’i dustrie ui so t ioaccu ulés da s l’e viro e e t. La balance bénéfices / risques 

est donc très élevée. 

 

La régle e tatio  te te égale e t d’aller vers u e di i utio  de l’utilisatio  des a i aux pour 

les tests iologi ues. Les tests d’efficacité de ce travail o t été réalisés e  respecta t 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 ouveau od le d’efficacit . 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, 

classi ue e t utilisés pour la esure de l’irritatio  ou de la corrosio , e so t pas aussi facile à 

utiliser pour des esures de pé étratio  et/ou d’efficacité des TPC ca didats. L’utilisatio  de mèches 

pour l’étale e t des TPC ca didats ’est pas u e o e solutio , d’autres outils d’étale e t 

devront être is au poi t. U e autre solutio  est d’utiliser des od les 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 u e ouvelle voie d’a élioratio  des é uipe e ts de protectio  i dividuelle afi  

d’allier protectio  et déco ta i atio . Ils pourraient également être adaptés à la protection et la 

dépollution des pesticides car dispersibles facile e t da s l’eau. Les na oparticules à l’état 

individuel pourraient alors jouer entièrement leur rôle de capteurs de pollution. Enfin, ces polymères 

pourraie t égale e t tre utilisés pour d’autres t pes de protectio  co e la protection solaire. En 

effet, le nouveau Règlement cos éti ue ° / 9 régle e te l’e ploi des a oparticules et 

o lige l’i dicatio  du ter e « nano » sur l’e allage. Le a ue 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 ua t à l’utilisatio  des a oparticules. Ces nouveaux 

polymères intéressent donc fortement le secteur cosmétique car la dispersion homogène et 

i dividuelle per et de co server l’activité protectrice des a oparticules (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 protectio  et la dépollutio  de l’e viro e e t ainsi que pour les besoins de 

l’i dustrie cosmétique. 
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Annexe  : 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)  

da s 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 

tappi g da s l’air avec des leviers co erciaux 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.   



Annexes  

A3 
 

Annexe .  : 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) 

so t éla gés da s u  allo  sous agitatio  ag éti ue  sur o té d’u  réfrigéra t. Le éla ge 

réactionnel est agité durant 20min pour activer les groupe e ts acides car ox li ue ava t 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 h  : cette étape sert à éli i er la DMAP et l’acide ui ’a pas réagi car solu le 

da s l’eau, ils passe t facile e t da s la phase a ueuse. 

(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 e  solva t sert à éli i er le PEGMM i solu le da s l’eau  ui ’aurait pas réagi.  

 

Une étape finale d’évaporatio  du solva t au rotavapor per et d’o te ir 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 

prése te la u érotatio  de cha ue proto  du acro re pour l’a al se. 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 selo  l’é uatio  A suivante : 

n = ( Ief + Idg + Ich ) / 4     (eq. A) 

I est l’intensité relevé pour chaque groupe de protons ef, dg et ch  

Cha ue o o re s thétisé a été caractérisé à l’aide de cette éthode. Les o o res a a t u  

 <  ’o t pas été utilisés.  

 

4- Optimisation 

 

L’opti isatio  de la s th se du acromère proposée se situe au niveau des étapes de traitement 

du macromère. 

• L’étape de filtratio  a) est tout d’a ord éli i ée. E  effet, la célite forme un maillage qui 

per et d’éli i er les particules solides. Tout co e la célite, la silice forme un maillage, 

mais plus serré. Ainsi, la DCU peut également être éliminée à l’étape de purificatio  d). 

• L’étape de purificatio  d  est lo gue et couteuse. C’est u e étape co so atrice de te ps 

et de solva t car le produit doit traverser l’épaisseur de silice de la colo e d’e viro   à 

25cm. L'utilisation d'un autre dispositif de traitement est réalisable : un fritté dans lequel on 

charge la silice d’u e épaisseur plus fi e d’e viro  -4 cm (Figure D), les molécules passent 

do c plus vite et à l’aide de peu de solva t , L co tre -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. 

• Egale e t la te pérature des étapes purificatio  se le i porta te, l’e se le 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 para tres clefs de l’o te tio  de o o re a a t  >  so t : 

- la température de réaction (20-25°C). 

- la rapidité et la température de purification (4-10°C). 

 

  

3-4 cm

20-25 cm



Annexes  

A7 
 

Annexe .  : Synthe se du polyme re HASE-F-RF8 

 

1- Réaction chimique 

Du dodécyl sulfate de sodium (SDS, 1,42%m (%m : pource tage assi ue de la réactio  et de l’eau 

distillée (77,9%m préalablement dégazée) sont introduits dans un réacteur à doubles enveloppes sous 

agitation mécani ue  tr/ i  sur o té d’u e arrivée d’azote et d’u  réfrigérant (Figure E). Le 

éla ge de o o re d’acide éthacr li ue 6,75%m), de méthacrylate de 2,2,2-trifluoroéthyle 

(9,9%m) et le macromère MF8 (3%m  est ajouté suivi de l’acéto e 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 égale e t jus u’au le de ai  ati  e  refroidissa t. Le latex for é est e suite 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 B . L’i te sité de l’AM est or alisée à  et les autres i te sités so t or alisées e  

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 pp  
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 co cer e la réso a ce du proto  de l’acide car ox li ue -OH), AF la résonnance du proton 
éth l e de l’ester trifluoro éth l e -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 % =  ��è����+ ��+ ��8  ∗      (eq. B) 
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Cha ue pol re s thétisé a été caractérisé à l’aide de cette éthode. Les pol res co servés 

sont ceux contenant 45±9% de AM, 36±5% de AF et 19±7% de MF8. Le rendement de la réaction est 

d’e viro  -70%. Ceux-ci sont entièrement séchés au lyophilisateur. 

3- Optimisation 

Les para tres ui se so t révélés tre clefs pour l’o te tio  des pol res so t l’éta chéité du 

o tage et le co trôle du dé it d’azote. E  effet, la réactio  est u e réactio  radicalaire se si le à 

l’air, c’est pour uoi elle est réalisée sous atmosphère inerte et contrôlée. De plus, la température de 

réactio  est égale e t tr s i porta te car c’est à °C ue la réactio  s’i itie. L’opti isatio  a 

co sisté ici e  la ise e  place d’u  réacteur dou le e veloppe de L per etta t u  eilleur 

contrôle de la température. La température est également augmentée de quelques degrés (82°C) 

afin de se placer bien au-dessus de la te pérature d’i itialisatio  de la réactio  °C . L’i tégratio  

de AF te pérature d’é ullitio  9°C  à plus de 20% a été difficile c’est pour uoi 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 

o o res i itiaux. L’utilisatio  de ce réacteur dou le e veloppe a per is d’o te ir des 

rendements proches de 90% pour chaque réaction.  
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Annexe .  : 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 

allo  sur o té d’u  réfrigéra t et sous arrivée d’azote. La réactio  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 i  par de l’étha ol 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 

précéde e t par a al se élé e taire. L’a al se par i frarouge IR  per et de vérifier ue la 

fonctionnalisation a bien été réalisée à chaque synthèse séchage d’u e fractio  à °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’apparitio  de a des de vi ratio  C-H entre 2800 et 

2900cm-1 

- les fonctions amines caractérisées par l’apparitio  de la a de de vi ratio  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 .  : Greffage des nanoparticules 

 

L’h drochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide (EDC) (1eq) et le                               

N-h drox succi i ide NHS  /  e  par rapport à l’EDC  so t éla gés puis ajoutés à u e solutio  

de polymère (en 1 eq des fonctions acides carboxyliques contenues dans le polymère) dans un excès 

d’eau. Le éla ge réactio el est laissé sous agitatio  dura t h à 8°C puis les a oparticules  e  

des fonctions amines par rapport aux fonctions acides du polymère) préalablement dispersées dans 

l’eau so t ajoutées. La réactio  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’opti isatio  de la s th se a per is 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 .  : Surgreffage des polyme res HASE-F-RF8/NPs 

 

L’h drochlorure de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide (EDC) (1eq : 1,97mmol) et le N-

hydroxysuccinimide (NHS) (2 eq : 3,9 ol  so t éla gés puis ajoutés à u e solutio  d’acide fluoré 

(RF8) (1 eq : ,9 ol  da s u  exc s d’eau acide pH -5) pendant 1 nuit. Le polymère HASE-F-

RF8/NPs (1 eq des fonctions amines portées par les nanoparticules avant greffage par rapport aux 

fo ctio s acides car ox li ue de RF8  est prédispersé da s u  exc s d’eau asique (pH8-9) pendant 1 

nuit. Le lendemain la solution de polymère est ajoutée da s la solutio  d’acide activé et le éla ge 

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 

co ce tré à l’air li re sous agitatio  ag éti ue. 

 

 

 

 
 

Figure K: Réaction de surgreffage des HASE-F-RF8/NPs. 

 

  

HASE-F-RF8/NPs 
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HASE-F-RF8/NPs/RF8 
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Annexe .  : 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. 

- For ulatio  des pol res da s de l’eau distillée (pH7) et dispersion des nanoparticules dans du 

sérum physiologique pour la société IDEA Tests. 

Les échantillons nanoparticules co tie e t e  co ce tratio  l’é uivale t de leur part da s 

l’écha tillo  Pol re 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’agitatio  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’agitatio , chaque puit est rincé avec 2ml de PBS maintenu à température ambiante. 

Puis , L du produit d’essais so t appli ués à l’aide d’u e pipette à déplace e t positif -

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 u e pla ue d’agitatio , 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 la c solutio  de révélatio   l’aide d’u  

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 =   − ( DO moyenne des puits traitésDO moyenne de puits témoins) ∗  

 

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 ≤  Non cytotoxique 

> 50 20 - 50 
Faiblement 
cytotoxique 

20 - 50 - 
Moyennement 

cytotoxique 

≤ 25 - Cytotoxique 

 

 

5- Pa a t es d’acceptatio  de l’exp ie ce 

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 .  : 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- R ceptio  des œufs et ise e  couveuse 

A la réceptio , les œufs f lés ou cassés so t 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 so t pesés (ils doivent faire entre 50-65g) et identifiés puis placés en position vertical 

poche d’air vers le haut  da s u  i cu ateur é uipé d’u  s st e de retour e e t auto ati ue à 

une température de 37,8° C et une humidité comprise entre 50 et 60%.  

Au dixi e jour d'i cu atio , les œufs so t irés et les œufs défectueux so t 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. P pa atio  de l’œuf 

L'œuf est placé verticale e t sur u  support poche d'air vers le haut  photo , la co uille est 

entaillée au niveau de la poche d'air à l’aide de ciseaux fi s en prenant soin de ne pas léser la MCA 

photo . A l'aide d’u e pi ce, la co uille est e levée jus u'au iveau de la e ra e co uilli re 

(photo 3). Toute la surface de la membrane coquillière est ensuite humidifiée avec du SP maintenu à 

37° C. Le SP est e suite éli i é par i cli aiso  de l'œuf. A l’aide d’une pince la membrane coquillière 

est décollée délicatement puis retirée afin de découvrir la MCA sous-jace te photo . 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’écha tillo s ai te u à ° 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 éli i é par i cli aiso  de l'œuf. L'effet irrita t de l’écha tillo  est 

évalué sur uatre œufs. E  fi  d'essai, les œufs sont congelés puis éliminés. 

 

3- Procédure de lecture 

Les observations so t réalisées à l'œil u. Les phé o es o servés 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 

≤ s 5 

30sec - 2min 3 

2min - 5min 1 

Pas de phénomène 0 

Hémorragie 

≤ s 5 

30sec - 2min 7 

2min - 5min 3 

Pas de phénomène 0 

Coagulation 

≤ s 9 

30sec - 2min 7 

2min - 5min 5 

Pas de phénomène 0 

 

Le score pour cha ue œuf est la so e des otes d'h peré ie, d'hé orragie et de coagulatio . La 

notation du produit testé est la moyenne arithmétique, arrondie à une décimale des scores obtenus 

sur uatre œufs. La otatio  axi u  est . 

 

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 ortalité ou de l’i o ilisatio  des Daph ies apr s , 

48 et 72h de contact avec les produits. 

 

1- P pa atio  de l’eau sy th ti ue f esh ate  

Préparer l’eau s théti ue e  versa t les  vials co te a t les différe ts sels da s L d’eau distillée 

(NaHCO3 = 67,75mg/L, CaCl2.2H2O = 294 mg/L, MgSO4.7H2O = 123,25mg/L et KCl = 5,75mg/L). Laisser 

i  la fiole à agiter tr s forte e t à l’aide d’u  arreau ag éti ue afi  d’ox gé er 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 

a o da e t à l’aide d’eau du ro i et afi  d’éli i er le ilieu de co servatio . Elles so t e suite 

transféré dans des boites de pétri co te a t de l’eau s théti ue. Les daph ies so t e suite ises à 

incuber 72h à 22°C sous illumination continue à 6000 lux.  

 

3-  Préparation des solutions 

 Les actifs et nanoparticules sont dispersés le 

jour e de l’expérie ce da s 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 da s 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’e se le du tu e co te a t la spiruli e avec 

de l’eau s théti ue 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 do c tester  co ce tratio s d’u  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 (>  so t e suite sélectio ées au icroscope et tra sférées à l’aide d’u e 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- Esti atio  de l’EC50 et tests statisti ues 

Les courbes représentant la mortalité en fonction de la concentration est tracée. L’EC  est e suite 

déter i ée à l’aide du od le PROBIT du logiciel XLSTAT.  
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Annexe .  : Protocole d’efficacite  
 

1- Préparation des échantillons et des membranes 

Les crèmes sont déposées sur un bord de la 

e ra e puis étalées à l’aide d’u e 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 e ra es utilisées selo  le test d’efficacité so t : 

- Membranes siliconées de c ² et ± µ  d’épaissseur Sa co Silico e Products, 

Nuneaton, UK).  

- Membranes Strat-M de ,9c ² et µ  d’épaisseur Millipore, Billerica, MA, USA   

- Explants de peau humaine dermatomée de 3,14cm² et e tre  et µ  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 

re pli d’HBSS, sur le uel o  dépose la e ra e recouverte de cr e ou o  essais vs co trôle 

non protégé). Un disque en téflon est ensuite posé sur la crème entre la membrane et le 

co parti e t do eur pour assurer l’éta chéité du od le. Le co parti e t 

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’écha tillo  à l’aide d’u e 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 

co gelés e  raiso  de l’i sta ilité du paraoxo  à te pérature a ia te. 

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 

i cu atio   uit puis etto age a o da t à l’eau  à l’aide de soude N.   
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Annexe .  : 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) :  olécule de POX réagit avec  olécule de BuChE. La esure de l’activité 

e z ati ue de la BuChE per et do c e  prése ce d’écha tillo s i connus et par rapport à une 

ga e étalo  de pouvoir déter i er la ua tité de POX da s l’écha tillo . L’activité e z ati ue 

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 : i hi itio  de la BuChE par l’OP, pas de dégradatio  de BSCh et do c pas de dégradatio  de DTNB en TNB) 
DTNB = acide , ’-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 e z ati ue afi  de déter i er la co ce tratio  e  POX da s os écha tillo s i co nus. 

 

1- Etape 1 : réalisation de la gamme étalon 

Des solutions mères de substrats (SUB 10X  et d’e z es 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 

 L d’HBSS 

ENZ 50X 
100mg 

l d’HBSS 

SUB 1X 1mL SUB10 + 9 mL HBSS ENZ 2X 1mL ENZ50 + 49mL HBSS 

 

 

Dilutions : La première dilution du POX (solution à 

M  se fait da s l’étha ol à l’aide de pipettes à 

déplacement positif M100 (Gilson®) (24 µL POX pur + 

9  µl d’étha ol 99, %  puis les dilutio s sérielles /  

suiva tes so t réalisées da s de l’HBSS afi  d’o tenir 

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 
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Protocole d’i cu atio  : 20µl de chacune des solutions sont déposés dans une plaque 96 puits et 

complétée par 8 µL d’e z e EN)  =  à nM 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 : h apr s l’activité e z ati ue est déter i ée à l’aide d’u  spectro tre               

UV-visible (EON, Biotek). Pour cela les plaques sont incubées 3min à 30°C puis 50µL de substrats sont 

ajoutés et l’activité e z atique mesurée par spectrométrie à 400nm. 

Note : ava t i ubatio  des é ha tillo s ave  l’e zy e, l’a tivité e zy ati ue est vérifiée e  i uba t 

µl d’HBSS ave  18 µL d’e zy e. L’a tivité de l’e zy e est validée si 0,8 < DO/min < 1,5. 

 

Détermination de la co ce tratio  e  POX d’écha tillo s i co us : l’activité e z ati ue est 

expri ée e  ΔDO/ i . U  té oi  sa s OP est utilisé afi  de déter i er l’activité e z ati ue 

i itiale. Le rapport de l’activité e z ati ue avec/sa s OP per et de do er le pource tage 

d’activité e z ati ue. Afi  d’o te ir u  do ai e li éaire, le logarith e épérie  de ce rapport est 

e suite calculé et expri é e  fo ctio  de la ua tité de paraoxo  de l’écha tillo  de la gamme 

(Figure P). La li éarité de cette cour e pour le POX s’éte d de  à M.  

La droite d’é uatio  per ettra do c da s le cas d’écha tillo s à doser de recalculer la concentration 

inconnue en POX (x) grâce à y, l’activité e z ati ue e  prése ce de l’écha tillo  esurée 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 écha tillo s i co us so t dilués da s l’HBSS afi  de doser u  écha tillo  do t la co ce tratio  

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’i cu atio  et de lecture est ide ti ue à celui de la ga e 

étalon.  



Annexes 

A26 
 

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 

e  POX est o te ue d’apr s la ga e d’étalo age. 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 o e e et l’écart type de l'ensemble des résultats, les courbes % Q0 = f(temps) sont 

tracées pour chaque produit. 

 

4- Mesu e de l’efficacit  

La cinétique de pénétration (% Q0 = f(temps) per et d’extrapoler les deux para tres suivants 

(Figure Q) : le flux maximum Jmax qui correspond à la pente de la courbe quand le flux devient 

axi u  et co sta t et le te ps de late ce λ  ui correspo d à l’i tersectio  de la droite avec l’axe 

des abscisses. Qmax (dose maximum) correspond à la quantité retrouvée dans le milieu récepteur à la 

fi  de l’expérie ce expri é e  %Q . 
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Figure Q : Cinétique type de pénétration. 

 

De ces différents paramètres peut être calculé 2 ratios : 

  � ������� ���� =  ����é ������� �é�é � ����  � =  %�%���� 

(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 

late ce λ . Ai si, plus u e for ule est efficace plus Jmax/Qmax so t petit et λ gra d et do c PR ou E 

sont grands (et significativement supérieur à 1). Lorsque la méthode enzymatique ne permet pas de 

détecter de paraoxon (limite i férieure = M  da s le ilieu récepteur à la fi  de l’expérie ce 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 : �� % = ����� � �� � � ∗   
 

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 for ule, te ps d’expositio , co ditio s occlusive/ o  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. 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 100 200 300 400

P
ar

ao
xo

n
 

Temps 

Jmax 

λ 

Qmax 



Annexes 

A28 
 

Annexe .  : 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% , , ’-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’hu idité 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 ’a pas cha gé de plus de 6% au cours de la 

même expérience. Les compartiments récepteurs ont été immergés dans un bain thermostaté afin 

d’o te ir u e te pérature e  surface des épider es de ± °C.  

 

4- Protocole sur épidermes reconstruits  

Les épidermes ont été utilisé directement en insert. Les trous entre les insert et les bords de la 

pla ue o t été fer és avec du parafil  afi  d’éviter l’évaporatio  du  ilieu co te u da s le 

compartiment récepteur.  

4.1. Etudes de la perméabilité  

5mg/cm² de paraoxon (pur) ou µg/c ² de cafféi e % da s l’eau  so t appli ués sur les 

épidermes après équilibration (32±1°C e  surface . L’étude vis-à-vis de la caféine est réalisé sur 

Episkin 1,07cm² et RHE 4cm² en conditions occlusives avec u  prél ve e t de µl afi  d’éviter le 

séchage du dépôt e  surface de l’épider e. 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 re ouvellé. Le te ps d’expositio  est de 24h. Les fractions Surface sont récupérées 

da s de l’HBSS pour la caféi e et de l’éth ol a solu pour le paraoxo . Les fractio s Peau + Support 

pour EpiSki  so t égale e t récupérées da s l’étha ol a solu pour le paraoxo . 

4.2. Etude de la esu e de l’efficacité des TPC 

Les études d’efficacité co sistent au même protocole avec application et séchage des TSP candidats 

(15mg/cm²) avant application du paraoxon. 

A la fi  de l’expérie ce 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



1010 A.  Zenerino et al. / Toxicology Reports 2 (2015) 1007–1013

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).



A.  Zenerino et al. /  Toxicology Reports 2 (2015) 1007–1013 1011

0

0.4

0.8

1.2

1.6

0 60 120 180 240 300 360

P
O
X
(%

Q
0
)

Time (min)

control (silicone membrane)

H21 base

H21 CeO2

H21 CeO2-Ca2+

*

*

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 

provo ue t u e i capacité te poraire ou des do ages per a e ts alla t jus u’à la ort de 

l’i dividu. U e des voies ajeures de la contamination est la pénétration cutanée. La protection de la 

peau semble donc importante pour prévenir de ces dangers. Cette th se co cer e l’éla oratio  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 ’étaie t pas irritants pour la peau et non toxiques pour 

l’e viro e e t. La formulation de ces polymères a permis le développement de deux nouvelles 

cr es arri res co tre la pé étratio  du paraoxo  do t l’efficacité est dépe da te de la prése ce 

des nanoparticules. Le greffage des nanoparticules à un polymère HASE fluoré et leur formulation a 

donc permis le développement de nouveaux topiques efficaces. L’évaluatio  de l’efficacité a été 

réalisée sur membranes artificielles et confirmée sur explants de peaux humaines. Enfin, le peu de 

disponi ilité des expla ts de peaux hu ai es a otivé le développe e t d’u  od le 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. 


