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Introduction - Contexte de ’étude

Contrairement & ce que I’on pourrait penser, les nanomatériaux ne sont pas exclusivement
le fruit de recherches modernes. En effet, ils sont naturellement présents depuis la formation
de la Terre, sous forme de nanoparticules d’oxyhydroxyde de fer, d’aluminosilicates, d’oxydes
métalliques, ... de part l'activité volcanique notamment et 1’érosion de surface qui perdure
depuis [1, 2]. L’utilisation de particules métalliques naturelles par ’'Homme dans des objets
du quotidien a pu étre datée de I’Antiquité égyptienne. Le sulfure de plomb, par exemple,
était principalement utilisé comme pigment pour cosmétiques (khol, teintures capillaires) [3].
Les nanoparticules d’or et d’argent trouvaient quant a elles des applications en poterie et en
verrerie (coupe de Lycurgue) au Moyen-Age pour leurs propriétés optiques. Ce n’est qu’en
1857 que Michael Faraday décrivit pour la premiére fois les relations existant entre la matiére
et ses propriétés et étudia notamment les propriétés optiques de l'or colloidal [4].

Les nanomatériaux représentent désormais un support clé pour lever certains verrous tech-
nologiques du monde industriel. L’intérét de leur utilisation réside dans leurs effets de surface
qui sont trés importants, comparés & 1’état massif, du fait de leur taille nanométrique ce qui
leur confére des propriétés physico-chimiques autres [5]. Leur intérét provient également de
leurs morphologies qui sont trés variables : de la nanoparticule au nanofeuillet en passant par
le nanotube. De ce fait, selon les applications prévues, I'une peut étre plus adaptée que les
autres : I'industrie textile rajoute des nanotubes de carbone dans les fibres de tissus afin de
les rendre plus résistantes du fait de leur large déformabilité et de leur rigidité élevée, ce qui
ne serait pas rendu possible par I’ajout de nanoparticules de noir de carbone [6]. Grace a leurs
différentes propriétés physico-chimiques, les domaines d’application des nanotechnologies sont
tres vastes : de la dépollution de 'environnement, a la santé (nanomédecine), en passant par
I’électronique (transistors) ou encore dans l'industrie agroalimentaire et cosmétique en tant
qu’additifs (épaississants, conservateurs, colorants, filres UV, ...) [7, 8, 9, 10].

Cependant, les risques sanitaires et environnementaux liés & leur exposition sont encore
peu connus [11, 12|. Dans un principe de précaution, leurs fabrication, distribution et im-
portation sont désormais soumises a déclaration depuis 2012 [13]|. Une caractérisation aussi
compléte que possible, selon les techniques disponibles, d’'un point de vue physique (taille,
morphologie, porosité, cristallinité, état de dispersion, ...) et chimique (stabilité, composition,
groupes fonctionnels, potentiel zéta, ...) doit donc étre effectuée |14, 15]. Cette caractérisation
doit étre réalisée juste aprés leur synthése mais également dans leur milieu d’application, avant
et apres vieillissement [16]. En effet, du fait de leur trés petite taille, les nanomatériaux ont
une grande propension & interagir avec leur milieu environnemental, d’autant plus lorsqu’il
s’agit de milieux fluides [17, 18, 19]|. Toute modification physico-chimique de nanoparticules
peut avoir une influence sur leur toxicité, d’ou la nécessité d’une caractérisation approfondie.

Le travail de thése présenté ici s’inscrit dans cette démarche concernant 1’observation
et I'identification de nanoparticules dans des milieux complexes. Ce dernier a été réalisé au
sein du Laboratoire de Nanocaractérisation et Nanosécurité (L2N) du CEA-Grenoble, dont
la maitrise des risques liés a ’exposition & des substances nanoparticulaires est I'une de ses
problématiques. Pour cela, les outils de la PlateForme de NanoCaractérisation (PFNC) et
de la Plateforme de NanoSécurité (PNS) ont été employés, dont notamment un Microscope
Electronique en Transmission (MET) ainsi que des outils utilisant la Diffusion Dynamique ou
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Statique de la Lumiére (DLS et MALS), avec ou sans dispositif de fractionnement en amont
(AF4). Ces équipements, mis a disposition dans le cadre de I'EquipEx NanolD, permettent
de détecter et /ou d’identifier des nanoparticules dans des matrices complexes. Ces techniques
sont complémentaires 'une de 'autre et permettent de mettre en avant d’éventuels artéfacts
d’analyse en vérifiant la cohérence des résultats obtenus. Ainsi, deux types de nanomatériaux,
aux propriétés physico-chimiques différentes, ont servi de support pour cette étude. Le premier
est une émulsion composée de particules lipidiques (LNP), utilisées comme nanotransporteurs
a des fins de diagnostic et thérapeutique. Le second est, quant a lui, constitué de nanoparticules
d’oxydes métalliques sous forme de poudres remises en suspension, utilisées en tant que filtres
UV dans les crémes solaires. Ces nanoparticules ont fait I'objet de certains développements
en ce qui concerne leur préparation avant analyse, notamment pour une observation par cryo-
MET au cceur du prix Nobel de chimie de 2017 (Jacques Dubochet, Joachim Frank et Richard
Henderson). Pour cela, une collaboration avec I'Institut de Biologie Structurale (IBS) de
Grenoble a été établie, notamment avec le groupe de Microscopie électronique et Méthodes. Le
MET étant une technique de caractérisation trés fine mais pouvant induire certains artéfacts,
une optimisation du procédé de cryo-fixation a été effectuée selon le type de particules étudiées
(organiques/inorganiques, cristallines/amorphes). La mise & disposition d’un porte-objet in-
situ liquide via I’EquipEx NanolD a également nécessité certains développements concernant
I’amélioration du contraste pour 'observation de particules organiques.

Ce manuscrit se décompose en deux parties de deux chapitres chacune, la premiére re-
groupant état de I'art et techniques expérimentales, et la seconde les études réalisées sur les
deux matériaux définis précédemment.

Le premier chapitre s’est attaché a réaliser un état de I’art concernant les nanoparticules
en milieux complexes et leur caractérisation. Pour cela, les termes « nanoparticule » et plus
généralement « nanomatériau » ont été définis d’un point de vue morphologique, et les syn-
théses associées ont été décrites succinctement. Ensuite, les différentes interactions entre une
nanoparticule et son milieu ont été présentées, en délimitant au préalable ce qui a ici été
considéré comme un milieu complexe. Le contexte de nanosécurité lié & l'utilisation des na-
noparticules a été évoqué dans une seconde section et les différents outils de caractérisation
disponibles & ce jour pour leur analyse ont fait I’'objet d’une étude comparative.

Le second chapitre est dédié & la description des techniques expérimentales, au nombre
de trois, qui ont été utilisées pour caractériser des nanoparticules en milieux complexes. Les
deux premieéres, a savoir la DLS en mode batch ainsi que ’AF4-MALS-DLS, qui sont des
techniques de caractérisation indirectes, utilisent toutes deux le principe de la diffusion de la
lumiére (LS). La troisiéme est la Microscopie Electronique en Transmission qui, quant a elle,
est une technique directe. Les différents modes de fonctionnement de cette derniére ont été
décrits ainsi que les préparations d’échantillons qui ont été utilisées.

Pour ce qui est du troisiéme chapitre, celui-ci présente tout d’abord un bref état de l'art
concernant 'utilisation des LNP en nanomédecine. Les différentes caractérisations effectuées
par DLS, MALS et MET sont ensuite présentées et comparées afin de déterminer celle(s) qui
serai(en)t la/les plus adaptée(s). Différents points concernant 'optimisation de la préparation
d’échantillons sont développés, notamment en ce qui concerne 'utilisation du mode cryogé-
nique ainsi que 'amélioration du contraste des LNP pour une observation en in-situ liquide.
Les LNP ont ensuite été mises en situation directe d’application (influence de la composition
et du procédé de synthése, interaction avec des protéines) afin de caractériser leur stabilité.
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Enfin, le quatriéme chapitre expose tout d’abord l'intérét que présentent 1'utilisation de
nanoparticules dans des cosmétiques, et notamment dans des crémes solaires. Les caractérisa-
tions effectuées sur des nanoparticules de dioxyde de titane, utilisées en tant que filtres UV, par
DLS, MALS et MET sont ensuite détaillées et comparées. Enfin, une étude du vieillissement
sous UV de ces particules a été mise en place afin de mettre en avant leur stabilité.

Deux annexes sont présentées a la fin de ce manuscrit. La premiére justifie le choix qui
a été fait concernant la représentation de la distribution de taille par intensité pour la DLS.
Elle présente également des études de stabilité par DLS de LNP pour des lots de méme
composition. La seconde annexe présente les caractérisations physico-chimiques effectuées
sur des nanoparticules de dioxyde de titane utilisées en tant que filtres UV mais présentant
toutefois un enrobage différent de celles analysées dans le chapitre 4.
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Nanoparticules en milieux complexes
et nanocaractérisation
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L’objectif de ce chapitre est de situer la caractérisation de nanotechnologies en interaction
avec un milieu complexe dans la littérature existante. Pour cela, la premiére section s’est
attachée & définir ce qu’est un nanomatériau pour ensuite étudier ses possibles interactions
physico-chimiques avec un milieu complexe. La deuxiéme section est, quant a elle, centrée sur
les outils de nanocaractérisation disponibles & ce jour et met en avant les aspects de sécurité
liés & 'utilisation de nanomatériaux. Différentes techniques de caractérisation d’objets nano-
métriques ont été comparées afin de mettre en évidence celles qui seraient les plus adaptées
dans le cadre de cette étude.



Chapitre 1. Nanoparticules en milieux complexes et nanocaractérisation

1.1 Nanomatériaux et interactions physico-chimiques avec un
milieu complexe

Cette section est largement inspirée d’un article de P. Christian publié dans le journal
Ecotoxicology |20].

1.1.1 Nanomatériaux et nanoparticules
1.1.1.1 Définition

Un nanomatériau est défini, selon la norme ISO /TS 80004-4 :2011, comme un « matériau
ayant [au moins| une dimension externe a l’échelle nanométrique » (1-100 nm), il s’agit alors
d’un nano-objet, « ou possédant une structure interne ou une structure de surface a l’échelle
nanométrique », il est alors question de matériau nanostructuré [21].

Afin de mettre en place une procédure de réglementation de l'utilisation des nanoma-
tériaux, la Commission Européenne a quant & elle établi une définition plus compléte de
ceux-ci. Elle définit un nanomatériau comme étant un « un matériau naturel, formé acciden-
tellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégats ou sous forme
d’agglomérats, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique par taille,
présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm » [22]. En
effet, il existe des nanomatériaux a I’état naturel qui sont notamment retrouvés dans deux
domaines : la biologie et 'environnement [23, 24, 25|. En ce qui concerne la biologie, certains
virus, protéines ou encore brins d’ADN appartiennent au domaine nanométrique. Pour ce qui
est de I'environnement, elles sont majoritairement présentes en tant que particules ultrafines
dans l'atmosphére. Il s’agit de particules issues de 'activité volcanique, d’incendies ou de la
déflation, c’est-a-dire ’érosion éolienne. Les particules ultrafines regroupent également les ma-
tériaux d’origine anthropique, c’est-a-dire accidentelle tels que les produits de combustion
(gaz d’échappement des moteurs, chaudiéres, cuisiniére au gaz) ou d’abrasion (pneus, pla-
quettes de freins) [26, 27, 28|. Les nanoparticules manufacturées ou synthétisées trouvent
quant & elles de nombreuses applications dans les industries aéronautique, pharmaceutique,
cosmétique ou encore agro-alimentaire et permettent de contourner certains verrous techno-
logiques liés aux propriétés physico-chimiques des matériaux massifs [29].

L’état de ’art concernant les deux types de nano-objets retenus pour cette thése, & savoir
des nanoparticules d’oxyde de titane en suspension dans une phase liquide et des nanoparti-
cules lipidiques sous forme de nanoémulsion, sera développé ultérieurement (Chapitres 4 et
3).

1.1.1.2 Morphologie et effets de surface

Connaitre la morphologie d’'un nanomatériau permet de le caractériser et donc de com-
prendre ses propriétés physico-chimiques. Elle repose principalement sur trois critéres, & sa-
VOir :

— la dimensionnalité;
— la structure;
— l’état de dispersion des nano-objets.
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1.1.1.2.1 Dimensionnalité

En ce qui concerne la dimensionnalité, les nanomatériaux sont catégorisés de zéro a trois
dimension(s) [30].

Sous le terme zéro dimension (0D) sont regroupés les nano-objets dont toutes les dimen-
sions externes sont a 1’échelle nanométrique ou plus communément appelées nanoparticules.
Elles peuvent avoir différentes géométries, indépendamment de 1I’élément qui les compose,
dont voici une liste non exhaustive (Figure 1.1) :

— sphérique pleine (nanoparticules d’oxyde de fer [31]) ou creuse (fullerénes [32]) ;
— cubique (nanoparticules de palladium [33]);

— en forme de batonnet (nanobatonnet d’or [34]);

— en forme d’étoile (nano-étoile d’or [35]) ;

— polyédrique (nanoparticules d’or icosaédrique [36]).

Figure 1.1 — Images de différentes géométries de nanoparticules d’or par microscopie électronique en
transmission ou a balayage. (a) Or colloidal. (b) Nanobatonnets. (c) Particules de silice entourées
d’une nanocoquille d’or. (d) Nanoparticules d’or dans une coupelle d’or. (e¢) Nanocubes d’argent. (f)
Nano-étoile. (g) Nano-bipyramides. (h) Nano-octaédres [37].

Les nanoparticules sont trés rarement utilisées telles quelles aprés synthése, mais plutét sous
forme colloidale, c’est-a-dire un mélange de deux phases [38, 39]. La phase dispersée dans
le milieu continu solide, liquide ou gazeux, est constituée d’un matériau dont les dimensions
peuvent étre comprises entre le nanométre et le micrométre. Ainsi, selon I’état de la phase
continue, diverses applications peuvent étre ciblées (Tableau 1.1).

Les nanomatériaux & une dimension (1D) sont, quant & eux, définis par deux de leurs
dimensions externes & 1’échelle nanométrique et la troisiéme dimension de l'ordre du micro-
meétre. Ces matériaux anisotropiques se caractérisent bien souvent par une section transverse
plus ou moins arrondie et se retrouvent sous différentes formes comme :

— des nanofibres : elle sont beaucoup utilisées en nanomédecine notamment en ingénierie
tissulaire osseuse ou musculaire pour leur grande flexibilité (|40, 41]);
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— des nanotubes : ils sont caractérisés par une forme cylindrique creuse, les plus répan-
dus étant les nanotubes de carbone ([42]);

— des nanofils : ce sont les nanomatériaux 1D qui ont le plus grand ratio longueur sur
largeur (> 1000) (|43, 44]);

— mais aussi des nanobatonnets, si leur longueur excéde 100 nm ([45]). Ces derniers
sont en réalité & la frontiére entre 0D et 1D.

Ils trouvent de nombreuses applications dans les domaines de 1’électronique, de 1’électrochimie
ou encore de Iélectromécanique [46].

Tableau 1.1 — Catégories de colloides nanoparticulaires obtenus selon I’état de la phase continue.

Phase continue Phase dispersée nanoparticulaire
. Composite nanoparticulaire
Solid
oHee Tole [47], ciment [48]
Liquide Suspension
q Encre [49], peinture |50], nanotransporteur de médicament [51]
Cas Aérosol
Détecteur de gaz [52], systéme de dépollution de lair [53]

Les matériaux comportant seulement une dimension a ’échelle nanométrique, c’est-a-dire
les nanomatériaux 2D, sont regroupés en deux catégories & savoir les nanocouches et les
nanofeuillets. Les nanocouches, aussi appelées nanorevétements, sont utilisées pour modifier
localement les propriétés d’un matériau massif. Cela se traduit par exemple par I’amélioration
de la résistance a la corrosion, une surface rendue conductrice ou encore biocompatible, ...
[54, 55]. Ce revétement peut donc couvrir une grande surface et mesurer plusieurs centaines de
micromeétres. Lorsque 1’épaisseur de ce revétement n’excéde pas quelques couches atomiques,
il est alors question de film ultra-mince. Les nanofeuillets sont, quant & eux, caractérisés par
leur petite taille qui n’excéde pas le micrométre.

Les matériaux nanostructurés et les nanocomposites, quant a eux, se distinguent
des nanomatériaux 0D a 2D du fait qu’aucune de leurs dimensions externes n’est a 1’échelle
nanométrique. L’aspect nanométrique est issu soit de leur structure interne ou de leur surface,
il s’agit alors de matériaux nanostructurés ou bien, dans le cas des nanocomposites, au moins
I'une des phases qui les composent comporte une dimension nanométrique [21]. Il est alors
question de nanomatériaux 3D. Par exemple, le cuivre nanocristallin posséde des propriétés
d’extensibilité superplastiques trés élevées [56].

Dans la suite de ce manuscrit, il sera seulement fait référence a des états nanoparticu-
laires, sur lesquels toute 1’étude s’est basée.

Ces aspects de dimensionnalité sont importants & souligner car ils permettent de mettre
en évidence les effets de surface mais également de volume mis en jeu a cette échelle,
pouvant modifier les propriétés physico-chimiques d’un matériau. Comparée a celle de son
homologue massif pour un élément chimique et un volume donnés, la surface d’interaction
d’un nanomatériau est beaucoup plus importante (Figure 1.2) (Tableau 1.2).
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Augmentation de la surface d'ir

Figure 1.2 — Illustration de I'augmentation de la surface d’interaction pour un volume donné lorsque
la taille du motif élémentaire diminue.

Tableau 1.2 — Surface totale d’interaction d’un matériau de 1 cm?® de volume en fonction de la taille
de la/des particule(s) qui le compose(nt) (modéle de particules cubiques).

Taille de la particule Surface totale d’interaction
1 cm 6 cm?
1 mm 60 cm?
1 nm 60 000 000 cm?

D’autre part, la proportionnalité entre le nombre d’atomes en surface et le nombre total
d’atomes dans le volume, notée 3, est également a prendre en compte [57]. Soit une particule
cubique de cété a composée d’atomes modélisés par des cubes de cotés d. Le nombre d’atomes
dans le volume de la particule noté p et le nombre d’atomes en surface noté o s’écrivent alors
(Equation 1.1) :

a3 a2
Soit :
o d
=== 1.2
> (1.2)

Par conséquent, pour un élément chimique donné, le ratio entre le nombre d’atomes en surface
d’une particule et le nombre total d’atomes dans le volume est inversement proportionnel a
la taille de la particule. Ainsi, une macroparticule A de taille 1 cm et une nanoparticule B
de taille 1 nm composées d’atomes de 100 pm de diamétre auront respectivement des ratio
surface sur volume de X4 = 1075% et X5 = 10% (Equation 1.2). La contribution de la chimie
de surface pour des nanoparticules est donc conséquente comparée & un matériau massif.
En effet, les propriétés physico-chimiques d’un matériau massif sont globalement gouvernées
par ses atomes de ceeur, la proportion d’atomes en surface étant négligeable, sauf dans le cas
de réaction chimique par exemple. Or, dans le cas de nanoparticules, la proportion d’atomes
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en surface étant bien trop importante pour étre négligée, leur interaction avec leur envi-
ronnement est alors & prendre en compte, sachant qu’elles se présentent la plupart du temps
sous la forme de suspensions colloidales. Ceci explique les changements de propriétés observés
lorsque que 'on passe d’un état massif a un état nanoparticulaire, comme la modification
des propriétés optiques fonction de la taille dans le cas d’or nanoparticulaire [57, 58]. De
plus, en ce qui concerne la chimie de surface, celle-ci est bien souvent différente de celle du
ceeur de la nanoparticule. Par exemple, dans le cas de nanoparticules de silice, le coeur de la
particule sera composé de SiOo tandis que les atomes en surface ont une chimie proche de
Si(0)(2—2)(OH) (24 [59]. Ceci en fait alors des nanoparticules entourées d’une pseudo-coquille
composée d’une monocouche d’atomes, les atomes de surface.

1.1.1.2.2 Structure d’une nanoparticule

Pour ce qui est de la structure, celle-ci est généralement associée & la cristallinité, c’est-
a-dire 'arrangement des atomes entre eux. Ainsi, des nanoparticules sont dites cristallines
s’il existe un ordre atomique & grande distance de telle sorte que les atomes forment un réseau
régulier. Elles sont distinguées des nanoparticules amorphes qui, quant a elles, ne possédent
aucun ordre atomique & moyenne et grande distance. Cet ordre est indépendant de la nature
chimique des éléments qui composent la matiére, qu’elle soit organique ou inorganique.
Ainsi, des nanoparticules de silicium, selon leur voie de synthése, peuvent étre soit cristallines,
soit amorphes [60].

La structure d’une nanoparticule peut également faire référence a sa structure interne
et de surface. En effet, selon les applications envisagées, il peut étre nécessaire que la sur-
face des nanoparticules soit modifiée chimiquement sur plusieurs couches atomiques. Il est
alors question de nanoparticules de type coeur/coquille (Figure 1.3). Ces nanocoquilles sont
particuliérement intéressantes pour fonctionnaliser une surface que ce soit avec des atomes
métalliques, des polymeéres, des tensioactifs ou encore des petites molécules. Cela permet, par
exemple, de protéger le coeur des nanoparticules qui peut étre toxique ou de réaliser du ci-
blage dans le cas d’une interaction avec un milieu protéique [61]|. Cela peut aussi améliorer
les interactions entre des nanoparticules et leur milieu, comme c’est le cas des nanoparticules
ceeur/coquille de fer zéro-valent utilisées dans le traitement des boues d’épuration pour éli-
miner le sulfure d’hydrogéne [62]. Les petites molécules greffées en surface peuvent également
permettre de mieux stabiliser les nanoparticules lorsqu’elles sont en solution aqueuse en chan-
geant localement la charge, comme c’est le cas du citrate pour les nanoparticules d’argent
colloidales [63]. Cette stabilisation peut également étre obtenue grace a des effets stériques
notamment grace au greffage de longues chaines de polyméres en surface des nanoparticules
tel le polyéthyléne glycol (PEG) [64].

Figure 1.3 — Schéma d’une nanoparticule de type cceur (orange)/coquille (bleu).
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Bien que la coquille revéte une importance considérable dans l'interaction d’une nanopar-
ticule avec son milieu d’utilisation, ce sont tout de méme les éléments constitutifs du coeur
de la nanoparticule qui rempliront les objectifs fixés pour son utilisation. Plusieurs phases,
dans le méme état ou non, peuvent étre mises en présence dans le coeur d’une nanoparticule.
Ainsi, certaines particules lipidiques peuvent avoir un coeur solide et liquide & la fois, selon la
température de fusion des composants en présence [65].

1.1.1.2.3 Etat de dispersion

Enfin, un troisiéme critére morphologique est & prendre en compte pour ’étude de nano-
particules : il s’agit de leur état de dispersion. Les nanoparticules en suspension peuvent se
trouver sous trois états [66] :

— dispersé (Figure 1.4.a);
— aggloméré (Figure 1.4.b);
— agrégé (Figure 1.4.c).

Figure 1.4 — Schéma représentant les états de dispersion de nanoparticules colloidales. (a) Etat dis-
persé. (b) Etat aggloméré. (c) Etat agrégé.

Dans le cas de particules dispersées, celles-ci sont distribuées de maniére homogéne et
unitaire dans leur milieu de suspension. Pour ce qui est des agglomérats et agrégats, ils divisent
les scientifiques, leurs définitions respectives étant souvent permutées [67]. Ainsi, au cours de
ce manuscrit sera appelé agglomérat tout assemblage de particules faiblement liées (liaisons
de van der Waals) par contact entre elles et facilement dispersables. Pour ce qui est d’un
agrégat, celui-ci sera défini comme étant une recombinaison de particules liées entre elles de
fagon rigide (liaisons covalentes), c’est-a-dire par fusion, frittage ou par autoépitaxie. L’état
de dispersion des nanoparticules est crucial pour caractériser ces derniéres. En effet, il a été
vu précédemment qu'un changement de taille des particules pouvait entrainer une perte ou
une modification des propriétés physico-chimiques de celles-ci. Ainsi, un agglomérat ou un
agrégat de plusieurs nanoparticules peut alors étre considéré comme une microparticule si les
trois dimensions de celui-ci dépassent 100 nm. Cette dispersion unitaire des nanoparticules
est notamment recherchée en cosmétologie pour ce qui est des crémes solaires, composées
majoritairement de nanoparticules de titane ou de zinc, afin d’augmenter les performances de
protection UV de celles-ci [68].

Du fait de leur taille, les suspensions colloidales nanométriques devraient étre stables. En
effet, les particules sont soumises a un mouvement Brownien conséquent d’autant plus que leur
taille est petite (Figure 1.5). Or, du fait de leur énergie de surface intense, les nanoparticules
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ont tendance & rentrer en collision les unes avec les autres créant ainsi une agglomération ou
une agrégation. C’est pourquoi, selon I'application recherchée, il est utile que les nanoparti-
cules soient bien dispersées dans leur milieu. Pour favoriser cette dispersion, diverses solutions
existent comme créer un revétement autour des nanoparticules (coquille) ou encore utiliser
un milieu de suspension dispersant [69].

1300
1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400

| IWETE FRETE FEUTY FYUTY FRUTY FEUTY FUUTY FUUT] FAUEY P

[ SRV
(==}
oS O

" "

Déplacement brownien moyen (um)

*

—
(=3
(=)
sl

o
0 F——rrrrr— T
10 100 1000 10 000

L
=
-

Diamétre de la particule (nm)

Figure 1.5 — Evolution du déplacement Brownien moyen d’une particule non chargée en fonction de
son diamétre aprés 1h dans Ieau [70].

1.1.1.3 Synthése de nanoparticules

Il existe deux approches pour synthétiser des nanoparticules : une approche ascendante
(ou « bottom-up ») et une approche descendante (« top-down ») (Figure 1.6) [71, 30]. La pro-
cédure descendante consiste & partir du matériau massif pour concevoir des nanoparticules
en utilisant majoritairement des procédés mécaniques comme le broyage et le concassage.
Bien que facile a mettre en place et peu coliteuse, cette technique induit des artefacts de
préparation comme des défauts structurels et les particules formées sont la plupart du temps
polydisperses. D’autres techniques physico-chimiques ont alors vu le jour comme 1’électro-
érosion. Pour ce qui est de la synthése ascendante, celle-ci fait notamment appel a des
procédés physico-chimiques de nucléation et de croissance (procédé microonde, dépot chi-
mique en phase vapeur (CVD), ...) en partant cette fois de petites molécules. La distribution
de taille des nanoparticules obtenues est dans ce cas plus contrélée que par broyage.

Approche Approche
ascendante descendante
(“bottom-up”) (“top-down”)

Figure 1.6 — Schéma représentant les voies de synthéses ascendante et descendante de nanoparticules.
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Il est important que le procédé de synthése a 1’échelle du laboratoire soit adapté a I’échelle
industrielle sans que cela n’entraine de modifications des propriétés physico-chimiques des
particules afin de rester dans les mémes conditions d’application [72]. Il est donc primordial de
connaitre et d’adapter la technique de synthése d’une nanoparticule lors de son étude. En effet,
de celle-ci dépendra sa chimie de surface et donc ses propriétés physico-chimiques lorsqu’elle
sera mise en contact avec son milieu d’application. Toute variation en ce qui concerne la
morphologie de la particule, que ce soit sa taille, sa forme ou encore sa structure peut modifier
sa fagon d’interagir avec son milieu.

1.1.2 Interactions physico-chimiques de nanoparticules avec leur milieu
1.1.2.1 Milieu complexe : définition

Lorsqu’une nanoparticule est mise en contact avec son milieu d’application, elle va interagir
avec celui-ci et sa physico-chimie peut en étre modifiée. Il est donc nécessaire de la caractériser
dans son environnement d’application. Il en est de méme du milieu de synthése auquel il faut
également préter une attention particuliére. Or la caractérisation est rendue d’autant plus
difficile que le milieu d’application ou de synthése est complexe.

Les milieux complexes regroupent tous les milieux liquides, qu’ils soient aqueux ou
non. En effet, rester dans cet état peut se révéler compliqué lors de leur caractérisation étant
donné qu’elle implique généralement un vide plus ou moins poussé |73]. Or ce vide entraine une
évaporation du liquide, ce qui peut altérer les nanoparticules et donc entrainer des artefacts
lors de leur caractérisation. Pour ce qui est des milieux de synthése aqueux, le choix du type
d’eau utilisé ne doit pas étre laissé au hasard. En effet, '’eau, dans son état non traité, comporte
divers ions, cations (sodium, calcium, fer, cuivre) et anions (chlorure, sulfate) compris mais
également des bactéries et des virus, qui peuvent interagir avec les nanoparticules mais aussi
avec le milieu d’utilisation [74]. Ainsi, une eau distillée sera privée de virus et de bactérie
ainsi que d’une grande partie des sels minéraux qui la composent. Une eau déionisée (ou
déminéralisée) est quant a elle exempt de sels minéraux mais peut comporter des virus et
des bactéries. Il existe désormais des systémes permettant d’éliminer virus, bactéries et sels
minéraux, de l'eau ultra-pure est alors obtenue [75|. Les mémes problémes se posent pour
des milieux biologiques ou environnementaux ol les nanoparticules peuvent interagir avec de
nombreux éléments que ce soit les protéines, les cellules, les bactéries, les ions, ... mais aussi
subir des modifications liées au pH du milieu [19]. Les fluides biologiques, tels le sang ou les
urines, nécessitent de prendre certaines précautions pour éviter toute contamination, que ce
soit de I’échantillon ou bien de la personne en charge des analyses, d’ou la complexité de leur
caractérisation.

La viscosité du milieu intervient également dans sa complexité ce qui peut le rendre
difficile & caractériser, comme c’est le cas des boues par exemple [76, 57, 77|]. En effet, la
préparation d’échantillons visqueux est compliquée dans le sens ou il sera laborieux d’obtenir
un film mince d’échantillon, plus facile a caractériser qu'un échantillon épais (Section 1.2).

Les milieux nanoparticulaires solides comme la nourriture, les textiles ou encore les
sols font également partie des milieux complexes, d’autant plus que leurs méthodologies de
caractérisation commencent seulement a se développer [78, 79, 80]. En effet, d’autres éléments
en plus des nanoparticules entrant dans leur composition, il peut étre difficile de les séparer
avant analyse.
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Enfin, la complexité peut également venir du milieu gazeux dans lequel se trouvent les
nanoparticules comme 'atmosphére ou encore divers aérosols qui requiert bien souvent des
études in-vitro [81].

Ainsi, la complexité du milieu de synthése ou d’application provient majoritairement des
divers organismes ou éléments qui le composent et avec lesquels les nanoparticules peuvent
avoir de fortes interactions. Elle résulte également de I’état de I’échantillon prélevé, les liquides
étant plus difficiles & caractériser que certains solides. La suite de ce manuscrit se concentrera
sur des milieux complexes aqueux, biologiques ou non.

1.1.2.2 Interactions entre une nanoparticule et son milieu

Avant de considérer les diverses interactions possibles entre une nanoparticule et son mi-
lieu, il faut tout d’abord définir les interfaces et éléments mis en jeu que sont (Figure 1.7) :

— la nanoparticule et notamment sa surface propre;
— le milieu d’interaction avec tous les éléments qui le composent ;
— l'interface entre la nanoparticule et le milieu d’interaction.

Virus Protéine Sels minéraux

Nanoparticule Interface nanoparticule / Bactérie Cellule
milieu d’interaction

Figure 1.7 — Représentation d’une nanoparticule et de son interface avec un milieu complexe, ici
composé de virus, protéines, bactéries, cellules et sels minéraux [82].

Il a été vu précédemment I'importance de la morphologie et des effets de surface des
nanoparticules, et c’est au travers de cette surface qu’elles vont subir des interactions avec
leur milieu environnant mais aussi avec les autres nanoparticules de la suspension colloidale.
Ces interactions peuvent étre de plusieurs types et ont diverses conséquences, résumées dans
le tableau ci-dessous (Tableau 1.3) [82].

L’interaction avec un milieu cellulaire est également & prendre en compte. En effet, lors-
qu’une nanoparticule arrive au contact d’'une cellule, cette derniére peut 'internaliser au
travers de sa membrane. Si elle venait a se dégrader, cela pourrait interférer avec les brins
d’ADN présents dans le noyau [86]. Des mutations génétiques pourraient alors se produire,
se traduisant dans certains cas par un cancer. Inversement, dans le domaine de la thérapeu-
tique, ce phénoméne d’internalisation peut permettre de détruire des cellules cancéreuses et
empécher ainsi leur prolifération [87].
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Tableau 1.3 — Origines et conséquences des interactions entre une nanoparticule et son milieu envi-

ronnant.
) .. Conséquences sur les
Interactions Origines ]
nanoparticules
Diffusion Brownienne, L.
. .. Agglomération
Hydrodynamique forces de cisaillements, L.
.. et agrégation [83]
de résistance et de portance
Electrodynamique Forces de Van der Waals Agrégation [84]
Electrostatique Interface chargée Répulsion, oxydation [19]
, Interaction solvant / Couche de solvatation,
Solvatation . . .
nanoparticules dissolution [85]
Phé éne d’ad ti
L. CHOTENE ,a SOTPHON, Ameélioration de la stabilité
Stérique interfaces répulsives .
. colloidale [83]
(solvatation)

Ainsi, trois conséquences majoritaires sur une nanoparticule se dégagent des interactions
entre celle-ci et son milieu environnant & savoir :

— sa dissolution en ions, notamment dans des milieux acides (comme l’estomac par
exemple) (Figure 1.8.a);

— sa restructuration, via une stabilisation de la suspension colloidale (dispersion) ou
une agglomération/agrégation (Figure 1.8.b);

— une modification locale de sa chimie de surface par chimisorption (liaisons fortes,
phénomeéne irréversible), physisorption (liaisons faibles, phénoméne réversible) ou en-
core du fait de 'oxydation de celle-ci par exemple (Figure 1.8.c).

Figure 1.8 — Représentation des conséquences sur une nanoparticule de son interaction avec un milieu
complexe. (a) Dissolution. (b) Restructuration. (¢) Création d’une couche moléculaire.

Il est donc important de pouvoir caractériser ces changements s’ils surviennent afin de
trouver des solutions pour les limiter ou, au contraire, pour les rendre plus effectifs selon les
applications envisagées.
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1.1.3 Bilan

Cette section a, dans un premier temps, défini le terme « nanomatériau », et notam-
ment ce qu’est une nanoparticule, au travers de ses dimensions. Ainsi, une nanoparticule
est définie comme un nano-objet dont les trois dimensions externes sont inférieures a
100 nm. Elle peut se retrouver sous différentes géométries et se présente bien souvent
sous la forme de suspensions colloidales. Les importants effets de surface liés a ces
dimensions ont été mis en avant ainsi que les propriétés physico-chimiques qui en ré-
sultent. Ces nanoparticules, cristallines ou amorphes, peuvent étre structurées sous la
forme d’un ceeur et d’une coquille, cette derniére servant majoritairement & protéger
le coeur et donc la fonction principale du nano-objet. Des molécules greffées en surface
de cette coquille permettent d’améliorer leur stabilité colloidale ou bien de réaliser du
ciblage dans le cas de thérapies.

Selon son milieu de synthése ou d’utilisation, de nombreuses interactions sont mises
en jeu pouvant modifier la dispersion des particules en solution, créant des agglomérats
ou agrégats ou tendant a dissoudre les particules. Toutes les modifications engendrées
par ces interactions doivent pouvoir étre quantifiées et /ou qualifiées afin de s’assurer que
les propriétés physico-chimiques des particules ne sont pas dénaturées. C’est pourquoi
la prochaine section de ce manuscrit s’est attachée & comparer différents outils de
nanocaractérisation dans un cadre de nanosécurité.

1.2 Outils pour la nanocaractérisation

1.2.1 Nanocaractérisation et nanosécurité

Avant de comparer les outils de nanocaractérisation désormais disponibles, il est impor-
tant de replacer ceux-ci dans un contexte de nanosécurité. En effet, les nanoparticules sont
de plus en plus utilisées dans le milieu industriel du fait de leurs propriétés physico-chimiques
particuliéres. Cependant, leurs effets a plus ou moins long terme sur la biosphére, c’est-a-dire
les organismes vivants et leurs milieux de vie, sont encore peu connus. C’est pourquoi la loi
frangaise prévoit depuis 'arrété du 6 aotit 2012, la déclaration obligatoire de leurs fabrication,
distribution et importation!. De méme, la législation européenne prévoit l’enregistrement
auprés de 'ECHA, I’Agence Européenne des Produits Chimiques, de toute substance chi-
mique, nanométrique ou non, importée ou fabriquée en Union Européenne [88]. Ainsi, dans
une démarche « siire, intégrée et responsable », toutes les étapes depuis la conception jusqu’a
I’exploitation doivent étre contrélées, c’est-a-dire :

— l’élaboration, avec des études toxicologiques et écotoxicologiques in-vitro (conditions
artificielles en dehors d’un organisme), in-situ (conditions naturelles en dehors d’un
organisme) et/ou in-vivo (conditions naturelles dans un organisme) par exemple [89];

— la production, en mettant en place des techniques d’analyse d’exposition (par inha-
lation et cutanée) au poste de travail, [90] ;

1. Identifiant du déclarant, identité de la substance (composition, taille, distribution, état d’agglomération
ou d’agrégation, forme, état, impureté, surface spécifique, état cristallin, charge de surface, nom commercial),
quantité, usage, identité des utilisateurs [13].
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— T'utilisation, en s’assurant de I'innocuité des nanoparticules ou en limitant I’exposition
des consommateurs/utilisateurs [91] ;
— le recyclage ou ’élimination, afin d’éviter une contamination des écosystémes [92].

Dans cette optique, il convient de caractériser des nano-objets a la fois juste aprés leur
synthése et aprés leur interaction avec le milieu d’application afin de pouvoir suivre les éven-
tuelles modifications pouvant subvenir entre ces deux étapes. Au cours de ces analyses, il
est important de préserver au maximum le milieu afin de reproduire au mieux les conditions
d’application. Les paramétres physico-chimiques qui ont été retenus pour la caractérisation
de nanoparticules dans le cadre de cette étude sont :

leur taille et leur distribution;

leur forme;

leur état de dispersion;

leur composition de coeur et de surface, le cas échéant (coquille).

K. Powers se base sur cinq grands critéres pour la caractérisation de nanoparticules, qui
ont ici été résumés en trois points [93]. Le premier repose sur le fait que 1’échantillon prélevé
sur la population de nanoparticules doit étre représentatif du matériau dans sa globalité.
Ainsi, un certain nombre de particules doit étre compté (de 10 & 1000 particules ou plus) afin
d’avoir une statistique la plus grande possible, notamment dans le cas de la mesure de la taille
de celles-ci. La préparation d’échantillons est donc une étape fondamentale et cruciale dans
I'analyse des données et ne doit pas étre négligée [94]. Le deuxiéme critére recommande de
qualifier (forme) ou quantifier (taille) les particules primaires dans un état dispersé. Enfin,
le troisiéme conseille de caractériser, dans la mesure du possible, les nanoparticules seules et
dans les conditions d’application et donc d’inclure le milieu environnemental de celles-ci.
C’est pourquoi le ou les outils de caractérisation doi(ven)t étre choisi(s) de fagon pertinente
selon 'application envisagée.

Bien que les outils de caractérisation physico-chimique des nano-objets soient trés nom-
breux et performants, comme il sera vu dans le prochain paragraphe, il existe encore actuel-

lement trés peu de recherches concernant leur recyclage ou élimination apreés leur utilisation
[95].

1.2.2 Comparaison des techniques de caractérisation

Les outils de nanocaractérisation peuvent étre classés en deux grandes catégories : les
méthodes directes regroupant les techniques d’imagerie ou microscopies et les méthodes
indirectes, comme la spectroscopie, faisant appel & des calculs basés sur des modéles.
Chaque catégorie est elle-méme divisée en six ensembles selon la source d’énergie ou la tech-
nique utilisée [96] :

optique;

électronique ;
balayage ;

— photonique;

ionique et particulaire;
thermodynamique.
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Ceux-ci étant trés nombreux, ils n’ont pas tous été comparés. Seuls les plus pertinents
de chaque catégorie pour la caractérisation de nanoparticules en milieux complexes ont été
retenus.

1.2.2.1 Optique

Les microscopes optiques conventionnels ont ’avantage d’opérer a pression atmosphérique
et donc de rendre possible ’analyse de matériaux aussi bien en milieux solides que liquides.
Cependant, ils ont longtemps été mis de coté pour I’étude de nanoparticules du fait de leur
faible résolution [97]. En effet, la plus petite distance § pouvant étre résolue est directement
liée a la longueur d’onde A du faisceau incident ainsi qu’a l'indice de réfraction p et au semi
angle de collection 3 de la lentille objective selon la théorie d’Abbe (Equation 1.3).

20,6‘12*)\ (1.3)
s (B)

Ainsi, pour une longueur d’onde comprise dans le spectre de la lumiére visible, c’est-a-dire
entre 400 nm et 800 nm, il est complexe d’obtenir une résolution inférieure & 200 nm pour
wsin(f) proche de 1. Avec ce type de microscope, seul le suivi de leur position est rendu pos-
sible, que ce soit par leur marquage via l'utilisation de la fluorescence ou bien par ’enveloppe
formée par les rayons lumineux réfléchis sur leur surface, aussi appelée caustique (Figure
1.9.a) [98]. Il en est de méme pour la microscopie en champ sombre combinée a de I'ima-
gerie hyperspectrale [99]. Cependant, il a récemment été développé une technique, appelée
TSOM (Through-Focus Scanning Optical Microscopy), permettant de mesurer les variations
tridimensionnelles de taille de nanoparticules (résolution de 'ordre du nanomeétre) grace a
I'analyse des signatures optiques d’images prises selon différentes positions focales (Figure
1.9.b) [100, 101]. L’inconvénient majeur de cette technique est qu’elle nécessite au préalable
de réaliser des courbes de calibration a partir de nanoparticules de dimensions connues et de
méme forme et composition que celles & analyser. D’autres microscopes optiques ont alors
été développés comme les Microscopes Confocaux a Balayage Laser (CLSM, Confocal Laser
Scanning Microscopy), utilisant cette fois pour source un laser plutét qu'une lumiére poly-
chromatique. La résolution en est légérement améliorée du fait d’une moindre diffusion du
faisceau incident et la localisation des nanoparticules peut s’effectuer précisément grace au
marquage par fluorescence (Figure 1.10) [102, 103]. Toutefois, les microscopes optiques res-
tent inefficaces pour caractériser la composition chimique de nanoparticules et la surface de
matériaux transparents.

Pour ce qui est des techniques optiques indirectes, elles permettent généralement d’obte-
nir une distribution de taille des particules en utilisant la diffusion de la lumiére, comme la
Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS, Dynamic Light Scattering) ou encore la Diffusion
de la Lumiere sous Multiples Angles (MALS, Multi-Angle Light Scattering) {104, 105]. Une
mesure de la stabilité des particules est également possible au travers de la mesure de leur
potentiel zéta grace a la DLS [106]. Bien que non destructive, cette technique impose cer-
taines contraintes sur le matériau étudié. En effet, les nanoparticules analysées doivent étre
en suspension dans un liquide et monodispersées. De plus, la taille mesurée correspond au
diameétre équivalent qui serait obtenu dans le cas de particules sphériques [107]. La forme de
la particule n’est donc pas prise en compte dans le calcul de sa taille, ce qui n’est pas le cas
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pour le MALS. Enfin un dernier inconvénient est qu’aucune information sur la chimie des
nanoparticules ne peut étre mise en évidence par ces techniques.

—Data |
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Figure 1.9 — (a) Caustiques obtenues pour des nanoparticules de silice de 50 nm de diamétre [98].
(b) Image TSOM obtenue pour un nanopoint de silicium et courbe de calibration permettant de
déterminer la taille de ce dernier (fléches noires) [100].

Figure 1.10 — Images de nanoparticules d’oxyde de fer magnétiques (rouge) internalisées dans une
cellule, obtenues par CLSM aprés marquage. Le noyau apparait en bleu et les mitochondries en vert
(Barre d’échelle = 2 pum) [103].

1.2.2.2 Electronique

Afin de se libérer des contraintes de résolution liées & la source lumineuse des microscopes
optiques, des microscopes utilisant cette fois une source d’électrons ont été développés dans
les années 1930 [108]. 11 en existe deux grands types, a savoir les Microscopes Electroniques a
Balayage (MEB ou SEM, Scanning Electron Microscopy) et les Microscopes Electroniques en
Transmission (MET ou TEM, Transmission Electron Microscopy). Le MEB posséde une ten-
sion d’accélération allant jusqu’a 30 kV et ne permet d’imager que la surface d’un échantillon
donné (Figure 1.11.a). Tandis que dans le cas du MET, possédant une tension d’accélération
généralement comprise entre 80 kV et 300 kV, il est possible de visualiser sa structure interne
(Figure 1.11.b).
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Figure 1.11 — Images MEB (a) et MET (b) de nanoparticules de TiO5 rutile.

Selon la relation de De Broglie, la longueur d’onde A d’un électron est donnée par (Equation
14):

A=— (1.4)
p
ou h est la constante de Planck et p la quantité de mouvement d’un électron. Soit, aprés avoir
négligé les effets relativistes, (Equation 1.5) :

h hc 1
A= (2moE)1/2 - (2moc?)1/2 B1/2 (1.5)

ol ¢ est la vitesse de la lumiére dans le vide, mg la masse d’un électron et E I’énergie apportée
aux électrons pour les accélérer. Aprés approximation, la longueur d’onde d’un électron peut
alors s’exprimer par (Equation 1.6) :

1,22

A F1/2

(nm) (1.6)

Ainsi, pour une tension d’accélération des électrons de 200 kV, la longueur d’onde d’un électron
dans des conditions non relativistes est d’environ 3 pm, ce qui est largement inférieur a la
longueur d’onde de la lumiére du domaine visible. Ceci explique la possibilité d’obtenir des
images Haute Résolution (HR) en Microscopie Electronique en Transmission, sachant que
cette longueur d’onde est inférieure au rayon atomique. Les microscopes électroniques sont
donc des instruments performants pour analyser la morphologie des nanoparticules ainsi que
leur taille et dispersion, qu’elles soient en milieu solide ou hydraté. Cependant, dans le cas de
milieux hydrateés, il est nécessaire de mettre en place des modules complémentaires (platine ou
porte-objet adéquats) du fait du vide poussé a l'intérieur de leur chambre d’analyse (jusqu’a
1072 Pa dans un MET) [109, 110].

Ces microscopes sont bien souvent couplés a des techniques de spectroscopie comme la
Spectroscopie X par Dispersion en Energie (EDS, Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) ou
encore la Spectroscopie des Pertes d’Energie (EELS, Electron Energy Loss Spectroscopy),
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permettant d’analyser la composition chimique des matériaux étudiés [111, 112|. La structure
cristalline de ces derniers peut également étre étudiée grace au phénoméne de diffraction des
électrons dans un MET [113]. L’inconvénient majeur de ce type de microscopie vient de la
préparation d’échantillons qui peut étre lourde et entrainer des artefacts lors de I'observation
[114]. De plus, le nombre de particules analysées reste trés inférieur a celui obtenu par DLS,
par exemple, qui mesure plusieurs millions de particules, ce qui peut poser des problémes
d’échantillonnage. Enfin, notamment en ce qui concerne le MEB, celui-ci reste une technique
d’analyse de surface. En effet, la structure interne d’un échantillon ne peut étre observée
sans passer par un mode ou le faisceau est transmis ou mode STEM (Scanning Transmission
Electron Microscopy).

1.2.2.3 Balayage

D’autres techniques d’imagerie utilisant le balayage de la surface d’un échantillon a ’aide
d’une sonde ont vu le jour des années plus tard, s’affranchissant cette fois de préparations
d’échantillons lourdes, comme la Microscopie a Force Atomique ou AFM (Atomic Force Mi-
croscopy). Cette derniére permet de reconstruire une image 3D de I’échantillon & analyser en
balayant la surface de celui-ci dans toutes les directions de 'espace [115]. Bien que la résolu-
tion latérale ne soit que de quelques nanomeétres, la résolution verticale est quant a elle bien
meilleure puisque de l'ordre de I’Angstrom, donnant ainsi accés 4 la taille, a la forme et &4 1’état
de dispersion des particules. Un avantage majeur, comparé aux microscopes électroniques, est
quun AFM ne nécessite pas de vide poussé et peut méme réaliser des analyses sous pres-
sion atmosphérique. Il est donc possible d’étudier directement des échantillons hydratés ou en
milieu liquide sans nécessité de modules complémentaires [116]|. L’interaction de l'extrémité

de la sonde avec les atomes de surface permet d’identifier les éléments chimiques en présence
[117].

L’inconvénient de ce type de microscope vient majoritairement de la sonde, d’autant plus
que son extrémité est particulierement fragile. En effet, elle peut induire des artefacts de
reconstruction qui doivent donc étre pris en compte lors des mesures de taille de particules
notamment ou encore pour 'analyse de surfaces fortement rugueuses (Figure 1.12) [118]. De
plus, seule la surface des objets est analysée et 'acquisition des données peut prendre plusieurs
minutes comparée & un MET ot I'image est obtenue instantanément.
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Figure 1.12 — (a) Analyse d’une particule par Microscopie & Force Atomique (AFM) et artefact de
reconstruction. (b) Image AFM de nanoparticules d’argent de 20 & 40 nm de diamétre [119].
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1.2.2.4 Photonique

Pour ce qui est des méthodes de caractérisation utilisant une source de photons, elles
regroupent majoritairement des techniques indirectes. Leur principal inconvénient est qu’elles
ne permettent pas d’avoir accés a la morphologie des matériaux étudiés, & quelques excep-
tions prés comme La Diffusion des rayons X aux Petits Angles (SAXS, Small Angle X-rays
Scattering) [120]. Cependant, une multitude d’autres paramétres sont accessibles comme la
concentration des particules en solution, leur composition chimique ou encore leur dimension
comme c’est le cas avec la spectroscopie Ultraviolet-Visible (UV-Vis) ou encore la Spectro-
scopie de Masse a Plasma a Couplage Inductif (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass
Spectroscopy) qui possédent une limite de détection assez sensible [58, 121|. L’ICP-MS pré-
sente également l'avantage d’étre efficace sur des nanoparticules polydispersées en taille et
de donner leur densité ainsi que leur degré de dissolution [122]. Elle est toutefois uniquement
adaptée pour 'analyse de nanoparticules sphériques (diamétre équivalent) et non poreuses, en
suspension dans un milieu liquide [123]. La sensibilité de son seuil de détection est également
directement liée & 1’élément analysé. Pour ce qui est de la spectroscopie UV-Visible, des ar-
tefacts de mesure peuvent survenir si les miroirs de I'appareil sont souillés et il est nécessaire
d’établir des courbes d’étalonnage pour chaque matériau a analyser ce qui prolonge considéra-
blement le temps d’acquisition des données (Figure 1.13). Enfin, en ce qui concerne le SAXS,
bien que non destructive, elle reste une technique lourde & mettre en place puisqu’utilisant
une source synchrotron et requiert une forte concentration particulaire [124].

1.0

© ©
D [o4]
1 1

Extinction (a.u.)
o
T

300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Figure 1.13 — Spectres d’absorption UV-Visible de nanoparticules d’argent de différentes tailles [125].

1.2.2.5 Ionique et particulaire

Enfin pour ce qui est des techniques ioniques et particulaires, il en existe peu. Elles
comptent notamment la Spectrométrie de Masse des Ions Secondaires & Temps de Vol (ToF-
SIMS, Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry). Elle consiste a analyser les ions
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secondaires d’un échantillon aprés qu’ils aient été éjectés de la surface suite a son bombarde-
ment par des faisceaux d’ions primaires et d’abrasion. Les ions analysés donnent alors accés
a la composition chimique en surface de 1’échantillon mais aussi en profondeur de maniére
précise du fait du seuil de détection trés élevé (ppm a ppb) [126]. Le ToF-SIMS, en plus d’étre
un spectrométre, est aussi un microscope puisque les ions secondaires émis permettent de
générer des images. Cependant, la résolution latérale n’excéde pas 50 nm. Du fait de son fonc-
tionnement, cette technique est réservée aux échantillons solides et nécessite un vide poussé.
Ainsi, pour étudier des échantillons biologiques hydratés, il est nécessaire qu’ils soient cryo-
fixés pour préserver leur structure et une platine cryogénique doit étre mise en place dans la
chambre d’analyse [127].

1.2.2.6 Etude comparative

Les méthodes d’analyse thermodynamiques ont volontairement été passées sous silence
étant trés rarement utilisées dans la caractérisation de nanoparticules en suspension.

Un tableau récapitulatif des gammes de taille mesurables, avantages et inconvénients de
chaque technique citée précédemment est disponible ci-aprés (Tableau 1.4) [128, 93, 16]. 1l
apparait que le MET, avec les techniques spectroscopiques qui lui sont associées, remplit tous
les critéres de caractérisation demandés pour cette étude, bien que I’échantillon ne puisse étre
récupéré aprés l'acquisition des données (Tableau 1.5). Cependant, elle ne peut étre utilisée
seule pour caractériser une suspension de nanoparticules, notamment en ce qui concerne leur
taille pour des raisons de statistiques [15]. Les résultats obtenus doivent donc étre corrélés avec
d’autres instruments comme la DLS ou encore I'lCP-MS. Or I'inconvénient majeur de ceux-ci
est qu’ils sont réservés a I'étude de particules monodispersées car, bien souvent, les particules
les plus petites sont masquées par les plus grosses lors de leur détection. C’est pourquoi,
il est nécessaire d’utiliser des systémes de séparation des nanoparticules avant leur détec-
tion selon leur taille, ce qui améliore grandement la résolution des détecteurs [129, 130|. La
plus utilisée est le Fractionnement par couplage Flux-Force (FFF, Field Flow Fractionation)
[131, 132]. D’autres méthodes de séparation existent comme la Chromatographie d’Exclu-
sion Stérique (SEC, Size Exclusion Chromatography) ou encore la Sédimentation Centrifuge
(DCS, Differential Centrifugal Sedimentation), plutot réservée aux particules dites « dures »,
les particules molles, telles les émulsions lipidiques, pouvant étre déstabilisées par centrifuga-
tion [133, 134, 135|. Un autre point important dans le choix des outils de nanocaractérisation
est I'état de I’échantillon [15]. En effet, si celui-ci est en phase liquide ou hydraté, il convient
de rester dans cet état pour sa caractérisation afin de limiter tout artefact de mesure lié a son
séchage comme une agglomération des particules [136]. Enfin, selon 'outil utilisé, il est essen-
tiel de comprendre ce qui est réellement mesuré lorsqu’il est question de taille de particule
(Chapitre 1.2.3).
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Chapitre 1. Nanoparticules en milieux complexes et nanocaractérisation

1.2.3 Analyse des données

Pour un paramétre physico-chimique donné, notamment en ce qui concerne la morphologie
et la taille des particules, une attention particuliére doit étre portée a la corrélation des données
entre elles selon les techniques de caractérisation employées.

La morphologie des particules a un impact direct sur la mesure de taille de celles-ci,
d’autant plus si elles ne sont pas sphériques. En effet, dans le cas de particules sphériques
et homogeénes, leur taille est définie par une valeur unique : leur diamétre. Or, dans le cas
de formes plus complexes, la question & se poser est de savoir comment la mesure est définie
pour chaque équipement. Est-ce une projection verticale (L,) et horizontale (L) ? S’agit-il de
I'exo-diamétre, aussi appelé diamétre de Feret (Dy), c’est-a-dire la plus grande distance entre
deux droites paralléles et tangentes & I’objet et qui incluent celui-ci dans son intégralité ? Du
diameétre équivalent pour une sphére de méme densité [137] 7 Ou encore du diamétre équivalent
pour un disque de méme aire (D,) ou de méme périmétre (D,) que la particule 7 Il existe donc
une multitude de maniéres de décrire la taille d'une particule de forme quelconque (Figure
1.14). Pour corréler les résultats entre les différentes techniques de caractérisation, il faut donc
choisir, dans la mesure du possible, les mémes descripteurs de taille.

a
b c d Fmmm e . e
i | D
PR T PR SR | L, :
_________________ 1 ‘\

Figure 1.14 — Descripteurs de taille pour une particule de forme complexe (a). (b) Diamétre équivalent
pour un disque de méme aire que la particule (a). (¢) Diamétre équivalent pour un disque de méme
périmétre que la particule (a). (d) Projection verticale et horizontale. (¢) Diamétre de Feret.

Selon les techniques de caractérisation utilisées, il est possible de réaliser des Distributions
en Taille des Particules (PSD, Particle Size Distribution) vis a vis du nombre de particules
comptées. Deux particules n’ayant jamais exactement les mémes dimensions, il est important
de regrouper les tailles de particules selon des intervalles (aussi appelés binning) [138]. Ces
intervalles doivent étre adaptés a la largeur de la distribution au risque de masquer certaines
données, si les intervalles ont une valeur trop importante, et donc de fausser les interprétations
graphiques (Figure 1.15).

La PSD donne également d’autres indications, notamment lorsqu’elle est représentée avec
sa courbe cumulative correspondante, a savoir (Figure 1.16) :

— la valeur médiane ou dsg qui correspond a la taille pour laquelle 50% des particules
ont une taille inférieure a cette valeur;

— la valeur moyenne X ;

— le mode x,, qui est la taille la plus représentée ;
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1.2. Outils pour la nanocaractérisation

— l’écart-type s qui est un estimateur de la largeur de la distribution;
— les quartiles (das et drs) et déciles (notamment djg et dgg) permettant de séparer des
groupes de particules de méme effectif.
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Figure 1.15 — Distribution en taille de nanoparticules avec des intervalles de 1 nm (a) et 10 nm (b).

Afin d’améliorer la précision des données obtenues, celles-ci, aprés avoir été binnées,
peuvent étre interpolées par une loi log-normale qui est particuliérement adaptée pour des
nanoparticules de petites tailles [139, 140]. Elle admet pour densité de probabilité la fonction
f suivante (Equation 1.7) :

_ 1 (Inz — u)?
f(xa My U) - \/ﬂxa exp <_M> (17)

ot >0 et p et o sont respectivement la moyenne (ou espérance) et I’écart-type du logarithme
de la variable. Ainsi, la médiane (Equation 1.8), la moyenne (Equation 1.9), le mode (Equation
1.10) et I'écart-type (Equation 1.11) pour cette loi sont respectivement donnés par les relations
suivantes [141] :

dso = exp(p) (1.8)
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X =exp <u + %2) (1.9)
T, = exp (p — 02) (1.10)
s = +/(exp(0?) — 1) exp(2u + 02) (1.11)
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Figure 1.16 — Exemple d’une distribution en taille de nanoparticules (a) et courbe cumulative corres-
pondante (b) [142].

Au vu de la multitude de maniéres de caractériser une taille de particule, il est donc d’une
importance fondamentale pour la corrélation des données de choisir soigneusement celle-ci.
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1.2.4 Bilan

Au cours de cette section ont été comparés différents outils de caractérisation adaptés
a I'analyse de nanoparticules en suspension, ceci dans un objectif de nanosécurité. Les
caractérisations effectuées pour cette étude se sont majoritairement concentrées sur les
étapes d’élaboration et d’utilisation des nanoparticules. Ainsi, quatre critéres d’analyse
ont été retenus, A savoir la taille des particules, leur forme, leur état de dispersion et
enfin leur composition.

Les trois techniques de caractérisation qui ont été retenues sont les plus commu-
nément utilisées pour l'analyse de nanoparticules en suspension (Figure 1.17). Tout
d’abord, la Microscopie Electronique en Transmission (MET) puisqu’elle permet d’avoir
accés a tous les paramétres définis ici pour caractériser une suspension de nanoparti-
cules. Cependant, elle ne peut se suffire a elle-méme et doit étre complétée avec d’autres
techniques d’un point de vue statistique. Ainsi, deux techniques de diffusion de la lu-
miére ont été retenues a savoir la Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS) et la
Diffusion de la Lumiére sous Multiples Angles (MALS) sans (mode batch) et avec une
technique de séparation (mode on-line) qu’est le Fractionnement par couplage Flux-
Force (FFF). Il conviendra pour ces trois techniques de préter une attention particu-
liére au type de taille mesurée par ces instruments afin que les résultats puissent étre
corrélés. Les résultats pourront étre ajustés par une loi log-normale particuliérement
adaptée a 1’étude de nanoparticules en suspension.

140
Caractérisation de la taille de nanoparticules en suspension
1 —Ls
1200 —TEM

----LS+TEM

100
80
60

40

Nombre de publications parues

Année de publication

Figure 1.17 — Evolution du nombre de publications concernant la caractérisation de la taille de nano-
particules en suspension entre 1992 et 2017 notamment par diffusion de la lumiére (LS) et par MET
(source Scopus).
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CHAPITRE 2

Techniques expérimentales
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Ce chapitre met en avant les différents outils de caractérisation utilisés pour cette étude a
savoir la Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS), la Diffusion de la Lumiére sous Multiples
Angles (MALS) et la Microscopie Electronique en Transmission (MET). Les différentes tech-
niques de préparation de suspensions colloidales nanoparticulaires en vue de leur observation
et analyse par MET ont notamment été détaillées.



Chapitre 2. Techniques expérimentales

2.1 Diffusion de la lumiére

Cette section s’est largement inspirée d’un livre de Stepan Podzimek [143].

La diffusion de la lumiére (LS, Light Scattering) est une technique d’analyse communément
utilisée pour la caractérisation de la taille de nanoparticules en suspension [144]. Elle repose
sur l'interaction entre une source lumineuse monochromatique cohérente, ou LASER (Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation), et la matiére en suspension & étudier.
Dans le cas de nanoparticules, leur taille (< 100 nm) étant largement inférieure a la longueur
d’onde du laser utilisé, comprise généralement entre 400 nm et 800 nm, il est alors question de
diffusion de Rayleigh, cas particulier de la diffusion de Mie [145]. Dans le cas ou I’énergie de
I’onde lumineuse diffusée est la méme que celle de 'onde incidente, il est question de diffusion
élastique de la lumiére et la longueur d’onde reste inchangée. Lorsque le faisceau incident
interagit avec une particule, celui-ci est diffusé dans toutes les directions de I'espace. Ainsi,
I'intensité de l'onde diffusée par une particule peut ensuite étre mesurée soit par un seul
détecteur placé selon un angle 6 fixe, soit par plusieurs détecteurs positionnés selon différents
angles fixés ou encore soit par un détecteur positionné selon un angle variable sur une platine
goniométrique (Figure 2.1) [146].

Détecteur

Laser Particule

P —_—

Figure 2.1 — Schéma de principe de la diffusion de la lumiére.

1l existe trois types de diffusion de la lumiére & savoir :

— la diffusion dynamique (Chapitre 2.1.1) ;

— la diffusion statique (Chapitre 2.1.2);

— la diffusion Raman qui ne sera pas ici étudiée car, contrairement aux deux autres
types de diffusion de la lumiére, la longueur d’onde du faisceau diffusé est différente
de celle du faisceau incident.

La différence fondamentale entre la diffusion dynamique et statique de la lumiére vient de
I’acquisition et de l'interprétation des données. En effet, dans le cas de la diffusion dynamique,
ce sont les fluctuations d’intensité de la lumiére diffusée au cours d’un laps de temps relati-
vement court qui sont enregistrées. Tandis que dans le cas de la diffusion statique, 'intensité
de la lumieére diffusée est moyennée sur une période de temps beaucoup plus longue (Figure
2.2).
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1)

Time

Figure 2.2 — Représentation d’une acquisition de données dans le cas de la diffusion statique (ligne
pointillée) et dynamique (trait plein) de la lumiére aprés interaction avec de la matiére [143].

2.1.1 Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS)

La Diffusion Dynamique de la Lumiére (DLS) est aussi connue sous le nom de Spectro-
scopie par Corrélation de Photons ou PCS (Photon Correlation Spectroscopy) et Diffusion
Quasi-Elastique de la Lumiére ou QELS (Quasi-Elastic Light Scattering) [146]. Elle repose
sur le mouvement Brownien des particules, c¢’est-a-dire leur agitation thermique [147]. En
effet, des nanoparticules, lorsqu’elles sont en suspension, sont soumises a des mouvements
aléatoires et rentrent en collision les unes avec les autres (Figure 2.3) [148]. La position des
particules fluctuant au cours du temps, il en est de méme pour l'intensité du faisceau de
lumiére diffusé. Or, plus une particule est grosse, plus elle se meut lentement et donc plus
I'intensité du faisceau diffusé fluctue lentement également. Ainsi, I'intensité mesurée par le/les
détecteur(s) est intimement liée & la taille des particules en suspension [143]. Il est possible de
« convertir » cette intensité en nombre afin d’estimer le pourcentage de particules mesurées
pour chaque taille. Or, cette conversion nécessite d’émettre plusieurs hypothéses concernant la
forme ainsi que la dispersion des particules [149]. De plus, elle requiert de connaitre 1’absorp-
tion ainsi que l'indice de réfraction des particules analysées, souvent basés sur la littérature.
C’est pourquoi il est préférable d’interpréter directement les données issues de l'intensité de
la lumiére diffusée.

Figure 2.3 — Représentation du mouvement Brownien d’une particule.

37



Chapitre 2. Techniques expérimentales

La taille des particules est obtenue de fagon indirecte grace a la fonction d’autocorrélation
normalisée qui, pour un échantillon monodisperse et une période de temps 7 donnée, s’écrit
(Equation 2.1) :

g(1) = 1 + Bexp(—2Du’r) (2.1)

ou D est le coefficient de diffusion des particules, 8 'amplitude du signal et u est une constante
dépendant de la longueur d’onde du faisceau laser A et de I’angle de détection @ (Equation
2.2) :

s 47” sin(6/2) (2.2)

Ainsi, grace a l'analyse de la fonction d’autocorrélation, il est possible de déterminer le coef-
ficient de diffusion D des nanoparticules et donc d’obtenir le diamétre Dy, de celles-ci par la
relation de Stokes-Einstein (Equation 2.3) :

kpT
Dy, = 2.3
h= 3D (2.3)

ol kp est la constante de Boltzmann, T' la température de 1’échantillon et n la viscosité de
la suspension. Le diamétre obtenu est dit « hydrodynamique » pour deux raisons. Tout
d’abord, pour ce qui est de la partie dynamique, il s’agit du diamétre qu’aurait une sphére
de méme coefficient de diffusion que les particules considérées [150]. Le terme hydro prend
quant & lui en compte la couche de solvatation formée par les molécules de solvant autour de
la particule analysée (Figure 2.4). La taille des particules est donc trés légérement surestimée.

Sphere

équivalente
Nanoparticule
Couche de

solvatation
Figure 2.4 — Représentation du diameétre hydrodynamique d’une particule de forme quelconque.

Le diamétre hydrodynamique moyen des particules est normalement calculé en utilisant la
méthode des cumulants, il s’agit du z-average [147]. Pour ce qui est du mode, il est lui obtenu
a partir de 'interpolation de la fonction de corrélation, issue de 'analyse de la distribution de
taille. Afin de pouvoir comparer ces valeurs de maniére cohérente, il a ici été choisi de détermi-
ner le diameétre hydrodynamique moyen des particules en utilisant directement 1’analyse de la
distribution de taille obtenue par DLS. De cette fagon, il est également possible de déterminer
I’écart-type de la population de particules. Un autre indicateur de I’hétérogénéité de la taille
des particules est 'indice de polydispersité (PDI, PolyDispersity Index), également obtenu
par DLS. Plus sa valeur est élevée, plus la population de particules tend a étre polydisperse
et donc plus large sera la distribution de taille obtenue (Tableau 2.1) [151].
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2.1. Diffusion de la lumiére

Tableau 2.1 — Interprétation de la valeur de I'indice de polydispersité pour une suspension de nano-
particules [151].

PDI Interprétation
< 0,05 Monodisperse (échantillon standard)
0,05 & 0,08 Proche de la monodispersité

0,08 4 0,7 | Polydisperse avec une plus ou moins large distribution de taille

> 0,7 Polydisperse avec une trés large distribution de taille

Avant analyse des particules, il peut parfois étre nécessaire de mettre ces derniéres dans un
bain & ultrasons afin de limiter leur agglomération due au mouvement Brownien de celles-ci
[106].

Bien que la DLS soit une technique possédant une large gamme de tailles mesurables
(0,3 nm a 10 um) et une sensibilité élevée, elle reste uniquement adaptée pour des particules
monodisperses et sphériques au vu de son fonctionnement. En effet, pour ce qui est des
particules polydispersées, les signaux de faibles amplitudes peuvent étre masqués par celui
de plus forte amplitude, entrainant donc des artefacts de mesure [107]. De méme, la largeur
de la distribution de taille obtenue peut étre bien plus grande que celle obtenue par d’autres
méthodes et étre surestimée [152]. C’est pourquoi, il convient de comparer les mesures de
tailles obtenues avec d’autres techniques de caractérisation.

Dans le cadre de cette étude, les mesures par DLS ont été réalisées sur des Zetasizer
Nano ZS et ZSP (Malvern Instruments Ltd.) comprenant tous les deux des analyseurs a deux
angles. La différence principale entre les deux équipements vient de leur sensibilité, mais cette
derniére restant mineure elle ne rentre pas ici en compte. La distribution en intensité a été
préférée a celle en nombre (Annexe A).

2.1.2 Diffusion Statique de la Lumiére - Exemple de la diffusion sous mul-
tiples angles (MASLS ou MALS)

Pour ce qui est de la Diffusion Statique de la Lumiére ou SLS (Static Light Scattering), elle
repose principalement sur un développement de la théorie de Rayleigh-Debye-Gans [153].
Ainsi, l'intensité du faisceau diffusé est liée aux paramétres des nanoparticules & analyser
selon I'équation suivante (Equation 2.4) :

KC 1
R(0) ~ MP(0)

+24,C (2.4)

avec .

— (' la concentration en masse des nanoparticules;

— M la masse moléculaire des nanoparticules ;

— Ajs le second coefficient du viriel (dont I’équation est utilisée pour décrire le compor-
tement des fluides) ;
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— K une constante optique dépendant des paramétres du laser et du systéme & étudier
(Equation 2.5) ;

— R(0) le quotient de Rayleigh, proportionnel a I'intensité du faisceau diffusé (Equation
2.6);

— P() le facteur de diffusion de la particule, li¢ & la taille de celle-ci (Equation 2.7).

(27ng)? (4)?

K =
N\t

(2.5)

ou ng est l'indice de réfraction du solvant entourant les particules, dn/dC est I'incrément
d’indice de réfraction des nanoparticules en solution, V4 est la constante d’Avogadro et A la
longueur d’onde du faisceau laser.

2

I
R(g) = 4L ¢

= 2.6
Ilaser leff(g) ( )

avec Ig;rr et Ijgser les intensités des faisceaux diffusé et incident respectivement, a la distance
entre le volume d’étude et le/les détecteur(s) et Vyirs(6) le volume de solution a analyser.

1 2
lim — =1+

9—0 P(0) 3 Rg (27)

avec Ry le rayon de giration des particules et p le vecteur de diffusion défini par (Equation
2.8) :

(= 47;”0 sin(6/2) (2.8)

De ce fait, en tracant KC/R(0) en fonction de sin?(#/2), il est possible d’avoir accés a la
masse moléculaire M des particules qui correspond & 'ordonnée & l'origine du graphique
obtenu. De méme, il est possible d’obtenir leur rayon de giration qui correspond, quant &
lui, a la pente (Figure 2.5.b). Ce dernier est différent du diameétre hydrodynamique puisque
I’environnement de la particule, comme la couche de solvatation, n’est pas pris en compte. Il
peut étre défini comme la taille de la particule pondérée par sa distribution en masse depuis
son centre d’inertie (Equation 2.9) (Figure 2.5.a) [154, 155].

1
Rz =— Zr? m; (2.9)

ou r; est la distance entre 1’élément m; et le centre de masse de la particule de masse totale
m.

L’avantage de la diffusion statique de la lumiére est que le rayon de giration obtenu peut
prendre en compte la forme des particules, que ce soit des batonnets de longueur L (Equa-
tion 2.10) ou des sphéres de rayon R creuses (coquille uniquement) (Equation 2.11) ou com-
pactes (Equation 2.12). Cependant, elle reste inefficace pour caractériser des nanoparticules
dont la taille est inférieure & 10 nm.

Batonnet : Ry, = —+= (2.10)
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Sphére creuse : R,=R (2.11)
. 3
Sphére compacte : R, = ¥ R (2.12)
a b
M
centre de

masse

KC
R(©)

> | pente R,

sin®*(0/2)

Figure 2.5 — (a) Représentation d’une nanoparticule pour le calcul de son rayon de giration. (b)
Méthode d’obtention de la masse molaire et du rayon de giration par détermination graphique.

L’équipement employé pour cette étude, le Dawn Heleos II (Wyatt Technology), utilise la
Diffusion Statique de la Lumiére sous Multiples Angles ou MALS (Multi-Angle Light Scatte-
ring). Il est composé de 18 photodétecteurs, ce qui permet d’améliorer grandement la résolu-
tion des distributions de tailles de particules obtenues [105].

2.1.3 Modes de fonctionnement

Que ce soit pour la SLS ou la DLS, il existe deux modes de fonctionnement & savoir le
mode dit « batch » et le mode dit « on-line ».

2.1.3.1 Mode « batch »

Pour ce qui est du mode « batch », il consiste & analyser les particules telles quelles en
les placant dans une cuve pour la DLS ou en les injectant directement dans le systéme de
détection pour le MALS, ce qui requiert quelques dizaines de microlitres de suspension. Il
n’y a donc aucune préparation d’échantillons requise si ce n’est une étape de dilution avant
analyse des particules.

L’avantage majeur de cette méthode est la vitesse d’acquisition des résultats qui est
trés rapide. Elle se révéle donc trés efficace lorsqu’il y a de nombreux lots & caractériser.

Cependant, que ce soit pour la SLS ou bien la DLS, les grosses particules peuvent masquer
les plus petites lors des mesures et donc biaiser les résultats obtenus concernant la taille des
particules. Ainsi, elle se révéle efficace seulement pour des particules monodispersées.
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2.1.3.2 Mode « on-line »

Afin de limiter ces effets de masquage des petites particules par les plus grosses, il est pos-
sible de connecter un appareil en amont de leur détection afin de les ségréger selon leur taille.
Ainsi, au lieu de détecter toutes les particules d’un coup, celles-ci seront détectées petit & petit
selon leur taille. Plusieurs systémes de ségrégation existent comme la Chromatographie
d’Exclusion Stérique ou SEC (Size Exclusion Chromatography) ou encore le Fractionne-
ment d’Ecoulement de Champ par Ecoulement Asymétrique, ou AF4 (Assymetric

-----

L’AF4 utilise un systéme de Chromatographie en phase Liquide & Haute Performance ou
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) couplé a un régulateur de débit. Ce dernier
est composé d’un canal d’épaisseur contrélée dans lequel la suspension de nanoparticules, une
fois injectée, est soumise & un flux primaire. La suspension est ensuite soumise a un champ
externe, perpendiculaire & ce flux primaire, ce qui a pour effet d’entrainer les particules vers
le fond du canal composé d’'une membrane semi-perméable. Cette membrane est de porosité
adaptée et donc seules les molécules constituant le solvant passent au travers de la membrane,
dont la taille des pores est choisie inférieure a la taille des nanoparticules & analyser. Des
effets de diffusion des particules depuis la membrane vers le centre du canal contrebalancent
le champ externe qui est appliqué. Les petites particules ayant des coefficients de diffusion
plus élevées que les grosses particules, elles ont donc tendance & se mouvoir plus loin que les
grosses soit vers le centre du canal. Or le flux primaire ayant un profil parabolique, sa vitesse
est plus importante au centre du canal que sur les bord, ce qui a pour effet d’entrainer en
premier les plus petites particules puis les plus grosses vers le détecteur choisi (Figure 2.6)

[156].
Canal d’écoulement
@ e, o Diffusion
Injection des ° .. G - % Vers
particules o ° ° o ....... détecteur
e Ve
e __*8__ T M __
Membrane

Figure 2.6 — Représentation du fonctionnement du Fractionnement d’Ecoulement de Champ par Ecou-
lement Asymeétrique (AF4).

Pour ce qui est de la préparation d’échantillons, quelques dizaines de microlitres de
suspension diluée sont nécessaires pour l'analyse. Il faut toutefois prendre des précautions
particuliéres dans le cas de la formation de précipités dans la suspension. En effet, cela pourrait
entraver le flux dans les injecteurs et entrainer des artefacts de mesure.

Cette technique présente un certain intérét puisqu’elle est aussi bien adaptée & des sus-
pensions monodisperses que polydisperses grace au fractionnement des particules selon
leur taille avant leur détection. Elle est cependant plus contraignante que le mode « batch » a
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mettre en place puisqu’il est nécessaire d’optimiser le procédé de séparation pour chaque
type de particules a analyser.

Les analyses en mode « on-line » réalisées pour cette étude ont été effectuées sur un
systéme HPLC 1260 Infinity (Agilent Technologies) et sur un régulateur de débit Eclipse
DualTec (Wyatt Technology). Le canal de séparation (Wyatt Technology) est quant a lui
défini par une longueur de 275 mm, une largeur de 50 mm et une entretoise de 350 um. La
membrane du canal (Superon) a été choisie avec une porosité de 10 kDa ce qui correspond
environ a une taille de pores inférieure & 2 nm et le volume de suspension injectée est de 100
uL. Enfin, pour ce qui est de 'optimisation du procédé de séparation, celle-ci a été réalisée
au cours de précédentes études pour les deux matériaux d’application choisis et ne sera pas
détaillée ici [157].

2.2 Microscopie Electronique en Transmission (MET)
Cette section s’est largement inspirée du livre de D. B. Williams et C. B. Carter [108].

Contrairement a la diffusion de la lumiére qui est une technique indirecte de caractéri-
sation, la Microscopie Electronique en Transmission repose quant & elle sur I'observation
directe des particules. Selon la caractérisation a effectuer, il convient d’adapter le(s) mode(s)
d’imagerie et d’analyse a utiliser (Chapitre 2.2.1). La préparation d’échantillons est également
une étape essentielle & ne pas négliger, notamment dans le cas de nanoparticules en suspension
(Chapitre 2.2.2).

2.2.1 Modes de fonctionnement

Il existe différents modes de fonctionnement de la Microscopie Electronique en Transmis-

-----

— le mode MET comprenant :
— le mode faible dose (Low-Dose);
— le mode diffraction.

— La Microscopie Electronique en Transmission & Balayage (STEM, Scanning Transmis-
sion Electron Microscopy) ;

— 1’Analyse Dispersive en Energie (EDS, Energy Diserpsive X-ray Spectroscopy) ;

— la Spectroscopie des Pertes d’Energie (EELS, Electron Energy Loss Spectroscopy).

Quel que soit le mode d’imagerie employé, le principe de base reste identique. Des élec-
trons sont émis par un canon a électrons et ensuite accélérés a haute énergie (de 80 kV a
300 kV généralement). Le faisceau formé est focalisé grace a différentes lentilles électromagné-
tiques dans la colonne du microscope, possédant un vide poussé (inférieure a 3.107° Pa). Il
traverse ensuite I’échantillon & analyser préalablement déposé sur un porte-objet. L’épaisseur
de I’échantillon doit étre sub-micrométrique pour que les électrons puissent étre transmis a
travers celui-ci. Lors de son interaction avec un échantillon, le faisceau d’électrons incident
génére divers signaux secondaires recueillis par un/des détecteur(s) (Figure 2.7).
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Faisceau d’électrons
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Figure 2.7 — Représentation des interactions électrons/matiére.

La différence principale entre les différents modes de fonctionnement vient de la fagon dont
le faisceau est focalisé dans la colonne du microscope et de la nature des contrastes obtenus.

2.2.1.1 Mode MET

Le fonctionnement du mode MET est trés proche de celui d’un microscope photonique.
En effet, I’échantillon est illuminé de fagon quasi paralléle par le faisceau d’électrons gréce
& des lentilles et diaphragme condenseur. Le porte-objet contenant 1’échantillon est situé au
niveau de la lentille objectif (LO). Des précautions particuliéres doivent donc étre prises lors
de la rotation de celui-ci afin d’éviter une collision avec les piéces polaires qui composent
la lentille. Aprés interaction avec ’échantillon, une image de ce dernier est obtenue dans le
plan image de la lentille objective. Cette image est ensuite agrandie grace a un systéme
de lentilles de projection (intermédiaire (LI) et projecteur (LP)) puis projetée sur un écran
fluorescent ou acquise sur une caméra CCD située sous 'écran (Figure 2.8) [158, 159]. Le
contraste obtenu dépend alors de la masse et de ’épaisseur des particules observées mais
aussi de leur orientation cristalline (dans le cas ou elles seraient cristallines). Pour des
particules faiblement contrastées, il est possible de mettre en place un diaphragme objectif

(DO).

Dans le cas d’échantillons sensibles aux électrons, comme par exemple des objets biolo-
giques, il est possible de travailler dans un mode dit « faible dose » (ou Low-Dose), afin
de limiter les dégats d’irradiation de la zone étudiée. Pour cela, les zones d’intérét et de mise
au point, espacées de quelques micrométres I'une de l'autre, sont tout d’abord localisées a
faible grandissement, la dose d’électrons étant suffisamment faible pour ne pas les endomma-
ger (Figure 2.9.a). La focalisation se fait ensuite sur la zone choisie pour la mise au point,
le grandissement étant laissé libre de choix & l'utilisateur. La zone de mise au point peut
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alors subir des dégats d’irradiation, la dose d’électrons regue étant plus importante qu’a faible
grandissement (Figure 2.9.b). L’acquisition se fait enfin sur la zone d’intérét et ne dure que
quelques secondes, limitant ainsi la dose d’électrons pergue par la zone & étudier (Figure 2.9.c)

[160].
- Canon a électron
— =—— Anode
Lentille condenseur 1 E |X|
Lentille condenseur 2 .— Diaphragme condenseur
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Lentille objectif
Diaphragme objectif
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Lentille projecteur |X| |X|
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Figure 2.8 — Schéma du faisceau d’électrons en mode MET.
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Figure 2.9 — Représentation d’un exemple d’utilisation du mode Low-dose pour I’étude de nanoparti-
cules. (a) Localisation des nanoparticules a étudier a faible grandissement. (b) Ajustement du focus
de la nanoparticule dans la zone de mise au point (en rose). (¢) Acquisition d’une image de la nano-
particule dans la zone d’intérét (en bleu).

En modifiant le courant des lentilles intermédiaire et de projection, il est possible de faire
en sorte que le plan focal de la lentille objectif et ’écran soient optiquement conjugués
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(Figure 2.10.b). Ceci permet d’obtenir des clichés de diffraction des particules analysées et
donc de déterminer la structure cristallographique de celles-ci [158, 159]. La zone d’intérét
peut étre restreinte grace & un diaphragme de sélection d’aire (DSA).

X X X X

Plan focal LO

DO S
______________________________________________________ DSA
Plan image LO
X X T X X
Plan image LI

X X X X

Ecran fluorescent

(a) Mode MET (b) Mode diffraction

Figure 2.10 — Comparaison du trajet du faisceau d’électrons pour les modes MET (a) et diffraction
(b) (adapté de [159] et [158]).

2.2.1.2 Mode STEM et analyses chimiques

Contrairement au mode MET, le faisceau d’électrons du mode STEM est condensé en
une sonde ponctuelle lorsqu’il arrive sur I’échantillon et n’est donc plus paralléle. Ceci est
rendu possible grace & une modification du courant des lentilles condenseur et objectif. Cette
sonde balaie la surface de ’échantillon comme dans un Microscope Electronique a Balayage
(MEB) a la différence prés que le faisceau d’électrons traverse 1’échantillon et que les faisceaux
transmis et diffusés sont récupérés par des détecteurs (Figure 2.11).

Pour ce qui est du faisceau transmis, il est collecté par le détecteur champ clair (BF,
Bright-Field) et les images obtenues sont semblables & celles obtenues en MET. Le contraste
des images obtenues est un contraste d’épaisseur et de diffraction. En ce qui concerne les
électrons diffusés de maniére inélastique (faiblement déviés) et élastique (fortement déviés),
ils sont respectivement recueillis par les détecteurs champ sombre annulaire (ADF, Annular
Dark Field) et champ sombre annulaire & grand angle (HAADF, High Angle Annular Dark
Field) (Figure 2.12). Le contraste obtenu dépend alors du numéro atomique des particules
observées.
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Figure 2.11 — Schéma du faisceau d’électrons en mode STEM.
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Figure 2.12 — Représentation de la position des détecteurs BF, ADF et HAADF en mode STEM
(adapté de [159]).
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Le mode STEM, en plus de I'imagerie, permet de réaliser des analyses de la composition
de I’échantillon a étudier. Deux types de spectroscopie ont ici été utilisées :

— la Spectroscopie X a Dispersion d’Energie (EDS, Energy Dispersive X-ray Spectrome-
try);

— la Spectroscopie des Pertes d’Energie des Electrons (EELS, Electron Energy Loss
Spectroscopy).

L’EDS repose sur 'analyse des rayons X émis par ’échantillon d’étude, spécifiques de
la matiére qui le compose, lorsqu’il est irradié par le faisceau d’électrons du microscope (Fi-
gure 2.7). En effet, si ce dernier (Figure 2.13(1)) est suffisamment énergétique, il est possible
d’éjecter un électron de cceur (couches électroniques K, L, M) d’un atome composant la ma-
tiere (Figure 2.13(2)). L’atome étant alors ionisé, c’est-a-dire dans un état excité, il tend a
se désexciter en comblant la place vacante par un électron d’une couche supérieure. Il est
alors question de transition électronique. Celle-ci s’accompagne par I’émission d’un photon
X (Figure 2.13(3)) dont I’énergie est caractéristique de ’atome et de la transition en question.

Nuage électronique

Faisceau d’électrons
incident (1)

Photon X (3)

Figure 2.13 — Représentation au niveau atomique du principe de PEDS (adapté de [159)]).

Chaque photon X détecté contribue a l'intensité du pic obtenu pour une énergie donnée
(Figure 2.14). Il est alors possible grace a cette intensité de déterminer la concentration
atomique du matériau étudié, celles-ci étant proportionnelles. Il est également possible de
réaliser des cartographies de composition (map), des pointés ou encore des analyses linéaires
(line-scan), particuliérement utiles dans le cas de nanoparticules de type coeur/coquille pour
déterminer I'épaisseur de la coquille par exemple. Le(s) détecteur(s) de rayons X se situe(nt)
généralement juste au-dessus de I’échantillon dans la colonne du microscope. Toutefois, 'EDS
n’est pas adaptée pour la détection des éléments légers et sa résolution en énergie de 'ordre
de 100 eV peut poser des problémes de superposition d’énergies [161].
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Figure 2.14 — Analyse d’un hétérodimére d’AuGe par EDS. (a) Image MET. (b) Analyse EDS linéaire.
(c) Cartographies. (d) Spectre EDS dans le domaine de 'or (carré jaune). (e) Spectre EDS dans le
domaine du germanium (carré vert) [162].

De méme que pour 'EDS, 'EELS se base sur 'ionisation des couches électroniques de
ceeur, c¢’est-a~dire proches du noyau de 'atome. Lorsque I’électron de coeur est éjecté (Figure
2.13(2)), le faisceau d’électrons incident d’énergie Ey lui transfert une certaine énergie, notée
AFE. Ainsi, les électrons diffusés inélastiquement a la suite de l'interaction du faisceau
incident avec la matiére auront une énergie £ = Ey—AFE plus faible que ’énergie incidente.
C’est cette perte d’énergie, caractéristique des éléments traversés, qui est mesurée par le spec-
tromeétre EELS situé soit dans la colonne, soit post-colonne [163]. Ce dernier est composé
d’un prisme qui permet de disperser en énergie les électrons diffusés et donc d’obtenir le
spectre correspondant (Figure 2.15). Il est possible d’obtenir des images filtrées en énergie a
'aide des spectres de pertes d’énergie obtenus : il est alors question de Microscopie Electro-
nique en Transmission Filtrée en Energie (EFTEM, Energy-Filtered Transmission Electron
Microscopy). Cette technique permet d’améliorer le contraste des images et de réaliser des
cartographies d’épaisseur de ’échantillon observé [164]. En effet, grace a la statistique de
Poisson pour une diffusion inélastique, il est possible d’obtenir I’épaisseur ¢ de ’échantillon en
comparant 1’aire sous le pic sans perte d’énergie (zero-loss), Iy, a l’aire totale sous 1’ensemble
du spectre, notée I; (Equation 2.13) (Figure 2.16) :

t/A=—In <§°> (2.13)

t

o A (nm) est le libre parcours moyen des électrons diffusés inélastiquement, caractéristique
du matériau étudié. La détermination de ce paramétre dépend du mode de fonctionnement
du microscope (MET ou STEM) ainsi que de sa configuration, comme 'angle de collection
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par exemple [108|. Les différentes acquisitions ayant ici été réalisées en mode MET), le libre
parcours moyen des électrons est alors défini par (Equation 2.14) [165] :

1_ up? ln(1+ﬁ2/0%> (2.14)

X 200FE,  \1+ /62

avec Ey l'énergie du faisceau incident, ici de 200 keV, [ le semi-angle de collection, p la
densité du matériau éudié, O¢ le facteur de saturation, fp 'angle caractéristique et F un
facteur relativiste. Ces deux derniers paramétres sont obtenus & partir des équations suivantes
(Equations 2.15 et 2.16).

575p0,3
O = 2.15
2= FE (2.15)
p— Lt Eo/1022 (2.16)

(14 Ey/511)2

D’autres techniques de mesure d’épaisseur d’échantillons existent comme la diffraction des
électrons en faisceau convergent (CBED, Convergent Beam Electron Diffraction), la technique
du spot de contamination ou encore la méthode des zéta facteurs. Cependant, ces techniques
ne sont pas adaptées ou bien trop complexes & mettre en place pour les cas ici étudiés (Chapitre
3.2.2.2).
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Figure 2.15 — Analyse chimique de nanoparticules type coeur/coquille de CuzP par EELS. (a) Spectres
EELS. (b) Image MET et cartographie chimique [166].
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Figure 2.16 — Spectre EELS d’un film de carbone de 400 nm d’épaisseur [164].

Tout comme en EDS; il est possible de déterminer la concentration atomique de I’échantillon
analysé, de réaliser des cartographies et analyses de composition linéaires et ponctuelles.
L’EELS posséde toutefois une meilleure sensibilité et est plus rapide dans 'acquisition des
données. De plus, sa résolution en énergie, de ’ordre de 0,3 & 2 eV, entraine beaucoup moins
de cas de superposition de raie [167]. Un avantage majeur de cette technique est qu’il est éga-
lement possible d’obtenir des informations sur la structure électronique et cristallographique

de I’échantillon. Elle reste cependant plus lourde & mettre en place que ’'EDS et nécessite un
certain savoir-faire [111].

2.2.1.3 Tomographie et reconstruction

Que ce soit en mode MET ou en mode STEM, il est possible d’obtenir une visualisation
3D des particules observées, il s’agit de la tomographie électronique. Lors de I'acquisition
des images dans un MET), celles-ci correspondent en réalité & une projection 2D d’un volume
3D, ce qui peut entrainer une interprétation erronée de la forme des particules si seule la

projection 2D est analysée (Figure 2.17). C’est pourquoi il peut étre nécessaire de mettre en
place la tomographie.

Cette technique se décompose en trois grandes étapes (Figure 2.18) [168] :
— l'acquisition des images;

— leur alignement et reconstruction;
— la visualisation 3D.
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Figure 2.17 — Projection 2D (main) d’un volume 3D (lapin).

Acquisition —> Reconstruction —> Extraction du volume 3D

Faisceau

+ 0 —
d’électrons i _?15_

+.75D

00

v L

Projection 200 M — 200 NM e———

o &
Figure 2.18 — Représentation du principe de la tomographie électronique [169].

Tout d’abord, des images en projection de la zone d’intérét sont acquises pour différents
angles de rotation du porte-objet sur lequel se trouve ’échantillon, selon un axe perpendicu-
laire au faisceau d’électrons. Différents parameétres doivent étre définis au préalable comme
I'intensité du faisceau d’électrons. En effet, ce dernier restant sur la zone d’intérét tout le long
de 'acquisition, il est primordial de s’assurer qu’elle ne subit pas de dégats d’irradiation. Il est
alors possible de travailler en mode low-dose pour limiter ces effets. Le temps d’acquisition
par image ou encore 'amplitude angulaire du porte-objet doivent également étre définis.
L’acquisition des images se fait généralement entre -80° et +80° car, au-dela, le support sur
lequel se trouve I’échantillon vient masquer la zone d’intérét par un effet d’ombrage et il est
aussi possible de heurter les piéces polaires de la lentille objectif. De méme, le pas angulaire
est primordial car de lui dépendra la résolution et donc la qualité de la reconstruction. Il existe
deux types de schéma de pas a savoir le schéma linéaire, qui consiste & prendre un incrément
constant de 1-2°, et le schéma de Saxton, qui lui permet de définir un pas proportionnel au
cosinus de ’angle de rotation. Il est donc de plus en plus petit au fur et & mesure que ’angle de
rotation augmente. Le schéma de Saxton permet donc de compenser I’épaisseur d’échantillon
traversée par le faisceau d’électrons qui est de plus en plus importante au fur et a mesure
que l'angle s’éloigne de 0° [170]. Un logiciel d’acquisition permet généralement de corriger
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la focalisation et de recentrer la zone d’intérét, en cas de dérive, de maniére automatique
(corrélation d’images) ou bien manuellement au besoin.

Une fois I'acquisition terminée, il est nécessaire de traiter les données obtenues afin de
réaligner les images entre elles. En effet, la zone d’intérét peut légérement dériver d’un angle
a l'autre, méme aprés correction par le logiciel d’acquisition. Il est alors recommandé d’ajou-
ter des marqueurs de références, des nanoparticules d’or par exemple (celles-ci étant bien
contrastées) a la suspension a étudier avant 'acquisition. Ceux-ci permettent un alignement
beaucoup plus précis des images que par corrélation d’images. Aprés I’alignement vient ’étape
de reconstruction qui permet, & I'aide d’un algorithme, de calculer I'image en volume des parti-
cules étudiées. Il existe deux types d’algorithmes de reconstruction : les techniques analytiques
et algébriques [171]. Les méthodes analytiques font appel a la rétroprojection dans espace
de Fourrier, c’est-a-dire I'inversion directe des données obtenues. Bien que rapides & mettre
en place, un grand nombre de projections est nécessaire pour obtenir une bonne résolution.
En ce qui concerne les méthodes algébriques, elles reposent sur une reconstruction itérative
de l'objet et sont donc chronophages. Cependant, la qualité de la reconstruction obtenue est
bien supérieure & celle des méthodes analytiques.

Afin de mettre en évidence I'information voulue, il est possible, a partir des sections dans
I’épaisseur du volume reconstruit, d’extraire le volume 3D de l'objet & étudier. Pour cela,
chaque image obtenue dans ’épaisseur du volume est soumise a des traitements (filtrage,
segmentation, érosion, dilatation, ...), ce qui permet d’obtenir une visualisation 3D de celui-
ci.

2.2.1.4 Conditions expérimentales

Le microscope utilisé pour cette étude est le MET Tecnai Osiris (Thermo Fisher Scientific)
utilisant un canon & électrons & émission de champ haute brillance (XFEG, Field Emission
Gun) et travaillant & 200kV. Les images prises en mode MET ont été obtenues grace a la
caméra BM Ultrascan 2k x 2k possédant un scintillateur a grande sensibilité (Gatan). Pour
ce qui est des analyses EDS en mode STEM, celles-ci ont été réalisées par le systéme Super-
X (Thermo Fisher Scientific) équipé de détecteurs de dérive 4SDD (Bruker). L’analyse des
données EDS a été réalisée avec le logiciel Esprit (Bruker). Les analyses EELS ont été réalisées
grace au filtre GIF Quantum (Gatan) et traitées sous Digital Micrograph (Gatan).

2.2.2 Préparation d’échantillons

Comme dit précédemment, le vide dans la colonne d’'un MET est suffisamment élevé pour
qu’un état liquide ne puisse exister dans celle-ci [172]. Il n’existe donc que trois solutions pour
observer une suspension de nanoparticules, & savoir : soit la laisser sécher, soit la cryo-fixer
ou encore soit la piéger a l'intérieur d’un dispositif hermétique. Selon le type de particules
& analyser, une méthode de préparation peut s’avérer plus adaptée qu’'une autre. Il s’agit ici
d’une grosse partie du travail de recherche qui a été mené a bien au cours de cette thése.

Quel que ce soit le type de support utilisé pour 'observation MET, un nettoyage a 'aide
d’un plasma oxygéné, utilisant un mélange spécifique de gaz (25% O, 75% Ar, 25 Watts), a
été effectué grace au plasma cleaner Solarus (Gatan). Celui-ci permet de rendre la surface du
support hydrophile et donc d’obtenir une meilleure répartition de la suspension sur ce dernier.
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Un traitement similaire est obtenu a I’aide d’une décharge luminescente (glow discharge). Cette
derniére utilise, quant a elle, les gaz ambiants.

2.2.2.1 Voie séche

La solution la plus simple & mettre en place consiste & déposer et laisser sécher une goutte
de suspension sur une grille en cuivre recouverte d’'une membrane a trous type dentelle en
carbone avec ou sans film continu en carbone (Figures 2.19 et 2.20). Le film de carbone continu
est recommandé dans le cas d’étude de nanoparticules dispersées car il sert de support stable
a celles-ci. Cependant, dans le cas de nanoparticules agglomérées, le film continu n’est pas
nécessaire. Fn effet, si les agglomérats sont assez gros, ils peuvent reposer directement sur la
membrane & trous. Lors d’analyses chimiques, il est préférable de ne pas utiliser de grille avec
film carbone continu afin de limiter la contribution du carbone liée & ce dernier.

Film carbone

Membrane carbone
type dentelle

Grille en cuivre

Figure 2.19 — Représentation d’une grille MET type pour une observation en voie séche.

" Pipette
N

J
e 0303330

\ Film carbone \

Figure 2.20 — Représentation de la préparation en voie séche d’une suspension de nanoparticules.

Séchage

Cette technique fonctionne particuliérement bien pour des nanoparticules métalliques par
exemple, ce qui n’est pas toujours le cas des particules organiques [173]. En effet, ces derniéres
étant composées d’éléments légers (C, O, N, H, ...), elles peuvent étre difficiles & observer dt a
un manque de contraste [174]. Ainsi, il peut étre nécessaire de rajouter un contrastant utilisant
des métaux lourds comme 'acétate d’uranyle ou encore le phosphotungstate avant la phase
de séchage. Il est alors question de coloration négative car seul le contour des particules
est mis en évidence (Tableau 2.2) [175, 176]. L’inconvénient est que, dans le cas de structures
ceeur/coquille, le contrastant ne crée quun masque des particules et il est donc impossible
d’observer leur structure interne.

La voie séche est une technique de premiére approche de la forme et de la taille des
particules. Cependant, elle peut ne pas rendre compte de ’état réel de dispersion des parti-
cules en suspension. En effet, lorsque le solvant s’évapore sur la grille, les nanoparticules ont
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tendance a s’agglomérer du fait des forces de van der Waals mises en jeu. Ainsi, dans le cadre
d’analyses automatiques d’images, cela peut entrainer des artéfacts de mesure de la taille des
particules. Il peut alors étre utile d’envisager 1'utilisation d’un solvant dispersant, comme
par exemple 'albumine de sérum bovin (BSA, Bovine Serum Albumin) ou encore le FL-70
(détergent) [114]. De plus, dans le cas de particules fragiles, celles-ci peuvent étre déstabilisées
lors de la phase de séchage.

Tableau 2.2 — Intérét de la coloration négative en voie séche pour ’observation de nanoparticules
organiques.

Techniques Voie séche classique Coloration négative
/ N
Principe '
:’;I
\ 4

Image MET
obtenue

Dans le cadre de cette thése, un volume de 3 & 4 pL. de suspension a été déposé soit
sur une grille PELCO 01824 (membrane dentelle avec film continu en carbone) soit sur une
grille AGAR 166-3 (membrane dentelle en carbone uniquement). Aprés quelques dizaines de
secondes de séchage sur la grille, I’excés de suspension a été absorbé & ’aide d’un papier filtre.

2.2.2.2 Cryo-microscopie

Afin de limiter les artéfacts liés au séchage de la suspension de nanoparticules, il est
possible de passer par une étape de cryo-fixation : il s’agit du cryo-MET [177|. L’état des
particules en suspension est donc fixé, sans possibilité de réaction ce qui peut étre intéressant
pour observer des particules & un moment donné de leur réaction avec leur milieu environnant
par exemple. Il existe deux grandes techniques pour cryo-fixer une suspension en vue de son
observation par cryo-MET. La premiére, appelée CEMOVIS (Cryo-Electron Microscopy Of
Vltreous Section), consiste a cryo-fixer la suspension de maniére massive sous haute pression
(200 bars) sous forme de cylindre par exemple puis & réaliser des coupes dont I’épaisseur est
inférieure a la centaine de nanometres [178]. La seconde utilise un automate de congélation
qui permet d’obtenir directement un film mince de suspension cryo-fixé sur une grille MET
[179]. C’est cette derniére technique qui a ici été utilisée.
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La cryogénie est une étape critique de la cryo-microscopie électronique en transmission.
En effet, de ’épaisseur du film de suspension cryo-fixée et de I’état amorphe de la glace
dépendra 'obtention d’images correctes et donc une analyse optimale des particules. Pour ce
qui est de I'épaisseur de 1’échantillon, celle-ci ne doit pas excéder la centaine de nanométres
afin de rester transparente aux électrons mais ne doit pas non plus étre trop fine pour ne
pas étre détériorée sous le faisceau d’électrons. En ce qui concerne ’état de la glace, il est
important qu’elle soit amorphe, notamment dans le cas d’étude de nanoparticules organiques
amorphes. En effet, la glace cristalline a un contraste plus fort que celui de telles particules,
ce qui pourrait rendre difficile leur observation (Figure 2.21) [180]. Ces deux paramétres
peuvent étre modulés grace au type de fluide cryogénique choisi ainsi que par les différents
paramétres de 'automate de congélation.

Figure 2.21 — Images et clichés de diffraction associés pour les trois états de la glace a savoir : (a)
Hexagonale, (b) Cubique et (c¢) amorphe [180].

Il est important de choisir le fluide cryogénique adéquat car de ce dernier dépendra la
vitesse de cryo-fixation du film mince de suspension et donc de son état amorphe ou non. La
température de transition vitreuse de 1’eau, solvant majoritaire des suspensions ici étudiées,
étant de -135°C, il est nécessaire que le fluide cryogénique choisi soit liquide en dessous de
cette température [181]. L’éthane est le plus utilisé car il posséde une capacité calorifique
élevée, contrairement a l’azote [182]. De plus, il reste liquide sur une gamme de températures
assez large, comprise entre -89 et -183°C, ce qui ’empéche de s’évaporer trop rapidement
[183].
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Pour ce qui est de 'automate de cryogénie, son fonctionnement consiste tout d’abord a
déposer un faible volume de suspension sur une grille MET, recouverte uniquement d’une
membrane a trous (Figure 2.22.a). L’excés de solution est ensuite éliminé grace a des papiers
filtres positionnés de part et d’autre de la grille (Figure 2.22.b). Cette étape permet d’obtenir
un film mince de suspension sur la grille dans le but d’obtenir une épaisseur suffisamment fine
pour étre transparente aux électrons mais aussi pour éviter la formation de glace cristalline.
En effet, plus le film est épais, plus il mettra de temps & se cryo-fixer et donc plus la probabilité
de créer des sites de germination de cristaux de glace est grande. Une fois le film d’épaisseur
adéquate obtenu, la grille est rapidement plongée dans I’éthane liquide (Figure 2.22.c).

a b c
Papiers filtre

" Pipette
Membrane
carbone a
trous

Figure 2.22 — Représentation du fonctionnement de Pautomate de congélation. (a) Injection d’une
goutte de suspension nanoparticulaire sur une grille MET avec membrane a trous. (b) Absorption de
Pexcés de suspension a l’aide de papiers filtre. (¢) Cryo-fixation rapide du film mince de suspension.

Afin de controler au mieux la formation de film mince de suspension ainsi que sa vitrosité,
différents parameétres peuvent étre modulés depuis I'automate, & savoir :

— la température de 'enceinte de préparation de la grille;
— T’humidité de ’enceinte ;

— la durée d’absorption des papiers filtre sur la grille;

— la force d’absorption ;

— le nombre total d’absorption(s);

— le temps d’attente avant absorption ;

— le temps d’attente entre 'absorption et la trempe.

L’ajustement de la température permet de se placer dans les conditions telles que supportées
par I’échantillon, dans le cas ou celui-ci serait susceptible & tout réchauffement ou refroidisse-
ment pouvant entrainer son évolution. L’humidité de I'enceinte est quant a elle importante
car elle permet & I’échantillon de ne pas s’évaporer trop rapidement. De plus, elle permet
d’hydrater les papiers filtre situés dans I'enceinte afin que ceux-ci ne soient pas trop secs et
donc absorbent trop de suspension, laissant la grille vide. Il est également possible de moduler
les paramétres liés & 'absorption par les papiers filtre comme leur force d’approche, la durée
ou encore le nombre d’absorption(s). Plus la valeur de chacun de ces paramétre est élevée,
plus il est probable que des trous de la membrane carbone de la grille soient vides au moment
de son observation et que la glace restante soit amorphe (Figure 2.23.c). Et inversement, plus
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leur valeur est faible plus il est possible que les trous soient remplis et que la glace obtenue soit
cristalline (Figure 2.23.a). Le temps d’attente avant absorption sert a laisser du temps
a I’échantillon pour qu’il atteigne un équilibre dans I’enceinte. En ce qui concerne le temps
d’attente entre ’absorption et la trempe, il peut étre utile afin d’obtenir une épaisseur
de glace plus homogene au lieu d’un gradient [179]. Trouver les bons paramétres de 'automate
est donc une étape indispensable et ceci a donc fait 'objet d’un point important développé
dans cette étude.

7

Figure 2.23 — Images en cryo-MET et clichés de diffraction correspondants d’eau cryo-fixée grace a un
automate de congélation (Vitrobot, Thermo Fisher Scientific). De gauche a droite, force d’absorption
des papiers filtre de plus en plus grande.

La conservation de la glace a I’état amorphe devant étre maintenue jusqu’a la fin des
observations, il est nécessaire d’utiliser une station de transfert refroidie a basse température
ainsi qu'un porte-objet MET équipé d’un dewar rempli d’azote liquide en bout de canne. Afin
de s’assurer d’une épaisseur adéquate de glace dans les trous, il est possible de mesurer celle-ci,
une fois le porte-objet inséré dans le MET, grace au mode EFTEM (Chapitre 2.2.1.2). Des
mesures ont ainsi été réalisées sur I'un des deux matériaux analysés afin de mieux comprendre
la répartition des particules dans les trous (Chapitre 3.2.2.2). Il est recommandé de travailler
avec le mode low-dose du microscope pour les observations en cryo-MET afin d’éviter tout
endommagement de la glace par le faisceau d’électrons, notamment dans le cas d’acquisitions
d’images tomographiques [184].

La cryogénie d’échantillons est une technique reconnue pour fixer I’état d’une suspension
avant cryo-fixation, ce qui permet de s’affranchir des artéfacts liés au séchage comme ’agglo-
mération ou la déstabilisation de la structure des particules (Figure 2.24). Toutefois, elle peut
également induire des artéfacts [172].

En effet, lorsque le porte-objet est introduit dans le microscope, la grille, dont la tempé-
rature avoisine les - 180°C, devient un piége froid, c’est-a-dire qu’une contamination de la
surface de celle-ci peut se produire (condensation de I'eau, dépot d’hydrocarbures, ...) (Figure
2.25.a). Cependant, cette contamination peut étre évitée en plagant intentionnellement un
piége-froid dans la colonne du microscope. De plus, lors de la phase d’absorption par les pa-
piers filtre, les plus grosses particules ont tendance & étre captées par ces derniers. Elles sont
donc absentes de la distribution de taille, ce qui fausse alors celle-ci. Une certaine prudence est
donc requise quant & l'interprétation des données, qui doivent étre comparées avec d’autres
techniques comme la DLS par exemple. Certaines structures ont également tendance a s’or-
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donner dans les trous selon leur taille et 'épaisseur de la glace (Figure 2.25.b). Toujours lors
de la phase d’absorption, les particules a faible tenue mécanique peuvent subir des distorsions
lors de I'absorption, modifiant leur aspect initial. C’est pourquoi un temps de relaxation plus
ou moins long est parfois nécessaire, aprés cette étape et avant la cryo-fixation, pour laisser le
temps aux particules de retrouver leur forme primitive [185]. Il existe un automate (EM-GP,
Leica) possédant un papier filtre unique n’absorbant que du cdté opposé a celui du dépot de
la goutte, ce qui laisse plus de particules sur la grille et évite leur déformation. Dans le cas
de nanoparticules organiques, le contraste étant trés faible, il peut étre nécessaire de sous-
focaliser largement (quelques microns) les images MET avant leur acquisition afin de pouvoir
observer les particules correctement. Ceci peut étre contourné en utilisant la cryo-coloration
négative qui permet, en réduisant la sous-focalisation a quelques centaines de nanométres,
d’obtenir une meilleure résolution [186].

a

Figure 2.24 — Images MET de nanoparticules d’argent préparées en voie séche (a) et par un automate
de congélation (b).

Figure 2.25 — Images MET d’artéfacts 1ié au cryo-MET et du comportement des nanoparticules cryo-
fixées. (a) Contamination de la grille par des cristaux de glace. (b) Ségrégation des particules suivant
leur taille.
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L’automate de congélation utilisé¢ au cours de cette thése est un Vitrobot (Thermo Fisher
Scientific). Les paramétres utilisés pour la cryo-fixation des différents matériaux seront définis
ultérieurement (Chapitres 4.2.2.2 et 3.2.2.2). Pour ce qui est des grilles MET utilisées, les
grilles C-Flat CF-2/1-2C-T (Protochips) ont été préférées pour leur tenue sous le faisceau
d’électrons mais également pour 1’épaisseur contrélée de la membrane carbone qui est de
40 nm, contrairement aux grilles Agar 166-3 et Quantifoil (Figure 2.26). Trois porte-objets
cryo simple rotation ont été utilisés : le modeéle 626 de Gatan pour les observations en MET
classique et les modeéles 2550 de Fischione et 914 de Gatan pour la tomographie électronique.

Figure 2.26 — Images cryo-MET des dégats d’irradiation (rectangle rouge) d’une grille Agar 166-3 (a)
et Quantifoil (b) aprés une dizaine de secondes sous le faisceau d’électrons.

2.2.2.3 In-situ liquide

Du fait des différents artéfacts issus de la préparation d’échantillons, que ce soit en voie
séche ou par cryogénie, il peut étre difficile de rendre compte de ’état natif de la suspension.
Une solution pour contourner ces artéfacts serait d’éviter tout changement d’état du milieu
environnant les nanoparticules & analyser. Des dispositifs existent actuellement permettant
de garder I’état liquide de la suspension en vue d’une observation : il s’agit du MET in-situ
liquide [187]. Le principe de cette technique consiste & piéger hermétiquement la suspension
dans un dispositif, composé de puces de silicium, vissé sur un porte-objet spécifique [188, 189].
Ce type de porte-objet peut fonctionner selon deux modes. Le premier est le mode statique
utilisant une entretoise d’or déposée sur tout le pourtour de la micropuce de silicium inférieure
afin de piéger la suspension entre l'entretoise et les puces inférieure et supérieure (Figure
2.27.a). L'observation se fait donc en systéme fermé. Seuls quelques dixiémes de microlitres
sont nécessaires et peuvent étre directement déposés sur la puce inférieure & 1’aide d’une
micropipette. Le second mode de fonctionnement est le mode flux qui lui permet de travailler
en systéme ouvert. La puce inférieure est alors composée de quatre entretoises situées a chaque
coin de la puce. Ainsi, l'accés est laissé libre au flux de nanoparticules pour s’insérer dans
I'espace vide entre les puces supérieure et inférieure (Figure 2.27.b). Ceci est rendu possible
grace a des capillaires permettant au flux, dont la vitesse est controlable, d’arriver et de
ressortir du dispositif [190]. Il est possible d’utiliser deux capillaires pour l'injection afin de
réaliser directement des réactions chimiques a l'intérieur du microscope et de les observer en
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temps réel [191]. Pour ce qui est des entretoises d’or, il en existe de différentes épaisseurs allant
de la dizaine de nanométres & plusieurs micrométres selon la taille des objets a observer. Seule
une petite partie de la solution est observable au travers de fenétres de nitrure de silicium de
quelques micrométres situées sur chaque micropuce.

Micropuce de Si

Fenétre de SiN :
i ) J I )
3 I -

Directions du flux
Entlet-mse d’or

Figure 2.27 — Dispositif du porte-objet in-situ liquide. (a) Mode statique. (b) Mode flux.

Grace a ce type de dispositif, aucune préparation d’échantillons n’est nécessaire. Ainsi,
tout artéfact lié & un changement d’état de la suspension est évité comme une déformation
des particules ou encore leur agglomération. Le mouvement Brownien des nanoparticules
étant relativement peu marqué, cela ne pose que rarement des problémes lors de I'acquisition
(particules hors du champ de vue de la caméra). Toutefois, du fait du faisceau d’électrons
possédant une énergie assez intense, des phénomeénes de radiolyse de ’eau peuvent se produire,
c’est pourquoi il est recommandé de travailler avec une faible dose d’électrons et de limiter la
surexposition [192]. Il est également possible, lors de l'interaction du faisceau d’électrons avec
la suspension & analyser, de modifier la forme ou la taille des particules [193]. De méme que
pour les autres techniques d’observation (voie séche et cryo), les particules organiques peuvent
étre difficilement observables et il peut donc étre nécessaire de rajouter un contrastant dans
la suspension [192].

Le porte-objet in-situ liquide ayant été utilisé pour cette étude est le porte-objet Poséidon
(Protochips). Le mode statique a été préféré au mode flux a cause de contaminations dues aux
expériences précédentes, ne permettant pas de distinguer les particules & analyser de celles
précédemment étudiées. Une entretoise de 50 nm a été utilisée pour toutes les expériences
afin d’avoir la meilleure résolution possible. Un volume de 0,3 puL de suspension a été déposé
sur les micropuces avant de sceller le dispositif sur le porte-objet. Pour chaque observation
menée avec ce porte-objet, ’état liquide de la suspension analysée a été attesté grace a la
visualisation du mouvement des particules en suspension.

2.3 Applications

Les différentes techniques expérimentales décrites au cours de ce chapitre, a savoir la DLS
et le MALS avec ou sans fractionnement, et le MET, ont tout d’abord été mises en place sur des
particules lipidiques appelées Lipidots utilisées pour la délivrance de médicaments (Chapitre
3). Les points développés au cours de ce chapitre ont ensuite servis de support a I'étude
d’autres nanoparticules en milieu complexe : des oxydes métalliques utilisés dans les crémes
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solaires (Chapitre 4). Ces particules ont été choisies pour leur propriétés physico-chimiques
trés différentes des premiéres. Il sera vu que les routines de préparation et de caractérisation
mises en place pour chacun de ces deux matériaux différent les unes des autres.
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CHAPITRE 3
Caractérisation de nanoparticules
organiques : les Lipidots
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Ce chapitre a pour but de définir une routine de caractérisation pour ’étude de nano-
particules organiques en s’appuyant sur des particules lipidiques. Dans un premier temps, un
bref état de I’art concernant la nanomédecine et I'utilisation de particules lipidiques dans le
cadre de traitements et de diagnostics a été réalisé. Diverses caractérisations ont été effec-
tuées, avec les outils définis précédemment (Chapitre 2), sur des particules lipidiques appelées
Lipidots. La routine de caractérisation ainsi établie a ensuite été mise en place pour 1’étude
de la stabilité de ces particules dans divers milieux.



Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

3.1 Nanoparticules lipidiques et nanomédecine

3.1.1 Nanomédecine

La nanomédecine se définit comme étant & la fois une science et une technologie agissant au
niveau moléculaire au moyen de dispositifs manufacturés et structures nanométriques [194, 8|.
Elle permet de prévenir, diagnostiquer et soigner des maladies ou des liaisons traumatiques,
de soulager la douleur et de préserver et améliorer la santé. Ce sont les propriétés physico-
chimiques mais aussi biologiques de ces nano-objets qui sont de plus en plus exploitées, afin
de répondre aux besoins médicaux grandissants (Figure 3.1) [195]. Du fait de leur taille plus
ou moins proche de celle d’éléments biologiques qui composent ou affectent le corps humain
tels que les protéines, les peptides ou encore les antigénes, les nanomatériaux interagissent
aisément avec ceux-ci, qu’ils soient en surface ou bien a U'intérieur de cellules [196].

Trois axes thématiques de recherche de nanomédecine ont été priorisés, notamment par
I'ETPN (European PlatForm on NanoMedicine), & savoir [197] :

— le nanodiagnostic;
— la nanomédecine régénérative ;
— les nanosystémes de délivrance de principe actif.

L’intérét majeur du nanodiagnostic réside dans son efficacité a détecter certaines ma-
ladies ou infections a un stade encore primaire afin d’étre le plus efficace possible lors du
traitement [198, 199]. Ainsi, deux voies se sont développées autour des nanotechnologies pour
le diagnostic. La premiére regroupe les outils de diagnostic in-vitro direct, & savoir la recherche
d’antigénes, d’ADN ou d’ARN provenant directement de la source infectieuse, mais également
indirect, c’est-a-dire la recherche d’une réponse immunitaire humorale qui correspond a la
production d’anticorps [200, 199]. La dimension nanométrique de ceux-ci a pu, d’une part,
augmenter 'efficacité de détection des agents pathogénes et de la réponse immunitaire par
des biocapteurs grace au rapport surface/volume élevé des nanomatériaux [201, 202|. D’autre
part, cela a considérablement diminué la taille et automatisé le dispositif final qui peut alors
se présenter sous la forme de bandelettes réactives ergonomiques, par exemple, pouvant étre
utilisées pour le dépistage en laboratoire ou par le patient lui-méme [201, 203]. Ceci permet
également de réduire les cotlits des dispositifs de dépistage et donc de les rendre accessibles
a un maximum de personnes [204]. Un autre axe de recherche concerne le diagnostic in-vivo
notamment en ce qui concerne I'imagerie médicale. En effet, la sensibilité des outils d’image-
rie, que ce soit 'TRM, I’échographie, ou encore les rayons X, peut étre grandement améliorée
en utilisant des molécules fluorescentes ou des agents de contrastes incorporés dans des nano-
particules. Ces derniéres ciblent exactement les zones cancéreuses, par exemple, méme & un
stade trés primitif & I’échelle d’une seule cellule [205, 206]. Le probléme majeur de cette tech-
nique d’imagerie reste la cytotoxicité des nanoparticules utilisées comme les boites quantiques
(Quantum dots - CdSe-ZnS) qui, pour limiter ce phénomeéne, doivent étre enrobées [207, 208].

Les nanotechnologies jouent également un réle non négligeable dans la médecine régé-
nérative [209, 210|. Certaines surfaces des tissus biologiques ou osseux sont naturellement
composées de nanoéléments qui peuvent étre reproduits ou mimés in-vitro. Combinés & des
facteurs de croissance ou des antibiotiques, ces derniers accélérent les mécanismes de régéné-
ration tissulaire ou osseuse en les stimulant grace aux fortes interactions qu’ils ont avec les
protéines présentes dans le corps humain [211]. Ainsi, il existe des implants recouvert d’hy-
droxyapatite, principal constituant minéral des os trabéculaires et se présentant sous la forme
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de nanocristaux dans son état primitif, pouvant étre implantés dans des défauts osseux suite a
un traumatisme afin d’aider a sa régénération [212]. De méme, il est démontré qu'une surface
de stent en titane nanostructuré améliore grandement ’adhésion des cellules endothéliales sur
celui-ci aprés une chirurgie vasculaire limitant alors les risques de thrombose [213].

Enfin, pour ce qui est des nanotransporteurs de médicaments, leur utilisation in-vivo
suscite une réelle attention dans le domaine médical [214]. Ils permettent de modérer la toxicité
de certaines molécules utilisées dans des traitements plus ou moins lourds et donc de limiter
d’éventuels rejets ou effets secondaires liés a ceux-ci grace a la mise en place d’un ciblage vers
un site d’action biologique. En effet, les molécules utilisées telles quelles en chimiothérapie sont
trés agressives. Elles ont pour objectif de bloquer la mitose, c’est-a-dire la division cellulaire,
caractéristique de cellules cancéreuses qui ont tendance & se multiplier de fagon incontrolée.
Or les cellules saines sont également touchées ce qui explique les nombreux effets secondaires.
Le fait de créer un ciblage permet & la molécule active d’étre directement vectorisée et libérée
aupreés de la source maligne et donc de limiter cette cytotoxicité tout en améliorant I'efficacité
du traitement [215]. Cette encapsulation permet également d’utiliser des médicaments qui,
en conditions normales, seraient trés peu solubles, ce qui augmente le panel de molécules
disponibles [216]. La vectorisation de molécules a travers différents types de nanoparticules
sera détaillée plus loin dans ce chapitre (Chapitre 3.1.3).

Les études concernant les nanoparticules et les surfaces nanostructurées appliquées a la
médecine sont relativement récentes puisqu’elles datent de la fin des années 90 voire du début
des années 2000 [217]. Elles connaissent des avancées majeures et se développent de plus en
plus notamment en ce qui concerne le transport de molécules actives & des fins thérapeutiques
(Figure 3.1) [218].
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Figure 3.1 — Intérét pour la nanomédecine dans la recherche. Résultats pour les mots clés "Diagnostic,
nano & medicine", "Nano, regenerative & medicine" et "Drug, delivery, nano & medicine" entre les
années 2000 et 2015 (source Scopus).
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L’un des principaux défis de la nanomédecine est de pouvoir coupler diagnostic et thé-
rapeutique, c’est la théranostique. Elle améliore la précision et 'efficacité du traitement en
étant propre a chaque patient. Des études sont actuellement en cours sur ce sujet [219]. Ainsi,
différents types de nanostructures, qu’elles soient métalliques ou organiques, peuvent étre uti-
lisées en nanomédecine selon les applications recherchées. Cet aspect est développé dans la
prochaine section (Chapitre 3.1.2).

3.1.2 Nanomatériaux et nanomédecine

Les nanoparticules ou les nanostructures utilisées en thérapeutique, diagnostic ou méde-
cine régénérative nécessitent d’étre biocompatibles, c’est I'un des critéres fondamentaux de
la nanomédecine. La biocompatibilité est définie comme la capacité d’un matériau & mener
sa fonction & bien sans engendrer de réponse inadéquate de son héte dans une situation spé-
cifique [220]. Ainsi, tout type de matériau peut étre utilisé & partir du moment ou il est
biocompatible ou bien s’il I’est rendu par un enrobage biocompatible. Trois grandes classes de
matériaux utilisés en nanomédecine se dégagent, a savoir les matériaux organiques, les maté-
riaux métalliques et les matériaux semi-conducteurs, ces deux derniers pouvant étre regroupés
sous le nom des matériaux inorganiques [221].

Les matériaux organiques sont définis comme des matériaux composés d’atomes de
carbone organisés en cycles ou en longues chaines sur lesquels sont attachés d’autres atomes
tels que l'oxygeéne, 'hydrogéne, le phosphore ou encore 'azote. Les plus répandus en diag-
nostic et thérapeutique sont les polymeéres, comme le PEG (polyéthyléne glycol) ou le PLGA
(poly(acide lactide-co-acide glycolide)), qui peuvent étre utilisés sous forme de nanoparticules,
de nanofilms ou encore en enrobage sur des nanoparticules afin de fonctionnaliser leur surface
[200, 222, 223, 224, 225]. D’autres particules, issues du biomimétisme de la membrane des
cellules, se sont développées comme les liposomes. Ces particules sont le plus couramment
utilisées comme systémes de vectorisation de médicament ou de marqueurs contrastants ou
fluorescents pour I'imagerie médicale et sont déja commercialisées [226]. Elles suscitent un
grand espoir en oncologie [227]. De nouveaux types de particules organiques voient le jour
comme les particules lipidiques totalement biocompatibles et biodégradables afin de répondre
a de nouvelles problématiques [228|.

La classe des matériaux inorganiques associés & la nanomédecine regroupe essentiel-
lement les métaux dans leur forme oxydée ou non. Le titane est I'un des métaux les plus
connus pour sa biocompatibilité, c’est pourquoi il est beaucoup utilisé en chirurgie dentaire et
orthopédique a 'état massif [229]. Il trouve cependant des applications lorsque sa surface est
nanostructurée, notamment en médecine régénérative [213|. L’or, I'argent et la silice sont éga-
lement utilisés dans leur forme nanoparticulaire en diagnostic et traitement, la silice pouvant
aussi étre couplée a du fer nanométrique pour ce type d’application [205, 221, 230, 231]. Ce-
pendant, ces matériaux peuvent poser des problémes de toxicité [232|. Le platine est quant a
lui utilisé sous forme de nanoparticules dans des outils de diagnostic in-vitro [202]. Le carbone
sous forme de nanotube et de nanodiamant est considéré comme un matériau inorganique.
Les nanotubes de carbone peuvent trouver des applications dans la régénération neuronale,
par exemple, du fait de leur grande similarité avec les éléments composant le systéme nerveux
(morphologie, conductivité électrique, ...) [209, 233, 234]. Pour ce qui est des nanodiamants, ils
trouvent de nombreuses applications en nanomédecine que ce soit pour des outils de diagnostic
in-vitro ou in-vivo, en tant que nanotransporteurs de médicaments [235]. Les matériaux inor-
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ganiques regroupent également les nanoparticules minérales, comme 1’hydroxyapatite (HA),
plutdt utilisées en médecine régénérative [212]. Enfin, certains semi-conducteurs sont utilisés
en imagerie et en thérapeutique sous la forme de nanoparticules quantiques (quantum dots)
comme les particules cceur/coquille de CdSe-ZnS [236].

Une tendance d’un point de vue applicatif se dégage selon le type de matériau employé.
Les particules inorganiques sont beaucoup utilisées en médecine régénérative et pour le diag-
nostic in-vitro. Tandis que les matériaux organiques sont préférés pour des applications thé-
rapeutiques et de diagnostic in-vivo notamment en oncologie au travers de la vectorisation
de médicaments ou de molécules contrastantes, par des nanoparticules fonctionnalisées en
vue d’un ciblage. La notion de vectorisation par des nanoparticules est développée dans la
prochaine section. Les nanomatériaux pour la médecine se sont fortement développés ces der-
niéres années et touchent des domaines transverses de celles-ci que ce soit en orthopédie, en
rhumatologie, en neurologie, en oncologie ou encore en cardiologie, ce qui explique leur intérét
grandissant (Figure 3.2).

Systéme nerveux Squelette Muscles Organes

4 &\
Nanophases : HA, TiO, ) ‘ )
Nanotubes de Ti nanostructuré Nanoparticules : Liposomes, Au, Ag, S10,,

carbone Fe,05, quantum dots, nanodiamants, ...

PLGA nanostructuré

Matériau inorganique Matériau organique

Figure 3.2 — Nanomatériaux et nanomédecine : thérapeutique et diagnostic.

3.1.3 Vectorisation de molécules dans des nanoparticules

Les recherches en nanomédecine se sont particuliérement concentrées sur les nanosystémes
de transport de molécules médicamenteuses ou fluorescentes. En effet, entre 2005 et 2016, la
moitié des articles de nanomédecine leur était consacrée (Figure 3.3). Afin de comprendre 'in-
térét d’un nanotransporteur, il est tout d’abord crucial de comprendre le mécanisme d’action
d’un médicament.

Tout d’abord, celui-ci doit franchir les nombreuses barriéres physiologiques et biologiques
lices & son administration. Il existe différentes formes d’administration, les voies orale et
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parentérale (intraveineuse, sous-cutanée et intramusculaire) étant les plus courantes, le meédi-
cament utilisé doit donc étre soluble. Dans les deux cas, les molécules ingérées ou injectées
se retrouvent dans le systéme sanguin et subissent des interactions avec celui-ci pouvant neu-
traliser leurs effets s’ils sont reconnus comme des agents étrangers par les différents acteurs
du systéme immunitaire [237]. Si le médicament réussit a franchir ces obstacles, il est ensuite
véhiculé dans tout le corps grace aux nombreux vaisseaux sanguins et peut alors interagir
avec la zone & traiter. Son principe de fonctionnement repose sur une interaction chimique
entre la molécule active et un ou plusieurs constituants des cellules afin d’induire une réponse
pharmacologique du corps humain. Afin de ne pas se disperser dans tout le corps et donc pour
plus d’efficacité, la molécule doit se lier a une cible protéique de ce dernier comme un récep-
teur ou encore une enzyme [238]. La molécule nécessite donc de présenter certains marqueurs
afin de s’activer seulement au contact des sites concernés, ce qui permet également de réduire
la concentration de molécules actives dans le traitement. Cependant, il arrive que des cellules
saines présentent ces marqueurs et que la molécule s’active donc & leur contact comme c’est le
cas en chimiothérapie. En effet, cette derniére stoppe la prolifération cellulaire aussi bien pour
les cellules cancéreuses que pour les cellules saines et les quantités injectées tout au long du
traitement sont conséquentes pour améliorer les chances de guérison, ce qui augmente donc
les effets toxiques du traitement [239).

Nanomédecine régénérative

27%
Nanodiagnostic
B Nanosysteme de délivrance de médicament

Figure 3.3 — Pourcentage d’apparition des termes "médecine régénérative", "diagnostic" et "systéme
de délivrance de médicaments" en lien avec la nanomédecine dans la littérature entre les années 2005
et 2016 (source Scopus).

L’utilisation de nanotransporteurs de médicaments prend alors tout son sens. Leur vec-
torisation se faisant au travers du systéme sanguin et donc des capillaires, leur taille ne doit
pas excéder le micrométre pour ne pas provoquer de caillot et donc un infarctus ou un AVC.
Idéalement, leur taille doit étre inférieure a la centaine de nanométre pour une meilleure in-
ternalisation dans les cellules ciblées, ce qui augmente leur probabilité d’interaction avec les
cellules [240].

Il permettent de protéger les molécules actives en leur sein grace & leur encapsulation, ce
qui permet d’augmenter leur durée de vie dans 'organisme jusqu’a ce qu’elles soient véhicu-
lées aupres de leur site d’action : c’est la vectorisation par ciblage passif [241, 242|. De
plus, I'ajout d’une couche de polymére hydrophile, comme le PEG ou le chitosan, en surface
des particules prévient leur reconnaissance par le systéme immunitaire et donc améliore leur
vectorisation [243]. Le ciblage passif est notamment efficace dans le traitement de tumeur,
c’est-a-dire un développement anormal de cellules au niveau d’un tissu sein. En effet, lors du
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développement d’une tumeur, de nombreux vaisseaux sanguins se forment afin d’irriguer celle-
ci, c’est I'angiogenése [244]. Or cette nouvelle vascularisation comporte des anomalies dont
notamment une certaine perméabilité au niveau des cellules endothéliales qui tapissent la face
interne des vaisseaux, laissant le champ libre aux nanoparticules pour étre diffusées dans la
tumeur. Le drainage lymphatique au niveau de la tumeur est également affaibli, compliquant
leur élimination. Ces deux altérations sont connues sous le nom d’effet EPR (Figure 3.4 -
encadré rouge). Grace a ce systéme d’encapsulation, il est désormais possible d’injecter des
médicaments jusqu’alors mis de coté car trés peu hydrosolubles [245]. Cependant, le ciblage
passif peut se révéler insuffisant dans le cas de tumeurs de taille conséquente ou bien peu
efficace dans le traitement de métastases [246].

Afin de remédier a ces problémes et donc d’améliorer 'efficacité des traitements, une
nouvelle génération de vecteurs a été développée. Elle repose sur la méme formulation que les
vecteurs a ciblage passif, avec en plus des marqueurs (anticorps, protéines) greffés en surface
de leur membrane ou coquille permettant de cibler trés précisément et directement leur site
d’action : c’est le ciblage actif (Figure 3.4 - encadré bleu). Leur internalisation (endocytose)
dans les cellules ciblées en est facilitée. De ce fait, les quantités de médicaments injectées sont
donc réduites et le ciblage est quant a lui plus effectif [247, 248, 249.

Ciblage actif
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Figure 3.4 — Principe d’action d’un nanotransporteur dans le cas de ciblages passif et actif (schéma
adapté de [250, 251]).

Différentes nanoparticules sont actuellement en cours d’étude ou bien déja commercialisées
dans la délivrance de médicaments ou le diagnostic, & savoir :

— les nanocoquilles comportant un ceeur inorganique et une coquille métallique (Figure
3.5.a) [252, 253];

— les boites quantiques (quantum dots), composés de matériaux semi-conducteurs (Fi-
gure 3.5.b) (236, 254, 255] ;

— les liposomes, composés d'une ou plusieurs couches lipidiques et d’un coeur aqueux
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hydrophile (Figure 3.5.c) [51, 256];

— les particules lipidiques simple membrane, possédant un coeur hydrophobe, contrai-
rement aux liposomes (ces particules sont 'objet de la prochaine section) (Figure 3.5.d)
[257, 258];

— les polymersomes, qui sont des vésicules de polyméres synthétiques dont la structure
est trés proche de celle des liposomes (Figure 3.5.e) [259, 260, 261];

— les dendrimeéres, issues de polyméres monodisperses (Figure 3.5.f) [262] ;

— les micelles, qui peuvent étre a base de polymeére ou bien de lipides (Figure 3.5.g)
[224, 263].

a. Nanocoquille b. Quantum Dot c. Liposome d. Particule lipidique
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Figure 3.5 — Nanoparticules pour la délivrance de médicaments.

Ces particules présentent de nombreux avantages mais également certains inconvénients,
dont une liste non exhaustive est présentée dans le tableau ci-dessous (Tableau 3.1) [237]. 11
apparait qu'une majeure partie d’entre elles sont toxiques soit du fait des matériaux présents
en leur sein (comme le cadmium dans le cas des boites quantiques), soit du fait des solvants
organiques utilisés lors de leur synthése (comme les dendriméres). Ainsi, les nanoparticules
lipidiques et les liposomes se démarquent car leur synthése ne nécessite pas 1'utilisation
de solvants organiques et elles sont biocompatibles et biodégradables. C’est pourquoi
I’étude concernant les nanotransporteurs de médicaments s’est principalement concentrée sur
les vecteurs lipidiques (Chapitre 3.1.4). Des études sont actuellement en cours pour mettre en
évidence la forme de particule qui serait la plus adaptée & la délivrance de médicaments [264].
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Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

3.1.4 Nanoparticules lipidiques

Il a été vu précédemment que de nombreux types de vecteurs nanoparticulaires existent.
Cependant, ces derniers doivent présenter certains critéres indispensables & leur utilisation en
terme de biocompatibilité, biodégradabilité et innocuité, parfois complexes a remplir simul-
tanément. Les nanoparticules organiques, et plus particuliérement les particules lipidiques,
répondent a ’ensemble de ces critéres.

Les lipides sont les éléments constitutifs de la matiére grasse qui compose tout étre vi-
vant. Ils sont généralement composés de molécules possédant une téte hydrophile et une
queue hydrophobe (Figure 3.6) [266]. Ainsi, du fait de leur origine physiologique, ils sont
naturellement assimilables par le corps humain et donc biocompatibles, biodégradables
et non toxiques. Contrairement a d’autres types de nanotransporteurs, ils ont la capacité
de passer certaines barriéres physico-chimiques du corps humain du fait de I'’encapsulation
lipidique du médicament, ce qui leur laisse le temps d’étre acheminés jusqu’a leur site de dé-
livrance sans étre préalablement dégradés ou assimilés [267]. Un autre avantage vient de leur
synthése qui reste simple & mettre en ceuvre, contrairement aux particules polymériques qui
nécessitent des synthéses lourdes [268]. Ces caractéristiques expliquent leur intérét croissant
en médecine, ot ils trouvent notamment des applications pour la vectorisation de molécules.
En effet, I'utilisation de vecteurs lipidiques améliore grandement la solubilité et ’absorption
des médicaments peu solubles dans 'eau [228]. Ainsi, des molécules jusqu’alors mises de coté
du fait de leur incompatibilité avec leur transporteur peuvent désormais étre envisagées pour
des traitements.

Queue S "\ Téte
hydrophobe AN hydrophile

Figure 3.6 — Représentation d’une molécule amphiphile composant un lipide.

Il existe différents types de vecteurs lipidiques, les plus connus étant les liposomes. Il
s’agit de vésicules sphériques composées d’une ou plusieurs couches de phospholipides et dont
le cceur est aqueux donc hydrophile [269]. Leur taille peut varier de quelques dizaines de
nanomeétres & plusieurs microns selon le type de liposomes synthétisés. Ces nanocapsules
sont les premiéres particules lipidiques a avoir passé les essais cliniques et donc a avoir été
commercialisées dans le cadre de traitements par chimiothérapie de certains cancers, comme
le cancer du sein [248, 249, 270, 271]. De par leur structure, des principes actifs aussi bien
hydrophiles qu’hydrophobes peuvent étre respectivement encapsulés dans le cceur ou la couche
de phospholipides [256]. Cependant, leur synthése nécessite 'utilisation de solvants organiques,
tels que I’éthanol, pouvant interagir avec I’organisme une fois injecté mais également limiter
la stabilité des particules dans le temps que ce soit pour leur conservation ou bien dans
l'organisme, restreignant leur action [272, 273|.

Les lipides présentant de nombreux avantages pour la véhiculation de principes actifs,
d’autres types de particules que les vésicules lipidiques ont vu le jour. Tout d’abord, des na-
noparticules issues d’émulsions huile /eau (O/W, oil/wax) furent élaborées dans les années
80. Une nanoémulsion O/W consiste a disperser des nanogouttelettes d’huile dans une phase
aqueuse, le tout étant stabilisé par un surfactant [274]. Bien que ce type de particule puisse
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3.1. Nanoparticules lipidiques et nanomédecine

solubiliser un large panel de molécules lipophiles, sa stabilité reste néanmoins trés fragile dans
le temps.

C’est pourquoi la recherche s’est ensuite tournée vers d’autres types de particules lipi-
diques, avec une phase lipidique non plus liquide mais plus ou moins solide. Regroupées sous
le nom de nanoparticules lipidiques (LNPs - Lipid NanoParticles), il en existe actuellement
quatre types & savoir [275] :

— les SLN (Solid Lipid Nanoparticle) : nanoparticules lipidiques solides (Figure 3.7.a);

— les NLC (Nanostructured Lipid Carrier) : transporteurs lipidiques nanostructurés (Fi-
gure 3.7.b);

— les LDC (Lipid-Drug Conjugate) : conjugués lipide - principe actif (Figure 3.7.c);

— les LNC (Lipid NanoCapsule) : nanocapsules lipidiques (Figure 3.7.d).

a. SLN b. NLC c. LDC d. LNC
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Figure 3.7 — Représentation des quatre grands groupes de nanoparticules lipidiques.

Les SLN sont les premiéres nanoparticules lipidiques autre que les vésicules a avoir été
développées. Leur innovation repose sur une phase lipidique solide & température ambiante et
non plus sur un lipide liquide comme c’est le cas pour les nanoémulsions [276, 277, 278, 279|.
Ainsi, d’autres types de lipides ont pu étre envisagés dans leur formulation comme les cires
ou encore les glycérides [280]. Le probléme de ce type de transporteur vient de sa structure
cristalline parfaite, empéchant le principe actif de s’y insérer correctement et pouvant donc
conduire a 'expulsion prématurée de ce dernier [268].

Afin de contourner ce probléme, le cceur de la particule a été modifié par I’ajout de lipide
liquide dans la structure solide lors de la synthése, il s’agit des NLC [281]. La structure finale
du ceeur est toutefois solide mais amorphe ou cristalline imparfaite. Ainsi, le principe actif
peut s’insérer librement entre les chaines de lipides [258].

Plutét que d’intervenir sur la nature du lipide, il est également possible de modifier la
formulation du principe actif hydrophile en le conjuguant & un lipide insoluble dans l'eau,
comme c’est le cas pour les LDC [282]. Ainsi, le lipide et la molécule active sont solidaires I'un
de ’autre pour former un principe actif lipidique. Ces trois types de particules sont synthétisés
soit par ultrasons pour de petites quantités (tests laboratoire) soit par homogénéisation haute
pression (HPH) pour des quantités industrielles.

Le quatriéme type de nanoparticules lipidiques, les LINC, sont quant a elles des nanocap-
sules lipidiques [283]. Leur cceur est composé d’huile liquide ou semi-liquide et leur coquille
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Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

d’un lipide solide & température ambiante [275]. Contrairement aux trois autres types de
LNP, les LNC sont synthétisées selon un procédé d’inversion de phase avec la température
(PIT). Ces quatre types de LNP sont trés prometteurs pour la délivrance de médicaments et
le diagnostic de cancers, mais aussi dans le cadre de la thérapie génique ou cellulaire.

3.1.5 Lipidots

Les nanoparticules sur lesquelles s’est concentrée une partie de cette thése sont des NLC
appelés LipidotsTM, et développés par le CEA-LETI. Il s’agit d’une nanoémulsion de plu-
sieurs lipides : un lipide solide composé de cire synthétique (Suppocire® NC, Gattefossé)
et un lipide liquide issu d’huile de soja (Super Refined' Soybean, CRODA). Ces derniers
forment le coeur de la particule et sont stabilisés par une monocouche de surfactants compo-
sés de phosphatidylcholine, plus connue sous le nom de lécithine (Lipoid S 75, Lipoid) et de
stéarate de PEG (Myrj " S$40, CRODA) (Figure 3.8) [284]. Ce dernier se trouve a 'extréme
surface des particules et permet d’empécher les protéines, notamment celles présentes dans le
sang, de s’adsorber en surface des LNP [241]. Ainsi, les particules lipidiques ne sont pas recon-
nus par le systéme immunitaire comme étant des pathogénes, ce qui améliore leur stabilité une
fois injectés [280]. Tous ces composants sont entiérement biocompatibles et biodégradables,
validés par l'industrie pharmaceutique et facilement éliminés par l'organisme [285].

7 f.-‘u(“{;"r\\

SR X\ -\,ﬂ\(
Lécithine —v‘gr [ Lipides
ajff_‘: =0
@Y
%l: . f):
Chaines de PEG ‘%‘\ —f@— Principe actif
. ﬁnoo.w f,(ifj\\/f/{

Figure 3.8 — Représentation d’un Lipidot et de ses constituants (adapté de [286]).

Du fait des lipides qui le composent, le coeur des Lipidots ne peut accueillir que des
principes actifs lipophiles et amphiphiles [287]. Leur taille varie selon la composition interne
de lipides, notée NCX X pour une fraction massique de cire X X. Elle peut également étre
modulée grace au ratio lipides/surfactants. Il apparait que la taille des Lipidots varie selon la
concentration interne en cire d’autant plus que le ratio surfactants/lipides est petit (Figure
3.9). Des formulations de références, notées FY'Y ont ainsi été établies, ou Y'Y représente
larrondi a la dizaine du diameétre moyen des particules issues de ces formulations (Tableau
3.2). La majeure partie des analyses effectuées dans le cadre de cette étude ont été faites sur
des LNP F80 NC75 et F50 NC25, correspondant respectivement & des particules d’environ
80 nm de diamétre comportant 75% de cire dans le coeur et 50 nm de diameétre comportant
25% de cire dans le coeur.
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Figure 3.9 — Influence de la concentration en cire du cceur et du ratio lipides/surfactants sur la taille
et le potentiel zéta des Lipidots [284].

Tableau 3.2 — Formulations de références des Lipidots [284]

Eau/PBS | Coeur | | cithine | PEG | D, PDI | Potentiel
FYY lipidique R
(mg) ( (mg) | (mg) | (nm) | (UA) | zéta (mV)
mg)
30,6 | 0,177
F30 1400 100 150 30 | iy | oo | M0E1LS
545 | 0,168
F50 1250 340 65 35| o | Loos | BE2S
81,3 | 0,158
FS80 1240 410 50 300 | o | woon | 6803
946 | 0,127
F100 1060 575 50 325 | ok | woorr| 69% DL
1222 | 0,106
F120 1140 600 45 25 | 55 | oo | S4E04
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3.1.6 Bilan

Cette section a défini, dans une premiére partie, ce qu’est la nanomédecine au travers
des trois grands axes de recherches qui la composent a savoir le nanodiagnostic, la
nanomédecine régénérative et enfin les nanosystémes de délivrance de principe actif,
secteur phare de la nanomédecine. Il a été vu que différents matériaux peuvent étre
utilisés pour ces applications, qu’ils soient organiques ou inorganiques. Ils trouvent leurs
applications dans tout I’organisme, que ce soit sur le systéme nerveux, le squelette, les
muscles ou encore les organes.

Une partie de ces travaux s’est orientée vers la vectorisation de molécules dans des
nanoparticules de type coeur/coquille (Figure 3.10). Elle permet d’améliorer grande-
ment l'efficacité des traitements ou diagnostics grace aux ciblages passif et actif. Dif-
férents types de nanotransporteurs existent comme les nanocoquilles, les boites quan-
tiques (ou quantum dots), les polymersomes, les dendrimeéres, les micelles, les liposomes
ou encore les particules lipidiques. Ces derniéres, du fait de leur origine physiologique,
sont entierement biocompatibles et biodégradables. Elles sont regroupées en quatre ca-
tégories selon la structure de leur cceur : les SLN (nanoparticules lipidiques solides),
les NLC (transporteurs lipidiques nanostructurés), les LDC (conjugués lipide - principe
actif) et enfin les LNC (nanocapsules lipidiques). Les LipidotsTM, sur lesquels reposent
cette partie, sont des NLC synthétisés par ultrasons au CEA-Leti et nécessitent une
caractérisation poussée (Chapitre 3.2).
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Figure 3.10 — Nanotransporteurs de principes actifs : morphologie, composition, chimie de surface et
fonctionnalisation (adapté de [288]).
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Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

3.2 Caractérisation

Cette section présente les différentes caractérisations morphologiques effectuées sur des
LNP F80 NC75 par DLS et MALS, dans un premier temps, en mode batch et en mode on-
line puis par MET avec les différents types de préparation d’échantillons qui lui sont associés.

Plusieurs lots, comprenant de 90 & 110 mg/mL de lipides chacun, ont été nécessaires pour
réaliser les différentes analyses. En effet, le volume de LNP synthétisées par ultrasons est
limité & quelques millilitres, contrairement aux lots synthétisés par HPH. De plus, les LNP
ont tendance en vieillissant & subir des modifications morphologiques, c’est pourquoi il est
préférable de travailler avec des lots récemment synthétisés (vieillissement inférieur & 1 mois)
ou bien de réaliser les différentes analyses aux mémes instants (Figure 3.11). La taille des LNP
peut également présenter une légére variabilité d’un lot & un autre de quelques nanomeétres,
pouvant aller jusqu’a + 10 nm dans le pire des cas, ce qui n’a pas été le cas de maniére
significative dans cette étude (Annexe B).

100 5
t=0
90 3 t =50 jours| |

80— T T

70 3 _ _ |

f = |

50 - -

Z-average (nm)

40

30 4 =

20 3 =

10 3 =

Lot 1 Lot 2
F80 NC75

Figure 3.11 — Analyse du diamétre hydrodynamique (z-average) obtenu par DLS en mode batch aprés
vieillissement de deux lots de F80 NC75 & température ambiante pendant 50 jours.

Afin de rester cohérent dans la comparaison des données obtenues, seuls le diamétre moyen
X, le mode z,,, l'écart-type s, la médiane dsg et les valeurs minimales et maximales des
tailles des particules ont été relevés, dans la mesure du possible, pour chaque technique de
caractérisation.
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3.2. Caractérisation

3.2.1 Diffusion de la lumiére
3.2.1.1 Mode batch (DLS)

Les LNP F80 NC75 ont tout d’abord été analysées par DLS en mode batch, aprés avoir
été diluées a hauteur de 0,5 mg/mL de lipides dans de I'eau ultra-pure. Les distributions de
taille différentielle et cumulative en intensité obtenue par cette technique de caractérisation
sont représentées ci-dessous (Figure 3.12). Au total, 10 séries de mesures ont été réalisées sur
le méme lot afin d’attester de la conformité des résultats obtenus.
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Figure 3.12 — Distributions de taille différentielle (rouge) et cumulée (bleu) en intensité des LNP F80
NC75, obtenues par DLS en mode batch.

Le diamétre hydrodynamique moyen, calculé a partir de la distribution différentielle
de taille, est de 101 £ 1 nm et 'écart-type de 57 + 1 nm (Chapitre 2.1.1). La valeur
donnée par le z-average du logiciel, qui est de 79 nm, est assez éloignée du diamétre moyen
issu de la distribution de taille, ce qui suggére une polydispersité des LNP. Pour ce qui est du
mode, il est déduit directement du maximum du pic de la distribution différentielle de taille,
ce qui correspond & 79 + 1 nm. La distribution de taille des LNP est relativement large,
ce qui est confirmé par les valeurs minimale et maximale de diamétres hydrodynamiques
mesurés qui sont respectivement de 'ordre de 20 nm et 500 nm. L’indice de polydispersité
(PDI) étant de 0,213, ceci corrobore une nouvelle fois la polydispersité de la suspension de
LNP, puisqu'il est compris entre 0,08 et 0,7 (Chapitre 2.1.1, Tableau 2.1). En ce qui concerne
la taille médiane, elle est quant a elle obtenue & partir de la distribution cumulative et est de
81 nm environ. Le z-average et le PDI sont cohérents avec ceux issus de la bibliographie lors
d’analyses mises en place ultérieurement, ce qui confirme la reproductibilité de la technique
d’analyse (Tableau 3.2, Chapitre 3.1.5) [284].

En ce qui concerne la fiabilité des résultats obtenus, celle-ci peut étre remise en question.
En effet, la DLS en mode batch montre des particules assez polydispersées en taille, les plus
grosses particules pouvant masquer les plus petites. C’est pourquoi il est préférable de coupler
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cette technique & une technique de séparation et notamment I’AF4, pour confirmer ou non
cette grande disparité de tailles de particules. De plus, le logiciel d’acquisition des données
de DLS ici utilisé impose obligatoirement une distribution gaussienne des données pour une
échelle logarithmique de 1'axe des abscisses (représentant la taille des particules), soit une
distribution log-normale pour une échelle linéaire. Cette contrainte peut ne pas étre repré-
sentative de la distribution de taille des particules en suspension et masquer des populations
dans le cas d’un échantillon pluri-modal (modes multiples trés rapprochés).

3.2.1.2 Mode on-line (AF4-DLS-MALS)

Afin d’améliorer la détection des LNP, celles-ci ont ensuite été analysées par DLS puis
par MALS, couplés & un module de fractionnement d’écoulement de champ par écoulement
asymétrique (AF4).

Un tampon phosphate salin (PBS, Phosphate Buffered Saline) a été choisi comme éluant
pour les différentes phases du flux transverse. Un flux constant de 1 mL/min est tout d’abord
appliqué pendant les 16 premiéres minutes. Celui-ci décroit ensuite linéairement jusqu’a la
56¢¢ minute pour finalement étre nul le reste de 'analyse (Figure 3.13 - courbe rouge). Les
LNP, diluées a 0,5 mg/mL dans de l'eau ultra-pure, ont ensuite été injectées a hauteur de
30 uL dans le canal de ’AF4 entre la 4°¢ et la 9°* minute. Le détecteur commence a
enregistrer du signal a partir de la 20 minute et ce durant 15 minutes, il s’agit du profil
d’élution des LNP (Figure 3.13 - courbe bleue). II est possible de déterminer un pourcentage
massique de récupération de particules en sortie du canal de ’AF4, ceci dans le but d’estimer
si une population de particules seraient ou non restée piégée dans la membrane de ce dernier.
Pour les LNP ici étudiées, il est supérieur a 85% ce qui implique une perte minimale de
particules et laisse donc suggérer que celle-ci n’influence pas les analyses.
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Figure 3.13 — Paramétres du flux transverse (rouge) et durée d’injection (vert) employés pour I'analyse
des LNP F80 NCT75 et profil d’élution correspondant (bleu).
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Le diamétre moyen des particules ainsi que ’écart-type de la distribution de taille sont ici
obtenus en moyennant les données interpolées sur le pic a partir du logiciel de traitement de
données Astra (Wyatt Technology). Pour ce qui est de la valeur modale, celle-ci est directement
déduite du pic d’élution en projetant le maximum d’intensité pergue par le(s) détecteur(s),
situé entre 28 et 29 minutes aprés 'injection, sur la courbe de données représentant la taille
des particules en fonction du temps d’injection (Figures 3.14 et 3.15). Les tailles minimales et
maximales quant & elles sont également obtenues grace a cette derniére. Enfin, pour ce qui est
de la médiane, elle est issue de la distribution cumulative, tracée & partir de la distribution de
taille différentielle en volume générée par le logiciel Astra (Figures 3.16 et 3.17). Ces différents
paramétres sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3.3).

Tableau 3.3 — Comparaison des diamétres hydrodynamiques et géométriques moyens, écarts-types,
modes, médianes et tailles minimale et maximale (valeurs en nm) des LNP F80 NC75 obtenus par
diffusion de la lumiére en mode on-line.

Technique X Xm dso Dmin = Dimaa
AF4-DLS 45 47 40 24 -71
AF4-MALS 46 46 44 33 - 69

Théoriquement, le mode pourrait également étre estimé a partir de la distribution de taille
différentielle générée par le logiciel Astra. Cependant, il est préférable de déduire celui-ci des
données brutes (pic d’élution) afin d’éviter dans la mesure du possible les approximations et
erreurs générées par le logiciel de traitement de données. Toutefois, les valeurs obtenues par
ces deux méthodes restent cohérentes.

Les distributions de tailles différentielles générées par Astra, que ce soit pour la DLS ou le
MALS, sont toutefois discutables au vu de leur forme (Figures 3.16 et 3.17). En effet, s’agissant
de nanoparticules, une distribution de type log-normale est attendue, ce qui n’est pas le cas ici
contrairement & ce qui est obtenu dans la littérature pour d’autres types de LNP (Figure 3.18)
[289]. Ainsi, les valeurs médianes issues des distributions cumulatives, elles-mémes résultant
des distributions différentielles, peuvent étre critiquables.
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Figure 3.14 — Mesure du diamétre hydrodynamique des LNP F80 NCT75 selon le temps d’injection par
AF4-DLS.
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Figure 3.15 — Mesure du diamétre géométrique des LNP F80 NCT75 selon le temps d’injection par
AF4-MALS.
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Figure 3.16 — Distributions de taille différentielle (rouge) et cumulée (bleu) en volume des LNP F80
NC75, obtenues par AF4-DLS.
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NC75, obtenues par AF4-MALS.
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Figure 3.18 — Profil d’élution et rayon géométrique de LNP obtenus par AF4-MALS (a). Distributions
cumulative et différentielle correspondantes [289].
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3.2.1.3 Bilan intermédiaire LS

Le MALS permet de prendre en compte au mieux la forme des particules dans la
mesure de leur taille et de s’affranchir de la couche de solvatation autour de celles-
ci. Or la DLS et le MALS aprés fractionnement donnant ici des résultats similaires,
il est envisageable que la couche de solvatation autour des LNP ainsi que leur forme
n’influencent pas la mesure de leur taille (Tableau 3.4). En plus de connaitre la taille
des particules en suspension, la mesure des diamétres hydrodynamique et géométrique
en mode on-line de celles-ci permet d’avoir une idée de leur forme grace au facteur
de forme, noté p (Equation 3.1). La valeur de ce facteur étant ici de 1 environ, cela
correspondrait & une sphére molle [290].

Dy

=5 (3.1)

p

Les résultats obtenus en mode batch (sans fractionnement) différent quant a eux
grandement de ceux obtenus en mode on-line (Tableau 3.4). Contrairement a la DLS
en mode batch, la dispersion des données obtenue en mode on-line est beaucoup plus
petite, de méme que les diamétres moyens et modaux. Ceci peut venir du fait que de
nombreuses petites particules (inférieures & 50 nm) soient présentes dans la suspension
et sont masquées par les plus grosses. En effet, pour des particules plus grosses (de
l'ordre de 200 nm), les résultats en mode batch et on-line sont cohérents [291, 292|.

Ainsi, deux hypothéses sont envisageables. Soit la DLS en mode batch n’est pas
adaptée pour I’étude des LNP. Elle nécessite alors un dispositif de fractionnement on-
line afin de ségréger les particules selon leur taille avant leur détection. Soit les plus
grosses particules sont retenues dans la membrane du dispositif de I’AF4 et ne sont donc
pas mesurées. D’aprés la bibliographie et le pourcentage massique de récupération de
particules obtenus ici, la premiére hypothése serait plutot a privilégier [293].

Afin de répondre a la problématique ici soulevée par les différentes caractérisations utilisant
la diffusion de la lumiére, les LNP ont ensuite été observées puis analysées par Microscopie
Electronique en Transmission.

Tableau 3.4 — Comparaison des diamétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale
et maximale (valeurs en nm) des LNP F80 NC75 obtenus par DLS et MALS en mode batch et/ou en
mode on-line.

Technique X S Xom dsg Diin - Dz
DLS

mode batch 101 57 79 81 20 - 500
DLS 45 9 47 40 24 - 71

mode on-line

MALS

. 46 8 46 44 33-69
mode on-line
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3.2.2 Microscopie Electronique en Transmission
3.2.2.1 Voie séche
3.2.2.1.1 Sans coloration

Les LNP ont tout d’abord été observées en voie séche sans coloration et non diluées. Il
apparait que le peu de particules observables, en admettant qu’elles soient bien des LNP, sont
soit peu contrastées soit déshydratées, ce qui entraine une déformation des particules (Figure
3.19). Leur taille est donc difficilement mesurable. Ainsi, cette technique de préparation n’est
pas adaptée pour l'observation de LNP par MET. Elle n’est d’ailleurs jamais utilisée en tant
que telle dans la littérature pour observer des particules lipidiques.

Figure 3.19 — Images MET de LNP préparées en voie séche.

Afin d’éviter cette déshydratation et d’améliorer le contraste des particules, ces derniéres
ont ensuite été préparées par coloration négative en voie séche.
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3.2.2.1.2 Coloration négative
3.2.2.1.2.1 Choix du colorant

Deux types de colorants ont été testés sur un lot non dilué ceci afin de déterminer lequel
serait le plus adapté pour 'observation de LNP :

— Dlacétate d’uranyle (AcUr) (Figure 3.20.a et b);
— le silicotungstate de sodium (SST) (Figure 3.20.c et d).

Ces colorants, aussi appelés contrastants, sont communément utilisés dans la littérature [174].

@500 nm

Figure 3.20 — Images MET de LNP F80 NCT75 préparées par coloration négative avec différents colo-
rants. (a et b) Acétate d’uranyle. (c et d) Silicotungstate de sodium.

Le critére retenu pour le choix du colorant s’est porté sur la qualité des images obtenues
par MET. En effet, afin de réaliser des mesures semi-automatiques de taille de particules
via un logiciel de traitement tel qu’ImagedJ, les particules doivent étre bien contrastées et
se différencier du fond, correspondant a la membrane carbone. Ceci facilite grandement le
traitement des images par la suite. Le choix s’est ainsi porté sur 'acétate d’uranyle, grace
auquel plusieurs zones de la grille comportent des LNP se démarquant de fagon nette du fond,
ce qui simplifie le seuillage des images, contrairement au SST (Figure 3.21). D’autres types de
colorants, comme ’acide phosphotungstique (PTA) ou encore le tétroxyde d’osmium (OsOy)
peuvent étre utilisés pour imager des particules lipidiques et mesurer leur taille (Figure 3.22)
[294]. Ils n’ont cependant pas été testés ici.
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Figure 3.21 — Superposition d’images MET et d’images seuillées de LNP F80 NC75 préparées par
coloration négative avec différents colorants. (a) Acétate d’uranyle. (b) Silicotungstate de sodium.
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Figure 3.22 — Images MET de SLN non chargées et distributions de tailles correspondantes pour des
échantillons colorés au PTA (a et b) et au tétroxyde d’osmium (c et d). < D > et o représentent
respectivement le diameétre moyen des particules et I’écart-type des données [294].

3.2.2.1.2.2 Analyse des particules

Contrairement a la voie séche seule, les LNP ne semblent pas déshydratées et apparaissent
bien rondes. Ce qui est cohérent avec de précédentes observations de LNP F50 NC75 (Figure
3.23). En effet, bien que de tailles plus petites, ces derniéres ont la méme forme que les LNP F80
NCT75. Cette morphologie se retrouve également pour d’autres types de particules lipidiques
(Figure 3.24). Il n’est cependant pas possible d’observer la structure coeur/coquille des LNP, le
colorant créant un masque autour de celles-ci et masquant leur structure interne. Les particules
ayant tendance a s’agglomérer en séchant, les lots de LNP analysés ultérieurement par MET
en coloration négative ont été préalablement dilués a 2 mg/mL (Figure 3.20.a).
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3.2. Caractérisation

Figure 3.24 — Images MET de LNP colorées négativement a I’acétate d’uranyle [295].

Les analyses de taille ont été réalisées sur 1500 particules environ, de maniére automatique
via le logiciel I'mage.J, aprés traitement des images (filtre médian, binarisation). Les particules
dont le diamétre était inférieur & 15 nm n’ont pas été comptées du fait d’'un manque de
résolution de celles-ci (Figure 3.21). Afin de pouvoir comparer au mieux les diamétres mesurés
& ceux obtenus par diffusion de la lumiére, la taille des particules a été déduite de leur aire.
Les LNP apparaissant plutét rondes, leur diamétre D 4 est facilement déduit de leur aire A

(Equation 3.2).
Da=2/2 (3.2)
7r

A partir des données recueillies, il est également possible de déterminer un coefficient de
rotondité des particules, indicateur de leur élongation et compris entre 0 et 1, en ajustant leur
forme a une ellipse de grand axe b (Equation 3.3). Ainsi, plus sa valeur se rapproche de 1 et
plus les particules auront tendance & étre rondes. Inversement, plus sa valeur est éloignée de
1 et plus les particules auront une forme allongée.

4A

r = —:
b2

(3.3)
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La moyenne sur I’ensemble des données du coefficient de rotondité obtenu est de 0,8, une
valeur de 1 correspondant & un cercle cela confirme que les particules observées peuvent
étre considérées comme étant rondes. Les données brutes, aprés avoir été arrondies & 1'unité,
donnent un diamétre moyen de 36 + 2 nm, un écart-type de 17 + 2 nm, un mode
de 22 4+ 2 nm, une médiane de 31 + 1 nm et des tailles comprises entre 16 + 2 nm
et 138 + 2 nm.

Il a ensuite été tracé la distribution de taille des particules en utilisant une largeur d’in-
tervalle de 1 nm (Figure 3.25). Les données apparaissant trop bruitées pour réaliser correcte-
ment une interpolation, différentes largeurs d’intervalle de 1 nm a 10 nm ont donc été testées
(Figure 3.26). Il apparait que la distribution de tailles des LNP semble bien suivre une loi
log-normale. Ceci est confirmé par le coefficient de détermination ajusté obtenu pour ce type
d’interpolation, noté R?, qui est de 0,88 pour une largeur d’intervalle de 5 nm (Tableau 3.5).
L’interpolation par la loi log-normale obtenue pour des largeurs d’intervalles entre 1 nm et
10 nm sont trés similaires, en différentielle et en cumulé, ce qui implique que méme avec des
données bruitées, 1'ajustement reste cohérent (Figure 3.27).

7
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Figure 3.25 — Distribution de taille des LNP F80 NC75 (histogramme bleu) et interpolation des
données (courbe rouge), obtenues par MET.

Cette interpolation permet d’obtenir le diamétre moyen X, I'écart-type s, le mode
T, la médiane dsg et les tailles minimale et maximale des LNP pour différentes lar-
geurs d’intervalle données, récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3.5) (Chapitre
1.2.3, Equations 1.9 & 1.11). L’interpolation des données est cohérente dans la mesure ot les
paramétres obtenus sont proches de ceux des données brutes.
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Figure 3.26 — Distributions de taille des LNP pour des intervalles de 2, 5 et 10 nm.
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Figure 3.27 — Distributions différentielle et cumulative des LNP, obtenues par MET en voie séche avec
coloration négative aprés interpolation des données.

Tableau 3.5 — Diamétre moyen, écart-type, mode, médiane et tailles min et max (nm) des LNP obtenus
a partir des données brutes et de leur interpolation par une loi log-normale pour différentes largeurs
d’intervalle (nm).

Données (nm) X s Xm dso Diin - Dz
Brutes 36 + 2 17+2 | 224+2 | 31+2 | 16+£2-138+2
Intervalle 1 32 11 27 31 16 - 80
Intervalle 2 31 11 26 31 16 - 80
Intervalle 5 31 11 26 31 16 - 80
Intervalle 10 31 10 27 31 16 - 80
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3.2.2.2 Cryogénie

Afin de s’assurer que la phase de séchage n’introduisait pas d’artéfact sur la morphologie
des particules, celles-ci ont ensuite été observées aprés avoir été cryo-fixée via un automate de
congélation (Chapitre 2.2.2.2). Les parameétres du Vitrobot utilisés initialement pour cryo-fixer
les LNP sont :

— une température d’enceinte de 20°C;

— une humidité de 100% ;

— une durée d’absorption de 3 s;

— une force d’absorption de -5 (UA);

— une seule absorption;

— un temps d’attente avant absorption de 0s;

— un temps d’attente entre ’absorption et la trempe de Os.

Il est nécessaire de défocaliser de 'ordre de -6 a4 -10 wm les LNP afin qu’elles soient visibles
dans la couche de glace (Figure 3.28). Ces valeurs sont également celles qui sont utilisées pour
I'observation d’autres types de nanoparticules lipidiques [296].

Figure 3.28 — Images cryo-MET de LNP au focus (a) et avec une défocalisation de -9 pum (b).

Les LNP ont tout d’abord été préparées a 100 mg/mL. L’observation MET montre que la
suspension pure est beaucoup trop concentrée pour que les LNP soient observées correctement
(Figure 3.29.a). C’est pourquoi, les observations ultérieures ont nécessité une dilution au 1,/10
des LNP dans de ’eau ultra-pure avant leur cryo-fixation. Cette dilution semble bien adaptée
pour l'observation des LNP qui apparaissent bien dispersées (Figure 3.29.b). Cependant, seul
le cosur des particules est observable. Cela vient du fait que les chaines de PEG ont un contraste
trop faible pour pouvoir étre observées [297]. Contrairement a la coloration négative, les LNP
ne sont pas toutes rondes et certaines d’entre elles apparaissent allongées, comme distordues,
contrairement & d’autres types de LNP qui elles apparaissent bien rondes (Figure 3.30) [289].
La question se pose alors de déterminer si ces formes correspondent bien aux formes initiales
des particules en suspension, dans ce cas la coloration négative masquerait la vraie structure
des LNP. Dans le cas contraire, ce serait la préparation par cryogénie qui entrainerait des
artéfacts sur la morphologie des LNP.
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Figure 3.29 — Images cryo-MET de LNP avant (a) et aprés dilution a 10 mg/mL dans de l’eau ultra-
pure (b).

Figure 3.30 — Images cryo-MET de LNP (barre d’échelle : 100 nm) [289].

Plusieurs recherches font état de particules lipidiques, notamment des NLC et des SLN,
dont la morphologie est particuliére aprés préparation et observation par cryo-MET. Celles-ci
montrent en effet des particules ayant une forme de « cuillére » , qui serait imputée & un exceés
de matiére sur extrémité des particules (Figures 3.31 et 3.32) [291, 297].

Afin de confirmer ou non la présence d’excés de matiére en surface des LNP F80, le porte-
objet cryogénique a été incliné d’une dizaine de degrés et des acquisitions ont été réalisées
pour différents angles de rotation. Ces derniéres montrent que les formes allongées des LNP
ne proviennent ni d’une orientation particuliére de celles-ci, ce qui biaiserait I'interprétation
de leur forme, ni de la présence d’excés de matiére (Figures 3.33 et 3.34). Il apparait que les
LNP F80 sont repliées sur elles-mémes pour certaines, ce qui confirmerait I’hypothése d’un
artéfact de préparation di a la cryo-fixation rapide. L’interprétation des images cryo-MET
doit donc se faire de maniére trés critique concernant les LNP.
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schematic structures: schematic structures:
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Figure 3.31 — Images cryo-MET de NLC et proposition d’interprétation des formes observées [291].
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Figure 3.32 — Images cryo-MET de SLN et proposition d’interprétation des formes observées (barre
d’échelle : 100 nm) [297].
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Figure 3.33 — Illustration de la projection 2D d’une grille MET comportant des particules sphériques
et en forme de disques.

Figure 3.34 — Images cryo-MET de LNP déformées (fleche blanche), prises avec une rotation de -25°
(a) et +5° (b) du porte-objet (barre d’échelle : 100 nm).
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Plusieurs hypothéses expliqueraient cet artéfact de préparation, & savoir la faible tenue
mécanique des particules (H1) ou encore la cristallisation du coeur de celles-ci (H2). Chacune
de ces deux hypothéses a donc été vérifiée.

3.2.2.2.1 H1 : Tenue mécanique des LNP

Les LNP ici étudiées ne sont composées que d’'une simple membrane, contrairement &
certains liposomes qui en possédent deux. Ceci pourrait expliquer qu’elles aient une plus
faible tenue mécanique que ces derniers, restant bien ronds méme aprés cryo-fixation (Figure
3.35). Différentes solutions ont alors été testées afin de vérifier cette hypothése.

Figure 3.35 — Images cryo-MET de liposomes non chargés en principe actif.

3.2.2.2.1.1 Ajout d’un cryo-protecteur

Un moyen de protéger des éléments lors de leur cryo-fixation est de leur ajouter un cryo-
protecteur. Ce dernier est généralement réservé a la préservation des cellules, tissus ou encore
bactéries lorsque ces derniers sont préparés par CEMOVIS [298]| (Chapitre 2.2.2.2). Dans le
cas présenté ici, un cryo-protecteur pourrait permettre de préserver la simple membrane des
LNP lors de leur cryo-fixation et ainsi éviter leur déformation.

Le cryo-protecteur qui a ici été retenu est le tréhalose, un sucre composé de molécules de
glucose, particuliérement efficace pour la préservation des structures membranaires [299, 300].
Celui-ci a été ajouté a hauteur de 120 mg/mL dans la suspension de LNP diluées. Aucune
amélioration concernant la forme des particules n’est obtenue (Figure 3.36). Celles-ci appa-
raissent toujours déformées. Ainsi, I'ajout d’un cryo-protecteur ne permet pas de préserver
la sphéricité des LNP lors de leur préparation par cryo-fixation ultra-rapide. La déformation
des particules pourrait donc venir de I'’épaisseur de la glace dans les trous de la grille qui
serait alors mal ajustée pour des LNP.
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Figure 3.36 — Images cryo-MET de LNP dans du tréhalose.

3.2.2.2.1.2 Epaisseur de glace sur la grille

Si la glace est plus fine que le diameétre des particules, il est probable qu'une contrainte
puisse s’exercer sur celles-ci et les déformer. Deux types de parameétres peuvent étre ajustés afin
d’augmenter ’épaisseur de glace dans les trous : les paramétres de cryo-fixation de 'automate
et I’épaisseur de la membrane carbone de la grille de dépot.

L’ajustement des paramétres du Vitrobot permet de controler la vitrosité de la glace
mais aussi son épaisseur. Ainsi, il est probable que plus la durée d’absorption des papiers
filtres est petite et plus ’épaisseur de glace formée sera importante. Avec les paramétres du
Vitrobot utilisés précédemment, notamment une durée d’absorption de 3 s, sur des grilles
C-Flat CF-2/1-2C (Protochips), nombre de trous contenaient des LNP concentrées sur leurs
bords. Afin de comprendre 'effet de cette durée sur ’épaisseur de la glace, des échantillons
ont été préparés par 'automate avec des durées d’absorptions plus faible, de 2 s et 1 s. Il
apparait que les particules sont généralement mieux réparties dans les trous de la membrane
carbone pour une durée de 1 s que pour une durée de 2 s, signe d’une glace d’épaisseur plus
importante (Figure 3.37.a et b).

La technique retenue pour la mesure d’épaisseur de la glace est la méthode du t/A. D’autres
techniques de mesure d’épaisseur comme la Diffraction des Electrons par Faisceau Convergent
(CBED, Convergent Beam Electron Diffraction) ou celle utilisant les zéta-facteurs existent
mais ne sont soit pas adaptées, soit trop complexes & mettre en place [108, 301]. La méthode
choisie a nécessité 1'utilisation des paramétres et données suivants (Chapitre 2.2.1.2) :

— un semi-angle de collection de 100 mrad ;

— une énergie incidente de 200 kV ;

— un facteur de saturation de 20 mrad ;

— la densité de la glace amorphe qui est environ de 1 g/cm3.

Il est ainsi possible de déduire le libre parcours moyen A des électrons dans la glace, qui est
alors de 184 nm, et donc de remonter & ’épaisseur de glace grace & des acquisitions en mode
EFTEM de la zone d’intérét. L’épaisseur de glace est bien plus épaisse pour une plus faible
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durée d’absorption des papiers filtres (Figure 3.37.c). De plus, la partie hachurée du graphique
montre que ’épaisseur au centre du trou pour 2 s d’absorption est plus fine que le diamétre
des LNP, ce qui explique pourquoi elles ont parfois tendance a se concentrer sur les bords des
trous.

-

Epaisseur de glace (nm)

Position dans le trou (pm)

Figure 3.37 — Images cryo-MET (a et b) et mesures d’épaisseur de glace correspondantes (c) pour une
durée d’absorption de 1 s (violet) et 2 s (rose). La partie hachurée représente la zone pour laquelle
Iépaisseur de glace est plus fine que le diamétre des LNP F80.

Bien que les particules aient assez de place pour se répartir correctement dans les trous
avec 1 s d’absorption, cela ne les empéche pas d’étre déformées. L'hypothése de 1’épaisseur
de glace trop fine quand a la déformation des particules n’est donc pas valide. Il apparait
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toutefois aprés ces essais qu'une épaisseur plus importante de glace permette une meilleure
répartition des LNP. On observe ainsi la formation d’un ménisque de glace dans les trous,
qui correspond au ménisque formé par la suspension aprés absorption par les papiers filtres
(Figure 3.37.c). C’est pourquoi un changement de type de grille a été envisagé.

En cryo-MET, il est préférable d’obtenir une répartition uniforme des particules dans les
trous. Ceci peut étre obtenu en modifiant 1’épaisseur de la membrane carbone de la grille de
dépot. En effet, les grilles C-Flat possédent une membrane carbone de 20 nm d’épaisseur. Or
il existe également des grilles, les C-Flat-T, possédant une épaisseur de carbone de 40 nm.
Différentes mesures d’épaisseur ont été réalisées pour des échantillons préparés sur des grilles
C-Flat et des C-Flat-T avec les mémes paramétres de cryo-fixation & savoir :

— une température d’enceinte de 20°C;

— une humidité de 100% ;

— une durée d’absorption de 3 s;

— une force d’absorption de -2 (UA);

— une seule absorption;

— un temps d’attente avant absorption de 0s;

— un temps d’attente entre ’absorption et la trempe de Os.

La force d’absorption des papiers filtres a dii étre optimisée pour les grilles C-Flat-T et étre
augmentée de -5 & -2 car la glace était trop épaisse et cristalline et les LNP trés peu visibles
(Figure 3.38). Il apparait que ’épaisseur de glace obtenue avec les grilles C-Flat-T sous forme
de ménisque est généralement plus épaisse que celle obtenue pour les mémes paramétres de
cryo-fixation avec les grilles C-Flat (Figure 3.39). Elles sont donc plus adaptées pour observer
les LNP par cryo-MET que les grilles C-Flat standard et permettent une répartition homogéne
des particules les plus grosses dans les trous. C’est pourquoi elles ont été préférées pour la
suite de cette étude.

Figure 3.38 — Images cryo-MET de LNP préparées sur des grilles C-Flat-T avec une force d’absorption
de -5 (a) et -2 (b).
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Figure 3.39 — Comparaison des épaisseurs de glace dans les trous obtenues pour des grilles C-Flat

(bleu) et C-Flat-T (rouge) aprés lissage des données.

3.2.2.2.1.3 Nettoyage plasma des grilles

Afin de s’assurer que la déformation des particules n’était pas due au caractére super-
hydrophile de la grille suite & son passage sous un plasma oxygéné, une grille de LNP a été
cryo-fixée sans avoir été nettoyée au préalable (Chapitre 2.2.2). Les LNP apparaissent tout
de méme déformées, malgré 'absence de nettoyage plasma (Figure 3.40). Ce dernier est donc

hors de cause quant a la déformation des particules.

Figure 3.40 — Images cryo-MET de LNP préparées sur une grille C-Flat-T sans nettoyage plasma.
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3.2.2.2.1.4 Temps de relaxation

Lorsque des éléments fragiles sont préparés par cryo-fixation ultra-rapide, il peut étre
nécessaire de leur laisser un temps de relaxation aprés absorption de l'excés de liquide sur
la grille et avant cryo-fixation. En effet, ceci pourrait permettre d’éviter tout artéfact venant
de la compression des papiers filtres contre la grille [302, 303|. Les particules peuvent ainsi
retrouver leur forme initiale [185]. Il est généralement recommandé d’imposer un temps de
relaxation de 'ordre de 15 & 60 secondes.

Différentes durées de relaxation, de 5 s & 75 s ont été testées sur les LNP juste avant leur
cryo-fixation. Un temps de 75 s était beaucoup trop important, étant donné la fine couche
de liquide laissée sur la grille aprés absorption par les papiers filtres. Ceci a eu pour effet
d’évaporer le peu de liquide restant aprés absorption, malgré une humidité relative de 100%
dans I'enceinte de 'automate. Les trous de la grille apparaissaient donc vide en MET. La durée
d’absorption a donc été réduite a 15 s, ce qui a engendré une concentration des particules en
bordure des trous, 1’épaisseur de liquide restant dans ceux-ci n’étant plus assez importante
pour que les LNP puissent s’y répartir uniformément (Figure 3.41.b). La durée de relaxation
a enfin été diminuée & 5 s. Bien que les LNP soient réparties uniformément dans les trous,
cette durée n’a pas eu d’effet sur leur forme et elles restent donc déformées (Figure 3.41.a).
Cette technique de relaxation ne semble donc pas avoir 'effet escompté sur les LNP. Ainsi,
si la déformation des particules provient bien de la phase d’absorption du fait de leur faible
tenue mécanique, cela voudrait dire que celle-ci est irréversible.

Figure 3.41 — Images cryo-MET de LNP préparées avec différentes durées de relaxation. (a) 5 s. (b)
15 s.

3.2.2.2.1.5 Papiers filtres

La déformation des particules pourraient venir du fait que la force exercée par les papiers
filtres sur la grille est trop intense, imposant des contraintes sur celles-ci (Figure 3.42) [185].
C’est pourquoi cette derniére a été abaissée de -5 & -8 afin d’observer d’éventuels effets sur la
forme des LNP. Il apparait que celles-ci sont déformées malgré une force d’absorption moins
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intense (Figure 3.43). Ceci tendrait & confirmer I’hypothése de la faible tenue mécanique des
LNP. Toutefois, le positionnement des papiers filtres pourrait aussi jouer sur la forme des
LNP.

Figure 3.42 — Images cryo-MET de chlorure de cétyltriméthylammonium (CTAC)/3-méthylsalicylate
de sodium (NaCHsSal) aqueux préparés avec une force d’absorption faible (a) et forte (b) [185].

Figure 3.43 — Images cryo-MET de LNP préparés avec une force d’absorption des papiers filtres de -8.

L’automate de congélation utilisé pour cette étude, le Vitrobot, comporte deux mors en
mousse sur lesquels sont fixés les papiers filtres. Ainsi, ’absorption de I’excés de suspension sur
la grille se fait de chaque coté de cette derniére. Cette double absorption pourrait augmenter
les contraintes subies par les particules. L’automate EM-GP (Leica), ne possédant qu’un seul
mors en mousse et donc n’absorbant I'excés de liquide que d’un seul coté de la grille, a donc
été testé pour la cryo-fixation des LNP. N’ayant pas d’accés permanent & celui-ci, seul un
test a été effectué avec les parameétres habituellement utilisés pour cet automate, a savoir 1 s
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d’absorption et une humidité relative de 85% (la force d’absorption n’est pas un parameétre
modifiable en tant que tel sur cet automate). La forme des particules reste inchangée comparée
aux résultats obtenus avec le Vitrobot (Figure 3.44). La déformation des LNP ne vient donc
pas de la double absorption de I'automate, mais peut-étre de I’absorption en elle-méme.

Figure 3.44 — Images cryo-MET de LNP préparés avec 'automate EM-GP (Leica).

Malgré les différentes tentatives pour préserver la forme des LNP, aucune ne s’est révé-
lée efficace. Ainsi, I’hypothése d’une faible tenue mécanique de ces particules est toujours
envisageable. Toutefois, cela pourrait également étre lié a une cristallisation de leur cceur.

3.2.2.2.2 H2 : Cristallisation du coeur des LNP

Le coeur des LNP étant composé de cire et d’huile, il est possible que ce dernier cristallise
lors de la trempe des LNP dans I’éthane liquide, ce qui pourrait entrainer leur déformation.
Afin de tester cette hypothése, quelques dizaines de microlitres de LNP, déposés dans un
tube Eppendorf, ont été plongés dans de 1’éthane liquide afin de les cryo-fixer rapidement,
ceci afin de s’approcher au mieux de ce qu’il se passe lors de la cryo-fixation par le Vitrobot.
La suspension cryo-fixée a ensuite été réchauffée lentement jusqu’a température ambiante.
Ainsi, si le ceeur des particules venait & cristalliser lors de la cryo-fixation, une observation
par coloration négative révélerait la déformation engendrée par cette cristallisation si tel était
le cas. Les observations MET montrent que les LNP cryo-fixées puis réchauffées apparaissent
facettées et n’ont donc pas la méme forme que lorsqu’elles sont observées en coloration négative
juste aprés leur syntheése (Figure 3.45) (Chapitre 3.2.2.1.2, Figure 3.20).

Afin de mettre en évidence une possible cristallisation des LNP, un lot de LNP F80 NC100,
composé d'un ceeur comportant 100% de cire et donc cristallin, a été observé en coloration
négative et par cryo-MET. Les LNP F80 NC100 apparaissent facettées comme le sont les LNP
F80 NCT75 apres cryo-fixation du tube Eppendorf et de son réchauffement (Figure 3.46). Ces
derniéres ont donc cristallisées.
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Figure 3.45 — Images MET en coloration négative de LNP F80 NC75 cryo-fixées dans un tube Eppen-
dorf puis réchauffées a température ambiante.

Figure 3.46 — Images cryo-MET (a) et MET en coloration négative (b) de LNP F80 NC100.

Cependant, les formes facettées obtenues dans le cas de la cristallisation du coeur des LNP
par cryo-MET ne correspondent pas aux formes obtenues lors de la cryo-fixation de LNP F80
NCT75 avec le Vitrobot, ou les LNP apparaissent repliées sur elles-mémes et non pas facettées
(Figure 3.34). L’hypothése de cristallisation du coeur des particules lors de leur préparation
par un automate de congélation semble donc peu probable.

3.2.2.2.3 Hypothése retenue

La problématique ici posée était de comprendre quel mécanisme induisait la déforma-
tion des LNP F80 NC75 lors de leur observation par cryo-MET. Ainsi, deux hypothéses
ont été émises & savoir soit une faible tenue mécanique des LNP liée a la membrane
unique qui les compose, soit une cristallisation du coeur de celles-ci. La cristallisation
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a été mise hors d’état de cause, cette derniére facettant les LNP sous forme de baton-
nets majoritairement. L’hypothése la plus probable proviendrait donc de la faible tenue
mécanique des LNP qui, lors de ’étape d’absorption par les papiers filtres, se déforme-
raient en se repliant sur elles-mémes. Il a été démontré que cette altération semblerait
difficilement réversible en utilisant les moyens classiques de préparation cryogénique.
En effet, le temps de relaxation aprés absorption et avant cryo-fixation n’a pas per-
mis aux particules de retrouver leur forme initiale. Le grade du papier filtre pourrait
également étre en cause. Ainsi une vitesse de filtration plus lente serait peut-étre plus
adaptée, cependant cette hypothése n’a pu étre testée.

Afin de s’affranchir de tout artéfact potentiel lié & la préparation d’échantillons, les LNP
ont donc ensuite été observées grace a un porte-objet in-situ liquide, ce qui a nécessité certains
développements afin d’améliorer leur contraste.

3.2.2.3 In-situ liquide

Afin d’étudier la forme et la taille des LNP sans artéfact lié a leur préparation, celles-ci
ont été observées a ’aide du porte-objet liquide Poséidon (Protochips) (Chapitre 2.2.2.3).

3.2.2.3.1 Sans greffage

Tout comme en voie séche, les particules ont tout d’abord été observées telles quelles dans
le porte-objet in-situ liquide Poséidon (Protochips) monté en mode statique. Une entretoise
de 50 nm est suffisante car les fenétres de SiN ont tendance & se courber, di a une différence
de pression entre l'intérieur et I’extérieur du porte-objet. Les LNP sont trés difficilement
observables (Figure 3.47). Leur contraste devant étre trop faible pour qu’elles puissent étre
distinguées du solvant, il n’a ainsi pas été possible d’effectuer de mesure de taille de celles-ci.
Le contraste des LNP nécessite donc d’étre amélioré afin de pouvoir les observer correctement
et mesurer leur diamétre.

Figure 3.47 — Images MET de la suspension de LNP observée telle quelle a ’aide du porte-objet in-situ
liquide Poséidon.
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L’emploi du contrastant utilisé pour la coloration négative (l'acétate d’uranyle) directe-
ment & l'intérieur du porte-objet liquide n’était pas envisageable du fait de sa radioactivité
méme trés faible. C’est pourquoi, il a été envisagé dans un premier temps de greffer des na-
noparticules métalliques & la surface des LNP afin d’améliorer leur contraste. Dans un second
temps, un agent de contraste utilisé en imagerie médicale, le iopentol, a été ajouté lors de la
synthése des LNP.

3.2.2.3.2 Greffage de métaux
3.2.2.3.2.1 Nanoparticules d’or

Les LNP étant trés peu contrastées du fait de leur composition majoritairement carbonée
et de I'épaisseur du liquide, un greffage de particules métalliques sur leur surface pourrait
améliorer grandement leur contraste.

Des nanoparticules d’or de 5 nm de diamétre stabilisées dans du citrate (Sigma-Aldrich)
ont donc tout d’abord été ajoutées a la suspension de LNP F80 NCT75 afin d’observer si I'or
pouvait se greffer directement sur les chaines de PEG des LNP. La suspension de LNP et de
nanoparticules d’or obtenue a ensuite été observée a I’aide du porte-objet in-situ liquide. Seules
les nanoparticules d’or étaient visibles en in-situ liquide (Figure 3.48.a). L’observation de la
suspension par MET aprés préparation par coloration négative a montré que les nanoparticules
d’or ne se sont pas greffées aux chaines de PEG et se retrouvent dispersées sur la membrane
carbone de la grille (Figure 3.48.b). Le greffage n’étant pas effectif sur les chaines de PEG,
il a fallu trouver des éléments pouvant se greffer en surface de la lécithine des LNP et ayant
une forte affinité pour l'or.

Figure 3.48 — Images MET de LNP F80 NC75 mises en présence de nanoparticules d’or, observées &
laide du porte-objet in-situ liquide Poséidon (a) et aprés coloration négative (b). La fleche blanche
indique une impureté.

Actuellement, afin de pouvoir mettre en place un ciblage actif, des ligands thiolés (SH) sont
ajoutés lors de la synthése des LNP. Présents en surface de ceux-ci, ils servent de site d’accroche
a des anticorps, par exemple, pour améliorer le ciblage de cellules malades (Chapitre 3.1.3,
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Figure 3.4). L’or ayant une forte affinité pour le soufre, il est possible que des nanoparticules
d’or puissent venir se greffer sur les groupements thiolés [304]. Dans cette optique, il a été
synthétisé un lot de F80-S-S-Pyr NC75.

Une caractérisation de ce lot par DLS en mode on-line et par coloration négative a montré
que les tailles obtenues pour ce lot, récapitulées dans le tableau ci-dessous, sont légérement plus
petites que celles des LNP ne comportant pas de groupements thiols (Tableau 3.6) (Figures
3.49 et 3.50) (Chapitre 3.2.2.1.2, Tableau 3.5). Cette différence est donc a prendre en compte
dans le cas d’une comparaison des techniques d’analyse.

Tableau 3.6 — Récapitulatif des diamétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles minimales
et maximales (nm) des LNP F80 avec et sans groupement thiol, obtenus par DLS en mode on-line.

Echantillon X S Xm, dso D,in - Diaz
1’80 . 45 9 47 40 24 - 71
sans thiol
F
80. 43 7 49 43 27 - 57
avec thiols
1,0 - 80
1— 1 (F80-S-S-Pyr) ;
] 1 (F80) / ;
]—D, (F80-S-S-Pyr) :
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Figure 3.49 — Comparaison des diamétres hydrodynamiques obtenus par DLS en mode on-line pour
des LNP F80 NC75 avec et sans groupements thiol.
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Figure 3.50 — Comparaison des diamétres équivalents obtenus par MET via une préparation par colo-
ration négative de LNP F80 NC75 avec (bleu) et sans groupements thiol (rouge), aprés interpolation
des données par une loi log-normale.

Les LNP F80-S-S-Pyr comprennent environ 1300 ligands thiolés par LNP situés en surface
de la lécithine et protégés par de la pyridine (C5H5N), communément utilisée pour ce type de
protection [305]. Avant de pouvoir réaliser un quelconque greffage, il est indispensable d’activer
les sites thiols des LNP en les déprotégeant de leur pyridine. Pour cela, du dithiothréitol
(DTT) a été utilisé a hauteur de 20 équivalences et ajouté aux LNP. Le tout a ensuite été mis
a dialyser (pores de la membrane : 12 000 & 14 000 Da (SpectraPor)) pendant 24h minimum
dans de I'eau ultra-pure en changeant ’eau réguliérement (toutes les deux heures environ)
(Figure 3.51). Une fois la déprotection terminée, les nanoparticules d’or ont été incorporées
dans la suspension de LNP avec un ratio de 15 particules d’or pour 1 LNP. Une nouvelle
dialyse a été mise en place afin de filtrer les nanoparticules d’or qui ne se seraient pas greffées.

Synthése du tensioactif Formulation Activation
_ DTT :
Chi gl @ LD Y gf:gu .
¢ o . i jl/\/ s Dialyse ME(’\/
Pureté > 95% (24h)

Figure 3.51 — Schéma de ’activation d’un site thiol d’'un LNP par du DTT.

Les LNP sont bien visibles et apparaissent bien dispersées. Elles présentent un meilleur
contraste que lors de leur observation sans greffage (Figure 3.52). Plusieurs nanoparticules d’or
sont regroupées autour des LNP mais ce ne sont pas ces derniéres qui permettent de mieux
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visualiser les LNP. Il est possible que des ions auriques (Au3*) présents dans la solution de
citrate se soient greffés en surface des LNP, améliorant ainsi leur contraste. Afin de s’assurer
que le contraste obtenu ne provenait pas des groupements thiols, les LNP F80-S-S-Pyr NC75,
avant activation par le DTT, ont été observées. Aucune particule n’était contrastée comme le
sont les LNP une fois greffées.

Figure 3.52 — Images MET de LNP F80 NC75 avec ligands thiolés greffées par des nanoparticules
d’or, observées a 'aide du porte-objet in-situ liquide Poséidon.

Deux contrastes se distinguent a l'intérieur des LNP. Il semblerait qu’il soit possible de
distinguer la coquille, comprenant les chaines de PEG, du coeur des particules. Les LNP
apparaissent bien rondes, ce qui est confirmé par leur coefficient de rotondité de l'ordre de
0,9. Les tailles du cceur et de la coquille des LNP ont été mesurées, mais avec une statistique
moindre comparée a la coloration négative car seules une dizaines de particules étaient visibles.
Ainsi, les LNP F80-S-S-Pyr aprés greffage ont un diamétre total de 58 + 2 nm avec un
écart-type de 9 + 2 nm et des tailles comprises entre 43 nm et 75 nm environ. La
coquille formée par les chaines de PEG a elle une épaisseur d’environ 15 nm, soit une taille
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de coeur d’environ 28 nm. Sachant que le PEG utilisé posséde une masse moléculaire de 2044
Da, sa longueur maximale en extension est d’environ 12,7 nm, ce qui est cohérent avec la
valeur mesurée par MET [306].

Les tailles de LNP ici mesurées ne peuvent étre comparées a celles obtenues précédem-
ment par coloration négative car les lots de LNP observés n’ont pas exactement la méme
composition, du fait de la présence des groupements thiolés. C’est pourquoi le lot F80-S-S-
Pyr a été observé en coloration négative, avant et aprées greffage, afin d’observer un éventuel
changement de taille ou de forme des LNP (Figure 3.53). Certaines LNP, aprés greffage par
les nanoparticules d’or et coloration négative, se sont agrégées entre elles, créant des parti-
cules beaucoup plus larges, ce qui expliquerait que le diamétre moyen des particules ainsi que
I'écart-type de la distribution soient plus grands que ceux des LNP non greffées (Figure 3.54)
(Tableau 3.7). Toutefois, aprés greffage, les diamétres mesurés en in-situ liquide (55 nm) et
aprés préparation par coloration négative (38 nm) sont assez éloignés. Ceci vient du fait que
les chaines de PEG ont tendance & s’enchevétrer en séchant tandis qu’en milieu liquide elles
sont allongées.

Figure 3.53 — Images MET en coloration négative de LNP F80 F80-S-S-Pyr NC75 avant (a) et aprés
(b) greffage par des nanoparticules d’or.

Tableau 3.7 — Comparaison des diameétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles minimales
et maximales (nm) des LNP avant et aprés greffage par des nanoparticules d’or, aprés interpolation
des données de MET (coloration négative).

Echantillon X ] Xm dso Diin - Diaz
F'80-5-5-Pyr 24 7 21 25 15 - 60
avant greffage

F80-5-5-Pyr 38 22 25 35 15 - 115
apres greffage
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Figure 3.54 — Comparaison des diameétres des LNP F80-S-S-Pyr avant (bleu) et aprés (rouge) greffage
aprés interpolation de la distribution de taille par une loi log-normale (intervalle de 5 nm).

Afin de tester I’hypothése de greffage des LNP par des ions auriques, un greffage via un
sel d’or a été mis en place.

3.2.2.3.2.2 Sel de chlorure d’or

Il a été vu précédemment que 'amélioration du contraste des LNP lors de leur greffage
par des nanoparticules d’or était sans aucun doute liée & la présence d’ions auriques dans
la solution de citrate, qui se seraient greffés sur les sites thiols des LNP (Figure 3.55). C’est
pourquoi, un greffage a partir de cristaux de chlorure d’or trihydratés (HAuCly) a été envisagé.
Comme précédemment, des LNP présentant des sites thiols activés en surface ont été utilisées.

ﬁg;:“(‘/ \.

S
O

Figure 3.55 — Schéma, du greffage d’ions Au* sur les groupements thiolés des LNP.
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Afin de se placer dans des conditions ou les ions auriques sont en excés, il a été calculé
le nombre de moles d’ions Au3t, ny,, pour un nombre de moles de thiol, ngy, équivalent.
Ainsi, la masse de chlorure d’or, m4,, & prélever a pu étre déduite des données et formules
classiques de quantité de matiére ci-dessous (Equations 3.4 & 3.7) (Tableau 3.8) :

Nsu = Nsp/inp-Conp-Vinp (3.4)
1 3.5

NAy 3N, ( )

MAy = Nay-May (36)

mAu-Mp Auct,
MHAuCl, = T Ma, (3.7)
u

ot Ngg est le nombre total de sites thiol pour la quantité Vyyp de LNP prélevée.

Tableau 3.8 — Données nécessaires au calcul de la masse de chlorure d’or & peser.

Abréviation Quantité Définition
Vinp 0,4 mL Volume de LNP a prélever
Cinp 3,55.10'* part/mL Concentration du lot de LNP
Nsu/Lnp 1300 thiols Nombre de sites thiol par LNP
Mgy, 196,97 g/mol Masse molaire de 1'or
My auci, 393,83 g/mol Masse molaire du sel de HAuCly
Nay 6,02.10%3 mol ! Nombre d’Avogadro

La masse de chlorure d’or, m,, & prélever pour étre en excés par rapport aux thiols doit
donc étre supérieure a 0,04 mg; 2,6 mg de sel de chlorure d’or ont donc été ajoutés a la
suspension de LNP activées (soit 65 équivalents). La solution a été dialysée 48h en changeant
régulierement ’eau de dialyse, afin d’éliminer les ions n’ayant pas réagi avec les LNP.

Une dizaine de particules rondes (coefficient de rotondité de 0,8) et dispersées ont été
observées en MET via le porte-objet in-situ liquide (Figure 3.56). La taille moyenne de ces
particules est de 115 4+ 2 nm avec un écart-type de 16 nm et des tailles s’étalant de 92
a 148 nm. Ces particules sont des LNP présentant des ions Au®t a leur surface, greffés de
maniére covalente et s’étant liés les uns aux autres formant une coquille métallique (Figure
3.57). Ceci explique la différence de diamétre obtenue avec le greffage par des nanoparticules
d’or. Afin de mettre en évidence leffet de la quantité de sel d’or sur le diamétre des LNP,
des échantillons ont été préparés a I’équivalence et & la demie équivalence. Cependant, aucun
LNP n’a pu étre observé malgré plusieurs tentatives.
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Figure 3.56 — Images MET de LNP F80 NC75 avec ligands thiolés greffées par des ions auriques,
observées a ’aide du porte-objet in-situ liquide Poséidon.

— Coquille métallique

Figure 3.57 — Schéma de la coquille métallique formée autour des LNP aprés greffage par des ions
meétalliques.

3.2.2.3.2.3 Sel de nitrate d’argent

Afin de tester la faisabilité du greffage des LNP avec d’autres ions métalliques, le protocole
établi précédemment a été testé a partir d’un sel de nitrate d’argent AgNQOs3, connaissant les
données ci-dessous (Tableau 3.9).

Tableau 3.9 — Données nécessaires au calcul de la masse de nitrate d’argent & peser.

Abréviation Quantité Définition
Myg 107,87 g/mol Masse molaire de l'argent
Magno, 169,87 g/mol Masse molaire du sel de AgNOg
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La masse de nitrate d’argent, m a4, & prélever pour étre en excés par rapport aux thiols
doit donc étre supérieure a 0,05 mg; 1,6 mg de sel de nitrate d’argent (soit 27 équivalents)
ont ainsi été ajoutés a la suspension de LNP activées puis mis a dialyser. Elles ont ensuite été
observées via le porte-objet in-situ liquide (Figure 3.58).

Figure 3.58 — Images MET de LNP F80 NC75 avec ligands thiolés greffées par des ions argent, observées
a l'aide du porte-objet in-situ liquide Poséidon.

Leur observation montre le méme type de particules dispersées et rondes que pour le
greffage avec les ions auriques (Figure 3.56). Toutefois, celles-ci apparaissent plus petites avec
un diamétre moyen de 104 + 2 nm, un écart-type de 15 nm et des tailles s’étalant
de 78 4 127 nm. Ceci peut étre lié aux nombre d’équivalents ajoutés qui est plus faible que
dans le cas du sel de chlorure d’or. Le greffage par les ions argent est donc aussi efficace que
celui par les ions auriques.

3.2.2.3.3 LNP chargées avec un agent de contraste

Plutét que de greffer des éléments métalliques & la surface des LNP, une autre solution
consistant & ajouter un agent de contraste directement lors de la synthése de celles-ci a été
envisagée.

La molécule retenue pour cette étude est le iopentol (CooHagIsN3Og), utilisé en imagerie
meédicale comme produit de contraste pour les tissus biologiques, les organes ou encore les
tumeurs [307]. Un lot de LNP F80-iopentol NC75 a donc été synthétisé a cet effet et ensuite
observé a l'aide du porte-objet liquide Poséidon. La dizaine de LNP observées apparait bien
contrastée et dispersée. Il est possible de distinguer le cceur de la coquille, ce qui supposerait
que le iopentol s’insérerait préférentiellement dans la membrane des LNP lors de la synthése
(Figure 3.59). Pour ce qui est de la taille des particule, leur coeur a un diamétre de 23 + 2
nm et la coquille une épaisseur de l'ordre de 10 nm, soit une taille moyenne de particule
de 42 + 2 nm. Pour ce qui est de ’écart-type, il est de 'ordre de 7 nm et les diamétres
minimal et maximal de LNP chargées sont respectivement de 38 nm et 51 nm.
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Figure 3.59 — Images MET de LNP F80 contenant du iopentol, observées & 1’aide du porte-objet in-situ
liquide Poséidon.

3.2.2.3.4 Bilan : amélioration de contraste en in-situ liquide

Afin d’améliorer le contraste des LNP pour leur observation en in-situ liquide, deux
solutions ont été mises en place. La premiére consistait a greffer sur la surface des LNP,
grace a la présence de groupements thiols (SH), soit des nanoparticules d’or soit des
ions auriques (Au®t) ou argent (Ag"), ces deniers se greffant de maniére covalente. La
deuxiéme, quant a elle, utilisait des LNP chargées avec du iopentol (CooHagIsN3Og).
Un résumé des diamétres de coeur et des épaisseurs de coquilles obtenus est réalisé dans
le tableau ci-aprés (Tableau 3.10).

Le greffage de nanoparticules d’or sur les LNP et leur chargement avec du iopentol
ont mis en évidence la structure coeur/coquille des LNP qui est identique pour ces deux
techniques d’ameélioration du contraste (Figures 3.52 et 3.59). Toutefois, une légére
différence au niveau de la taille du cceur et de la coquille est observée. Ceci peut venir
de la composition des particules qui est différente, I'une portant des groupements thiols
a sa surface et 'autre intégrant 'iopentol dans sa synthése. Pour ce qui est des greffages
a ’aide de sels ioniques, les diamétres des LNP mesurés sont largement supérieurs a ce
qui est obtenu par les deux autres méthodes. Cela vient tout d’abord du fait que les
LNP du lot utilisé pour le greffage ionique possédent des tailles légérement supérieures
a celles utilisées pour le greffage a partir des nanoparticules d’or (Annexe B.2). De
plus, il est fortement probable qu’'une coquille métallique se soit formée autour des
LNP, masquant le coeur huileux de celles-ci, et augmentant ainsi leur diamétre.

Ainsi, les deux techniques qui semblent les plus adaptées et ayant été retenues pour
I’observation de particules lipidiques en MET in-situ liquide sont le greffage de nano-
particules d’or ainsi que ’encapsulation d’un agent de contraste, le iopentol.

1. Pas de différenciation coeur/coquille
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Tableau 3.10 — Diamétre des LNP et taille de leur coeur mesurés en MET in-situ liquide pour différentes
techniques d’amélioration du contraste.

Technique Diamétre des LNP (nm) | Taille du coeur (nm)
Nanoparticules d’or 58 + 2 28 + 2
Tons auriques 115 £ 2 N/AL
Tons argent 104 £+ 2 N/A 1
Topentol 42 + 2 23 + 2

Une autre technique d’amélioration du contraste de particules organiques observées par
MET liquide existe. Elle consiste a réaliser directement & l'intérieur du porte-objet in-situ
liquide un greffage de nanoparticules d’or sur la double membrane de liposomes ou de vésicules,
a l’aide du faisceau d’électrons du MET comme catalyseur (Figure 3.60) [308]. Cette technique
récente est trés efficace et permet de réaliser des distributions de taille de particules, corrélées
avec celles obtenues par cryo-MET et par Analyse du suivi Individuel de Particules (NTA).

EVs

0s 60 s 120s 180s

Figure 3.60 — (a) Greffage en MET in-situ par des nanoparticules d’or de liposomes (haut) et de vési-
cules (bas) entre 0 et 180s d’irradiation. (b) Image de deux zones d’interaction du faisceau d’électron
avec l'échantillon en MET in-situ. (c¢) Image STEM-HAADF in-situ de vésicules greffées [308].
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3.2.2.4 Bilan intermédiaire MET

Les différentes études menées par microscopie électronique en transmission en voie
séche, cryogénie et in-situ liquide montrent que la préparation d’échantillons est une
étape non négligeable et qu’il est important de les comparer afin d’étre certain que ce
qui est observé n’est pas un artéfact lié a celle-ci.

Ainsi, il a été montré que la cryo-fixation rapide déforme les LNP lors de I'étape
d’absorption par les papiers filtres, et ces derniéres se retrouvent repliées sur elles-
mémes. La préparation par cryo-fixation rapide n’est donc pas adaptée a I’étude des
LNP au regard des artéfacts de préparation qu’elle engendre.

Pour ce qui est de la voie séche, il a été mis en évidence que les LNP ne peuvent étre
observées sans utiliser un contrastant, I’acétate d’uranyle est celui qui a ici été retenu.
La phase de séchage ayant tendance & agglomérer les LNP, il est préférable de diluer
celles-ci & hauteur de 2 mg/mL avant leur coloration, soit 5 fois plus diluées qu’en
cryo-MET. Le masque créé par le contrastant n’a pas permis de mettre en évidence la
structure coeur/coquille des LNP mais a montré que celles-ci avaient une forme ronde.
L’analyse de leur diamétre a validé I'utilisation de la loi log-normale pour représenter
leur distribution de tailles. Toutefois, la coloration négative étant ici utilisée en voie
séche, il est possible que les tailles mesurées ne correspondent pas & la taille des par-
ticules lorsqu’elles sont en suspension dans un liquide. En effet, les chaines de PEG
présentes autour des LNP ont tendance & s’enchevétrer, ce qui tend & réduire la taille
des particules. C’est pourquoi, il est attendu des tailles plus petites en MET avec colo-
ration négative que par diffusion de la lumiére, cette derniére utilisant directement la
suspension dans son état liquide.

Afin de pouvoir observer les LNP dans leur milieu natif, un porte-objet in-situ
liquide a été utilisé. A cet effet, un lot de LNP F80-S-S-Pyr NC75, comprenant des
groupements thiolés sur leur surface, a été synthétisé afin de réaliser des greffages de
nanoparticules d’or et d’ions métalliques, ceci dans le but d’améliorer leur contraste.
En effet, ces derniers ne se greffent pas directement dans les chaines de PEG des LNP,
un ligand ayant une forte affinité pour les métaux est donc nécessaire. Le contraste a
également pu étre amélioré en ajoutant un principe actif utilisé en imagerie médicale, le
iopentol, lors de la synthése des LNP. Gréce a ces techniques, la structure coeur/coquille
des LNP a pu étre mise en évidence. Elle a également permis de confirmer les formes
rondes observées en coloration négative. Selon la quantité de sel ou de nanoparticules
d’or ajoutée, la formation d’une coquille métallique plus ou moins épaisse était espérée,
ce qui a été confirmé par les observations des LNP une fois greffées (Tableau 3.11).
Toutefois, la microscopie in-situ liquide est plutdt envisagée ici comme une technique
d’analyse qualitative et semi-quantitative. En effet, seules une dizaine de particules ont
pu étre mesurées, contrairement a la coloration négative qui elle permet d’en mesurer
jusqu’a plusieurs milliers. Le regret concernant le greffage ici effectué est que la quantité
d’ions auriques ajoutée de maniére équivalente au nombre de sites thiol des LNP n’a pas
donné de résultat concluant (aucune particule observée) malgré plusieurs tentatives.
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Ainsi, il n’est pas possible au travers de I’étude menée ici de connaitre la taille
réelle des LNP en suspension, en se basant uniquement sur les résultats obtenus par
microscopie électronique. Seule une comparaison des résultats obtenus par MET et
diffusion de la lumiére pourra permettre de conclure sur ce sujet.

Tableau 3.11 — Comparaison des diamétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale
et maximale (valeurs pour le coeur) en nanomeétres des LNP F80 greffées par des nanoparticules d’or,
pour différentes techniques de préparation MET.

Technique Contraste X S Xm dso D.vin - Dinags

Coloration %) 24 7 21 25 15 - 60
négative NP d’or 38 | 22 | 25 35 15 - 115
58 | 9 43 - 75

NP d’ N/A2 | N/A?
dor o | ¢ |V / (21 - 39)
In-situ Sel d’or 115 16 | N/A? | N/A? 92 - 148
liquide Sel d’argent | 104 | 15 | N/A2 | N/A? 78 - 127
2 | 7 38 - 51

I 1 N/A? | N/A?
et Ly | e |V YYD a0-a)

3.2.3 Discussion
3.2.3.1 Comparaison des techniques de caractérisation

Il est rappelé que la caractérisation d’un nanomatériau ici recherchée repose sur trois
critéres morphologiques, a savoir sa dimensionnalité, sa structure/forme et son état de dis-
persion.

3.2.3.1.1 Dimensionnalité

Afin de comparer ces techniques, il est important de rappeler que les paramétres mesurés
en ce qui concerne la taille des LNP ne sont pas identiques (Chapitre 2) :

— DLS : diameétre hydrodynamique;

— MALS : diamétre géométrique (modéle sphérique) ;

— MET : diamétre équivalent & celui d’une particule ronde.
L’interprétation et la corrélation des différents résultats obtenus doivent donc se faire de
maniére trés critique [309].

L’appellation de « nanoparticules » pour les LNP ici étudiées est validée. En effet, cette
dénomination ne peut étre utilisée que si 50% minimum de la population de particules compo-
sant la matiére est de taille nanométrique, dans les trois dimensions de 'espace [22|. La valeur

2. Statistique trop faible pour obtenir le mode ou la médiane
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médiane d’une distribution de taille représentant la taille centrale pour laquelle la population
est partagée en deux sous-ensembles de méme effectif, elle est cruciale pour attester de la di-
mension nanométrique des particules analysées. Ainsi, les différentes médianes relevées pour
chaque technique de caractérisation ayant des valeurs inférieures & 100 nm, les LNP ici étu-
diées peuvent étre considérées comme étant des nanoparticules. Toutefois, en nanomédecine la
définition de « nano » est plus large que celle établie par la Commission Européenne vis & vis
des nanoparticules en général et comprend des particules pouvant aller jusqu’au micrométre

[310].

L’observation de LNP colorées négativement au MET a démontré que leur distribution
de taille suivait bien une loi log-normale comme attendue pour des nanoparticules en général
[139, 140]. Ainsi, un moyen de comparer les tailles obtenues pour toutes les techniques utilisées
est de représenter leur densité de probabilité pour une loi log-normale & partir des diameétres
moyens et écarts-types relevés ainsi que leur distributions de tailles cumulatives (Tableau 3.12)
(Figures 3.61 et 3.62). Il ne faut toutefois pas essayer de comparer les modes obtenus ainsi
que les valeurs minimales et maximales, comme il s’agit ici d’'une approximation qualitative
des distributions qui pourraient étre obtenues.

Au travers de cette représentation, il apparait clairement que la DLS en mode batch
ne convient pas pour caractériser la taille des LNP. En effet, la distribution obtenue pour
celle-ci est beaucoup plus étalée que pour celles des mode on-line de la DLS et du MALS
et que celle du MET. Les tailles mesurées en coloration négative sont plus petites que celles
obtenues par DLS et MALS en mode on-line, toutes deux trés similaires, ce qui confirme les
suppositions faites précédemment (Chapitre 3.2.2.4). Ainsi, la différence de tailles obtenue
entre ces techniques d’analyses vient bien de la morphologie des chaines de PEG selon leur
environnement direct : en milieu liquide, les chaines de PEG sont en extension tandis qu’en
voie séche elles ont tendance a se contracter et s’enchevétrer. La longueur des chaines de PEG
a pu étre mesurée en in-situ liquide avec 1'observation des LNP greffées par des nanoparticules
d’or et est en adéquation avec la bibliographie.

Tableau 3.12 — Comparaison des diamétres moyens hydrodynamiques, géométriques ou équivalents et
écarts-types (en nm) des LNP F80 NC75 obtenus par DLS et MALS en mode batch et/ou en mode
on-line et par MET (coloration négative).

Technique X s
DLS
mode batch 101 o7
DLS
mode on-line 45 )
MALS. 46 8
mode on-line
MET 31 11

coloration négative
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Figure 3.61 — Modélisation de la densité de probabilité obtenue a partir des valeurs moyennes et
écarts-types, extraits de la DLS en mode batch, de ’AF4-DLS-MALS et du MET avec préparation
par coloration négative.
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Figure 3.62 — Distributions de tailles cumulatives, obtenues par AF4-DLS, AF4-MALS et MET avec
préparation par coloration négative.
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L’amélioration de contraste développée au cours de cette thése avait pour but de rendre
possible 'observation en in-situ liquide des LNP. Ceci a été rendu possible par le greffage
d’ions métalliques en surface des LNP, et notamment sur des groupements thiol ajoutés a
cet effet lors de la synthése des LNP. Afin de pouvoir conclure quant aux résultats obtenus
avec cette technique sur la formation d’une coquille métallique, notamment sur une éventuelle
augmentation du diamétre des LNP aprés greffage, les particules ont été analysées avant et
aprés greffage en coloration négative. Il est alors apparu que le diamétre des LNP avait bien
augmenté (Tableau 3.11). Ceci est validé par une analyse en DLS en mode on-line réalisée en
paralléle qui montre des diamétres plus importants aprés greffage (Figure 3.63).

1,0 5 80
1 / —— | (avant greffage)
| (aprés greffage)
—— D, (avant greffage)
] D, (aprés greffage)| + 70
0,8 g
2
< 60 5
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) ] =
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No)) ] s,
k= =
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Figure 3.63 — Comparaison des diameétres hydrodynamiques obtenus par DLS en mode on-line de LNP
F80 avant et aprés greffage.

3.2.3.1.2 Structure/forme

Il a été démontré que le cryo-MET n’était pas adapté pour 'observation des LNP, du
fait des artéfacts entrainés par la préparation & 'aide de 'automate de congélation rapide.
En effet, il a été constaté une déformation de celles-ci lors de 1’étape d’absorption de 'excés
de liquide sur la grille d’observation, ceci malgré les différentes optimisations réalisées. C’est
pourquoi les LNP ont ensuite été observées en coloration négative, ce qui a permis de mettre
en évidence la forme ronde de celles-ci, avec un coefficient de rotondité de 0,8. Cependant,
le masque créé autour des particules par le contrastant ne permet pas de conclure quant a
la structure cceur/coquille des LNP. Leur forme ronde est confirmée au travers du facteur
de forme obtenu griace a la DLS et au MALS en mode on-line avec une valeur de 1 qui
correspondrait & des sphéres molles.

Le greffage d’ions métalliques a quant a lui permis de révéler cette structure coeur/coquille
des LNP aprés leur observation & l’aide du porte-objet in-situ liquide. Ceci a également
confirmé leur forme ronde, le coefficient de rotondité étant de 0,8 & 0,9. La comparaison des
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greffages par des nanoparticules d’or et par du chlorure d’or a montré la formation dune
coquille métallique d’autant plus épaisse que le nombre d’ions ajoutés aux LNP une fois
déprotégées de la pyridine est grand. Cependant, cette coquille d’or ne permet pas de protéger
la forme des LNP qui restent fragiles lors de leur cryo-fixation pour une observation cryo-MET
(Figure 3.64).

Figure 3.64 — Images cryo-MET des LNP F80 NC75 avec ligands thiolés avant (a) et aprés greffage
par un sel d’or (b).

3.2.3.1.3 Etat de dispersion

Les LNP semblent bien dispersées dans leur solvant au vu des observations par cryo-MET,
malgré la déformation des particules. Ceci est confirmé par les différentes observations en in-
situ liquide. Au regard des diamétres mesurés par DLS et MALS en mode batch et/ou on-line,
aucun agglomérat ou agrégat n’est mesuré.

3.2.3.1.4 Récapitulatif

Pour ce qui est de la caractérisation des LNP, il semble que la meilleure technique
d’analyse soit le MET en voie séche avec coloration négative (acétate d’uranyle) et
en in-situ liquide (greffage d’ions métalliques) car elle permet de rendre compte des
trois critéres morphologiques définis précédemment [311]. La distribution log-normale
des LNP a ainsi pu étre confirmée. Cependant, les diamétres obtenus sont légérement
biaisés du fait du séchage des chaines de PEG ou de la coquille métallique formée
entrainant respectivement une sous-évaluation et une surévaluation de la taille des
LNP. Ainsi, il est préférable de compléter cette caractérisation par de la DLS ou du
MALS en mode on-line, celles-ci donnant des résultats trés similaires. Le mode batch
n’est quant & lui pas adapté a la caractérisation des LNP du fait de la polydispersité
de celles-ci (Tableau 3.4 - valeurs min et max) [312].

125



Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

Il est & noter que le marquage métallique ici effectué, en plus de faciliter la ca-
ractérisation des LNP, pourrait également trouver des applications thérapeutiques et
plus particuliérement dans la destruction de cellules tumorales par photo-thermie. En
effet, une fois injectées dans ’organisme, une irradiation des particules permettrait de
détruire les cellules cancéreuses dans lesquelles les LNP se seraient internalisées. La
longueur d’onde d’irradiation dépendrait de 1’épaisseur de la coquille métallique au-
tour des LNP, il suffirait donc de connaitre cette derniére pour améliorer ’efficacité du
traitement.

3.2.3.2 Confrontation avec la bibliographie

La détermination de la forme et de la taille de particules lipidiques destinées a étre injectées
revét une importance primordiale en pharmacologie, afin d’obtenir les autorisations nécessaires
aux tests cliniques puis a la commercialisation du nanomédicament [107]. II a été démontré
précédemment 'importance de coupler plusieurs techniques de caractérisation afin de s’assurer
des résultats obtenus quant aux caractéres morphologiques de ces particules. La DLS, aussi
appelée PCS, est toutefois la technique la plus couramment utilisée.

Trés peu d’études comparent a la fois la DLS (en mode batch et/ou en mode on-line), le
MALS (mode on-line) et le MET pour ’étude de particules lipidiques, au nombre de trois a
ce jour? [313, 289, 291]. Les résultats obtenus concernant la mesure de tailles de particules
lipidiques par ces trois techniques sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3.13).

Tableau 3.13 — Comparaison de tailles moyennes et/ou minimales et maximales (nm) mesurées par
DLS en mode batch, MALS en mode on-line et cryo-MET dans la littérature.

Echantillon DLS AF4-MALS Cryo-MET
Liposomes
313] 45 - 110 40 - 90 30 - 80
LNP A 67 47 49

[289] (60 - 90) (35 - 100) (25 - 100)
NLC

2 2 N/A4
1201] 76 320 /

Il apparait dans le cas de ’étude de liposomes que les trois techniques donnent des résultats
assez similaires et seule la DLS aurait pu servir a caractériser ces particules (Figure 3.65)
[313]. 11 est cependant mentionné qu’il s’agit d’un cas idéal et que dans le cas de populations
ayant des tailles hétérogénes, comme les LNP F80 étudiées, la DLS en mode batch ne soit
pas suffisante. Pour ce qui est de I’étude de LNP A, composées notamment de petits ARN
interférents (siRNA, small interfering RNA) utilisés pour empécher I’expression d’un géne dans

3. Source Scopus pour une recherche : "lipid nanoparticles" AND ("light scattering" OR "DLS" OR "PCS"
OR "photon correlation spectroscopy") AND ("FFF" OR "fractionation") AND "multi-angle" AND ("TEM"
OR "transmission electron")

4. Donnée non disponible
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une cellule malade, les résultats obtenus par MET et AF4-MALS sont trés semblables [289].
Ces résultats différent de ce qui est obtenu par DLS en mode batch, ce dernier mesurant des
tailles de particules plus grandes. Cela est interprété comme une différence de définition entre
les différents diamétres analysés. En effet, la DLS mesurant un diamétre hydrodynamique
incluant la couche de solvatation du solvant autour des particules, les diamétres mesurés
peuvent étre légérement plus grands que ceux obtenus par d’autres méthodes. Toutefois, la
différence de 20 nm observée entre la DLS et '’AF4-MALS dans ce cas semble élevée pour ne
résulter que de la couche de solvatation. De plus, la taille minimale étant de ’ordre de 60 nm
par DLS contrairement aux 25 nm et 35 nm pour le MALS et le MET, il semblerait que les
plus petites particules soient masquées par les plus grandes. Ainsi, la DLS en mode batch ne
semble pas la méthode la plus précise dans ce cas pour analyser les LNP A. Enfin, en ce qui
concerne la 3éme étude sur les NLC, les particules ont des tailles beaucoup plus importantes
et ne sont pas de taille nanométrique & proprement parler au regard de la définition d’une
nanoparticule [291]. Les NLC présentent des tailles plus importantes en AF4-MALS qu’en
DLS, les données de MET n’étant pas disponibles. Ceci est interprété comme pouvant étre lié
a la coalescence des NLC a l'intérieur de ’AF4 sur la membrane de celui-ci. Le MET serait
donc un bon moyen de vérifier les tailles obtenues par DLS et MALS dans ce dernier cas.

Les trois cas d’étude présentés ci-dessus montrent I'importance de comparer plusieurs
techniques de caractérisation afin d’attester de 'exactitude des résultats obtenus concernant
des particules lipidiques. Le méme type de conclusion est obtenu si ’on étend la recherche a
des nanoparticules organiques en général, avec seulement 11 articles comparant les techniques
de caractérisation citées précédemment ®. D’autres techniques sont également utilisées pour
la caractérisation morphologique de particules organiques, et plus particuliérement des nano-
particules lipidiques, telles la microscopie & force atomique (AFM), le MEB ou encore la NTA
[276, 308, 314].

En plus des paramétres morphologiques, il est nécessaire de caractériser d’autres critéres
comme efficacité d’encapsulation du principe actif afin de s’assurer qu’il a bien été internalisé
dans les nanoparticules et ne se retrouve pas dans le surfactant [315]. Pour cela, connaissant
la quantité totale de principe actif ajoutée lors de la synthése ainsi que la quantité qui n’a
pas été internalisée, déduite par spectrophotométrie, il est aisé de remonter a la quantité de
principe actif a Uintérieur des particules. Le degré de cristallinité du/des lipide(s) composant
les nanotransporteurs est également important car de lui dépendra une bonne encapsulation
et un relargage contrdlé du principe actif [276]. Ce dernier peut étre déterminé par Calorimé-
trie Différentielle & Balayage (DSC, Differential Scanning Calorimetry ou par Diffraction des
Rayons X (XRD, X-Ray Diffraction).

5. Source Scopus pour une recherche : nanoparticles AND "light scattering" AND ("FFF" OR "fractiona-
tion") AND "multi-angle" AND ("TEM" OR "transmission electron")
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128

313].



3.3. Applications : étude de la stabilité des LNP

3.3 Applications : étude de la stabilité des LNP

Afin d’éprouver les techniques de caractérisation utilisées ci-dessus, des cas concrets d’ap-
plication des LNP ont été étudiés, a savoir 'influence du ratio cire/huile, 'incidence du type
de synthése (ultrasons et homogénéisation haute pression) et enfin leur interaction avec des
protéines.

3.3.1 Influence du ratio cire/huile

Il a été vu précédemment que des LNP dont le coeur est composé de 100% de cire cristal-
lisent sous forme hexagonale (Chapitre 3.2.2.2.2). Mais qu’en est-il de la forme et de la taille
des LNP pour d’autres ratios cire/huile ? Ainsi, 4 lots de LNP F80 possédant différents ratios
ont été comparés a savoir :

— NCO (0% de cire) ;

— NC25 (25% de cire) ;
— NC75 (75% de cire) ;
— NC100 (100% de cire).

Les observations MET des trois premiers échantillons colorés négativement montrent des
particules rondes, ce qui est confirmé par leur coefficient de rotondité de l'ordre de 0,8 (Figure
3.66.a, b et c¢). Pour ce qui est des LNP F80 NC100, des particules rondes coexistent avec
des batonnets, ce qui implique une cristallisation du coeur des LNP a température ambiante
(Figure 3.66.d) (Chapitre 3.2.2.2.2). Ainsi, les analyses MALS ont été réalisées en choisissant
un modéle « batonnet » afin d’étre cohérent avec la forme des particules observée, ce qui n’est
pas possible en DLS.

Pour ce qui est de leur taille, les distributions différentielles et cumulées ont été tracées
a partir des données de MET brutes, interpolées par une loi log-normale, seulement pour les
échantillons NC0, NC25 et NC75, le lot NC100 ayant une trop importante dispersion de tailles
(Figure 3.67). Toutefois, la taille moyenne, 'écart-type et les tailles minimale et maximale de
ce dernier ont tout de méme pu étre extraits des valeurs brutes obtenues par MET (Tableau
3.14). Les distributions des LNP NC25 et NC75 sont trés similaires, ce qui est confirmé par les
données obtenues par AF4-MALS-DLS. Les LNP NC25 possédent toutefois une distribution
de tailles légérement plus large que les NC75. Pour ce qui est des LNP NCO, la différence
avec les LNP NC25 et NC75 est sans équivoque. En effet, elles ont une taille moyenne et un
écart-type beaucoup plus grands que les deux autres compositions de cceur, ce qui est confirmé
par DLS et MALS en mode on-line (Tableau 3.14). Toutefois, les tailles maximales mesurées
en diffusion de la lumiére sont plus petites qu’en MET, ce qui pourrait venir du fait que les
plus grosses particules soient restées coincées dans le canal de ’AF4.

La ratio cire/huile dans le coeur des LNP n’a pas d’influence sur leur forme, qui reste
bien ronde tant que la quantité d’huile n’est pas nulle. En effet, avec un coeur composé
de 100% de cire, les particules apparaissent cristallisées sous la forme d’hexagones. Pour ce
qui est de leur taille, l'influence du ratio cire/huile est non négligeable. En effet, plus ce
dernier diminue et plus la taille des particules rondes augmente. Une analyse par Calorimétrie
Différentielle a Balayage (DSC, Differential Scanning Calorimetry) pourrait permettre de
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comprendre les phénoménes ici mis en jeu. Au regard de ces observations, il est important
de respecter scrupuleusement les quantités de cire et d’huile & ajouter lors de la synthése des
LNP, & défaut de quoi la taille des particules pourrait s’en trouver modifiée par rapport a ce
qui est attendu. De plus, le principe actif est difficilement encapsulable dans le coeur des LNP
lorsque celui-ci est cristallisé, il est donc préférable de ne pas utiliser les LNP NC100.

Figure 3.66 — Images MET avec préparation par coloration négative (AcUr) de LNP F80 NCO (a),
NC25 (b), NC75 (c) et NC100 (d).

6. Mesure de la longueur des particules
7. Donnée non disponible
8. Application du modéle batonnet (rod)
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Figure 3.67 — Distributions de tailles différentielles et cumulatives obtenues par MET de LNP F80
NCO0, NC25 et NC75 colorés négativement.

Tableau 3.14 — Récapitulatif des tailles moyennes, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale
et maximale (nm) des LNP F80 NC0, NC25, NC75 et NC100.

Echantillon Technique X S Xm dso D,in - Dz
MET 52 26 37 46 15 - 180
NCO AF4-DLS 55 12 58 54 36 - 91
AF4-MALS | 58 9 56 57 33- 76
MET 34 16 25 31 15 - 110
NC25 AF4-DLS 53 11 58 50 36 - 82
AF4-MALS | 60 8 58 56 40 - 82
MET 31 11 26 31 16 - 80
NC75 AF4-DLS 45 9 47 40 24 - 71
AF4-MALS | 46 8 46 44 33 - 69
MET ¢ 119 | 132 | N/AT | N/A7 16 - 750
NC100 AF4-DLS 77 28 74 72 50 - 230
AF4-MALS® | 128 | N/AT | 120 | N/AT 94 - 268
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3.3.2 Procédés de synthése

Les LNP peuvent étre synthétisées selon deux voies de synthése : soit par ultrasons (US),
soit par homogénéisation haute pression (HPH) (Chapitre 3.1.4). Les ultrasons sont utilisés
pour synthétiser de petites quantités, notamment pour les tests en laboratoire, contrairement
a 'HPH qui est quant & elle plutdt utilisé pour synthétiser de grosses quantités pour 'industrie
pharmaceutique. Il est donc d’une importance fondamentale que les particules synthétisées a
I’échelle industrielle aient des caractéristiques identiques & celles synthétisées en laboratoire.

Les particules analysées ici sont des LNP F80 NC25. Que ce soit par US ou par HPH, les
LNP apparaissent bien rondes, ce qui est confirmé par leur coefficient de rotondité de 'ordre
de 0,8 dans les deux cas (Figure 3.68).

Figure 3.68 — Images MET avec préparation par coloration négative de LNP F80 NC25 synthétisées
par ultrasons (a) et homogénéisation haute pression (b).

Il apparait que les LNP synthétisées par HPH sont légérement plus grosses que celles
synthétisées par US, bien que les compositions soient identiques (Tableau 3.15) (Figure 3.69).
Des phénoménes similaires et contradictoires ont été observés pour des particules lipidiques
dans la littérature [316, 317, 276]. Ceci pourrait venir du fait que les échantillons préparés
par US possédent une légére variabilité de taille d’un lot & un autre due a 'opérateur, ce qui
n’est pas le cas en HPH ou ce dernier n’intervient pas. En effet, selon la position de la sonde,
des particules plus ou moins grosses d’un lot & un autre peuvent étre obtenues. Ces variations
restant trés minimes, elles ne sont pas visibles par DLS en mode batch mais le sont aprés une
étape de fractionnement avant leur détection [318].

Une certaine différence est observée entre les tailles de particules synthétisées par HPH
et US. Cette derniére est donc a prendre en compte dans le cas ol les paramétres physico-
chimiques déterminés en amont en laboratoire doivent étre conservés pour la production &
I’échelle industrielle.
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Tableau 3.15 — Comparaison des diamétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles mini-
males et maximales (nm) des LNP F80 NC25 synthétisées par US et HPH, par AF4-DLS et aprés
interpolation des données de MET (coloration négative).

Préparation | Technique X S Xm dso D.in - Dz
MET 36 15 25 31 15 - 110
US
AF4-DLS 53 11 58 50 36 - 82
MET 44 22 31 39 15 - 150
HPH
AF4-DLS 60 6 60 55 50 - 77
100 - 100
—US
90 — HPH|E 90
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Figure 3.69 — Distributions de tailles différentielles et cumulatives obtenues par MET de LNP F80
NC25 synthétisées par ultrasons (rouge) et homogénéisation haute pression (bleu).

133



Chapitre 3. Caractérisation de nanoparticules organiques : les Lipidots

3.3.3 Interaction avec des protéines

Les particules ici étudiées étant amenées & étre injectées dans le corps humain une fois
chargées avec un principe actif, il est nécessaire que les protéines présentes dans le systéme
sanguin n’interagissent pas avec les LNP. En effet, les particules ne doivent pas étre dégradées
avant d’atteindre leur site d’action afin de ne pas libérer le principe actif trop tét limitant
alors son efficacité.

Deux types de LNP F50 NC25, avec et sans principe actif, ont ainsi été étudiés avant
et aprés interaction avec des protéines. Les LNP chargées, appelées LipImageTM, ont pour
principe actif I'IR-780 iodide. Ce dernier est utilisé en imagerie de fluorescence proche infra-
rouge pour la détection de tumeur [319].

Afin de reproduire au mieux les conditions d’interaction des particules avec les protéines
du sang, du sérum de veau foetal (FBS, Foetal Bovine Serum) a été utilisé. Le protocole établi
pour 'incubation est le suivant :

— dilution par 2,5 des LNP dans du FBS pur;
— incubation & 37°C pendant 1h;
— dilution par 20 des LNP + FBS dans du PBS.

Les LipImages et LNP F50 NC25 ont ensuite été analysées par MET aprés coloration
négative et par AF4-DLS, les différents paramétres mesurés étant récapitulés dans le tableau
ci-dessous (Tableau 3.16) (Figures 3.70 a 3.73).

Tableau 3.16 — Comparaison des diamétres moyens, écarts-types, modes, médianes et tailles minimales
et maximales (nm) des LNP F50 et LipImages avant et aprés interaction avec du FBS, par AF4-DLS
et MET avec préparation par coloration négative (interpolation des données).

Préparation | Technique X S Xm dso Dyin - Dinaz
LNP F50 MET 30 14 23 27 10 - 93
w/o AF4-DLS | N/A9 | N/AY | 45 | N/A® 25 - 77
LNP F50 MET 29 9 24 27 10 - 74
w/ AF4-DLS | N/A? | NJA? | 44 | N/A? 37 - 62
LipImage MET 31 15 23 28 10 - 96
w/o AF4-DLS | N/A® | N/AY | 42 | N/A? 25 - 86
LipImage MET 28 10 23 27 10 - 77
w/ AF4-DLS | N/A® | NJA? | 45 | N/A? 37 - 65

9. Donnée non pertinente du fait de la présence des protéines
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Figure 3.70 — Distributions de tailles différentielles et cumulatives obtenues par MET de LNP F50
avant (bleu) et aprés (rouge) incubation dans du FBS.
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Figure 3.71 — Comparaison des diamétres hydrodynamiques de LNP F50 avant (bleu) et aprés (rouge)
interaction avec du FBS.
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Figure 3.72 — Distributions de tailles différentielles et cumulatives obtenues par MET de LipImage
avant (bleu) et aprés (rouge) incubation dans du FBS.
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Les tailles inférieures & 10 nm n’ont pas été prises en compte en MET, pouvant s’agir
des protéines, ce qui est confirmé par les analyses AF4-DLS ou la présence des protéines est
clairement visible. Il apparait que les particules aprés interaction avec des protéines ont des
distributions de tailles 1égérement plus étroites qu’avant interaction. Ceci est particuliérement
visible pour les LNP F50 sans principe actif. Cette différence de taille pourrait étre liée a
un relargage partiel de chaines de PEG et de lécithine de l'extréme surface des LNP. Ce
comportement est contraire & celui observé dans la littérature pour des liposomes chargés
(Doxil) [313]. Cela peut venir du fait que ces derniers sont plus stables que les LNP.
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Figure 3.74 — Comparaison des diamétres de liposomes chargés (Doxil) par DLS en mode batch et
AF4-DLS-MALS, aprés interaction avec du FBS [313].

3.3.4 Bilan

Ces trois cas d’application ont permis de montrer que la microscopie électronique en
transmission ainsi que la diffusion de la lumiére en aval d’une technique de fraction-
nement sont des techniques fiables pour caractériser physiquement des particules lipi-
diques. Il a ainsi été démontré que le ratio cire/huile influence de maniére non négli-
geable la taille ainsi que la forme des particules. Les deux procédés utilisés pour la
synthése montrent quelques variabilités de 1'un par rapport & 'autre. Enfin, I'interac-
tion avec des protéines et des LNP chargées et non chargées a pu mettre en évidence
un éventuel relargage de chaines de PEG et de lécithine de la surface des LNP.
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Ce chapitre a pour but d’appliquer la routine de caractérisation précédemment mise au
point. Le matériau sur lequel s’est concentré cette analyse est une poudre de nanoparticules
d’oxyde de titane enrobées dans du dioxyde de silicium. Elles sont typiquement utilisées en
tant que filtres UV dans les crémes solaires. Dans un premier temps, un bref état de Dart
concernant les cosmétiques et 'utilisation de ces nanoparticules a été réalisé. Les différentes
caractérisations physico-chimiques effectuées sur celles-ci sont ensuite présentées. Enfin, une
étude du vieillissement a été mise en place sur ces particules et d’autres comportant un
enrobage différent.



Chapitre 4. Caractérisation d’oxydes métalliques nanométriques utilisés dans
les crémes solaires

4.1 Nanoparticules d’oxydes métalliques et cosmétologie

4.1.1 Cosmeétiques et nanotechnologies

Les cosmétiques, regroupant tous les produits mis en contact avec le corps humain & des
fins non thérapeutiques, sont regroupés en trois grandes catégories :

— les produits d’hygiéne : savon, shampoing, dentifrice, déodorant, ...;
— les produits de soin : créme hydratante, créme solaire, soin capillaire, ... ;
— les produits d’esthétique : maquillage, parfum, ... .

Afin de répondre aux problématiques d’efficacité, de stabilité et de texture de ces pré-
parations cosmétiques, des particules de taille nanométrique ont été introduites lors de leur
formulation. En effet, elles sont plus & méme de passer les barriéres de la peau et donc d’agir
sur les couches les plus profondes de I’épiderme et du cuir chevelu [320]. En ce qui concerne
la stabilité, cette derniére est grandement améliorée en passant d’'un état micro & un état

1 ce qui peut améliorer la du-

nanoparticulaire, notamment dans le cas de microémulsions
rée de vie du produit. Enfin, le passage a ’échelle nanométrique, pour certains constituants,
peut permettre de changer l'aspect d’une créme en la rendant transparente une fois étalée
sur la peau. En effet, les propriétés optiques des nanomatériaux sont différentes de celles des

matériaux massifs correspondants [322].

Les nanoparticules utilisées dans les cosmétiques peuvent étre regroupées en deux grandes
catégories : les particules dites "labiles" et les particules "stables" [323]. Les particules
labiles, c’est-a-dire peu stables, fragiles et donc sujettes a désintégration, regroupent 1’en-
semble des nanotransporteurs de principe actif comme les nanoémulsions (NLC, SLN), les
nanocapsules ou encore les liposomes (Chapitre 3.1.3) [324]. 1l s’agit donc majoritairement de
particules organiques, utilisées pour le relargage progressif de principe actif.

En ce qui concerne les particules stables, celles-ci ne font pas référence a la stabilité
colloidale mais caractérisent I'insolubilité des particules ou leur non désintégration. Ainsi,
les particules métalliques (nanoparticules d’or, d’argent, ...), les oxydes métalliques (dioxyde
de titane, oxyde de zinc, ... ), les quantum dots ou encore les fullerénes sont classés dans
cette catégorie (325, 326, 327|. Elles sont plus particuliérement utilisées dans les crémes en
tant qu’anti-radicaux libres afin de protéger la peau de la pollution, des effets de ’age ou

,,,,,

particuliérement des oxydes métalliques utilisés en tant que filtres UV dans des crémes solaires.

4.1.2 Photoprotection et filtres UV

Les rayonnements ultraviolets (UV) émis par le Soleil et arrivant sur Terre aprés avoir
traversé la couche d’ozone sont décomposés en deux types : les UVA et les UVB, ayant
respectivement des longueurs d’onde comprises entre 320 - 400 nm et 280 - 320 nm [328].
Les UVB, ayant une longueur d’onde plus faible que les UVA, pénétrent seulement la couche
supérieure de I’épiderme tandis que ces derniers pénétrent plus profondément jusqu’a la couche
basale (jonction dermo-épidermique) (Figure 4.1). Ils interagissent alors au niveau moléculaire
sur les brins d’ADN, ce qui peut entrainer des mutations et donc des lésions cancéreuses.

1. attention, le préfixe "micro" pour une émulsion ne fait pas ici référence a la taille des particules [321]
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Epiderme

- Jonction
1 dermo-épidermique

Derme

Hypoderme

Figure 4.1 — Plan en coupe des trois couches de la peau [329].

Du fait de cette interaction avec les cellules de 1’épiderme, les UVA et UVB sont « en
partie responsables des 80 000 cancers de la peau diagnostiqués chaque année en France »
selon 'INPES (Institut National de Prévention et d’Education pour la Santé). C’est pourquoi
les protections solaires ne sont pas & négliger lors d’une exposition, méme courte, aux UV.
Ces derniéres doivent ainsi remplir trois grandes spécificités [326] :

— @étre photostables afin de ne pas se dégrader lors de leur exposition aux UV ;

— dissiper I’énergie absorbée afin d’empécher ou de limiter les dégats sur la peau suite a
I'irradiation UV ;

— ne pas pénétrer la barriére de la peau afin de pas interagir avec les cellules de ’épiderme,
ce qui pourrait entrainer des lésions au niveau de leur ADN.

Afin de répondre & ces critéres, deux types de filtres UV existent : des filtres chimiques
majoritairement composés de molécules organiques et des filtres physiques composés de
particules minérales comme du TiO9 ou du ZnO. Les filtres UV chimiques, comme le benzo-
phénone ou le salicylate, absorbent les UV, ainsi leur énergie est atténuée lorsqu’ils atteignent
I’épiderme. Toutefois, ils ne sont efficaces que contre un type d’UV (UVA ou UVB) et ont
une durée d’action limitée. De plus, ils peuvent étre allergisants ou irritants. Il a, en outre,
été démontré que ces derniers sont nocifs pour I’environnement et notamment pour les coraux
qui finissent par blanchir voire mourir [330]. Ceci peut avoir des conséquences désastreuses a
grande échelle sur la faune marine. C’est pourquoi les filtres minéraux sont désormais préférés
par les industries cosmétiques (Figure 4.2) [331].

Les filtres UV minéraux sont bien souvent composés de particules de TiOs ou de ZnO
[332, 331]. Les UV (UVA et UVB) sont arrétés par les particules grace a leur absorption,
réflexion et diffusion. Ces propriétés sont gouvernées par la taille des particules d’oxydes et
leur dispersion dans la créme de base, ainsi que par leur indice de réfraction et I’épaisseur de la
couche de créme étalée sur la zone a protéger [326]. En effet, plus les particules sont dispersées
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et petites, plus l'efficacité contre les UV est améliorée. Lorsque les particules sont de taille
nanométrique, il est possible de créer des produits solaires transparents, ce qui est apprécié
pour des raisons esthétiques. Cependant, du fait de cette taille, il est nécessaire de s’assurer
que les particules ne puissent pas passer la barriére de la peau et donc causer plus de dommages
que le soleil lui-méme. Ainsi, diverses études toxicologiques ont été réalisées et ont montré
que le TiO et le ZnO sous forme nanoparticulaire ne traversaient pas I’épiderme [333, 332].
Ceci peut ne pas étre le cas pour une peau endommagée (coupure, eczéma, ...) . Cependant,
leur toxicité serait plus & méme de provenir de la libération et de la pénétration dans les
couches supérieures de I’épiderme de Dérivés Réactifs de ’Oxygéne (DRO ou ROS, Reactive
Oxygen Species) lors de l'exposition aux UV de ces particules (Figure 4.3). C’est pourquoi
elles sont souvent enrobées d’un composant non réactif. En ce qui concerne leur efficacité, il a
été montré que les particules de TiOy possédent un meilleur indice de protection solaire (SPF,
Solar Protection Factor) comparées aux ZnO, pour une méme concentration de 25% (valeur
maximale autorisée) [334]. Ces derniéres ont donc été étudiées dans la suite de ce chapitre.

Ti0,
O / -
O
s OO
Créme
solaire = O -
@ o o
< o
Filtre chimique Filtre minéral

Figure 4.2 — Principe(s) d’action des filtres UV chimiques et minéraux (adapté de Stream2Sea).
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Figure 4.3 — Mécanisme de la formation de dérivés réactifs de 'oxygéne sous UV (adapté de [68]).
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4.1.3 Nanoparticules de TiO, type cceur/coquille

Les filtres UV sur lesquels s’est concentrée la deuxiéme partie de cette thése sont des
nanoparticules commerciales de TiOs, sous forme de poudre, appelées Eusolex® T-AVO
(Merck Group). Il s’agit de nanoparticules rutile de forme oblongue, ayant une taille de 26 +
2 nm [335]. Elles sont de type coeur /coquille, composée d'un coeur de TiO9 et d'un enrobage
de SiO4. L’enrobage revét une importance capitale puisqu’il permet d’isoler le TiOo du reste
de la formulation et empéche ses interactions avec la peau [331]. De plus, il ne réduit pas
les performances de protection solaire de ce dernier et aurait méme tendance a les améliorer
[334]. Un autre avantage de cet enrobage est qu’il permet de piéger les radicaux réactifs qui
se sont formés aprés interaction du dioxyde de titane avec ’eau ou 'oxygéne de lair, et méme
d’empécher leur formation.

Etant sous forme de poudre, les nanoparticules ont été remises en suspension dans de
l'eau et du FL-70 (Sigma-Aldrich), tampon améliorant la dispersion des particules et no-
tamment celles de SiOo, afin de pouvoir les analyser par MET et par DLS-MALS avec et
sans fractionnement [336]. Pouvant étre directement utilisées en tant que filtres UV dans des
cosmétiques, il est important de caractériser leur taille et leur état de dispersion afin de
vérifier si elles sont agglomérées ou non, puisque cela peut avoir un impact sur leur efficacité.
De méme, il est important de mesurer I’épaisseur de ’enrobage de SiO5 afin de déterminer
si celui-ci reste intact aprés exposition aux UV. Une analyse de leur composition chimique
permet également de vérifier la pureté des particules.

4.1.4 Bilan

Au cours de cette section, il a été vu 'importance que revét désormais I'introduction
de nanoparticules dans les formulations cosmétiques afin d’améliorer leur efficacité, leur
stabilité mais aussi leur texture. Des particules d’oxyde de titane enrobées d’oxyde de
silicium et commercialisées par Merck ont été étudiées. Ces nanoparticules sont utilisées
en tant que filtres UV dans les crémes solaires. Une caractérisation physico-chimique a
été mise en place afin d’étudier leur taille, leur forme, leur état d’agglomération, leur
composition chimique et enfin I’épaisseur de ’enrobage de SiOs. Enfin, une analyse de
ces particules aprés vieillissement en enceinte climatique UV a été réalisée.
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4.2 Caractérisation

Cette section présente les différentes caractérisations physico-chimiques effectuées sur la
poudre Eusolex® T-AVO par DLS en mode batch, MALS en mode on-line puis par MET
avec les préparations d’échantillons qui lui sont associées.

Les particules de T-AVO ont tout d’abord été remises en suspension dans de l'eau et du
FL-70 (50% de la concentration micellaire critique (CMC)) a hauteur de 50 ppm, soit 50
ug/mL, afin de vérifier que le FL-70 est le plus adapté a leur dispersion. Les résultats obtenus
par DLS montrent que les diamétres hydrodynamiques moyens, déterminés a partir du z-
average, sont plus faibles lorsque le T-AVO est dispersé dans le FL-70 (Figure 4.4). Ainsi, ce
dernier serait le plus & méme de disperser les particules, c’est pourquoi il a été choisi comme
solvant dans le reste de cette étude dans le but de limiter leur agglomération. Afin de respecter
I’équilibre de la peau, il est préférable de concevoir des crémes de pH neutre, c’est pourquoi
le pH doit étre ajusté a 7.
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Figure 4.4 — Influence de I’eau (bleu) et du FL-70 (rouge) selon leur pH sur la dispersion des particules
de TiO, composant la poudre Eusolex® T-AVO.

De méme que dans le cas d’étude de LNP, seuls le diamétre moyen X, le mode ,,, ’écart-
type s, la médiane dsg et les valeurs minimales et maximales des tailles des particules ou amas
ont été relevés, dans la mesure du possible, pour chaque technique de caractérisation.
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4.2.1 Diffusion de la lumiére
4.2.1.1 Mode batch (DLS)

La concentration des particules a été diminuée a 10 ppm afin de limiter leur éventuelle
agglomération. Les distributions de tailles différentielle et cumulée en intensité ont permis
d’obtenir le diamétre hydrodynamique moyen des particules ou amas composant le T-AVO,
leur écart-type, le mode, la médiane ainsi que les valeurs minimales et maximales, récapitulés
dans le tableau ci-dessous (Tableau 4.1) (Figure 4.5). Au vu de son écart-type et des valeurs
minimale et maximale mesurées, les particules composant le T-AVO sont agglomérées. En
effet, la taille d’une particule primaire étant de 'ordre de 26 + 2 nm, il s’agit ici d’amas de
particules qui sont mesurés par DLS [335].

Tableau 4.1 — Taille moyenne, écart-type, mode, médiane et tailles minimale et maximale (en nm)
d’amas de particules de T-AVO, mesurés par DLS en mode batch.

Echantillon X S X, dso D,in - Dinaz
T-AVO 184 88 164 149 40 - 1000
20 - /__/. = 100
18 = 90
g 16—: | é-so _
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Figure 4.5 — Distributions de taille différentielle (rouge) et cumulée (bleu) en intensité de parti-
cules/amas de T-AVO, obtenues par DLS en mode batch.

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus par DLS avec la littérature, le z-average
de la suspension de particules de T-AVO a 10 ppm a été relevé ainsi que son indice de
polydispersité. Ceux-ci sont respectivement de 160 + 2 nm et 0,16 a pH 7 dans le FL-70.
Ces valeurs sont plus faibles que ce qui est obtenu dans un tampon phosphate salin (PBS)
ou le z-average est de 310 + 36 et le PDI de 0,29 [335]. Ainsi, le FL-70 semble améliorer la
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dispersion des particules de TiOs, contrairement au PBS, mais reste toutefois inefficace pour
les disperser correctement.

4.2.1.2 Mode on-line (AF4-MALS)

Le détecteur de la DLS en mode on-line ne donnant pas de résultats probant pour des
particules dont la taille est supérieure & 200 nm, seule ’AF4-MALS a été utilisée pour cette
étude.

Contrairement aux LNP ou le PBS était utilisé comme éluant, c’est le FL-70 qui a ici été
choisi afin de disperser au mieux les particules de TiO4 dans le canal de ’AF4. Les paramétres
du flux transverse, différents de ceux utilisés pour les LNP qui ne sont pas adaptés pour cette
analyse, ont fait 'objet de certains développements lors d’une thése menée en paralléle (Figure
4.6 - courbe rouge) [157]. La suspension de T-AVO de 10 ppm a été injectée entre la 2°™¢ et
la 5¢¢ minute a hauteur de 100 uL. Le détecteur commence a enregistrer du signal & partir
de la 15°™¢ minute et ce jusqu’a la 33°™¢
massique de récupération en sortie de I’AF4 est de 'ordre de 5% ce qui est extrémement faible,

comparé aux LNP. Les résultats sont donc a interpréter avec une grande précaution.

minute (Figure 4.6 - courbe bleue). Le pourcentage
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Figure 4.6 — Parameétres du flux transverse (rouge) et durée d’injection (vert) employés pour 'analyse
de T-AVO et profil d’élution correspondant (bleu).

Les différents paramétres de tailles obtenus par AF4-MALS, & partir des distributions
de taille et du pic d’élution, sont récapitulés ci-aprés (Figures 4.7 et 4.8) (Tableau 4.2).
Aucun modéle morphologique n’a été imposé pour linterpolation des données, leur taille
étant supérieure & 150 nm. De méme que pour les LNP, la distribution différentielle de taille
obtenue par AF4-MALS est discutable, n’étant pas assimilable a une loi log-normale. Au vu
des tailles obtenues par cette technique, le fractionnement des particules avant leur détection
n’a pas permis de disperser correctement les agglomérats en suspension lors de leur passage
dans le canal de ’AF4.
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Tableau 4.2 — Taille moyenne, écart-type, mode, médiane et tailles minimale et maximale (en nm)
d’amas de particules de T-AVO, obtenus par AF4-MALS.

Echantillon X S Xm dso D,in - Dz

T-AVO 156 67 255 260 40 - 900
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Figure 4.7 — Mesure du diamétre géométrique de particules/amas de T-AVO par AF4-MALS.
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Figure 4.8 — Distributions de taille différentielle (rouge) et cumulée (bleu) en volume des parti-
cules/amas de T-AVO, obtenues par AF4-MALS.
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Il n’existe actuellement aucune étude des poudres de T-AVO par AF4-MALS. La com-
paraison avec d’autres types de particules de TiOs rutile est possible mais & nuancer dans
Pinterprétation des résultats du fait de I’absence d’un enrobage de SiOs. Ainsi, pour des
particules NM-104 de TiO, rutile, les analyses par AF4-MALS montrent des particules po-
lydispersées, de 100 nm a 600 nm de diamétre (Figure 4.9) [337]. Il semble donc difficile de
disperser de fagon unitaire des particules de TiOs.
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Figure 4.9 — Mesure du diamétre géométrique de particules/amas de TiO rutile selon le temps d’in-
jection par AF4-MALS [337]

4.2.1.3 Bilan intermédiaire LS

Les résultats obtenus par DLS en mode batch ou par AF4-MALS sont trés similaires
en ce qui concerne les gammes de tailles mesurées (Tableau 4.3). En effet, les particules
analysées par ces deux techniques ont des tailles comprises entre 40 nm et 1000 nm
environ. Cette gamme est significative de la présence d’agglomérats, la taille d’une
particule primaire étant de 26 + 2 nm [335]. Toutefois, le diamétre moyen, le mode
et la médiane sont plus élevés lorsqu’ils sont mesurés par AF4-MALS que par DLS en
mode batch. Ceci pourrait venir du fait que les particules de TiO5 se sont agglomérées
dans le canal de ’AF4. Le pourcentage massique de récupération en sortie de ’AF4
étant trés faible, il est possible que de plus gros agglomérats se soient formés dans le
canal et y soient restés piégés. Ainsi, aucune de ces deux techniques ne permet d’obtenir
des données quant a la taille des particules primaires qui composent ces agglomérats.
Seule une étude par microscopie permettrait d’obtenir les informations manquantes.
C’est pourquoi les particules de T-AVO ont ensuite été observées par MET.

Tableau 4.3 — Comparaison des tailles moyennes, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale et
maximale (en nm) d’amas de particules de T-AVO, obtenus par DLS en mode batch et AF4-MALS.

Echantillon X S Xm dso D,in - Dz
DLS

mode bacth 184 88 164 149 40 - 1000

AF4-MALS 156 67 255 260 40 - 900

148



4.2. Caractérisation

4.2.2 Microscopie Electronique en Transmission (MET)
4.2.2.1 Voie séche

Les particules d’Eusolex® T-AVO ont tout d’abord été observées en voie séche & hauteur
de 50 ppm (trés peu voire aucune particule n’étant observée pour une suspension & 10 ppm).
Elles apparaissent trés bien contrastées, contrairement aux LNP, et n’ont donc pas nécessité
'utilisation d’un contrastant (Figure 4.10). Elles sont similaires aux caractérisations MET
effectuées par le fabricant (Figure 4.11) [338].

Figure 4.10 — Images MET de particules de T-AVO préparées en voie séche.

Figure 4.11 — Images MET de particules de T-AVO issue de la littérature [338].

De nombreux agglomérats, dont la taille varie de la dizaine & plusieurs centaines de nano-
métres, et quelques rares particules isolées sont observés. Leur agglomération n’a pas permis
de réaliser des mesures automatiques de taille de particules et celles-ci ont donc été faites
manuellement.

Du fait de la forme oblongue des particules de TiOs, leur largeur ainsi que leur longueur ont
été relevées puis interpolées par une loi log-normale. Toutefois, il est & noter que I’échantillon
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de la population analysée est trés faible pour une analyse par MET (inférieur a 200 particules).
Ceci vient du fait que 'agglomération des particules a rendu difficile leur discernement et donc
leur mesure. Cependant, malgré le faible nombre de particules analysées, 'interpolation est
cohérente avec les données brutes (Figures 4.12 et 4.13).
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Figure 4.12 — Distribution de taille (largeur) des particules de T-AVO (histogramme bleu) et interpo-
lation des données (courbe rouge), obtenues par MET.
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Figure 4.13 — Distribution de taille (longueur) des particules de T-AVO (histogramme bleu) et inter-
polation des données (courbe rouge), obtenues par MET.
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Les différents paramétres de taille, & savoir la taille moyenne, I'écart-type, le mode, la
médiane et les tailles minimale et maximale, déterminés & partir des distributions différentielles
et cumulées pour la largeur et la longueur des particules, sont récapitulés dans le tableau ci-
aprés (Tableau 4.4) (Figure 4.14). La largeur varie trés peu d’une particule a une autre,
I’écart-type étant assez faible, contrairement & leur longueur qui elle est plus polydispersée.
Toutefois, les tailles obtenues par cette étude MET sont cohérentes avec la littérature.

Tableau 4.4 — Tailles moyennes, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale et maximale (en
nm) des particules de T-AVO obtenus par MET aprés interpolation des données.

Mesure X s Xm, dso Dinin = Dmag
Largeur 17 3 16 15 9-30
Longueur Y 16 o1 55 19 - 130

100 - 100

ey

SAT)R[NUIND WOTINLY)ST(]

Distribution différentielle

Taille des particules (largeur et longueur) (nm)

Figure 4.14 — Distributions différentielles et cumulatives de la largeur (& gauche) et de la longueur (a
droite) des particules de T-AVO, obtenues par MET.

Il apparait que les particules de T-AVO sont poreuses, avec des pores de l'ordre de 5
nm (Figure 4.15.a). L’enrobage de SiO2 quant & lui semble irrégulier et trés peu épais, de
l'ordre de quelques nanomeétres (Figure 4.15.b). Ceci est confirmé par des analyses utilisant la
Spectroscopie X a Dispersion d’Energie (EDS) qui confirme bien la présence de titane et de
silicium et un enrobage de SiOs vraisemblablement amorphe de 7 + 3 nm (Figures
4.16 et 4.17).
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Figure 4.15 — Images MET de particules de T-AVO préparées en voie séche. Les fleches rouges indiquent
des pores présents sur les nanoparticules. La fleche bleu indique I’enrobage de SiOs.
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Figure 4.16 — Cartographie (haut) et profil chimique (bas), correspondant a 'interface rouge d’une
particule de T-AVO, obtenus par EDS (violet : titane, vert : silicium, bleu : oxygéne).
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Figure 4.17 — Spectres EDS (échelles différentes) des particules de T-AVO.

Afin d’obtenir de plus amples informations concernant les pores et ’enrobage des particules
de T-AVO, des acquisitions en mode tomographique ont été effectuées. Elles ont tout
d’abord été réalisées en mode MET. Pour différents angles de rotation du porte-objet, des
contrastes de diffraction apparaissent, ce qui complique la reconstruction du tomogramme
(Figure 4.18). En ce qui concerne les pores des particules, la résolution du tomogramme est
trop faible pour extraire le volume 3D et obtenir des informations plus précises (Figure 4.19).

Figure 4.18 — Images MET de particules de T-AVO en voie séche acquises avec un écart d’angle de
rotation du porte-objet de 4°.
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Figure 4.19 — Tomogrammes en mode MET obtenus aprés reconstruction par rétroprojection sous
IMOD [339].

Les contrastes obtenus en mode MET proviennent ici principalement de leur orien-
tation cristalline, ce qui est atténué en mode STEM-HAADF. Quelques contrastes de
diffraction restent toutefois toujours présents malgré ’acquisition en mode STEM-HAADF et
la résolution est plus faible comparée au mode MET, les pores ne sont donc pas visibles aprés
reconstruction (Figures 4.20 et 4.21)

Figure 4.20 — Images STEM-HAADF de particules de T-AVO en voie séche acquises avec un écart
d’angle de rotation du porte-objet de 4°.
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Figure 4.21 — Tomogrammes en mode STEM-HAADF obtenus aprés reconstruction par rétroprojection
sous IMOD [339].

4.2.2.2 Cryogénie

Les gros agglomérats observés pouvant étre causés par la phase de séchage, les particules
de T-AVO ont ensuite été observées par cryo-MET afin de voir si la statistique, concernant le
nombre de particules mesurées, pouvait étre améliorée. La préparation pour une observation
par cryo-MET a nécessité quelques ajustements par rapport aux paramétres de cryo-fixation
initiaux utilisés pour les LNP, développés a la base pour l'observation de nanoparticules
d’argent [340]. Ainsi, la durée d’absorption a été réduite de 3s a 2s du fait de la taille des
agglomérats observés en voie séche, afin d’augmenter 1’épaisseur de glace sur la grille :

— une température d’enceinte de 20°C;

— une humidité de 100% ;

— une durée d’absorption de 2s;

— une force d’absorption de -5 (UA);

— une seule absorption;

— un temps d’attente avant absorption de 0s;

— un temps d’attente entre ’absorption et la trempe de Os.

Les particules apparaissent également poreuses et agglomérées avec des tailles d’amas
compris entre 100 nm et 900 nm, et trés peu de particules isolées sont observables (Figure
4.22). Du fait de la faible résolution des images et de la statistique trop petite des
particules et agglomérats présents sur la grille, une distribution de taille n’a pu étre mise
en place. En effet, il est possible, lors de ’étape d’absorption par les papiers filtres, que les
particules soient restées sur ces derniers. En ce qui concerne I'enrobage de SiOs, celui-ci n’est
pas visible di & un manque de résolution lié au mode cryogénique. Ainsi, cette technique de
préparation est limitée pour I’analyse de particules de T-AVO.
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Figure 4.22 — Images cryo-MET de nanoparticules de T-AVO.

4.2.2.3 In-situ liquide

Afin de s’affranchir de tout artéfact lié a la préparation d’échantillons, les particules de
T-AVO ont ensuite été observées via le porte-objet liquide in-situ Poséidon. Les particules de
TiO2 apparaissent également poreuses et agglomérées, avec une tendance a s’agglomérer
davantage sous le faisceau d’électrons (Figure 4.23). Les tailles d’agglomérats sont trés larges,
de quelques dizaines de nanométres au micrométre. Il est difficile d’observer I’enrobage
de SiOg, dont le contraste se confond avec celui du solvant. Le manque de résolution ainsi
que le mouvement brownien des particules a fort grandissement n’ont pas permis d’établir
une distribution de taille.

500 nm 200 nm

Figure 4.23 — Images MET de nanoparticules de T-AVO observées a 'aide du porte-objet in-situ
liquide.
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4.2.2.4 Bilan intermédiaire MET

L’observation des nanoparticules de T-AVO en voie séche, cryo-MET et en in-situ
liquide a révélé la présence de particules poreuses et oblongues, regroupées en agglo-
mérats dont la taille s’étale de la dizaine de nanomeétres au micromeétre. Toutefois, la
voie séche a permis d’obtenir une caractérisation physico-chimique bien plus compléte
que les deux autres techniques. En effet, il est plus aisé de distinguer les particules
lorsqu’elles sont agglomérées en voie séche du fait d’une résolution bien meilleure qu’en
cryo-MET ou en in-situ liquide. La largeur et la longueur moyenne des particules
sont respectivement de 17 + 2 nm et 57 + 2 nm, ce qui est cohérent avec la littérature

[335].

Des analyses chimiques ont également été mises en place en paralléle afin de déter-
miner la composition des particules ainsi que ’épaisseur de ’enrobage de SiOy présent
en surface. Les éléments titane, silicium et oxygéne apparaissent clairement sur les
particules de T-AVO, et aucune contamination par un autre élément n’est observée.
Pour ce qui est de ’épaisseur de I’enrobage, de 'ordre de 7 nm, celle-ci a pu étre
déterminée en réalisant des profils chimiques transverses aux particules.

Des acquisitions en mode tomographique ont été mis en place afin de pouvoir vi-
sualiser les particules, et notamment les pores et ’enrobage, en 3D. Les acquisitions
tomographiques en mode MET n’ont pas permis de résoudre correctement les pores des
particules et les contrastes de diffraction étaient trop importants pour pouvoir obtenir
une reconstruction correcte. C’est pourquoi les acquisitions tomographiques ont ensuite
été réalisées en mode STEM-HAADF afin de limiter ces contrastes de diffraction. Mal-
heureusement, la résolution était dégradée par rapport au mode MET, ce qui n’a pas
permis d’obtenir des volumes 3D satisfaisants.

Ainsi, la préparation par voie séche semble la plus adaptée parmi ces trois techniques
pour observer des nanoparticules de T-AVO.

4.2.3 Discussion
4.2.3.1 Comparaison des techniques de caractérisation

L’objectif de ce chapitre est de déterminer la technique de caractérisation la plus adaptée
parmi la DLS, 'AF4-MALS et le MET pour I'observation et 'identification de nanoparticules
d’Eusolex® T-AVO en suspension.

4.2.3.1.1 Dimensionnalité et état de dispersion

Les parameétres ici mesurés pour 1’étude de nanoparticules de TiO9 sont légérement diffé-
rents de ceux obtenus pour I'étude des LNP par MALS et MET (Chapitre 3.2.3.1.1) :

— DLS : diamétre hydrodynamique;
— MALS : diameétre géométrique (pas de modéle morphologique) ;
— MET : largeur et longueur des particules.
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De méme que pour les LNP, "appellation de « nanoparticules » est validée au vu des tailles
de particules primaires obtenues (Tableau 4.5). Toutefois, la définition du terme « nano » en
cosmétique n’est pas identique a celle préconisée par la Commission Européenne et n’impose
pas de pourcentage minimal en nombre de particule inférieure & 100 nm [341].

Tableau 4.5 — Comparaison des tailles moyennes, écarts-types, modes, médianes et tailles minimale
et maximale (en nm) des particules/agglomérats de T-AVO obtenus par DLS,; AF4-MALS et MET
(VS : voie séche).

Technique X S Xm dso Din - Dimas
DLS (bzx/tch) 184 S8 164 149 40 - 1000
agglomérat
AF4—M{&LS 156 67 255 260 40 - 900
agglomérats

MET cjryo N/A? N/A2 N/A2 N/A? 100 - 900
agglomérats
MET 11<’1u1de N /A2 N/A2 N/A? N/A? 50 - 1000
agglomeérats

MET

VS 17 3 16 15 9-30
largeur
MET VS 57 16 51 55 19 - 130
longueur

Les tailles mesurées par DLS et AF4-MALS ont montré des tailles trop élevées pour que les
particules en suspension soient dispersées, avec des tailles encore plus importantes par AF4-
MALS ce qui pourrait provenir d’'une agglomération dans le canal de fractionnement. Ceci est
confirmé par les observations par cryo-MET et in-situ liquide qui confirme la présence de ces
agglomérats de plusieurs centaines de nanométres. En effet, il n’est pas possible de déterminer
si les particules sont dispersées ou agglomérées en suspension en se basant uniquement sur la
voie séche, celle-ci ayant tendance a agglomérer les particules suite a I’évaporation du solvant.

Seule la voie séche a permis d’obtenir une résolution suffisante pour mesurer manuellement
et distinctement la largeur et la longueur des particules. Elles suivent toutes les deux une loi
log-normale et leur valeur moyenne respective sont de 17 = 2 nm et 57 £+ 2 nm. Ainsi, la
DLS et PAF4-MALS ne sont pas adaptées pour réaliser une étude fine des nanoparticules, de
méme que le cryo-MET et 1'in-situ liquide, ces deux derniers ayant une résolution moindre
comparée a ’observation en voie séche.

4.2.3.1.2 Structure physico-chimique

Quelle que soit la préparation d’échantillons utilisée, le MET a révélé la présence de
particules oblongues comportant des pores d’environ 5 nm de diamétre, également visibles
sur le cliché du fabriquant [338].
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Afin de vérifier la composition chimique des particules, des spectres EDS ont été acquis
en voie séche sur un agglomérat. Il apparait que les éléments titane, silicium et oxygéne sont
bien présents et aucune contamination n’est observée. En réalisant des profils chimiques sur
des particules, I’épaisseur de ’enrobage de SiO9 a pu étre déterminée. Cette derniére est ainsi
de 'ordre de 7 nm.

4.2.3.1.3 Récapitulatif

Pour ce qui est de la caractérisation physico-chimique des nanoparticules de T-
AVO, il semble que la meilleure technique parmi les trois étudiées soit la Microscopie
Electronique en Transmission avec une préparation en voie séche car elle permet
de rendre compte des différents paramétres de taille avec la possibilité de mesurer les
tailles des particules primaires et des agglomérats.

La caractérisation par MET en voie séche est d’autant plus compléte qu’il a été
possible de mettre en place des analyses chimiques afin de déterminer la composition
des particules et la taille de ’enrobage de SiOs.

4.2.3.2 Confrontation avec la bibliographie

La législation européenne impose désormais le signalement sur I’emballage d’'un cosmé-
tique de tout nanomatériau entrant dans sa composition [341]. Ainsi, une caractérisation
physico-chimique de ce dernier est donc nécessaire. Il a été démontré précédemment l'intérét
de comparer plusieurs techniques d’analyse car certaines peuvent ne pas étre représentatives
de la sous-dimensionnalité du matériau. Par exemple, si seule la DLS avait été utilisée précé-
demment, la poudre de T-AVO aurait alors pu ne pas étre considérée comme étant composée
de particules nanométriques, les amas mesurés étant supérieurs & 100 nm.

Il existe & ce jour seulement une publication évoquant la caractérisation physico-chimique
de particules de titane utilisées en tant que filtres UV par DLS, MALS et MET [342]. Une
quatriéme technique, la SP-ICPMS a également été utilisée pour caractériser ces particules
(Chapitre 1.2.2.4). Elles sont issues d’une créme solaire commerciale et ont nécessité une cer-
taine préparation avant de pouvoir étre analysées, étant sous la forme d’une créme et non
d’une suspension aqueuse. Les résultats concernant la taille des particules obtenues par ces
différentes techniques sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 4.6). Ils semblent
cohérents pour 'AF4-MALS, le MET et la SP-ICPMS, la DLS surestimant la taille des par-
ticules. Ceci peut étre lié au fait que les grosses particules masquent les plus petites en DLS.

Tableau 4.6 — Comparaison des tailles moyennes ou minimale et maximale (en nm) des particules de
titane issues d’une créme solaire commerciale, caractérisées par DLS, AF4-MALS, MET et SP-ICPMS
[342].

Echantillon DLS AF4-MALS MET SP-ICPMS
. 9E£7
TiOq 101 £ 5 60 - 180 60 - 180 80 = 10
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Le champ de recherche dans la littérature, en ce qui concerne la comparaison des techniques
de caractérisation utilisées tout au long de ce manuscrit, a ensuite été étendue a d’autres types
de particules inorganiques. Parmi elle, une étude analyse différentes encres de tatouage, dont
les résultats obtenus pour des encres noire et violette sont récapitulées ci-dessous (Tableau 4.7)
[343]. Elles sont respectivement composées de TiO2 et de noir de carbone. Il a été démontré
que certaines d’entre elles possédent des nanoparticules et doivent donc faire 'objet d’une
étude plus approfondie afin de déterminer si ces nanoparticules peuvent interagir avec les
cellules de la peau ou méme pénétrer celle-ci jusque dans le systéme sanguin. Il semble que,
comme pour les particules de T-AVO, le MET en voie séche soit ici la plus & méme de résoudre
la taille des particules primaires (Figure 4.24).

Tableau 4.7 — Comparaison de tailles moyennes et minimales et maximales (nm) d’encres de tatouage,
mesurées par DLS en mode batch, AF4-MALS et MET (voie séche) [343].

Encre DLS AF4-MALS MET
. 31 (19 - 52) 56 (11 - 100) 39 + 10
1
Violette 137 (60 - 281) | 271 (100 - 490) (31 - 48)
Noire 152 137 19 £ 11
(49 - 450) (21 - 330) (12 - 29)

Figure 4.24 — Images MET d’encre de tatouage préparées en voie séche. E. Encre violette. F. Encre
noire [343].
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4.3 Application : vieillissement sous UV de nanoparticules de
TiO,

Des vieillissements sous UV ont été mis en place afin de déterminer si I’enrobage de
particules, destinées & étre incorporées dans des crémes solaires en tant que filtres UV, était
stable. Pour cela, trois types de poudre de TiOy (Merck), qui différent par leur enrobage, ont
été étudiées (Tableau 4.8) :

— DPEusolex® T-AVO, étudiée précédemment ;
— I'Eusolex® T-S;
— I'Eusolex® T-2000.

De méme que précédemment, les poudres ont été remises en suspension dans du FL-70 a
hauteur de 50 ppm.

Tableau 4.8 — Informations concernant les particules étudiées.

Pourcentage Forme
Poudre de TiOy (%) cristalline Enrobage
T-AVO 80 Rutile SiOs
=5 75 Rutile Alz03, CHs(CHz)15COOH
(acide stéarique)
T-2000 80 Rutile Al203, CeH18048i3
(siméticone)

4.3.1 Parameétres de ’enceinte climatique

L’enceinte climatique utilisée pour cette étude est le modéle Q-SUN XE-3 (Q-LAB). Elle
permet par exemple de reproduire ’ensoleillement lorsque le soleil est au zénith, c’est-a-dire
a son intensité maximum, pour une durée déterminée. C’est ce type d’ensoleillement qui a ici
voulu étre reproduit, & partir des paramétres suivants :

— Puissance surfacique de rayonnement : 1,44 W/m?;

— Température de I'enceinte : 40°C;

— Humidité relative : 50% ;

— Durée d’ensoleillement : 8 h (une journée d’exposition) ;

— Fenétre : Window - Q (coupure des longueurs d’onde en dessous de 310 nm).

Une confusion a été faite entre Window - Q (fenétre) et Daylight - Q (filtre), ce dernier
simulant un ensoleillement direct avec une longueur d’onde de coupure a 295 nm [344]. Ainsi,
le vieillissement mis en place représente un ensoleillement au travers d’une vitre. Cette méprise
ayant été découverte assez tardivement, les expériences n’ont pu étre recommencées. Toutefois,
le rayonnement pergu au travers de ce type de fenétre est proche de celui d’un ensoleillement
direct (Figure 4.25). Et bien que la longueur d’onde de coupure soit de 310 nm, les UVA (320
- 400 nm) et certains UVB (310 -320 nm) peuvent tout de méme irradier les échantillons.
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Figure 4.25 — Comparaison de la puissance du rayonnement solaire direct ou au travers d’une vitre
avec la puissance de rayonnement percue par un échantillon au travers de différentes fenétres dans
I’enceinte climatique Q-SUN, pour des longueurs d’onde comprises entre 300 nm et 800 nm.

Afin de caractériser le vieillissement des particules de T-AVO, T-S et T-2000 entre O h, 8 h
et 16 h d’UV, leur suivi a été réalisé par MET en voie séche, en conservant la méme grille pour
chaque condition de vieillissement. Des analyses EDS et EELS ont notamment été effectuées.
L’EDS a été retenue pour suivre I’évolution de I’épaisseur de ’enrobage aprés vieillissement
sous UV et 'EELS pour étudier la modification des liaisons chimiques au travers de la raie
de l'oxygeéne.
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4.3.2 Analyse du vieillissement du T-AVO

La zone analysée & 0 h d’UV par EDS ayant été repérée lors de son analyse, les mémes
particules ont pu étre étudiées pour 8 h et 16 h d’irradiation. Les observations MET montrent
que la morphologie n’a pas changé entre ces instants (Figure 4.26.a, c et e).

LI WSi-KAMO-KA

TAVO
MAG: 160kx HV: 200kV

Ti-kA BET [ET

7
MAG: 110kx HV: 200kV

TikA EE9 BEa

MAG: 160kx HV: 200kV

Figure 4.26 — Images MET et cartographies chimiques correspondantes de T-AVO a0 h (a et b), 8 h
(cet d) et 16 h (e et f) de vieillissement sous UV.
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Pour ce qui est de I’analyse du profil chimique établi & partir des cartographies, aucune dif-
férence n’est observée quand a l'enrobage de SiOy dont 1’épaisseur demeure constante (Figures
4.26 et 4.27). Il en est de méme pour les profils du titane qui ne montrent pas de différence
significatives entre 0 h, 8 h et 16 h d’UV. Ainsi, les particules de T-AVO semblent stables
sous un rayonnement UV.
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Figure 4.27 — Profils chimiques EDS du titane (violet) et du silicium (vert) du T-AVO a 0 h (a), 8 h
(b) et 16 h (c) de vieillissement sous UV.

Afin de vérifier cette stabilité, des analyses EELS ont été menées en paralléle (Figure
4.28). Bien que les acquisitions n’aient pu étre réalisées sur des zones identiques, celles-ci ne
montrent pas de variation significative de ’analyse de la raie K de I'oxygéne. Ceci tendrait a
confirmer la stabilité des particules démontrée par EDS.
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Figure 4.28 — Spectres EELS du T-AVO entre 0 h, 8 h et 16 h AUV (O-K : 532 eV).

4.3.3 Analyse du vieillissement du T-S

Selon les données du fabricant, les particules de T-S sont composées d’un enrobage d’alu-
mine et d’acide stéarique. Or le spectre EDS de ces particules montrent également la présence
de silicium qui pourrait donc provenir d’une contamination lors de la synthése des particules
(Figure 4.29). Les sels minéraux détectés (P, S, Cl, Ca, ...) peuvent quant & eux étre issus de
I’eau utilisée pour diluer le FL-70.

cps/eV
5_ (Ti) Ti

0 1 2 3 4 5 6 7 8
0

x 0,001 cps/eV
eoo} 'CTi) Cu Al Si Ti

7003
6003
5003
4004
3003
2003
1003

keV

Figure 4.29 — Spectres EDS (échelles différentes) des particules de T-S a 0 h d’UV.
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Contrairement aux nanoparticules de T-AVO, les particules de T-S ne sont pas poreuses;
elles apparaissent toutefois tout aussi agglomérées. La surface des particules ne semble pas
avoir été modifiée par le rayonnement UV (Figures 4.30).

Ti-KA [YE% SE@ 0-KA
CD-16-052
MAG: 630kx HV: 200kV

Ti-KA BE® 0-kA

MAG: 160kx HV: 200kV

Tika EY:EE®" O0-kA

MAG: 320kx HV: 200kV

Figure 4.30 — Images MET et cartographie chimique correspondante de T-S & 0 h (a et b), 8 h (c et
d) et 16 h (e et f) de vieillissement sous UV.
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Pour ce qui est de ’enrobage d’alumine, celui-ci a une épaisseur trés fine, de 'ordre du
nanométre (Figure 4.31.a). Il est donc difficile de savoir s’il subit ou non des modifications

apreés vieillissement sous UV (Figures 4.30 et 4.31).
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Chapitre 4. Caractérisation d’oxydes métalliques nanométriques utilisés dans

les crémes solaires

Les analyses EELS ne montrent pas de différences significatives entre 0 h, 8 h et 16 h
d’UV (Figure 4.32). Il semble donc que ces particules soient stables sous UV.
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Figure 4.32 — Spectres EELS du T-S entre 0 h, 8 h et 16 h d’'UV (O-K : 532 eV).

4.3.4 Analyse du vieillissement du T-2000

Pour ce qui est du T-2000, les particules sont composées d’un enrobage d’alumine et de
siméticone, ce qui est confirmé par le spectre EDS (Figure 4.33). De méme que précédemment

pour le T-S, des sels minéraux sont détectés.
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Figure 4.33 — Spectres EDS (échelles différentes) des particules de T-2000 & 0 h d’UV.
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4.3. Application : vieillissement sous UV de nanoparticules de TiO,

Les particules de T-2000 ne montrent pas de porosité et sont agglomérées tout autant que
le sont les particules de T-AVO et T-S (Figure 4.34).
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Figure 4.34 — Images MET et cartographie chimique correspondante de T-2000 4 0 h (a et b), 8 h (c
et d) et 16 h (e et f) de vieillissement sous UV.
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Chapitre 4. Caractérisation d’oxydes métalliques nanométriques utilisés dans
les crémes solaires

L’analyse de ’enrobage par EDS, et notamment en ce qui concerne le silicium, a montré
que ce dernier est trés irrégulier que ce soit avant ou apreés UV, étant compris entre 0 nm
et 5 nm (Figures 4.34 et 4.35). Pour ce qui est de 'alumine, sa coquille est légérement plus
marquée que dans le cas du T-S et mesure 2 & 3 nm d’épaisseur.

100 a —liﬁﬁ

— Sika

\/

a0

60

40

20

[ ]
o
=
]
=
[45]

20

100

25

[ ]
[45]
=
]
=
L
]
=]

c —TTEA
—AkK
— ik,

100

a0

a0

40

20

15 20 25
Distance / nm

[ ]
o
=
=]

Figure 4.35 — Profils chimiques EDS du titane (violet), du silicium (vert) et de ’aluminium (orange)
du T-2000 4 0 h (a), 8 h (b) et 16 h (c) de vieillissement sous UV.
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4.3. Application : vieillissement sous UV de nanoparticules de TiO,

De méme que pour le T-AVO et le T-S, les spectres EELS acquis entre 0 h, 8 h et 16 h
d’irradiation UV du T-2000 ne montrent pas de différence particuliére (Figure 4.36). Ainsi, il
semble que ces particules soient également stables.
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Figure 4.36 — Spectres EELS du T-2000 entre 0 h, 8 h et 16 h AUV (O-K : 532 eV).

4.3.5 Bilan

[’analyse physico-chimique des particules de T-AVO, T-S et T-2000 par EDS et
EELS aprés vieillissement sous UV en enceinte climatique a montré la stabilité de ces
particules, ce qui conforte leur utilisation en tant que filtres UV dans des crémes so-
laires. Des vieillissements sur de plus longues durées sont a envisager afin de déterminer
le temps d’exposition maximal & partir duquel les particules pourraient ne plus étre
stables. Il serait également intéressant de pouvoir étudier la créme solaire utilisant ces
nanoparticules afin de déterminer si la créme de base n’interagit pas avec les particules.
D’autres techniques de caractérisation, comme la Spectrométrie Photoélectronique X
(XPS, X-Ray Photoelectron Spectrometry), pourraient permettre de mettre en avant
d’éventuelles modifications au niveau des liaisons Ti-O, Si-O et Al-O avant et aprés
irradiations UV.
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Conclusions et perspectives

L’objectif de cette thése était de caractériser et d’identifier des nanoparticules en
milieux sensibles dans une optique de nanosécurité, ceci dans le cadre de la réglemen-
tation mise en place par la Commission Européenne. La législation francaise impose quant a
elle la déclaration de toute substance nanoparticulaire et de ses caractéristiques physico-
chimiques. Pour répondre a cette problématique, trois outils de caractérisation ont été mis
a disposition par ’'EquipEx NanoID : un Microscope Electronique en Transmission (MET)
et deux équipements utilisant respectivement la Diffusion dynamique (DLS) et la Diffusion
Statique sous Multiples Angles (MALS) de la Lumiére, ces deux techniques pouvant étre
couplées & un dispositif de fractionnement par couplage flux force (AF4). L'efficacité de cha-
cune de ces techniques a été testée puis comparée les unes aux autres au travers de 'analyse
de deux matériaux supports. Le premier est composé de nanoparticules lipidiques (LNP),
appelées LipidotsTM, synthétisées par le CEA-LETI, et destinées a étre injectées a des fins
thérapeutiques ou de diagnostic. Le second est une poudre commerciale d’Eusolex® T-AVO,
composée de nanoparticules de dioxyde de titane enrobées dans du dioxyde de silicium.
Ces derniéres trouvent des applications en tant que filtres UV dans les crémes solaires.

Les critéres retenus pour la caractérisation de ces deux nanomatériaux sont leur taille,
leur forme, leur état de dispersion et leur composition chimique le cas échéant. Une
étude statistique a également été mise en place afin de pouvoir comparer les distributions de
tailles obtenue par chaque technique, les mesures de tailles n’étant pas tout a fait équivalentes.

Pour ce qui est de ’étude des nanoparticules lipidiques, il a été démontré que la DLS en
mode batch, c’est-a-dire sans dispositif de fractionnement avant détection, ne permettait pas
d’obtenir de résultats concluants. En effet, les particules sont polydisperses et les plus grosses
masquent les plus petites, ce qui explique les différences obtenues lorsqu’elle est comparée avec
I’AF4-DLS-MALS et le MET, qui quant & eux donnent des résultats cohérents. Le dispositif
de fractionnement avant détection a montré son efficacité et est un élément indispensable
pour la détection de toutes les tailles de LNP par diffusion de la lumiére. Les LNP observées
par MET en voie séche aprés coloration négative montrent des particules rondes, plus ou
moins dispersées, de tailles plus petites que celles mesurées par MALS. 1l a été démontré
que cela était di a la phase d’évaporation du solvant qui a tendance a enchevétrer les chaines
de PEG présentes a leur surface, ce qui n’est pas le cas en AF4-DLS-MALS ol les LNP sont
toujours en suspension dans 'eau. Afin de contourner cet artéfact lié au séchage, les LNP
ont été préparées via un automate de cryo-fixation pour une observation par cryo-MET.
Cependant, malgré les différentes optimisations réalisées sur celui-ci, les LNP apparaissent
toujours déformées sous l'effet d’aspiration crée par le papier filtre lors de la phase d’absorption
de 'excés de liquide. Afin de pouvoir observer les LNP sans artéfact lié a leur préparation, le
porte-objet in-situ liquide Poséidon a été utilisé. Un greffage de la surface des particules par
des éléments métalliques a été mis en place afin d’améliorer leur contraste. Le meilleur résultat
a été obtenu par des nanoparticules d’or en suspension dans du citrate, qui ont permis de
mettre en évidence la structure coeur/coquille des LNP, qui apparaissent bien dispersées.
Il est supposé que cette amélioration de contraste est notamment due & la présence d’ions
auriques dans la solution de citrate. C’est pourquoi, des greffages par des ions auriques et
argent & partir de sels métalliques ont ensuite été mis en place. Toutefois, ils n’ont pas permis
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de conclure quant & la taille réelle des LNP, I’épaisseur de la coquille métallique formée sur
leur surface étant trop importante.

Ainsi, pour I’étude de LNP et plus généralement de nanomatériaux organiques possé-
dant une faible tenue mécanique, il est préférable de comparer ’AF4-DLS-MALS et le
MET en voie séche avec coloration négative pour obtenir la taille des particules. Ce
dernier permet également de caractériser la forme des particules. Pour des informations
plus précises quant a la structure et la dispersion, le porte-objet in-situ liquide est le
plus adapté. Ces techniques ont fait leur preuve lors de I’analyse de LNP en situation
d’application.

[’analyse des nanoparticules d’oxyde de titane a permis de mettre en avant des résultats
tout autre quant & la comparaison de ces techniques de caractérisation. En effet, il s’avére
que la DLS et PAF4-MALS n’ont détecté que des agglomérats et non pas les particules
primaires qui les composent. Cette agglomération a été confirmée par cryo-MET et par in-
situ liquide. Du fait de la chimie des particules de T-AVO, il n’a pas non plus été nécessaire
d’améliorer leur contraste afin de les visualiser en in-situ liquide. Les études par MET ont
montré des particules primaires poreuses et oblongues dont la longueur et la largeur ont pu
étre relevées. Des analyses chimiques ont été mises en place afin de déterminer ’épaisseur
de ’enrobage et d’étudier la pureté des particules analysées. Ces derniéres n’ont pas montré
de contamination par d’autres éléments chimiques. Les analyses en mode tomographique n’ont
pas permis d’obtenir les informations recherchées quant a la porosité des particules et a la
visualisation de ’enrobage. Enfin, la stabilité sous irradiations UV de ces particules a pu étre
démontrée aprés simulation du rayonnement solaire dans une enceinte climatique.

Dans le cas d’étude de particules inorganiques, et plus particuliérement de nanopar-
ticules de dioxyde de titane, il a été démontré que le MET permettait une analyse
compléte de la physico-chimie du matériau. Afin de vérifier I’état d’agglomération de
ce type de particules, le cryo-MET ou lin-situ liquide sont les techniques les plus
adaptées.

L’analyse de ces deux matériaux supports a mis en évidence leur caractére nanométrique,
comme la législation francaise 'impose désormais. Leur distribution de tailles respective, obte-
nue par MET en voie séche, a été interpolée par une loi log-normale particuliérement adaptée
a I’étude de nanoparticules en suspension, ce qui a permis d’établir des données statistiques
les concernant. Toutefois, il est important de mesurer un maximum de particules (>1000) afin
d’établir une distribution de tailles la plus représentative possible de I’échantillon étudié, ce
qui n’est pas toujours réalisable, d’ou I'intérét de coupler les techniques de caractérisation. Il
a ainsi été démontré I'importance de comparer plusieurs outils de caractérisation, et méme
diverses techniques de préparation, afin d’attester de 'interprétation des données qui en est
faite.

Il serait intéressant de poursuivre les développements effectués concernant la préparation
d’échantillons. Tout d’abord, en ce qui concerne les LNP, I'utilisation d’une autre technique de
cryo-fixation, comme la congélation haute pression suivie d’une cryo-substitution avec colora-
tion, pourrait permettre de visualiser les LNP sans artéfact. Pour les observations en in-situ
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liquide, il faudrait persévérer dans le greffage des LNP afin d’obtenir une coquille métallique
d’épaisseur controlée, d’autant plus qu’elle pourrait trouver des applications en nanoméde-
cine (photo-thermie). Des interactions avec des cellules peuvent également étre envisagées
directement & l'intérieur du porte-objet in-situ liquide, notamment grace a 'utilisation d’un
porte-objet liquide chauffant (incubation a 37°C). En ce qui concerne I’étude des nanoparti-
cules de dioxyde de titane, il faudrait améliorer les acquisitions en mode tomographique et
utiliser le mode EFTEM afin de pouvoir réaliser des cartographies chimiques 3D des par-
ticules. Il est également envisageable de mettre en place les techniques de caractérisation
utilisées pour ce travail de thése sur d’autres types de matériaux organiques et inorganiques
afin de les éprouver, et notamment sur des nanomatériaux 1D (nanofils par exemples). Enfin,
I'utilisation d’autres outils de nanocaractérisation indirects ou utilisant la microscopie pour-
rait étre envisagée comme le Microscope a Force Atomique (AFM) ou encore la Diffusion des
Rayons X aux Petits Angles (SAXS).
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ANNEXE A
Interprétation de la distribution de
taille obtenue par DLS

Cette annexe s’est largement inspirée d’une note technique concernant l’analyse des dis-
tributions de tailles par DLS [345].

La distribution de tailles (PSD) obtenue par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)
peut étre représentée de trois fagons différentes :

— en intensité;
— en volume;
— en nombre.

Il est possible de passer d’une distribution en intensité & une distribution en volume ou
en nombre en réalisant certaines approximations grice & des relations de proportionnalité de
taille & une certaine puissance. Dans le cas d’une distribution bimodale simplifiée représentant
I’analyse d’une suspension de particules A et B composée de de N4 particules A et Np
particules B ayant respectivement des tailles a et b, les pourcentages relatifs en intensité,

volume et nombre des particules A peuvent ainsi s’écrire respectivement (Equations Ala
A3):

100N 4ab
Ifj=—"— Al
Hla NAa6+NBb6 ( )
100N 4a®
V4= —— "4 A2
% A NAG3+NBb3 ( )
100N 4
Ny= ——"- A.
HNA= T (A.3)

Afin d’illustrer ces approximations, les distributions de tailles en nombre, volume et intensité
d’une suspension de deux populations de nanoparticules ont été représentées ci-dessous (Figure
A.1) [346]. La relation de puissance existant entre les différents types de distribution est
clairement visible de part le ratio des amplitudes des deux pics obtenus.

Ainsi, dans le cas de suspensions plus représentatives de la réalité, le logiciel d’analyse de
la DLS se base sur ces approximations et la théorie de Mie pour générer les distributions en
nombre et en volume. La tentation est grande de comparer la distribution en nombre aux ré-
sultats obtenus par MET et la distribution en volume & ceux obtenus apreés fractionnement afin
de rester cohérent dans la comparaison des données. Cependant, les approximations engen-
drées par le logiciel de DLS peuvent induire des erreurs, notamment dans le cas de particules
polydisperses comme le sont les LNP étudiées au cours de ce manuscrit [347]. C’est pourquoi
la distribution en intensité a été privilégiée au détriment des distributions en nombre et en
volume.
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Figure A.1 — Distributions de tailles en nombre, volume et intensité d’une suspension de particules
sphériques de 5 nm et 50 nm de diamétre, présentes en quantité égales, obtenues par DLS en mode
batch [346].
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ANNEXE B

Stabilité d’une formulation de LNP

Chaque lot de LNP est systématiquement analysé par Diffusion Dynamique de la Lumiére
(DLS) en mode batch a l'issu de sa synthése, aprés avoir été dilué 100 fois dans de I'eau
ultra-pure. Il est ainsi possible d’obtenir le diamétre hydrodynamique D}, des particules ou
z-average, leur potentiel zéta ( ainsi que leur indice de polydispersité PDI. Ici, le z-average a
été préféré car il ne s’agit que de confronter des résultats de DLS en mode batch entre eux et
non pas avec d’autres techniques de caractérisation. Ces données ont été relevées pour chacun
des lots utilisés lors de cette étude, c’est-a-dire pour les LNP F80 NC75 ainsi que pour les
LNP F80-S-S-Pyr.

B.1 LNP F80 NCT75

Quatre lots de LNP F80 NC75 ont été nécessaires pour réaliser les différentes études mises
en place au cours de cette thése. Il apparait que le diamétre hydrodynamique moyen des
particules calculé & partir du z-average varie trés légérement d’un lot & ’autre mais seulement
de quelques nanométres (Figure B.1).

80

-

70 3 . / R
60 3 \

50 3

1= o]

w0i = = = :

303 - -

203 - - s

Diameétre hydrodynamique (nm)

10 3

O E I I 1 I
Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4

Figure B.1 — Mesure du diamétre hydrodynamique (z-average) de différents lots de F80 NC75 par
DLS en mode batch.

En ce qui concerne 'indice de polydispersité des LNP (PDI), aucune disparité de dispersion
n’est observée entre les lots, avec des valeurs allant de 0,13 a 0,16 (Figure B.2).
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Figure B.2 — Mesure de I'indice de polydispersité de différents lots de F80 NC75 par DLS en mode
batch.

Enfin, pour ce qui est du potentiel zéta, ses variations ne sont pas significatives et il
peut étre considéré comme nul, la surface des particules n’étant pas chargée (Figure B.3).
Bien que ce potentiel soit nul, les particules sont tout de méme stables du fait de répulsions
non pas électrostatiques mais stériques.
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Figure B.3 — Mesure du potentiel zéta de différents lots de F80 NC75 par DLS en mode batch.
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B.2. LNP F80-S-S-Pyr

Ainsi, la comparaison de différentes techniques de caractérisation malgré 'utilisation de
lots différents reste cohérente.

B.2 LNP F80-S-S-Pyr

Pour ce qui est des LNP F80-S-S-Pyr, cing lots ont été utilisés. Les différences sont plus
marquées entre les lots, notamment entre le lot 2 et 3, avec un écart de 9 nm pour le z-
average (Figure B.4). Ce qui peut expliquer en partie que les diamétres mesurés avec le
greffage ioniques & partir du lot 2 soient plus important que ceux obtenus via le greffage de
nanoparticules d’or qui lui s’est fait & partir du lot 1. Le PDI quant & lui change trés peu et
est compris entre 0,10 et 0,15 (Figure B.5). La largeur des distributions de tailles en est donc
que trés peu impactée. Enfin, en ce qui concerne le potentiel zéta, comme pour les lots de
F80 NC75 il peut étre considéré comme nul et la suspension est définie comme étant stable
(Figure B.6).

La variabilité d’un lot & un autre est légérement plus marquée pour les LNP F80-S-S-Pyr
que pour les LNP F80 NC75 et pourrait expliquer les différences de diamétres obtenus aprés
greffage par des nanoparticules d’or et par des ions auriques ou argent.
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Figure B.4 — Mesure du diamétre hydrodynamique (z-average) de différents lots de F80-S-S-Pyr par
DLS en mode batch.
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Figure B.5 — Mesure de l'indice de polydispersité de différents lots de F80-S-S-Pyr par DLS en mode
batch.
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Figure B.6 — Mesure du potentiel zéta de différents lots de F80-S-S-Pyr par DLS en mode batch.
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Résumé

L’utilisation massive des nanomatériaux pose de réels enjeux sanitaires et environnementaux. C’est
pourquoi ils sont désormais soumis & une réglementation qui prévoit une tracabilité de ceux-ci depuis
leur fabrication jusqu’a leur distribution et 1’établissement d’une fiche d’identité de la substance (com-
position, taille, état d’agglomération, forme, etc.). Une routine de caractérisation de nanoparticules
en suspension a ainsi été développée. La Microscopie Electronique en Transmission (TEM) a permis
d’établir une majorité des paramétres de la fiche d’identité, en combinant & la fois imagerie et spectro-
scopie (analyses chimiques). La préparation, dont dépendra la qualité des observations, nécessite un
développement pour chaque matériau analysé. Pour cela, trois techniques ont été mises au point : le
dépot en voie séche qui permet une observation directe et simple, la cryogénie qui permet de fixer ’état
de la suspension et I'in-situ liquide qui permet d’observer directement la suspension sans changement
d’état. Les analyses TEM étant locales, une comparaison avec des techniques indirectes a été effectuée
par Diffusion Statique (MALS) et Dynamique (DLS) de la Lumiére avec et sans fractionnement par
couplage flux-force (FFF). Deux matériaux modéles ont été choisis. Le premier est une nanoémul-
sion de lipides stabilisés par des surfactants, servant de vecteurs & des principes actifs. Une étude
de vieillissement par interaction avec des protéines a été menée et de légéres variations de taille ont
été obtenues. Le second matériau sélectionné est une poudre de nanoparticules de dioxyde de titane,
remises en suspension, utilisée dans les crémes solaires en tant que filtres UV. Ces particules ont été
observées avant et aprés passage en enceinte climatique afin d’observer les effets des rayons UV sur
celles-ci. Ceci a confirmé la stabilité des particules. Les protocoles de caractérisation développés au
cours de cette thése peuvent ainsi servir de supports & I’étude d’autres nanoparticules en suspension.

Mots-clés : Nanoparticules, MET, DLS, MALS, cryogénie, coloration négative, in-situ liquide

Abstract

The extensive use of nanomaterials has raised awareness about health issues and their fate in the
environment. That is why they are now subject to regulation that has imposed their traceability from
their manufacturing to their distribution as the establishment of their characteristics (chemical compo-
sition, size, agglomeration state, shape ...). A characterization routine for nanoparticles in suspension
was developed. Transmission Electron Microscopy (TEM) fulfills most of the criteria cited before by
combining imaging and spectroscopy techniques. Three sample preparation methods were optimized
to ensure high quality results : a dry process, rapid freezing to vitrify the sample and the use of an
in-situ liquid TEM holder to prevent any preparation artefact (no phase change). To obtain quantita-
tive analysis, a comparison were made between Dynamic Light Scattering (DLS), Multi-Angle Light
Scattering (MALS), with and without a fractionation system (AF4), and TEM. To support this work,
two nanomaterials were analyzed. The first one is a nanoemulsion composed of lipid nanoparticles sta-
bilized by surfactants used as nanocarriers for drug delivery. Their stability after protein interaction
was investigate and some size variations were observed. The second material is a powder composed
of titanium dioxide nanoparticles used as UV filters in sunscreens. These nanoparticles were analyzed
before and after interaction with UV radiation in a climatic chamber to confirm their stability. The
different protocols developed in this PhD may be used for the analysis of other nanomaterials.

Keywords : Nanoparticles, TEM, DLS, MALS, cryo-TEM, negative staining, in-situ liquid



