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AVANT-PROPOS 
 
 
Cette thèse porte globalement sur la compréhension de l’effet Ouzo, une méthode de 

nanoprécipitation par déplacement de solvant, et la formulation de nanocapsules hybrides 
nanoparticules inorganiques/polymère, nommées Hybridosomes®.  

 
Dans un premier temps, la revue de littérature (chapitre 1) introduira le principe de la 

nanoprécipitation, en particulier par déplacement de solvant comprenant l’effet Ouzo, ainsi 
que les différents types de capsules colloïdales élaborées par déplacement de solvant. Une 
partie se concentrera sur l’encapsulation de principes actifs dans différents types de 
nanocapsules comparés. Enfin, une dernière partie sera consacrée à l’utilisation de 
nanoparticules radiosensibilisantes pour la radiothérapie, ainsi qu’à l’intérêt de la thérapie 
combinée (chimioradiothérapie). 

 
Un constat clair peut être établi suite à la revue de littérature : le développement d’un 

modèle théorique du domaine Ouzo semble être un défi de taille puisque la nanoprécipitation 
dépend à la fois de la thermodynamique et de la cinétique. Dans de nombreux cas, la 
formation de nanoparticules par effet Ouzo est basée sur l'expérience empirique et 
l'observation visuelle de la turbidité. Dans la littérature, nous avons constaté que diverses 
techniques (DLS, SAXS, SANS, RMN, TEM, etc.) ont été utilisées pour étudier les structures 
formées dans les systèmes Ouzo et déterminer les frontières entre les différents domaines. 
Néanmoins, l’utilisation de ces différentes techniques d’analyse a conduit à une variabilité des 
critères pour déterminer les limites du domaine Ouzo. C’est pourquoi, dans le chapitre 2, nous 
nous sommes proposés de déterminer une méthodologie et des critères plus objectifs qui 
permettent d’avoir une connaissance plus précise des diagrammes de phase et de délimiter 
plus distinctement les domaines Ouzo et SFME.  

 
Les travaux portant sur les Hybridosomes® ouvrent de nouvelles perspectives pour 

l’élaboration de nanocapsules de nanoparticules, en particulier contenant des médicaments 
pour des applications thérapeutiques. Ainsi, dans le chapitre 3, nous avons cherché à 
encapsuler différents principes actifs hydrophobes (solide ou liquide) dans les Hybridosomes®.  

 
Outre une très grande stabilité, les nanoparticules dans la coque des H® peuvent 

apporter des propriétés spécifiques aux nanocapsules. Quand leur coque contient quelques 
nanoparticules d‘or, ces H® deviennent d’efficaces radiosensibilisants, permettant de 
potentialiser des radiothérapies. Dans le chapitre 4, nous avons cherché à démontrer l’intérêt 
d’encapsuler des molécules chimiothérapeutiques dans les H® combiné aux effets 
radiosensibilisants des nanoparticules d’or dans la coque.  
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  
 

Dans un premier temps, nous définirons la nanoprécipitation et en présenterons les 
principaux mécanismes. Nous exposerons les différents procédés de nanoprécipitation utilisés 
dans la littérature, dont l’effet Ouzo, ainsi que les paramètres influençant la structure finale 
des nano-objets obtenus. Nous présenterons aussi succinctement la co-nanoprécipitation. 

Dans un second temps, nous aborderons plus précisément l’élaboration de 
nanocapsules polymères à partir de l’effet Ouzo et de la zone nommée Surfactant Free 
MicroEmulsion (SFME). Par ailleurs, il existe des capsules à partir de nanoparticules 
inorganiques, ainsi que des capsules dites hybrides qui sont conçues à partir de polymères 
organiques et de nanoparticules inorganiques. Nous détaillerons plus particulièrement les 
travaux antérieurs de mon équipe de recherche portant sur ces capsules hybrides 
organiques/inorganiques, nommées Hybridosomes® (thèses de Flavien Sciortino et de 
Clément Goubault).  

Ensuite, nous nous focaliserons sur l’encapsulation de principes actifs. Nous 
appréhenderons le mécanisme d’encapsulation d’un composé hydrophobe dans les 
Hybridosomes® à partir de la nanoprécipitation (thèse de Clément Goubault). Puis, nous le 
comparerons à d’autres méthodes classiques d’encapsulation. De plus, nous discuterons 
brièvement de la co-encapsulation de principes actifs et de son intérêt dans certains cas. 

En dernier point, nous traiterons de l’utilisation des nanoparticules inorganiques pour 
les applications biomédicales, et particulièrement en théranostique (contraction de 
« thérapie » et « diagnostic »). Nous évoquerons la biodistribution in vitro et in vivo des 
Hybridosomes® qui a été étudiée dans la thèse de Clément Goubault, ainsi que l’effet 
potentialisant des nanoparticules d’or en radiothérapie. 
 

I La nanoprécipitation 
 

La nanoprécipitation est fondée sur le changement de qualité du solvant utilisé pour 
précipiter les composés hydrophobes : si la qualité du solvant est diminuée, alors sa capacité 
à solubiliser les molécules d’intérêt est amoindrie, entraînant la précipitation du composé. Il 
existe plusieurs paramètres qui permettent de modifier la qualité du solvant tels que l’ajout 
d’un « non-solvant », la variation de pH, de température et la concentration en sel.1,2  

Aujourd’hui, la nanoprécipitation est une méthode bien connue pour diverses 
applications en pharmacologie, cosmétologie, agroalimentaire, etc.3  L’engouement pour 
cette méthode vient du fait que c’est un procédé simple, instantané, spontané et 
reproductible pour élaborer efficacement des nanoparticules à partir de composés 
hydrophobes.  

I.1 Le mécanisme de la nanoprécipitation :  

I.1.a Le processus classique : Théorie de LaMer 

Pour la première fois, le mécanisme de la nanoprécipitation a été décrit par la théorie 
de LaMer en 1950 et 1952.4,5 En étudiant la synthèse d’hydrosol de soufre par la 
décomposition du thiosulfate de sodium, LaMer a décrit 3 phases de nucléation et de 
croissance des nanoparticules : 
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① Une augmentation rapide de la concentration de monomères libres en solution, 

dépassant la limite de solubilité (ou concentration de saturation d’équilibre) du soluté C et 
atteignant la concentration critique de sursaturation du soluté Ccr. 

② Le monomère subit une "nucléation en rafale" qui réduit considérablement la 
concentration de monomères libres en solution. 

③ après la nucléation, la croissance se produit sous le contrôle de la diffusion des 
monomères dans la solution. 

Ces trois étapes sont illustrées dans la Figure 1 ci-dessous où la concentration des 
monomères est représentée en fonction du temps. 

 

 
Figure 1 : Schéma du mécanisme de nanoprécipitation du soufre de LaMer. Courbe théorique représentant la 
concentration en soufre dissous dans le mélange en fonction du temps, avec les 3 étapes principales de 
nanoprécipitation : ① Sursaturation, ② Nucléation, et ③ Croissance par diffusion.4,6 

 
Plus récemment, Joye et McClements7 et Martinez Rivas et al.2 ont utilisé le modèle de 

LaMer pour décrire plus finement la nanoprécipitation par changement de solvant. De plus, 
ils ont ajouté une quatrième étape qui est la croissance par coagulation/croissance. Ainsi, la 
Figure 2 se décompose en 4 étapes successives : ① la sursaturation, ② la nucléation, ③ la 
croissance par condensation et/ou par coagulation/coalescence, et enfin ④ la croissance par 
coagulation/coalescence. 
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Figure 2 : Schéma des 4 étapes de la nanoprécipitation par ajout d'un "non-solvant".2,8    

 

I.1.b Production de la sursaturation et de la nucléation  
 

L’ajout d’un grand volume de « non-solvant », généralement de l’eau, dans un solvant 
organique polaire et miscible au « non-solvant » et contenant le soluté hydrophobe, implique 
une diminution instantanée de sa solubilité. De ce fait, la concentration en soluté hydrophobe 
encore soluble dans le mélange est supérieure à sa limite de solubilité (ou la concentration de 
saturation d’équilibre) (cf. Figure 2). Ceci déclenche la première étape de la 
nanoprécipitation qui est la sursaturation du soluté. Prud’homme et al. définissent le taux de 
sursaturation Sr par le rapport suivant (équation (1)) : 1,2,7 

 

𝑆𝑟 =  
𝐶𝑠

𝐶∞
 (1) 

 

Avec Cs la concentration réelle du soluté dans le mélange et C la solubilité du soluté à 
l’équilibre dans le mélange. Ce taux de sursaturation est spécifique à un couple 
solvant / « non-solvant » donné et à chaque soluté hydrophobe dans le système ternaire. Il 
existe deux moyens de modifier le taux de sursaturation d’après cette équation : 

• Plus la concentration en soluté est élevée, plus le taux de sursaturation est élevé et 

plus la nanoprécipitation est favorisée. Une augmentation de la taille des 

nanoparticules est alors observée dans ce cas de figure. En effet, le système ayant plus 

de matière, la probabilité que les nanoparticules formées se rencontrent est plus 

élevée et elles auront plus tendance à s’agglomérer entre elles.  

• Dans un autre cas, on fait varier la solubilité à l’équilibre du soluté en modifiant le 

solvant et/ou le « non-solvant ». Alors, la taille des nanoparticules diminue lorsque Sr 

augmente, puisqu’il y a plus de noyaux formés lors de la nucléation. Si la concentration 

d’un soluté est relativement faible, la quantité de « non-solvant » insuffisante, ou 
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encore s’il est mal choisi pour diminuer la solubilité du soluté, alors il est possible de 

ne pas atteindre la sursaturation du composé hydrophobe. 

Il est important de souligner que le taux de sursaturation affecte les propriétés finales 
des nanoparticules, comme la distribution de taille finale, la cristallinité des nanoparticules, 
ou encore leur morphologie.7  

 
Lorsque la concentration de soluté libre est supérieure à la concentration critique de 

sursaturation, des fluctuations locales de concentration en soluté conduisent à la formation 
des premiers nuclei. C’est le début de la nucléation dite homogène.7,9   

 
D’après la théorie classique de la nucléation, la variation de l'énergie libre de Gibbs ΔG 

est le paramètre thermodynamique qui indique si la nucléation peut avoir lieu ou non.10 Cette 
théorie postule que les noyaux formés ont une forme sphérique de rayon r et une tension 
superficielle γ constante et indépendante de leur taille.9 ΔG pour la nucléation d’une particule 
sphérique équivaut à la somme des contributions de l’énergie libre de Gibbs requise pour 
former une interface (surface), ΔGs, et la phase volumique (bulk), ΔGv  (équation(2)) : 1,9 
 

∆𝐺 =  ∆𝐺𝑠 +  ∆𝐺𝑣 = 4𝜋𝑟2𝛾 +  
4

3
𝜋𝑟3∆𝑔𝑣 (2) 

 

∆𝑔𝑣 =  
−𝑘𝑇𝑙𝑛(𝑆𝑟)

𝑣
 (3) 

 
Avec Δgv la différence d'énergie libre par unité de volume entre les deux phases, γ la tension 
de surface à l’interface, r le rayon de la particule, T la température absolue, ν le volume 
moléculaire, k la constante de Boltzmann et Sr le taux de sursaturation. La Figure 3 illustre la 
contribution des deux termes de l’énergie libre de Gibbs ΔG, ainsi que leur somme en fonction 
du rayon des noyaux formés. La courbe passe par un maximum à un rayon critique rc. Pour 
des valeurs de r < rc, les noyaux ne sont pas stables et se redissolvent. Au-delà de rc, les noyaux 
peuvent croître.  

 
Figure 3 : Diagramme de l'énergie libre de Gibbs ΔG en fonction du rayon des noyaux formés. Représentation de 
la contribution des termes de ΔG, en surface ΔGs et en volume ΔGv, ainsi que leur somme : passage par un 
maximum ΔGcr à partir d’un rayon critique rc.10 

Le rayon critique dépend de la différence d'énergie libre par unité de volume entre les 
deux phases Δgv, et donc de la sursaturation (équation (4)) :  
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𝑟c =  
−2𝛾

∆𝑔𝑣
 (4) 

 
L’énergie libre critique ΔGcr correspondant au rayon critique est formulée selon 

l’équation (5) suivante :  

∆𝐺𝑐𝑟 =  
16𝜋𝛾3𝜈3

3𝑘2𝑇2(𝑙𝑛𝑆𝑟)2
  (5) 

 
Le taux de nucléation Nr suit la loi d’Arrhenius telle que : 1 

𝑁𝑟 = 𝐴 exp (−
∆𝐺𝑐𝑟

𝑘𝑇
)  (6) 

 
avec A une constante.  
 

Ainsi, le taux de nucléation est relié au taux de sursaturation et à la tension de surface 
par la combinaison des équations (4) et (6). Elles illustrent qu’une sursaturation élevée conduit 
à un fort taux de nucléation, impliquant une formation d’un plus grand nombre de noyaux de 
plus petite taille.7,8 
 

Le rayon critique rc est aussi relié au taux de sursaturation par recombinaison des 
équations (3) et (4) : 10 

 
𝑘𝑇(𝑙𝑛𝑆𝑟)

𝑣
=

2𝛾

𝑟𝑐
  (7) 

 
Si le taux de sursaturation est faible, alors le rayon critique est élevé induisant une plus 

faible production de noyaux stables pendant la phase de nucléation. Au contraire, un niveau 
élevé de sursaturation du soluté induit un taux de nucléation élevé et une croissance des 
noyaux avec une taille homogène.11 
  

Cette étape de nucléation se poursuit jusqu’à épuisement de la sursaturation, après cela 
le nombre de nucléi n’évolue plus.12  
 

I.1.c Croissance par condensation et par coagulation/coalescence 

 
Dans la littérature, le terme « croissance » est souvent relié à la croissance par 

condensation, tandis que les croissances par coalescence/coagulation et par mûrissement 
d’Ostwald sont nommées telles quelles. Pour simplifier la suite de cette partie, nous 
utiliserons les dénominations : « croissance » pour la croissance par condensation, 
« coalescence » ou « agrégation » pour la croissance par agrégation/coalescence/coagulation 
et « mûrissement d’Ostwald » pour la croissance par ce phénomène. 
 

Pendant l’étape de nucléation et jusqu’à ce que Cs redescende sous C, les nucléi 
croissent par condensation. En parallèle, les nanoparticules venant d’être formées par 
nucléation/condensation peuvent poursuivre leur croissance par coagulation et par 
coalescence (Figure 4). En effet, ces nanoparticules, ou gouttelettes, entrent en collision et 
s’agrègent entre elles par interactions attractives.1 Cela réduit la surface de l'interface et donc 
l'énergie libre interfaciale totale. Ici, l’agrégation des particules est déterminée par le modèle 
cinétique de Smoluchowski.13 Ce mode de croissance dépend : 14  
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• du nombre de nanoparticules formées dans le milieu. Plus il y en a, plus leur 

probabilité de rencontre est élevée ; 

• de leur taille. Plus elles sont grosses, plus elles ont de chance d’entrer en collision. 

Par ailleurs, en plus du mouvement Brownien, la gravité peut être une force 

motrice de la coalescence/coagulation pour les plus grosses particules (> μm) ; 

• de l’agitation. 

 
Figure 4: Schéma des mécanismes de nucléation et de croissance par condensation et/ou de croissance par 
coagulation.9,15 

Finalement, les nanoparticules peuvent être stabilisées par différentes sources comme 
l’ajout de tensioactifs ou de polymères chargés (stabilisation électrostatique) ou non (stabilité 
stérique). 
 

I.1.d Différents mécanismes d’évolution du système 

 

I.1.d.i Coalescence versus mûrissement d’Ostwald 

 
Les processus de coalescence ou de mûrissement d’Ostwald peuvent être distingués en 

étudiant la taille des gouttelettes en fonction du temps : 16,17  

• La croissance par coalescence se produit par la fusion de deux ou plusieurs 

gouttelettes, et le volume de ces gouttelettes augmente de manière 

exponentielle dans le temps : R3 = R0
3 exp(Kt), avec R0 le rayon initial de la 

particule, R le rayon final, K une constante et t le temps. 

• Le mûrissement d'Ostwald dépend de la diffusion des molécules de soluté 

dissoutes dans le milieu.10 Ce phénomène est dirigé par la différence de 

pression de Laplace entre les gouttelettes de petites et grandes tailles. Ainsi, 

les plus petites disparaissent au profit des plus grosses. Dans ce cas la taille des 

gouttelettes croît de façon linéaire dans le temps d’après la théorie de Lifshitz-

Slyozov-Wagner (LSW).  

Sitnikova et al. ont mesuré l’évolution des tailles de gouttelettes d’émulsions trans-
anéthole/éthanol/eau en fonction du temps. Pour différentes fractions d’alcool et d’eau et 
différentes concentrations en huile, ils obtiennent des courbes linéaires où le volume des 
gouttelettes (R3) est proportionnel au temps (Figure 5).17 De ce fait, ils ont déduit que la 
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croissance des gouttelettes est bien gouvernée par le mûrissement d’Ostwald, et ce, sans 
coalescence. Par ailleurs, ils ont déterminé le taux de mûrissement d'Ostwald des émulsions 
à partir de l’évolution de la taille des gouttelettes en fonction du temps. Celui-ci augmente 
avec la quantité de soluté hydrophobe à faible taux d’alcool (Figure 5a), tandis qu’il diminue 
à des taux élevés d’éthanol (Figure 5b).16,17 Par ailleurs, le taux de croissance diminue en 
augmentant la taille de la chaîne hydrocarbonée d’une molécule de soluté. Ensuite, à partir 
du taux du mûrissement d’Ostwald, ils ont pu estimer la tension interfaciale des gouttelettes 
et l’ont représentée en fonction de la concentration en huile à différents rapports éthanol/eau 
(Figure 6). Ils en ont conclu, d’une part, que la théorie LSW ne s’applique qu’aux émulsions 
très diluées avec une diffusion indépendante de l’environnement local. D’autre part, une plus 
grande quantité d’alcool réduit la tension interfaciale des gouttelettes de l’émulsion avec une 
adsorption plus thermodynamiquement favorable de molécules d’alcool à l’interface 
eau/huile, expliquant la diminution du taux du mûrissement d’Ostwald de la Figure 5b. 
 

 
Figure 5 : Evolution du volume des gouttelettes de l'émulsion en fonction du temps à différentes concentrations 
de trans-anéthol dans des mélanges éthanol/eau de (a) 0,05/0,95(w/w) et (b) 0,3/0,70 (w/w). Les pentes de ces 
courbes représentent les taux de croissance qui permettent le calcul du taux de mûrissement.17 

 
Figure 6 : Tension de surface estimée des gouttelettes de l'émulsion en fonction de la concentration massique de 
l'anéthol à différentes fractions d'éthanol/eau : ■ 0,05/0,95 ; ● 0,1/0,9 ; ▲ 0,2/0,8 ; et ▼ 0,3/0,7.17 

Nazarzadeh et al. ont utilisé une approche plus spécifique au comportement des gouttes 
en absence ou en présence de tensioactifs afin de différencier la coalescence du mûrissement 
d’Ostwald.18 En effet, le tracé de la courbe de l’évolution du volume (R3) en fonction du temps 
n’est pas un critère suffisant selon eux et expliquerait les divergences dans la littérature. Ils 
ont observé l’évolution temporelle de la distribution de la taille des gouttelettes en fonction 
de la quantité de tensioactifs dans le système. Ils ont constaté que la coalescence est 
majoritaire dans le cas de gouttes peu ou pas recouvertes de tensioactif car il n'y a pas assez 
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de répulsions entre elles. En revanche, dans le cas d’une concentration élevée en tensioactif, 
le système subit majoritairement le mûrissement d’Ostwald à plus long terme.18 En effet, il 
existe beaucoup plus de répulsions entre les gouttes grâce aux tensioactifs à leur surface, 
diminuant leur probabilité de rencontre. Il reste donc la possibilité du mûrissement d’Ostwald. 
Il faut toutefois que les gouttes aient une certaine différence de taille pour que ça ait lieu de 
manière significative. 
 

Le mûrissement d’Ostwald peut être limité en changeant alors la qualité ou la quantité 
de solvant par rapport au soluté et donc en réduisant sa solubilité dans le milieu.11,17,19 Par 
exemple, la Figure 7 montre une diminution du taux de mûrissement d’Ostwald au cours du 
temps quand la quantité de solvant organique (Tétrahydrofurane, THF) diminue par rapport à 
l’eau.19 On observe également une diminution de la taille des particules avec le taux de solvant 
organique. Ceci est dû à une sursaturation élevée. Par ailleurs, le mûrissement peut aussi être 
limité par une distribution de taille plus monodisperse des gouttes. 

 

 
Figure 7 : Évolution de la taille des particules de β-carotène stabilisées par un copolymère à bloc en fonction du 
temps, à différents ratio volumique de solvant organique (THF) par rapport à l'eau avec ▲ 30:120,  ● 24:120, ♦ 
18:120,  ■ 12:120, ◊ 6:120. Les courbes noires représentent les simulations numériques obtenues par la théorie 
LSW qui décrit la croissance des particules par diffusion.19 

 

I.1.d.ii Croissance versus coalescence 

 
Dans le cas d’Aubry et Ganachaud, il est question d’un mécanisme de « nucléation-

agrégation » qui ne suit pas la théorie classique de croissance des particules.13 Ici, la taille des 
nanoparticules croît avec la concentration en soluté PMMA (poly(méthacrylate de 
méthyle) (Figure 8). En effet, la forte concentration de nucléi augmente leur probabilité de 
rencontre, puisque celle-ci est proportionnelle au carré du nombre de particules.13 Ainsi, en 
suivant le modèle cinétique de Smoluchowski, la rencontre de ces particules provoque leur 
coalescence/agrégation, selon la température et la viscosité du milieu dispersif. En revanche, 
aux faibles ajouts d’eau accompagnés d’un mélange rapide, la sursaturation est faible et la 
barrière d’énergie ΔG de nucléation est élevée. Cela implique la formation de nucléi moins 
nombreux qui grossissent par condensation selon le mécanisme de « nucléation-
croissance ».13 



 

Chapitre 1 – Introduction bibliographique 13 | P a g e  

 
Figure 8 : Diamètre moyen des particules (a) et indice de polydispersité (b) en fonction de la fraction massique 
initiale de PMMA dans différentes fractions d'acétone (● 0,05 ; ▼ 0,17 ;  0,25 ; ■ 0,3 ; □ 0,35 ; ▲ 0,4). Les 
symboles noirs correspondent aux points se trouvant dans le domaine Ouzo (cas particulier de nanoprécipitation 
que nous verrons plus bas dans cette partie) et les points rouges aux points au-delà de ce domaine Ouzo.13 

 

I.2 Le déplacement de solvant comme technique de nanoprécipitation 

 
Dans la littérature, la nanoprécipitation peut être évoquée sous différentes 

dénominations selon la procédure employée pour développer des nanoparticules : 
précipitation par inversion de phase, déplacement/remplacement de solvant, ajout d’un 
« non-solvant », effet Ouzo, nanoprécipitation séquentielle, etc.20  

Cette partie est centrée principalement sur la technique de déplacement de solvant qui 
fait l’objet de cette thèse. La méthode d’ajout d’un « non-solvant », la déposition interfaciale, 
le remplacement de solvant, la précipitation par inversion de phase, ou encore l’effet Ouzo 
désignent cette même technique. 
 

I.2.a Ajout d’un « non-solvant » : le principe 

 
Fessi et al. sont les premiers à avoir développé ce procédé et l’ont breveté en 1986.21 Ils 

y présentent les différents paramètres et étapes rentrant en jeu pour nanoprécipiter le 
composé hydrophobe. Les deux points primordiaux qui en ressortent sont les suivants : 

• L’utilisation d’un solvant aqueux (« non-solvant ») et d’un solvant organique (en 

général polaire) miscibles. Il est possible d’utiliser des mélanges de solvants et/ou 

de « non-solvants ». Généralement les solvants organiques utilisés sont l’acétone, 

l’éthanol, le tétrahydrofurane (THF), le N,N-diméthylformamide (DMF), et le 

diméthylsulfoxyde (DMSO ; pour les applications biologiques) ; 3,9,22l 

• L’utilisation d’un composé miscible avec seulement l’une des deux phases pour 

engendrer sa nanoprécipitation. Par exemple, l’ajout d’une grande quantité d’eau 

dans un solvant organique contenant une molécule hydrophobe induit la 

précipitation de celle-ci puisqu’elle se retrouve en mauvais solvant. 

Ainsi, l’ajout rapide du « non-solvant » au solvant contenant le soluté hydrophobe 
provoque la sursaturation du soluté. Une émulsification de la solution a alors lieu 
spontanément, entraînant la formation de nanoparticules (ou nano-gouttelettes). 
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Le processus est régi par l’effet Gibbs-Marangoni.23,24 En fait, un liquide avec une tension 
superficielle élevée (la phase aqueuse) attire plus fortement le liquide environnant qu'un 
liquide à faible tension superficielle (le solvant organique). Cette différence de tension 
superficielle entre les deux liquides provoque une turbulence interfaciale.25,26 Cela conduit à 
une interdiffusion des deux phases à l’interface et le soluté précipite progressivement, 
entraînant la formation des nanoparticules (Figure 9).9  
 

 
Figure 9 : Schéma général du procédé de nanoprécipitation.9 

La déposition interfaciale est une méthode basée sur le déplacement de solvant.27 Elle 
permet d’élaborer des nanocapsules en incorporant au système un petit volume d’huile 
soluble dans la phase organique. Le polymère nanoprécipite alors à la surface des gouttelettes 
d’huile formées après l’ajout du « non-solvant ». Par conséquent, des molécules hydrophobes 
peuvent être encapsulées à l’intérieur de ces capsules de polymères. 

 
Le brevet de Fessi et al., ainsi que les publications qui en découlent, ont démontré qu’un 

large panel de molécules hydrophobes peuvent être nanoprécipitées, telles que des 
polymères (synthétiques, semi-synthétiques ou encore d’origine naturelle), des acides gras ou 
des huiles (ex. miglyol), des pigments, ainsi que des principes actifs ou agents de 
contraste.21,28,29 Par exemple, la méthode de nanoprécipitation par déposition interfaciale leur 
a permis d’élaborer des nanocapsules monodisperses ayant une coque de polymère 
biodégradable (poly-(D,L-lactide), PLA) et contenant un médicament, l’indométhacine.29  
 

La nanoprécipitation par déplacement de solvant est finalement un processus peu 
coûteux en énergie. Elle peut se faire en une étape par ajout de la solution aqueuse à la 
solution organique, avec ou sans travail mécanique, et l’ajout de tensioactifs est optionnel 
puisque les nanoparticules obtenues sont plutôt stables dans le temps (métastabilité). Elle 
conduit généralement à la formation de nanoparticules/nanocapsules nanométriques 
(< 500 nm).30,31 Cependant, ce procédé présente un inconvénient qui est la grande dilution 
des dispersions de soluté hydrophobe, puisqu’elle utilise une faible fraction massique de 
soluté (généralement <10-4).13 Mais il est possible de concentrer par la suite pour augmenter 
le nombre de nanoparticules par volume. 
 

I.2.b Effet Ouzo : un cas particulier 

 

I.2.b.i Qu’est-ce que l’effet Ouzo ? 

 
Beaucoup d’articles ont étudié la nanoprécipitation par déplacement de solvant dans 

des systèmes ternaires en utilisant un solvant organique miscible à l’eau, comme Ruschak et 
Miller avec le système toluène/éthanol/eau, où l’éthanol est le solvant organique miscible à 
l’eau (souvent appelé hydrotrope32) et contenant le soluté hydrophobe (toluène).33 Ils ont 
constaté une émulsification spontanée relativement stable avec l’apparition d’un trouble, 



 

Chapitre 1 – Introduction bibliographique 15 | P a g e  

sans mélange mécanique, sans ajout de tensioactif ni d’un dispersant.33,34 Dans la littérature, 
ce phénomène est souvent appelé « auto-émulsification » (« self-emulsification »), 
« méthode de déplacement de solvant », « méthode à basse énergie », ou « émulsification 
spontanée ».20,25,31,35 Cependant, la réciproque n’est pas forcément vraie, car certaines 
publications parlent d’émulsification spontanée pour des systèmes utilisant deux phases 
liquides non miscibles et qui ne présentent pas les mêmes phénomènes que l’effet Ouzo.31 

 
En 2003, Vitale et Katz investiguent ce mécanisme de nanoprécipitation en profondeur 

et le nomment « effet Ouzo », encore connu ainsi aujourd’hui.34 Ils tirent ce nom de la boisson 
alcoolisée anisée connue en Grèce, l’Ouzo, contenant de l’huile d’anis (trans-anéthol). Dans 
ce système ternaire simple, l’éthanol est l’alcool polaire miscible à l’eau et à l’huile d’anis, 
laquelle constitue le soluté hydrophobe. Après l’ajout d’une grande quantité d’eau dans la 
solution binaire éthanol/trans-anéthol, un trouble apparaît à cause de la présence de 
gouttelettes d’huile dans l’eau (Figure 10 ci-dessous). C’est l’effet Tyndall caractéristique des 
suspensions colloïdales. En fait, comme nous l’avons vu dans la partie I.2.a, l’ajout de l’eau 
diminue la solubilité de la substance aromatique hydrophobe. Une interdiffusion de l’eau et 
de l’alcool a lieu provoquant une sursaturation élevée de l’huile dans la phase continue.9,25,33  
Ceci déclenche une nucléation liquide-liquide homogène et rapide de l’huile, donnant lieu à la 
formation des nucléi qui finissent par croître en nano-gouttelettes.34 La croissance des 
gouttelettes est souvent décrite, soit par coalescence, soit par mûrissement 
d'Ostwald.16,17,35,36 À ce stade, la croissance des gouttelettes peut être très lente, et la stabilité 
colloïdale de l'échantillon peut atteindre plusieurs semaines. Elles sont alors considérées 
comme cinétiquement stables.34,35 L'existence d'une charge à la surface des gouttelettes 
semble l'hypothèse la plus probable pour expliquer une telle stabilité, en plus de la faible taille 
et de la monodispersité des nanoparticules formées (limitation de la coalescence et du 
mûrissement d’Ostwald). Cependant, l'origine de cette charge fait encore l'objet de débats 
(voir plus en détail la partie I.2.b.v).37–39 Néanmoins, des tensioactifs sont généralement 
ajoutés à la phase aqueuse avant l’émulsification dans la majorité des études sur l’effet Ouzo 
afin d’obtenir des émulsions stables pendant de très longues périodes (i.e. plusieurs mois).40 
Des distributions étroites et homogènes de taille des gouttelettes/particules peuvent être 
obtenues, comme dans tous processus d’agrégation qui suivent le mécanisme DLCA (Diffusion 
limited cluster aggregation).13 La taille finale varie d'environ 100 nm à quelques microns, en 
fonction de la nature du soluté, de la composition (par exemple, le ratio soluté/solvant) et du 
mode de préparation (par exemple, mélange en une seule fois ou goutte à goutte).34,41–43 

 

Figure 10 : Photographies à différents temps après l’ajout d’eau à de l’Ouzo. Observation de l’apparition du 
trouble suite à la nucléation des gouttelettes d'huile dans l'eau.44 

Par ailleurs, nous retrouvons l’effet Ouzo dans d’autres boissons tels que le Raki 
(Turquie), Limoncello (Italie), ou encore le Pastis (France).43,45 Outre le système 
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anéthol/éthanol/eau qui a été largement étudié16,17,45,46, l'émulsification spontanée par effet 
Ouzo a été reproduit dans différents systèmes ternaires : toluène/éthanol/eau, 
benzène/éthanol/eau, polymethylmethacrylate (PMMA)/ THF/eau, hydroxytoluène butylé 
(BHT)/THF/eau, hexadécane/acétone/eau et bien d’autres encore.13,47–51 L’ensemble de ces 
exemples démontre aisément les différentes possibilités d’application de l’effet Ouzo. Par 
ailleurs, ce phénomène demeure très utile lorsqu'on souhaite créer des gouttelettes de taille 
submicrométrique à longue durée de vie sans utiliser d'agitation mécanique ni de tensioactifs, 
comme dans les applications biologiques et pharmacologiques. 

 
La Figure 11 illustre le procédé général d’émulsification spontanée par l’effet Ouzo, ainsi 

que la localisation limitée du domaine Ouzo dans un diagramme de phase du système ternaire 
soluté (ou huile)/solvant/non-solvant (ou eau). Au-dessus de la courbe binodale, à forte 
concentration de solvant, l'huile est complètement soluble dans le milieu continu.  La courbe 
binodale (ou courbe de coexistence, en bleu dans la Figure 11) correspond à la limite de 
miscibilité (ou solubilité), c’est-à-dire à la séparation de phases thermodynamiquement 
stables.9,25,34 La courbe spinodale (en pointillé rouge) définit la limite de stabilité locale. De ce 
fait, le système évolue par nucléation de particules/gouttelettes de soluté dans la région entre 
les deux courbes (les zones en jaune et vert dans le diagramme de phase de la Figure 11).9,34 
Les différentes compositions situées entre les deux courbes ne sont pas 
thermodynamiquement stables mais elles résistent aux petites fluctuations. C’est pourquoi 
cette zone est dite « métastable ».34 La zone Ouzo (en jaune dans la Figure 11) se situe entre 
les courbes binodale et spinodale et comprenant la zone Ouzo dite « stable » et la zone Ouzo 
dite « instable » que nous abordons plus bas. Ainsi, nous verrons dans la partie I.3 que le 
domaine Ouzo dépend des conditions de préparation de l'échantillon. Par exemple, la limite 
déterminée par l'ajout progressif d'eau à la solution organique de soluté diffère souvent de 
celle obtenue par l'ajout d'eau en une seule fois.42 Enfin, à l’intérieur de la courbe spinodale, 
l’échantillon subit une décomposition spinodale et finit par devenir biphasique à l’échelle 
macroscopique.  

 

Figure 11 :  Illustration de l’effet Ouzo. À gauche, le procédé d'émulsification spontanée, à droite le diagramme 
de phase ternaire.31  

Vitale et Katz ont représenté le diagramme de phase ternaire sous forme de triangle 
droit pour simplifier l’observation de la zone Ouzo selon les différentes compositions (Figure 
12.a).34 La concentration du soluté est en abscisse et la concentration du solvant en ordonnée. 
La concentration du non-solvant (ou eau) est déduite par différence avec les deux autres 
composés. Dans la Figure 12.b, ils élaborent le diagramme de phase du système 
divinylbenzène (DVB)/éthanol (EtOH)/eau en utilisant la même méthode que la Figure 12.a. 
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Figure 12 : Représentation d’un système ternaire sous forme de triangle droit pour simplifier le diagramme de 
phase en pseudo-binaire, et visualisation du domaine Ouzo (zone grise) comprise entre les courbes binodale et 
spinodale. a) schéma général pour un système huile/solvant/eau ; b) pour le système DVB/EtOH/eau à 
température ambiante avec l’axe des abscisses en échelle logarithmique pour les petites fractions en soluté. La 
zone métastable se trouve entre les deux droites.34 

Aujourd’hui encore, la composition exacte des gouttelettes formées reste incertaine. 
Ganachaud et al., et d’autres, pensent que les gouttes sont en réalité gonflées en solvant 
organique.13,47,52,53 Pour le démontrer, ils utilisent une méthode de gonflement contrôlé des 
nanoparticules de PMMA par le solvant.13 Ils nanoprécipitent d’abord le PMMA dans le 
mélange acétone/eau, puis ils évaporent le solvant. Ensuite, ils ajoutent différentes fractions 
d’acétone et suivent l’évolution de la taille. Ils constatent que les tailles des nanoparticules 
augmentent linéairement avec l’ajout d‘acétone (Figure 13 ci-dessous). Il est important de 
noter que dans cet exemple, la nanoparticule est préalablement « figée » par la 
nanoprécipitation du polymère, puis gonflée par l’ajout d’un solvant organique. De ce fait, il 
paraît difficile de comprendre réellement la composition d’une goutte dans le domaine Ouzo 
à l’état « brut » mais cela semble quand même indiquer que les nanoparticules sont en partie 
gonflées par le solvant organique. 

 

 
Figure 13 : Évolution de la taille des nanoparticules de PMMA dans l'Ouzo en fonction de l'ajout de solvant 
acétone. Fraction volumique en acétone dans les particules en fonction de la fraction volumique en acétone dans 
la phase aqueuse. Fraction initiale en polymère dans le système : 1,1.10-4 pour les cercles pleins noirs, 3,1.10-4 
pour les cercles ouverts noirs, 1,2.10-3 pour les cercles pleins gris, et 1,5.10-3 pour les cercles ouverts gris.13 

 

A         B                                              
b 
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Trevisan et al. ont comparé la structure des nanoparticules de  deux copolymères 
présentant des chaînes pendantes de longueurs différentes : poly(4-vinylphénol-alt-
dodécylmaléimide) avec des chaînes pendantes de 12 carbones, AltC12 ; et poly(4-
vinylphénol-alt-octadécylmaléimide) avec des chaînes pendantes de 18 carbones, AltC18.52 Ils 
ont trouvé une différence de composition entre ces deux systèmes par différentes techniques 
d’analyse (SANS pour Small-Angle Neutron Scattering, DLS pour Dynamic Light Scattering, SLS 
pour Static Light Scattering, et Cryo-MET) : celui comprenant une chaîne plus courte (AltC12) 
présente une nanoparticule gonflée en solvant THF, l’autre avec la chaîne carbonée plus 
longue (AltC18) forme une structure cœur/coquille avec un cœur riche en solvant THF 
emprisonné dans une enveloppe de polymère (Figure 14 ci-dessous). Ils concluent qu’en 
jouant avec la lipophilie latérale (la chaîne à 12 ou 18 carbones), ils peuvent préparer deux 
types de structures submicroniques pouvant piéger plus (AltC18) ou moins (AltC12) de solvant. 

 

 
Figure 14 : Illustration des structures agrégées des nanoparticules formées à partir de l'effet Ouzo dans un 
système copolymère/THF/D2O. Les chaînes du copolymère AltC12 (12 carbones) se sont auto-assemblées en NP 
légèrement gonflées en THF ; les chaînes du copolymère AltC18 (18 carbones) forment une structure en cœur-
coquille avec le cœur riche en un mélange de THF/copolymère et une enveloppe de copolymère. Le mélange 
THF/D2O est en bleu foncé dans la représentation schématique du AltC18 car il y a beaucoup moins de THF dans 
la phase continue (étant majoritairement dans les nanoparticules) contrairement au milieu du AltC12.52 

Dans les travaux de Li et al., une structure cœur/coquille avec un cœur riche en BHT et 
une enveloppe constituée d'un mélange THF-D2O riche en THF a été identifiée par la 
combinaison de la diffusion dynamique de la lumière laser (DLS) et de la diffusion des neutrons 
aux petits angles (SANS) dans le système BHT/THF/D2O (Figure 15).49 Cependant, notons que 
ces auteurs ne mentionnent pas l’« effet Ouzo ». 

 

Figure 15 : Représentation de la composition des nano-gouttelettes obtenues par effet Ouzo du système 
BHT/THF/eau. Les gouttelettes présentent un cœur riche en soluté BHT et une enveloppe riche en solvant THF.49 
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I.2.b.ii Limite supérieure du domaine Ouzo 

 
A partir de l’effet Ouzo, à des plus grandes concentrations de soluté, il est possible 

d’observer soit des nanoparticules polydisperses soit une séparation de phase. Vitale et Katz 
ont défini « Ouzo instable » comme un domaine où des gouttelettes macroscopiques et/ou 
une séparation de phase sont obtenues par décomposition spinodale (Figure 16A).33,34 
Cependant, de nombreux auteurs ont utilisé le terme d’« Ouzo instable » pour qualifier le 
domaine où ils obtiennent des nanoparticules polydisperses dans une région du métastable à 
proximité de la courbe spinodale (Figure 16B et C).13,52 Aubry, Ganachaud et al. observent des 
microparticules dans leurs émulsions de PMMA à des fractions de polymère plus élevées que 
le domaine Ouzo (Figure 16C). Dans leur cas, la limite du domaine Ouzo correspondrait à la 
concentration en polymère au-delà de laquelle les particules deviennent susceptibles de 
coalescer. 

 
Figure 16 : (A) Système DVB/éthanol/eau d’après les travaux de Vitale et Katz représentant le domaine Ouzo dit 
stable, dans le domaine métastable, et l’Ouzo dit instable par décomposition spinodale.34 (B) Système 
anéthol/éthanol/eau d’après les travaux de Trevisan et al. représentant le domaine Ouzo instable à proximité de 
la spinodale.52 (C) Systèmes PMMA/acétone/eau (noir) et PMMA/THF/eau (gris) avec représentation de la limite 
(lignes pointillées) entre la zone Ouzo stable comprenant des nanoparticules (a) et la zone Ouzo instable 
possédant des nanoparticules et des microparticules (b) pour les deux systèmes. Les deux traits pleins dans la 
partie haute du diagramme de phase représentent les binodales des deux systèmes. A droite, les photos MEB des 
nanoparticules de PMMA synthétisées dans le domaine Ouzo stable en haut et dans l’Ouzo instable en bas, les 
inserts en haut à droite des photos représentent les distributions de taille des particules dans les deux régions, 
obtenues par méthode de diffusion de la lumière.13 

 

I.2.b.iii Un effet Ouzo inverse ? 
 

C’est dans le brevet de Fessi publié en 1986 que cet effet a été proposé pour la première 
fois.21,29 Il consiste en une émulsion de gouttelettes d’eau dans une phase continue organique, 
d’où son nom « Ouzo inverse ».   
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Peu de publications travaillent sur l’Ouzo inverse. Néanmoins, Vitale et Katz ont pu 
observer ce phénomène dans leur système DVB/solvant/eau (gouttelettes riches en eau dans 
la phase continue organique contenant le DVB).34 Filomena et al. ont étudié la séparation de 
phase du système toluène/acétonitrile/eau avec trois compositions différentes pour 
comparer les différents mécanismes de nanoprécipitation tels que l’effet Ouzo, l’effet Ouzo 
inverse et la décomposition spinodale.54 Ils ont constaté que l’émulsion issue du domaine 
Ouzo inverse peut rester stable sur de relativement longues périodes (environ 20 min ici), 
contrairement à l’Ouzo instable qui démixe spontanément (à peine quelques secondes).  

La nanoprécipitation, voire l’encapsulation, de composés hydrophiles peut être 
envisagée dans ce cas de figure, puisqu’ils se solubilisent aisément dans la phase aqueuse qui 
constituent les nano-gouttelettes de l’émulsion. Leur relargage se produirait alors en milieux 
aqueux comme dans les travaux de Puri et al.55 
  

I.2.b.iv La zone pré-Ouzo ou microémulsion sans tensioactif (SFME) 

 
Des microémulsions thermodynamiquement stables peuvent également être observées 

dans le domaine monophasique, à la limite du domaine Ouzo (Figure 17).56,57 Elles sont 
transparentes. Dans la littérature, il est possible de les trouver sous une multitude de 
dénominations telles que : « microémulsion sans tensioactif » (SFME, pour « Surfactant-Free 
MicroEmulsion »), « microémulsions ultra flexibles » (UFME, pour « UltraFlexible 
MicroEmulsion »), « fluctuation structurelle de type micellaire », « micro-hétérogénéités 
nanoscopiques », « séparations de pseudo-phases », ou simplement la zone « pré-Ouzo ». 58–

63 Leur taille peut varier de quelques nanomètres32,56,61,64,65 à une centaine de 
nanomètres50,58,60, ce qui suggère qu'elles pourraient avoir une origine différente.  

 

 
Figure 17 : Exemples de diagramme de phase mettant en évidence les domaines SFME (ou pré-Ouzo) à la limite 
de la binodale. A) pour le système miglyol/acétone/eau adapté des travaux de Yan, Ganachaud et al. (Zone rose : 
diphasique dont l’Ouzo hachurée sur le graphe, zone bleue : pseudo-monophasique dont la zone SFME comprise 
entre les droites en pointillées)58, B) pour le système 1-octanol/éthanol/glycérol des travaux de Fischer, Kunz et 
al. (Zone grise : deux phases dont l’Ouzo, zone hachurée : pré-Ouzo, zone blanche : monophasique).59 

Ganachaud et al. ont étudié l’évolution de la taille et la stabilité des nanoparticules 
formées dans la zone SFME pour le système miglyol/acétone/eau se trouvant à des fractions 
très faibles et avant la binodale (Figure 18A).58 D’après leurs mesures DLS, les nano-
gouttelettes sont de plus petite taille que dans l’Ouzo, et elles sont riches en solvant et en 
huile. Ils ont observé que, pour un même taux de solvant, la taille des agrégats du SFME 
demeure constante quel que soit le taux en huile (Figure 18A et Figure 18C.1) et au cours du 
temps (Figure 18C.3), corroborant la stabilité thermodynamique du domaine. De plus, ils ont 
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montré que la taille augmente avec l’ajout croissant de solvant et pour un taux constant de 
soluté, pouvant aller de 20 nm à environ 150 nm (Figure 18C.1). En outre, la Figure 18C.2 
illustre une évolution linéaire (en échelle semi-log), appuyant que la taille des gouttes évolue 
avec l’ajout de solvant, tandis que les nano-objets formés à partir de l’effet Ouzo voient leur 
taille croître avec l’ajout de soluté, quel que soit le taux de solvant (Figure 18A et B). Cette 
différence de comportement soutient que la composition de la goutte n’est pas la même dans 
les deux zones du diagramme de phase. C’est-à-dire que toute la quantité en soluté huileux 
ajouté se retrouve dans les gouttes, plus ou moins gonflées en solvant, dans le domaine Ouzo. 
Au contraire, dans la zone SFME, la taille constante des gouttes avec l’ajout d’huile, ainsi que 
la localisation de la zone avant la binodale suggèrent qu’une partie de l’huile existe dans la 
phase continue. Celle-ci présente encore une bonne solubilité dans le système ternaire car il 
y a toujours beaucoup de solvant par rapport à la quantité d’huile. L’autre partie se situe dans 
les gouttes gonflées en solvant de la phase dispersée. C’est l’ajout croissant de solvant qui 
augmente la taille de ces gouttes, étant de plus en plus gonflées pour un même taux de soluté.  

Par conséquent, ils ont réussi à contrôler la taille des gouttelettes de microémulsion 
ainsi formées dans la zone SFME et à utiliser ce phénomène pour générer des nano-capsules 
de polymère contenant un médicament anticancéreux hydrophobe nanoprécipité, la 
camptothécine. 

 

Figure 18 : Comparaison de l'évolution de la taille des nano-gouttelettes entre les domaines SFME et Ouzo du 
système miglyol/acétone/eau. A) Représentation schématisée de l’évolution de la taille des gouttes dans le 
diagramme de phase. B) Evolution du diamètre hydrodynamique des agrégats (haut) et la distribution de taille 
(bas) dans le domaine Ouzo en fonction de la teneur en miglyol et pour différents taux d’acétone (mesures DLS). 
C) Etude du domaine SFME : C.1) Evolution du diamètre hydrodynamique des gouttes en fonction du taux de 
miglyol et d’acétone (mesures DLS) ; C.2) Relation semi-logarithmique entre le diamètre hydrodynamique et la 
fraction massique d’acétone ; C.3) Evolution du diamètre hydrodynamique en fonction du temps. Pour l’ensemble 

des graphes, fraction massique d’acétone : 0,2 (●) ; 0,3 (▲) ; 0,4 (▼) ; 0,5 (♦) ; 0,6 ( ) ; 0,7 ( ) ; 0,8 ( ).58 

La formation de ces microémulsions thermodynamiquement stables et sans l’utilisation 
de tensioactifs est retrouvée dans plusieurs systèmes tels que : anisol/THF/eau, 
limonène/éthanol/eau, l’hexadécane/acétone/eau, 1-octanol/éthanol/eau, ou encore 
limonène/acétone/acétonitrile, et bien d’autres encore.58,60,63,66–68  
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L’équipe de Kunz et Zemb a largement approfondi l’étude de la stabilité des 
microémulsions formées à travers plusieurs publications.59,64,66–68 Ils ont constaté que la 
formation de ces microstructures résulte d’une compétition entre la force d’hydratation 
(c’est-à-dire l’énergie de solvatation des agrégats riches en soluté hydrophobe par un 
hydrotrope) et l’entropie de mélange.53,64,67 Par ailleurs, la présence de liaisons hydrogènes 
renforcerait ces structures. Cependant, ils ajoutent que ce n’est pas une condition nécessaire 
pour l’apparition de SFME, pouvant être alors renommées « microémulsions sans liaison 
hydrogène » (HBFME, ou « Hydrogen-bonding-free microemulsions » en anglais).66 

Comme pour l’effet Ouzo, il existe un domaine inverse au domaine pré-Ouzo à des 
teneurs faibles en eau et élevées en soluté hydrophobe (Figure 19), avec une plus haute 
viscosité de mélange.62,69,70 

 

Figure 19 : Diagramme de phase du système trans-anéthol/éthanol/eau en fraction volumique à 25°C. La ligne 
pointillée représente la limite de solubilité entre les domaines pseudo-monophasique (blanc : SFME + phase 
bicontinue, SFME inverse, et solution moléculaire) et multi-phase (marron : zone Ouzo, gris : domaine 
diphasique).62 

Ainsi, deux évolutions continues sur le diagramme de phase sont mises en évidence tels 
que représentées dans les Figure 20A et Figure 21A.62 En augmentant la fraction volumique 
de trans-anéthol (Figure 20), les nanostructures du domaine SFME (quelques nanomètres à 
une centaine, Figure 20B et C) qui sont riches en trans-anéthol croissent et s’interconnectent 
de manière aléatoire pour former une phase continue. C’est le domaine bicontinu où les 
réseaux d’eau et de trans-anéthol formés sont interconnectés, donnant une morphologie de 
type éponge71 et marquant la disparition des gouttelettes autour de 100 nm (Figure 20C). Puis 
cet état transitoire évolue vers l’état inverse du SFME formant de nombreux agrégats riches 
en phase aqueuse et gonflées en solvant (Figure 20A).  

En augmentant la fraction volumique en eau (Figure 21), les petits agrégats de quelques 
nanomètres du domaine SFME se combinent pour évoluer vers des gouttelettes de taille plus 
grosse du SFME (centaine de nanomètre) (Figure 21B, C, D et E), et enfin devenir l’émulsion 
Ouzo pouvant atteindre des tailles de gouttes de quelques microns (Figure 21A).  
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Figure 20 : Évolution des nanostructures du domaine SFME au SFME inverse. A) Représentation schématique de 
l'évolution des agrégats/nano-gouttelettes entre les 2 zones avec une transition bicontinue (bleu : riche en eau ; 
orange : riche en trans-anéthol). B) Diagramme de phase montrant les populations observées en DLS (C) avec 
Фtrans-anéthol,vol = 5 à 50 % et à fraction d’eau constante (5%). C) Distribution de taille (diamètre hydrodynamique) 
des agrégats riches en huile (à faible teneur en trans-anéthol) ou riches en eau (à haute teneur en trans-anéthol) 
entre ~ 1 et 10 nm, et des gouttelettes riches en huile et solvant à ~ 100 nm à faible teneur en huile.62  

 

 

Figure 21 : Évolution des nanostructures du domaine SFME vers l’Ouzo. A) Représentation schématique de 
l'évolution des agrégats/nano-gouttelettes entre les deux zones, les domaines riches en eau et trans-anéthol sont 
marqués en bleu et orange respectivement. (B, D) Diagramme de phase montrant les populations observées en 
DLS (C, E) en augmentant la fraction volumique d’eau : (B) à fraction volumique de trans-anéthol constante à 5%, 
(C) une distribution de taille (diamètre hydrodynamique) des agrégats riches en huile vers ~ 1 nm, et des 
gouttelettes riches en huile et solvant (SFME) à ~ 100 nm, la taille des gouttes Ouzo n’est pas représentée ici ; (D) 
à fraction volumique de trans-anéthol constante à 15%, (E) une distribution de taille  des agrégats riches en huile 
vers ~ 1 nm, et des gouttelettes riches en huile et solvant (SFME) à ~ 100 nm.62 
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Les petits agrégats riches en huile retrouvés dans le domaine SFME et à l’échelle 
moléculaire (~ 1 nm) sont souvent comparés au comportement des micelles (SBME : 
Surfactant-Based MicroEmulsions) mais n’en sont pas. En effet, d’après les travaux de Kunz et 
Zemb, ces agrégats présentent un cœur huileux et une « coque » de solvant organique.65 De 
plus, ils sont plus polydisperses et plus petits que leurs homologues à base de tensioactif.56,70 
Aussi, leur cœur huileux est moins hydrophobe que dans le cas des microémulsions à base de 
tensioactifs car Kunz et Zemb ont constaté qu’ils devaient ajouter une plus grande quantité 
de matière organique pour dissoudre leurs colorants hydrophobes.68 Ces agrégats 
fonctionnent comme des réservoirs huileux pour alimenter les nano-gouttelettes formées 
dans le domaine SFME (autour de ~100 nm), ainsi que les gouttelettes des émulsions Ouzo si 
davantage d’eau est ajoutée au système.32 Donc la quantité totale de soluté hydrophobe n’est 
pas incorporée dans les gouttelettes qui, elles, sont plus ou moins gonflées en solvant dans 
les domaines SFME et Ouzo. Une partie du soluté demeure aussi à l’état moléculaire dans la 
phase continue en plus des agrégats et des nano-gouttelettes. 

Dans les travaux de Li et al., l’étude de la stabilité de différents systèmes présentant ces 
nanostructures a été élaborée sur 9 jours (Figure 22a) :62 

• Figure 22b : système avec des gouttelettes (~ 100-300 nm) du domaine SFME. Il est 

possible qu’il y ait les agrégats (quelques nm) mais en trop faible quantité. L’intensité 

de la lumière diffusée par ces petits agrégats est alors masquée par celle des plus gros. 

• Figure 22c : système avec agrégats riches en eau (~ 5 nm) du domaine SFME inverse. 

• Figure 22d et e : systèmes avec agrégats riches en trans-anéthol et des gouttelettes du 

domaine SFME. 

Dans l’ensemble, les résultats montrent un échange dynamique entre les agrégats et les 
gouttelettes. Le système b voit ses gouttelettes évoluer vers des tailles plus grandes avec le 
temps, leur concentration augmenter et leur distribution de taille devenir plus étroite (Figure 
22b), tandis que les agrégats riches en eau du système c restent stables dans le temps (Figure 
22c). Les systèmes d et e mettent en évidence la diffusion moléculaire du trans-anéthol vers 
les nano-gouttes du SFME. Et cela se réalise : 

• soit au profit des gouttelettes déjà présentes qui deviennent alors plus grosses et 

tendent vers un affinement de la distribution de taille (Figure 22e),  

• soit aux nouvelles gouttelettes nuclées, ce qui ne modifie pas la distribution de taille 

au cours du temps (Figure 22d).  

 
Et les petits agrégats finissent par tous disparaître au dernier jour de suivi par un 

mûrissement d’Ostlwald très lent (avec un taux estimé 5 ordres de grandeur plus petit que 
celui de l’Ouzo).17,62 Ainsi, Li et al. pensent que les agrégats formés sont dans un état 
d’équilibre thermodynamique, alors que les gouttelettes SFME sont en réalité des structures 
cinétiquement piégées, avec une cinétique très lente (plus lente que l’Ouzo), dû à la barrière 
énergétique élevée.62 En outre, l'accumulation de charges négatives à la surface des 
gouttelettes, qui se manifeste par un potentiel Zêta élevé en valeur absolue, pourrait stabiliser 
les gouttelettes du système.62,72 En revanche, Prévost et al. appuient que ces systèmes 
« agrégats-gouttelettes » du SFME sont résistants au mécanisme de mûrissement 
d’Ostwald.32 Ils expliquent cela par la faible tension interfaciale entre les fluides ternaires 
coexistant, au-delà d’une concentration minimale d’hydrotrope, et donnant lieu à une 
pression de Laplace inférieure à 100 Pa. De ce fait, la raison de leur stabilité n’est pas encore 
entièrement élucidée. 
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Figure 22 : Stabilité des différentes nanostructures du SFME et du SFME inverse. (a) Diagramme de phase ternaire 
avec les symboles indiquant les différentes compositions étudiées. (b-e)  Suivi à long terme des mesures DLS de 
solutions ternaires avec (b) seulement des gouttelettes SFME présentes, (c) seulement des agrégats inversés 
présents, et (d-e) des agrégats et des gouttelettes coexistant.62 

L’existence de cette zone étendue SFME pourrait intéresser un grand nombre de 
domaines d’application tel que la pharmaceutique, l’agriculture (par exemple les produits 
phytosanitaires), la cosmétique/parfumerie ou encore l’agroalimentaire.60,61,73–76 En effet, ces 
microémulsions sont souvent qualifiées comme « vertes » due à l’absence de tensioactif qui 
est souvent un critère recherché dans ces domaines afin d’éviter leur toxicité.59 Kunz et al. ont 
même remplacé l’eau des systèmes ternaires par du glycérol ou par des solvants eutectiques 
profonds (DES), ou remplacé les solvants organiques par d’autres peu toxiques d’origine 
naturelle pour des applications plus écologiques.56,59,64 De plus, cette zone est bien plus 
étendue que celle de l’Ouzo, permettant de travailler dans une plus large gamme de 
concentration de soluté pour l’élaboration de capsules à partir de la co-nanoprécipitation avec 
des polymères.58 Néanmoins, la concentration en soluté encapsulée dans ces capsules 
polymériques est amoindrie par rapport aux capsules du domaine Ouzo.  

 

Pour conclure, une évolution continue et dynamique du domaine SFME vers le domaine 
Ouzo existe. Les émulsions spontanées Ouzo semblent être en équilibre dynamique avec le 
pré-Ouzo, comme pour les nanoémulsions cinétiquement stabilisées par la coexistence d’une 
microémulsion.53  
 

I.2.b.v Stabilisation colloïdale des nano-objets   

 
La croissance des gouttelettes peut être très lente et la stabilité colloïdale peut atteindre 

plusieurs semaines. Cette stabilité colloïdale s’expliquerait par l’existence d’une charge à la 
surface des gouttelettes. Et ceci serait peut-être dû à l’adsorption d’espèces, par exemple des 
ions ou des polymères ionisables.36–39,62,72,77,78 Cependant, l'origine de cette charge fait encore 
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l'objet de débats. Il est aussi possible d’apporter une stabilité colloïdale via l’utilisation de 
tensioactifs qui diminuent la tension interfaciale des nanoparticules.2,13,21,79 L’utilisation de 
tensioactif ou de polymère permet de stabiliser par répulsion électrostatique s’ils sont 
chargés, ou par répulsion stérique en ajoutant des polymères (copolymères à blocs 
amphiphiles ou polymères non ioniques).19,37 

 
Quelques travaux ont tenté d’étudier l’origine de cette stabilité des suspensions 

colloïdales en absence de tensioactif : 
• Il est connu que les gouttes d’huile portent une charge négative à l’interface dont 

la densité de charge augmente rapidement avec le pH et donc avec la 

concentration en ions hydroxydes OH–.80–82 Ceux-ci s’adsorbent à la surface 

expliquant une valeur de potentiel zêta négative, et donc une bonne stabilité. La 

croissance des gouttelettes s’arrête quand la densité de charge négative est 

suffisante en surface. 

• Roger et Cabane ont attribué l’existence de cette stabilité aux traces d’acides 

gras ionisés par les ions hydroxydes.77 En effet, ces ions s’adsorbent sur les acides 

gras (acides faibles) présents à l’état de traces dans l’hexadécane non purifié. 

Puis ce sont ces acides gras ionisés qui s’adsorbent à leur tour à la surface des 

gouttes d’huile. Ils ont constaté que l’hexadécane purifié ne présente pas autant 

de charge en surface et la distribution de taille des gouttes était plus grande. 

Ainsi, ils en ont conclu que ce ne sont pas les ions hydroxydes qui viennent 

directement s’adsorber à la surface des gouttes mais les traces d’acide gras 

anioniques. 

• Ganachaud et al. ont constaté qu’à pH 6 – 9, ce sont les ions bicarbonates 

(formés via la carbonatation de l’eau par absorption du CO2 déjà présent dans la 

solution ou dans l’atmosphère) qui sont présents en majorité et qui s’adsorbent 

à la surface avec d’autres ions (hydroxydes) minoritaires, expliquant la charge 

négative à la surface et donc la stabilité colloïdale de leurs gouttelettes.38 

 
Roger et al. ont étudié le phénomène de coalescence de gouttelettes/particules 

colloïdales qui ont des charges répulsives à leur surface (polymère PMMA ionique avec une 
charge sur les groupes terminaux) ou aucune charge.36 Les populations de nanoparticules 
PMMA dispersées dans un mélange acétone/eau présentent une distribution de taille étroite, 
comme dans tous les processus d'agrégation/coalescence qui suivent le mécanisme DLCA. Le 
rayon moyen ⟨R⟩ augmente logarithmiquement avec le temps écoulé tandis que la largeur 
relative σR/⟨R⟩ de la distribution diminue comme la racine carrée inverse de ⟨R⟩. Roger et al. 
ont interprété cette évolution comme résultant d'événements de coalescence qui sont 
entravés par les répulsions ioniques entre les gouttelettes. Grâce à l'équation cinétique de 
Smoluchowski, ils ont généralisé cette évolution par une simulation prenant en compte les 
interactions entre les gouttelettes. Ils ont constaté que toutes les rencontres entre 
gouttelettes mènent à la coalescence, que les interactions soient nulles ou attractives, avec la 
largeur de la distribution σR/⟨R⟩ qui augmente jusqu'à une valeur plateau.17,36 De plus, pour 
les gouttelettes qui interagissent par des répulsions ioniques à longue portée, les rencontres 
entre les grandes gouttelettes et les plus petites ont plus de chance de coalescer que deux 
grandes (Figure 23A). En effet les répulsions électrostatiques entre deux grandes gouttelettes 
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sont plus importantes (car elles ont plus de charges à leur surface), qu’entre une petite et une 
grande. En résumé, le cas de coalescence sans répulsion (donc sans charge à la surface des 
gouttes) mène à une polydispersité élevée, tandis que la coalescence avec répulsion conduit 
à une faible polydispersité (où σR/⟨R⟩ diminue comme 1/√⟨R⟩ dans la Figure 23B à droite) 
observée dans le domaine métastable (Figure 23B). Alors que l’ajout de tensioactifs donnent 
le résultat inverse. D’après la Figure 23B, plus les gouttelettes portent de charge à leur surface, 
moins la variation du rayon moyen est importante au cours du temps (à gauche de la figure) et 
moins la largeur de la distribution de taille est importante (à droite de la figure). 

 
Figure 23 : (A) Illustration schématique des phénomènes de coalescence entre une grande gouttelette et une 
petite en fonction de leur densité de charge à leur surface, amenant à une faible polydispersité au cours du temps 
dans le domaine métastable. (B) (gauche) Évolution calculée du rayon moyen ⟨R⟩ pour plusieurs valeurs du 
paramètre γκR1, qui correspond à l'amplitude des répulsions ioniques. Une évolution logarithmique est toujours 
observée et la pente de la variation diminue avec l'augmentation de la charge de surface. (Droite) Évolution 
calculée de la polydispersité σR/⟨R⟩ pour plusieurs valeurs du paramètre γκR1. La polydispersité ne dépend que 
faiblement de ce paramètre pour les temps supérieurs à quelques secondes et en est presque indépendante pour 
les temps supérieurs à quelques heures.36 

 

I.2.c Co-Nanoprecipitation  

 
La co-nanoprécipitation consiste à nanoprécipiter plusieurs composés simultanément 

ou séquentiellement. Dès 1986, Fessi et al. ont cherché à élaborer des capsules de polymère 
contenant une molécule huileuse active, en coprécipitant un polymère et une huile.28  
Finalement, beaucoup de travaux aujourd’hui usent de la méthode de co-nanoprécipitation 
en tentant de fabriquer des capsules ou des sphères de polymères contenant des principes 
actifs pour améliorer leur biodistribution, biodisponibilité et leur solubilité dans les milieux 
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aqueux. Plusieurs techniques ont été développées pour rendre leur élaboration efficace, facile 
et contrôlable. 
 

I.2.c.i Nucléation hétérogène 

 
 Dans la nucléation dite hétérogène, l’ajout de substrats étrangers réduit l’énergie libre 

critique de nucléation ΔGcr.1 De ce fait, la nucléation se produit à une sursaturation plus faible 
et les molécules libres de soluté s’adsorbent à la surface du substrat étranger. Ces « germes » 
ajoutés dans le milieu contrôlent le nombre et la taille des nanoparticules. Par exemple, une 
macromolécule hydrophobe, comme le polycaprolactone (PCL), se solubilise dans un solvant 
miscible à l'eau, le tétrahydrofurane avec une molécule hydrophobe d’intérêt, le paclitaxel.1 
Dès l’ajout de l’eau au mélange organique, la nucléation hétérogène se produit et le paclitaxel 
s’accumule sur les nanoparticules de polymères, s’étant d’abord formées après l’ajout de 
l’eau. Ainsi, une co-nanoprécipitation du PCL et du médicament Paclitaxel se produit. Dans 
cette étude, ils ont montré que l’utilisation de différents poids moléculaires de polymère à 
masse constante peut induire différentes tailles de nanoparticules. En effet, en travaillant à 
masse constante, le polymère avec un poids moléculaire élevé est moins concentré dans le 
milieu que ceux de faible poids moléculaire. Ceci implique la formation d’une plus faible 
quantité de noyaux et présentant une plus grande taille après accumulation du médicament 
à leur surface.  
 

I.2.c.ii La nanoprécipitation séquentielle  

 
Souvent dans la littérature, nous retrouvons la méthode de nanoprécipitaion 

séquentielle pour conanoprécipiter deux composés hydrophobes en deux étapes : la 
nanoprécipitation du soluté hydrophobe suivie de la nanoprécipitation du polymère pour 
encapsuler la nanoparticule de soluté.20,83 Cette méthode est utilisée pour différentes raisons 
telles que i) l’élaboration de capsules polymères,83 ii) la stabilisation de nanoparticules 
inorganiques par stabilité stérique,84  iii) la favorisation de la nanoprécipitation d’un soluté 
hydrophobe dans le milieu,11 ou encore iv) apporter des propriétés provenant des deux 
composés utilisés selon les applications visées. 

 
Il est possible de réaliser la co-nanoprécipitation séquentielle soit en bulk soit en 

microfluidique. Pour la méthode en bulk, il suffit d’ajuster leur solubilité en sélectionnant 
différents systèmes de solvants (utilisation de co-solvants) de sorte que le soluté puisse 
précipiter en premier pour former le cœur de la nanoparticule, suivi par la nanoprécipitation 
immédiate du polymère pour obtenir une enveloppe polymère, dans un même réacteur. Liu 
et al. ont comparé cette méthode avec la nanoprécipitation traditionnelle, c’est-à-dire le 
mélange du polymère et du principe actif (la curcumine dans leur cas) en une seule fois dans 
du solvant organique DMF qui est ensuite ajoutée à une grande quantité d’eau (Figure 24a).83 
Dans le cas de nanoprécipitation traditionnelle, ils ont observé que la solution devient 
instantanément trouble, puis après quelques minutes de gros cristaux de curcumine 
apparaissent dans la solution. Finalement, cela s’explique par une différence de solubilité 
intrinsèque de la curcumine et du polymère dans le DMF. Ils ne présentent pas la même 
vitesse de nanoprécipitation dans ce solvant : le polymère nanoprécipite plus vite pour former 
des nanoparticules de polymère pouvant contenir une infime quantité de curcumine, suivi de 
la cristallisation de la curcumine en quantité majoritaire dans le milieu (étant 
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thermodynamiquement plus favorable sous la forme cristalline). Dans le cas de la 
nanoprécipitation séquentielle en bulk, l’utilisation de co-solvants adéquats 
(DMF/DMSO/EtOH) et l’ajout d’eau en 2 étapes donne lieu à la nanoprécipitation par étape 
de chaque composé hydrophobe pour former des nanoparticules cœur/coquille hautement 
riches en charge médicamenteuse, sans l’apparition d’agrégats dans la suspension (Figure 
24b).  

 
 

Figure 24 : Illustration schématique accompagnée des observations visuelles et en TEM de la méthode 
traditionnelle de nanoprécipitation en une seule étape (a) et de la méthode de co-nanoprécipitaiton séquentielle 
en bulk en deux étapes (b). La méthode (a) présente des agrégats de polymères et de curcumine, observable 
visuellement par l’apparition d’un gros précipité dans la solution et en TEM avec les cristaux de curcumine et les 
agrégats de polymères. La méthode (b) a permis la formation des nanoparticules de polymère avec un cœur riche 
en curcumine et la solution semble homogène.83 

Un autre exemple est présenté dans la Figure 25.20 L’ajout d’un solvant organique 
miscible à l’eau dans une solution contenant une substance active soluble dans la phase 
aqueuse provoque sa nanoprécipitation (étape 1 : obtention de nanoparticules de soluté 
hydrophile dans ce cas). Dans un second temps, cette solution est ajoutée à une solution de 
polymères suspendus dans un solvant organique, pour finalement former des nanoparticules 
avec un cœur enrichi en substance active recouvert d’une enveloppe de polymère.  

 

 
Figure 25 : Représentation schématique de la méthode de co-nanoprécipitation séquentielle en bulk dans le cas 
d’une substance active soluble dans la phase aqueuse et d’un polymère soluble dans la phase organique pour 
former des nanoparticules de polymère chargées en substance active.20 

 
Néanmoins, la microfluidique est souvent la méthode de prédilection pour contrôler la 

séquence d'introduction du soluté et du polymère et pour contrôler la taille et la morphologie 
des nanoparticules formées.85–87 Comme pour la méthode en bulk, il convient d’utiliser des 
solvants adéquats pour chaque composé à nanoprécipiter, puis de les mélanger soit ensemble 
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(utilisation de co-solvants appropriés)88 soit séparément (en deux étapes)85. Puis la phase 
organique et la phase aqueuse sont ajoutées en même temps dans une chambre de mélange. 
Une diffusion instantanée du solvant dans la phase « non-solvant » a lieu impliquant la 
précipitation du polymère et la formation des nanoparticules comme pour la méthode 
traditionnelle de précipitation, mais en un temps très court (quelques millisecondes ou 
secondes). C’est la « Flash Nanoprecipitation » (FNP).11,20,89 Elle produit de petites 
nanoparticules (entre 50 et 150 nm) de manière reproductible, avec une meilleure distribution 
de taille et avec une charge plus élevée en composés hydrophobes.86  
 

Liu et al. ont élaboré un dispositif microfluidique pour réaliser une précipitation 
séquentielle des médicaments et des polymères.85 Ils ont utilisé une phase organique 
contenant un médicament hydrophobe (paclitaxel, sorafénib) et un polymère sensible au pH. 
Cette phase organique est pompée simultanément avec une phase aqueuse dans le dispositif 
microfluidique pour obtenir les nanoparticules de médicament dans un premier temps. 
Ensuite, ils ont ajouté dans le dispositif un troisième flux extérieur contenant une solution 
acide pour induire la précipitation du polymère à la surface des nanoparticules de médicament 
préformées. Le résultat obtenu est une nanoparticule cœur/coquille avec une charge élevée 
en médicament dans le cœur de la capsule polymérique. En outre, l'intervalle de temps 
extrêmement court entre les processus de précipitation du médicament et du polymère a 
permis d'obtenir des nanoparticules stables en l'absence de tout stabilisant. Ce dispositif 
microfluidique est résumé dans la Figure 26. 
 

 
Figure 26 : Illustration schématique de la plateforme de nanoprécipitation séquentielle par méthode 
microfluidique super-rapide. Fluide interne 1 : précurseurs de médicaments et de polymères dissous dans le 
solvant ; Fluide interne 2 : solution aqueuse comme « non-solvant » pour le médicament ; Fluide externe : solution 
acide comme « non-solvant » pour les polymères.85 

Il faut avoir en tête qu’il est aussi possible d’obtenir un co-chargement de deux 
molécules en une seule étape, sans passer par la nanoprécipitation séquentielle. Une liaison 
forte peut exister entre les deux molécules à nanoprécipiter.90 Différents systèmes peuvent 
être utilisés pour l’auto-assemblage comme un polymère hydrophile combiné à un 
médicament hydrophobe, ou la combinaison de deux médicaments hydrophobes, etc.  
 

I.3 Les paramètres influençant les nanostructures obtenues par l’effet Ouzo  

 
La méthode de préparation est une étape clé pouvant influencer la taille, le nombre, la 

distribution ou la structure globale des particules précipitées selon les applications souhaitées 
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(Figure 27). Cette partie vise à mieux cerner les conditions qui favorisent et optimisent la 
nanoprécipitation du soluté hydrophobe par l’effet Ouzo, telles que l’abaissement de la 
qualité du solvant, la rapidité du mélange, la solubilité du soluté dans le mélange, l’effet de la 
température, ou encore l’ajout d’agents stabilisants pour limiter les phénomènes 
d’agrégation. 

 

Figure 27 : Représentation schématique des paramètres pouvant influencer l'élaboration des particules 
submicroniques par méthode de déplacement de solvant.91 

 

I.3.a Choix du solvant, du « non-solvant » et du soluté  

 
Le facteur clé de la nanoprécipitation est le choix des composants : 

• le soluté (hydrophobe) miscible au solvant organique ; 

• le solvant organique miscible au non-solvant et au soluté à nanoprécipiter, 

souvent appelé hydrotrope.67 Il est possible aussi d’utiliser un mélange de 

solvants ; 

• le « non-solvant », souvent une phase aqueuse, qui est un mauvais solvant pour 

le soluté hydrophobe à nanoprécipiter. 

I.3.a.i Le paramètre d’affinité entre le solvant et l’eau 

 
Le contrôle des affinités entre ces composants semble être crucial.22,92,93 Une faible 

affinité entre le soluté et le « non -solvant » et une forte affinité entre le solvant et le « non-
solvant » favorisent la sursaturation (et la nucléation) du soluté. Cela conduit à de petites 
nanoparticules homogènes dans les conditions Ouzo (faible fraction massique de soluté et de 
solvant par rapport au « non-solvant »). Par ailleurs, il est possible d’obtenir des gouttelettes 
plus petites avec des solvants plus hydrophiles (donc des meilleurs hydrotropes).34 De Oliveira 
et al.92 ont étudié le paramètre d’affinité entre le solvant et l’eau  (χsolvant-eau) pour faire le 
meilleur choix de solvant dans leur système polymère PLGA/solvant/eau :   

𝜒𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑛𝑡−𝑒𝑎𝑢 =  
𝑉𝑒𝑎𝑢

𝑅𝑇
(𝛿𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑛𝑡 − 𝛿𝑒𝑎𝑢)² 

Ce paramètre d’affinité décrit l'interaction entre les molécules d'eau et les molécules du 
solvant organique. Veau représente le volume molaire de l'eau (calculé à partir de sa masse 
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molaire et de sa densité), R est la constante des gaz parfaits, T la température absolue, 𝛿eau et 
𝛿solvant sont les paramètres totaux de solubilité de l'eau et du solvant organique, caractérisant 
les interactions qu’une molécule peut avoir avec son environnement. Ce paramètre de 
solubilité, aussi appelé paramètre de solubilité de Hansen, permet d’évaluer la solubilité entre 
les deux espèces.94 Il est le résultat de la contribution de 3 types d’interaction que sont les 
forces de dispersion (𝛿d), les interactions polaires (𝛿p) et les liaisons hydrogènes (𝛿h). Plus les 
𝛿 des deux composés sont proches, plus ils sont solubles l’un avec l’autre.  
 

En traçant la taille moyenne des nanoparticules en fonction de ce paramètre (Figure 
28), ils ont constaté que plus l’affinité entre le solvant et l’eau est grande (c’est-à-dire, plus la 
valeur de χ est petite), plus la taille des nanoparticules est petite. Ainsi, ils ont suggéré qu’une 
grande affinité permettrait un taux de mélange eau-solvant élevé menant alors à la formation 
de plus petites nanoparticules. Par ailleurs, certains travaux ont mis en évidence que le choix 
du solvant pouvait décaler la binodale.13,22,95 Par exemple, une forte affinité décale la binodale 
vers des plus grandes concentrations en soluté. Quant à Ganachaud et Katz, ils ont ajouté que 
les solvants qui ont une très bonne affinité avec l’eau (plus qu’avec l’huile) ne font pas gonfler 
les gouttelettes de l’émulsion.40 Alors que les solvants qui se répartissent plus uniformément 
gonflent les gouttelettes donnant de grosses gouttes polydisperses. 

 
Figure 28 : Influence du paramètre d'interaction eau-solvant sur la taille moyenne des nanoparticules avec leurs 
illustrations schématiques en fonction du solvant utilisé.92 

I.3.a.ii Modulation de l’interdiffusion entre le solvant et le « non-solvant » 

 
La diffusion du solvant à travers le « non-solvant » est aussi une étape clé de l’effet 

Ouzo, pouvant subir l’influence de divers paramètres comme : 

• le poids moléculaire du soluté et la viscosité du mélange.7,96,97 Par exemple, la 

taille des nanoparticules peut augmenter avec le poids moléculaire du polymère 

hydrophobe, puisque cela augmente la viscosité du mélange et donc limite la 

diffusion solvant/« non-solvant ». Cependant, Seremeta et al. ont démontré 

que l’augmentation du poids moléculaire du polymère PCL impliquait une 

diminution de la taille des nanoparticules.98 Ils ont expliqué ce phénomène par 

une diminution de la solubilité du polymère dans le milieu acétone/eau et donc 

une sursaturation plus rapide formant des plus petits noyaux plus nombreux. 

• la concentration en soluté (pour un polymère, Figure 29A, et pour une huile, 

Figure 29C).22,92,97,99,100 En effet, plus la concentration en soluté est élevée, plus 

le taux de sursaturation est élevé et plus la nanoprécipitation est favorisée. Ceci 
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entraîne une augmentation de la taille des nanoparticules puisqu’un plus grand 

nombre de molécules de polymère par unité de volume de solvant participe à 

la nucléation-croissance.96,101  D’après Aubry et al., la taille des nanoparticules 

de polymère est proportionnelle à la concentration en polymère à la puissance 

1/3, comme prédit par le modèle cinétique de Smoluchowski et par le 

mécanisme d’agrégation de cluster limitée par la diffusion (DLCA).13,102 Mais, 

plus la concentration en soluté est élevée, plus la viscosité augmente aussi, et 

donc cela rend difficile l’interdiffusion des deux phases. 

• les proportions en solvant et « non-solvant » utilisées à une température 

donnée.92,100  Plusieurs études ont démontré que la taille des particules 

augmente avec l’augmentation de la fraction en solvant organique dans le 

milieu. En effet, ceci induit une diminution de la sursaturation et donc de la 

nucléation, favorisant la croissance des nanoparticules.  

En outre, Vitale et Katz ont démontré que le paramètre qui augmente la taille des 
gouttes est plutôt le rapport de la concentration de soluté en excès (sursaturation) par rapport 
à la concentration en solvant (Figure 29C).34 L’augmentation de ce rapport conduit à une 
augmentation de la taille des nanoparticules. 

 
Figure 29 : (a) Augmentation linéaire de la taille (rayon hydrodynamique) des gouttelettes en fonction de l’ajout 
croissant en polymère dans la solution initiale, pour un système polymère/acétone/eau.92 (b) Évolution de la taille 
des gouttelettes Ouzo obtenues dans le système DVB/éthanol/eau en fonction de la fraction volumique de DVB 
pour différente fraction de solvant.34 (c) Évolution de la taille des gouttelettes Ouzo obtenues dans le système 
DVB (huile)/éthanol/eau en fonction du rapport entre l’excès de DVB et l’éthanol.34 

I.3.a.iii Le choix du soluté à nanoprécipiter 

 
En plus du choix du solvant qui peut décaler les limites du domaine Ouzo, le choix du 

soluté peut aussi jouer dessus. Trevisan et al. ont justement démontré ce point en utilisant 
des copolymères alternés portant de longs groupes alkyl-pendants : l’un AltC12 pour 12 
carbones, l’autre AltC18 pour 18 carbones (Figure 30).52 La limite du domaine Ouzo est 
décalée, vers un taux en solvant plus bas pour AltC18. Ils ont suggéré que cela pouvait 
s’expliquer par la partition du copolymère dans le mélange solvant/eau après sursaturation. 
Etant donné que le copolymère AltC18 est plus lipophile que l’AltC12, le THF est un meilleur 
solvant pour AltC18. Ainsi, à des taux plus élevés de THF pour un mélange THF/eau, AltC18 
aura plus tendance à se solubiliser (domaine monophasique à partir de 40 % THF) que l’AltC12 
(à partir de 50 % de THF). 
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Figure 30 : Diagramme de phase bidimensionnel représentant les fractions massiques de THF en fonction des 
fractions massiques des copolymères (AltC12 et AltC18). 52 

Jusqu'à présent, la plupart des études sur l'effet Ouzo ont porté sur des huiles ou des 
polymères, ce qui laisse peu de doute sur l'état physique de la phase dispersée, c'est-à-dire 
liquide pour les huiles et solide (amorphe) pour les polymères. Concernant les composés 
organiques, comme un médicament, ils peuvent précipiter sous forme amorphe ou 
recristalliser, selon leurs caractéristiques physico-chimiques propres.89 Pucci et al. ont 
constaté que les propriétés cristallines de leurs particules de poly(caprolactone) n’étaient pas 
affectées par le processus du mélange.42 Dans ce cas, l'état physique des particules dépend 
uniquement de leur composition et la cristallisation se produit après la formation des 
particules. Par ailleurs, ils ont constaté que les propriétés semi-cristallines de leur polymère 
PCL étaient restaurées après élimination par dialyse des molécules de THF se trouvant encore 
dans les nanoparticules. D’autres travaux ont tenté de préserver la forme amorphe des 
médicaments nanoprécipités dans les capsules en utilisant des co-solvants. Cette méthode 
permet d’éviter la cristallisation trop rapide des composés d’intérêt à l’extérieur des 
capsules.83  

 

I.3.b Les méthodes d’ajout et de temps de mélange  

 
Aujourd’hui, un grand nombre de travaux ont prouvé la dépendance (cinétique) des 

propriétés des particules obtenues avec les conditions de préparation comme la méthode et 
le temps de mélange. 

 
L’évolution du système dépend de la compétition entre le temps de mélange et le 

temps de séparation de phase.37  Ainsi, une sursaturation élevée, rapide et homogène exige 
que le mélange des deux phases et la diffusion moléculaire soit extrêmement plus rapide que 
la vitesse de séparation de phase (Figure 31a).9,37 Alors, seules les interactions entre les 
nanoparticules en formation déterminent les distributions de taille finales. Si cette condition 
est remplie, les nuclei produits simultanément peuvent croître en même temps de façon 
homogène et sont dispersés aléatoirement dans le mélange. Dans le cas contraire, si le 
mélange se produit simultanément à la séparation de phase (Figure 31b), voire un mélange 
plutôt lent par rapport au temps de nucléation et de croissance, alors les conditions de 
nucléation et de croissance sont hétérogènes et conduisent à des dispersions moins 
uniformes. 
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Figure 31 : Diagramme de phase d’un système soluté/bon solvant/mauvais solvant. L'addition du mauvais 
solvant conduit à une séparation de phases en traversant la frontière de solubilisation (ligne verte). Les 
compositions de chaque phase sont données par les lignes de liaison en pointillé. (a) Un mélange plus rapide que 
la séparation de phase, amenant à une solution homogène sursaturée puis se séparant en 2 phases. (b) Un 
mélange et une séparation de phases simultanés. La séparation de phases se produit à des compositions 
différentes et variables.37 

Pour illustrer ce propos, Pucci, et al. ont montré que la méthode d’ajout, et donc 
indirectement le temps de mélange, est une condition importante en étudiant la 
nanoprécipitation du poly-ε-caprolactone (PCL) par l’addition rapide (FA pour « fast 
addition ») de l’eau dans la phase organique (PCL/THF) ou l’addition goutte à goutte (DD pour 
« drop-by-drop »).42 Quelle que soit la fraction de THF, ils ont observé que la méthode d’ajout 
rapide présente un domaine Ouzo plus large (●, Figure 32a, gauche) avec des particules plus 
petites (Figure 32b à gauche et c) et plus stables dans le temps que celles obtenues par l’ajout 
goutte à goutte de l’eau (Figure 32a, b à droite et c). Ainsi, l’ajout rapide d’eau mène à des 
conditions de sursaturation élevées, rapides et homogènes, abaissant rapidement la solubilité 
du soluté hydrophobe et favorisant un haut taux de nucléation. Ici le temps de mélange est 
plus court que le mécanisme de nucléation-croissance/agrégation. Alors que l’ajout goutte à 
goutte d’eau à la phase organique mène à un temps de mélange proche, voire plus long que 
le temps de séparation de phase des particules, et donc à un faible taux de sursaturation. 
Ainsi, la solution subit une décomposition spinodale avant d’atteindre la concentration finale 
dans le domaine Ouzo. Comme vu dans la partie I.2.b.ii, cela conduit à une nucléation de taille 
hétérogène favorisant la formation de particules plus grandes et plus polydisperses (Figure 
32a, , b et c, à droite).  

 
 
 
 
 



 

Chapitre 1 – Introduction bibliographique 36 | P a g e  

 
Figure 32 : A) Diagrammes de phase du système PCL/THF/eau obtenus par, ajout rapide (FA, gauche) ou goutte 

à goutte (DD, droite) de l’eau : Solutions transparentes ( , polymère soluble) ; troubles dans le domaine Ouzo 
(●, nanoparticules) ; troubles dans le domaine Ouzo instable ( ,micro- et nanoparticules) ; et séparation 

macroscopique (▪, sédiments). La fraction volumique du THF (XTHF) est rapportée en fonction de la concentration 

finale en PCL. La limite de miscibilité ou binodale (......), la limite de l'Ouzo ( ) et la limite de stabilité ou 
spinodale (- - - -). Les lignes en pointillés ( ) représentent les trajectoires de composition, allant d'une teneur 
élevée en THF à une teneur plus faible avec l'ajout d'eau. B) Photographies MEB des particules de PCL préparées 
à XTHF = 0,20 et CPCL = 0,20 %w, pour FA (à gauche) et DD (à droite). (C) Le rayon hydrodynamique moyen des 
particules de PCL est indiqué en fonction de XTHF (courbe noire pour FA et courbe rouge pour DD). La concentration 
finale en PCL est de 0,18 %w. Les analyses DLS ont été effectuées juste après la préparation, ces échantillons sont 
ceux entourés d'un rectangle orange dans les diagrammes de phase en (A).42 

Sitnikova et al. ont constaté aussi que l’ordre d’ajout avait son importance.17 En effet, 
l’ajout de l’huile directement dans le mélange eau/éthanol ou de l’alcool dans la solution 
huile/eau n’aboutit pas à une émulsification spontanée. Elle ne se produit qu’à condition 
d’ajouter rapidement la grande quantité d’eau au système huile/solvant. Autrement, il est 
possible d’injecter rapidement la phase organique contenant le soluté hydrophobe dans le 
mélange aqueux, comme Schubert et al. l’ont fait avec une aiguille d’injection pour former des 
nanoparticules de lipides.103  

 
Il est important de mentionner l’effet du taux d’agitation puisque la méthode souvent 

employée pour mélanger les différentes phases est l’agitation mécanique dans une cuve. Une 
augmentation de la vitesse d'agitation entraîne généralement une diminution de la taille des 
particules.24 En effet, le mélange se fait plus efficacement et induit une interdiffusion plus 
rapide entre les phases aqueuse et organique.  
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La « flash nanoprécipitation » est une méthode de prédilection qui a été développée 

pour améliorer les conditions de mélange d’une émulsion Ouzo. Sa dénomination est due à la 
formation rapide et instantanée des nanoparticules grâce à un micromélangeur en flux, faisant 
alors appel à la microfluidique comme expliqué précédemment.104 Grâce à cette technique, 
l’ajout des composants et le mélange se font dans des temps extrêmement courts (de l’ordre 
de quelques millisecondes) et de façon plus homogène par rapport au procédé habituel avec 
une agitation mécanique.105,106 Dans ce cas de figure, le taux de mélange est bien plus 
important que celui de séparation de phase, permettant le contrôle du taux de nucléation et 
l’obtention reproductible de nanoparticules monodisperses et petites. 

 

I.3.c L’ajout d’un stabilisant 

 
Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’ajout de polymères à la surface des 

nanoparticules peut apporter une stabilité stérique et/ou électrostatique s’ils sont chargés. 
Les stabilisants ayant un effet électrostérique favorise la production de particules plus 
petites.24 En revanche, si une trop grande concentration est utilisée alors la viscosité du non-
solvant augmente, ce qui défavorise l’interdiffusion entre le solvant et le non-solvant. En effet, 
la diffusion est ralentie et les nanoparticules voient leur taille augmenter. L’utilisation d’une 
concentration plus élevée de tensioactif favorise son adsorption à la surface des 
nanoparticules et leurs tailles diminuent. De ce fait, une plus faible concentration en polymère 
est souhaitable contrairement aux tensioactifs pour obtenir une stabilisation interfaciale 
améliorée provoquant une diminution de la taille des nanoparticules.  

 
Par ailleurs, selon la nature du stabilisant et le type d’émulsion (SFME ou Ouzo), il est 

possible d’obtenir différentes tailles. C’est donc un paramètre important à prendre en compte 
en fonction du système étudié. Par exemple, Yan, Ganachaud et al. ont constaté une 
différence d’évolution de taille après l’ajout d’un tensioactif non ionique soit dans une 
émulsion SFME soit dans une émulsion Ouzo (miglyol/acétone/eau pour élaborer les capsules 
polymères PEMM).58 L’ajout du tensioactif sur les capsules de polymère diminue légèrement 
leur taille dans le domaine de l’Ouzo et augmente leur stabilité colloïdale, tandis qu’il conduit 
à une augmentation de la taille des capsules et à un élargissement des distributions dans le 
domaine SFME (Figure 33).  
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Figure 33 : Comparaison des diamètres (gauche) et des polydispersités (droite) obtenues avec/sans tensioactif 
non ionique Brij56. (A) Dans le domaine Ouzo, les gouttelettes sont stabilisées par le tensioactif. Fraction massique 
en acétone : 0,3, 0,4, 0,5. (B) Dans le domaine SFME, les gouttelettes sont déstabilisées par le tensioactif. Fraction 
massique en acétone : 0,4, 0,5, 0,6, 0,7.58 

Jusqu’à présent, nous avons discuté de l’effet de l’ajout de stabilisant type tensioactif 
ou polymère dans les émulsions. Dans notre équipe, l’étude de la stabilité des gouttelettes a 
aussi été investiguée en ajoutant des nanoparticules inorganiques hydrophobes (< 10 nm) à 
leur surface.50 Grâce aux analyses NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), il a été constaté que 
l’adsorption de nanoparticules inorganiques à la surface des gouttes Ouzo diminue leur taille 
et donne une distribution de taille plus étroite (Figure 34b) qu’en absence de nanoparticules 
(Figure 34a). De plus, la taille diminue (et leur nombre augmente) d’autant plus que la quantité 
de nanoparticules ajoutée augmente. Par ailleurs, l’ajout des nanoparticules ne modifie pas la 
transition SFME – Ouzo (augmentation de taille et diminution du nombre Figure 34c et d) dans 
le diagramme de phase du système étudié, mais il permet d’étendre le domaine Ouzo vers des 
concentrations plus élevées en soluté. Enfin, Goubault et al. ont démontré que les émulsions 
pouvaient subir une coalescence limitée comme les émulsions Pickering (huile/eau) en traçant 
l’inverse de la taille des gouttelettes qui croît linéairement en fonction de la concentration de 
nanoparticules.50,107 Cette étude nous permet alors de comprendre le phénomène qui 
gouverne l’évolution de la taille des gouttes du métastable lorsque des nanoparticules sont 
adsorbées à l’interface, à savoir la coalescence limitée. 
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Figure 34 : Comparaison de la distribution de taille (diamètre hydrodynamique DH) mesurée par NTA et de 
l’illustration schématique des gouttes en l'absence (a) et en présence (b) de nanoparticules de QD pour un 
échantillon se trouvant dans la zone métastable du système BHT/THF/eau (ΦTHF = 0.2 ; ΦBHT = 10-4). (c) Taille 
(mode principal de la distribution) et (d) concentration des gouttelettes, en l'absence (□) et en présence (■) du 
QD (10 µg/mL). L’histogramme de taille du (a) ne montre aucun mode principal, et n’est pas représenté sur la 
figure (c). Toutes les compositions se tiennent le long de la ligne ΦTHF = 0,2.50 

 

I.3.d Autres paramètres (température, force ionique) 

 
De Oliveira et al. ont élaboré des particules de polymères et ont balayé une plage de 

températures allant de 5 à 55°C.92 Ils ont observé une diminution de taille de 58,6 nm à 42,3 
nm. Ainsi, une meilleure affinité acétone-eau a induit une interdiffusion eau-solvant plus 
rapide, un taux de nucléation plus élevé conduisant à la formation de nanoparticules plus 
petites à des températures plus élevées. 

 

 Vitale et Katz ont montré que la largeur de la distribution de taille des gouttelettes 
dépendait de la température.34 Ils ont étudié le système DVB/éthanol/eau mélangé soit à 
25°C, soit à 50°C puis refroidis dans un bain-marie jusqu’à température ambiante. Ils ont 
obtenu une distribution étroite en chauffant puis en refroidissant leur système. Comme la 
solubilité de l'huile dans le mélange (particulièrement dans la phase aqueuse) augmente avec 
la température, il y a moins d'huile en excès disponible pour former des gouttelettes. Ainsi, 
les gouttelettes formées après ajout de l’eau présentent une taille plus petite qu’à 
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température ambiante. Le refroidissement, étant un processus lent par rapport au mélange 
et à la diffusion, ne permet pas de provoquer la nucléation de nouvelles gouttelettes. En fait, 
l'huile a suffisamment de temps pour diffuser vers les gouttelettes déjà existantes, menant 
vers une distribution de taille plus étroite. Il faut tout de même contrôler la température une 
fois l’émulsion faite, car une température élevée la déstabilise favorisant la coalescence 
(agitation thermique) et le mûrissement d’Ostwald.45 D’autres travaux ont montré que le 
domaine SFME est aussi sensible aux changements de température, lesquels pouvant modifier 
la taille des gouttes et leur structure.108  
 

De Oliveira et al. ont aussi étudié l’effet de l’ajout de sel dans le système 
PLGA/solvant/eau. La force ionique a été contrôlée en variant la concentration en NaCl et ils 
ont observé une nette influence sur la taille moyenne des particules. La taille des 
nanoparticules a augmenté avec la force ionique jusqu’à même floculer. L'augmentation de la 
concentration en NaCl réduit le potentiel zêta négatif car les ions Na+ écrantent les charges 
négatives entre les chaînes de polymères PLGA. Ceci expliquerait la déstabilisation des 
particules et leur agrégation par forces attractives de van der Waals.   
 

Finalement, de nombreux paramètres contrôlent la taille des particules. Ils sont résumés 
dans le tableau ci-dessous de la Figure 35 adapté d’Elaissari et de Budhian.  

 
 

Figure 35 : Tableau résumant les paramètres régissant la taille des NP obtenues par déplacement de solvant.24 
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II La nanoprécipitation pour l’élaboration de nanocapsules à partir de 
l’effet Ouzo et/ou de la zone SFME 

 
Dans le cadre de cette thèse, nous nous intéressons plus particulièrement aux 

nanocapsules (structure cœur/coquille), puisque ces réservoirs disposent d’un plus haut 
rendement d’encapsulation de composés hydrophobes par rapport aux nanosphères.109 

 

II.1  Capsules de polymère à partir de polymères préformés  

 
Comme nous l’avons vu dans la partie I de ce chapitre, Fessi et al. sont parmi les premiers 

à avoir élaboré des nanocapsules à base de polymère par dépôt interfacial à partir de la 
méthode de déplacement de solvant.28,29 Cette technique consiste en l’émulsification 
spontanée d’une huile hydrophobe par ajout d’un « non-solvant » dans une phase organique, 
suivie du dépôt du polymère à la surface des gouttes formées. 

L’équipe de Ganachaud a aussi développé des nanocapsules de polymères à partir de 
l’effet Ouzo, ainsi que de la zone SFME.51 Leur technique d’approche pour les fabriquer 
consiste à faire nanoprécipiter simultanément le polymère et le soluté hydrophobe dans une 
même gamme de concentration solvant/ « non-solvant ». Puis le polymère déposé à la surface 
des gouttes est réticulé pour renforcer la coque de la capsule. Pour cela, ils ont superposé le 
diagramme de phase de l’huile et celui du polymère pour trouver une zone exploitable. Par 
exemple, la Figure 36 illustre la superposition du diagramme de phase de l’héxadécane et du 
glycopolymère PHMM, tous deux dans THF/H2O. Du fait de cette méthode, il est possible 
d’anticiper les morphologies des nano-objets pouvant être obtenues dans les différentes 
zones du diagramme de phase. La zone verte « f » sur le diagramme de phase correspond à la 
zone exploitable où co-nanoprécipitent le glycopolymère et l’huile, permettant d’élaborer les 
nanocapsules polymères avec une distribution de taille monodisperse d’environ 100 nm. Le 
polymère est soluble dans les zones a, b, et c, tandis que l’huile est dissoute dans les zones c 
et d. Le polymère nanoprécipite dans les zones d, e et f, et l’huile forme des gouttelettes 
métastables dans les zones Ouzo b et f. Dans les zones a et e, la taille des gouttelettes d’huile 
est polydisperse (« Ouzo instable », partie I.2.b.ii), expliquant l’obtention de capsules de taille 
hétérogène dans la zone e. Par ailleurs, ils ont réussi à encapsuler un fluorophore, le pyrène, 
dans le cœur de leurs capsules en le solubilisant au préalable dans le solvant organique. Ils ont 
aussi décoré l’enveloppe avec des composés d’intérêt dont des nanoparticules inorganiques 
pour des applications biologiques, mais nous abordons ce sujet dans la partie II.2 de ce 
chapitre. 
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Figure 36 : Diagrammes de phase superposés du glycopolymère PHMM et de l’huile hexadécane dans le système 
THF/H2O, présentant les schémas des différentes structures obtenues dans chaque zone et les images MET 
correspondantes.51  

 À partir de cette méthode de superposition de diagrammes de phase soluté-polymère 
s’en est suivi de nombreuses élaborations de nanocapsules à partir de différents systèmes 
dans les travaux de Yan et. al. Par exemple, ils ont aussi utilisé le système ternaire 
miglyol/acétone/eau pour former l’émulsion Ouzo et du glycopolymère PEEGM réticulé pour 
former la nanocapsule de polymère (Figure 37).58  
 

 
Figure 37: Diagramme de phase du système ternaire miglyol/acétone/eau et du glycopolymère 
PEEGM/acétone/eau, accompagné de l'image MET correspondant au point du diagramme dans le domaine Ouzo 
où le miglyol et le PEEGM co-nanoprécipite pour élaborer les nanocapsules à base polymère réticulé.58 

L’élaboration de capsules polymères à partir du domaine Ouzo permet de fabriquer des 
capsules de taille contrôlée, monodisperses et encapsulant efficacement des composés 
d’intérêt selon l’application visée. De plus, il est possible d’encapsuler directement une huile 
d’intérêt médicamenteux comme le cas de la vitamine E dans une capsule de PCL.110 Il est 
important d’avoir en tête que souvent ces capsules polymères sont réticulées, et donc figées. 
C’est pour cette raison que la taille des capsules n’évolue pas malgré la métastabilité de 
l’émulsion Ouzo. De ce fait, il paraît important de contrôler la durée séparant le mélange et 
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l’immobilisation du système. Par ailleurs, Yan et al. ont exploré la zone SFME pour tenter 
d’élaborer des nanocapsules.58 Cela peut se révéler utile afin d’utiliser d’autres gammes de 
concentration du soluté hydrophobe à encapsuler. En effet, comme nous le montre la zone f 
de la Figure 36, l’aire exploitable où les nanocapsules monodisperses se forment est 
extrêmement étroite. Il est même possible que la co-nanoprécipitation du polymère et du 
soluté ne puisse pas se réaliser si la zone Ouzo du soluté et le domaine de précipitation du 
polymère ne coïncident pas sur le diagramme de phase.111 Ils ont utilisé les mêmes systèmes 
que précédemment (hexadécane/acétone/eau et miglyol/acétone/eau) pour comparer les 
capsules obtenues par SFME et par effet Ouzo, en utilisant un autre glycopolymère PEMM.58 
Cette étude dans la région SFME a démontré la formation de capsules comparables à celles 
obtenues par effet Ouzo et de taille contrôlée, entre 25 et 180 nm dans le cas du miglyol 
(Figure 38) et entre 75 et 140 nm pour l’hexadécane (Figure 39). Ils ont constaté les mêmes 
résultats en remplaçant PEMM par PEEGM. Aussi, comme vu dans la partie I de ce chapitre, 
les capsules obtenues dans la zone SFME voient leur taille augmenter avec le taux de solvant 
et rester constante quelle que soit la quantité de soluté (Figure 38). À l’opposé, la taille des 
capsules à partir des émulsions Ouzo augmente avec la quantité de soluté ajouté (Figure 36). 

 
Figure 38 : MET de nanocapsules préparées dans le domaine SFME en co-nanoprécipitant le miglyol et le 
glycopolymère PEMM. Ligne pointillée rouge : limite du point de trouble du PEMM.58 
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Figure 39 : MET de nanocapsules préparées dans le domaine SFME en co-nanoprécipitant l’hexadécane et le 
glycopolymère PEMM. 58 

Dans ce système glycopolymère/miglyol/acétone/eau et en utilisant la zone SFME, ils ont 
encapsulé cette fois un principe actif hydrophobe, la camptothécine, aussi solubilisé au 
préalable dans le solvant organique.58 

Comme nous l’avons vu précédemment, le domaine SFME produit des nano-
gouttelettes thermodynamiquement stables n’évoluant pas au cours du temps, à la différence 
de celles obtenues par effet Ouzo qui sont métastables. Par conséquent, la taille des capsules 
après réticulation du polymère correspond à celles des gouttes du SFME, comme le démontre 
la Figure 40.  

 

Figure 40 : Diamètres obtenus par MET (symboles vides) et par DLS (symboles pleins) des capsules élaborées avec 
le PEMM ( ) ou le PEEGM ( ) en fonction du diamètre initial des gouttes obtenues dans le SFME, pour le système 
Miglyol/acétone/eau. La ligne en pointillé représente la corrélation entre ces deux tailles (capsules et gouttes).58 

Il est alors possible de contrôler les tailles finales des capsules en se positionnant dans 
le domaine SFME du diagramme de phase. Cependant, pour une fraction de solvant donnée, 
les capsules élaborées à partir du SFME contiennent moins de soluté hydrophobe dans le 
cœur, en comparaison à celles du domaine Ouzo.  
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Jusqu’à maintenant, nous avons discuté des capsules hydrophiles se composant d’un 
seul type de polymère. Pour aller plus loin, ces capsules polymères peuvent aussi se composer 
de plusieurs polymères en une ou plusieurs couches. Par exemple, des capsules composées 
de différentes couches de polymère peuvent être obtenues en co-nanoprécipitant différents 
polymères par nanoprécipitation séquentielle (vue dans la partie I de ce chapitre).112,113 Pour 
la nanoprécipitation simultanée, les polymères sont mélangés en même temps pour faire co-
précipiter en une seule étape, permettant d’obtenir une couche mixte de polymères. La Figure 
41 résume ces deux mécanismes. 

 

Figure 41 : Illustration schématique de nanocapsules monocouches avec une ou 2 sortes de polymères par 
nanoprécipitation simultanée (en haut) et de nanocapsules multicouches par nanoprécipitation séquentielle (en 
bas).112 

Par exemple, Yan et al. ont réussi à élaborer des capsules mixtes et des multicouches 
(bicouches et tricouches) par nanoprécipitation séquentielle en ajoutant successivement le 
solvant organique (acétone ici) pour faire précipiter à différentes étapes chaque polymère 
(Figure 42A, B et C).112,113 En effet, ces différents polymères ne précipitent pas aux mêmes 
fractions d’acétone. Dans la Figure 42A, ils prouvent la déposition de la seconde couche en 
ajoutant de l’avidine qui a une grande affinité pour la biotine (biomarqueur) contenue dans la 
première couche de la capsule. Quand l’avidine est ajoutée en présence seulement de cette 
première couche, les nanocapsules s’agrègent entre elles. Alors qu’aucune agrégation n’est 
observée après la seconde nanoprécipitation du pullulan (PUL1) qui ne présente aucune 
affinité pour l’avidine. Dans la Figure 42B, ils observent les images MET des nanocapsules 
après l’ajout des différentes couches et constatent que l’épaisseur de la coque augmente 
après chaque étape de nanoprécipitation en ajoutant successivement l’acétone. Par ailleurs, 
en fabriquant ces nanocapsules avec plusieurs couches de polymère, ils démontrent un 
contrôle du relargage d’un principe actif encapsulé (Figure 42D). Plus il y a de couches 
successives, moins le principe actif est relargué en dehors des capsules dans le temps. Ceci 
évite alors le relargage prématuré et en grande quantité du médicament.  
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Figure 42 : Nanocapsules multicouches par nanoprécipitation séquentielle. (A) Images MET de nanocapsules à 
base de dextran fonctionnalisé à la biotine (centre gauche), et des nanocapsules avec une bicouche à base de 
dextran/PUL2 fonctionnalisé à la biotine (centre droit), et mélanges avidine/nanocapsules (images latérales). 
L’ajout d’avidine qui a une haute affinité pour la biotine entraîne la formation d’agrégats des nanocapsules. (B) 
Images MET de nanocapsules tricouches ; l'enveloppe polymère de la couche intérieure à la couche extérieure est 
composée de pullulan, de PHG (glycopolymères à base de PHMM) et de dextran ; insert en haut à droite : images 
zoomées (10×) de l'enveloppe polymère. (C) Chemin de nanoprécipitation vers des nanocapsules multicouches (en 
haut à gauche), images MET de nanocapsules mixtes glycogène-HA, en bicouche à base de glycogène-HA/DEX2, 
et en trichouche à base de glycogène-HA/dextran(5K)/pullulan(1K). (D) Potentiel zêta et (E) cinétique de libération 
du médicament (campthotécine) en fonction du nombre de couches de polysaccharides.112,113 

Souvent, une nanocapsule est définie comme présentant une structure cœur/coquille 
avec un cœur huileux, et une multitude de système a déjà été répertoriée dans la 
littérature.40,114 Cependant, il existe aussi des structures cœur/coquille avec un cœur solide.115 
Par exemple, Chambon et al. ont élaboré des nanoparticules cœur/coquille à base de 
polymères semi-conducteurs tels que le poly(3-hexylthiophène) (P3HT) et le [6,6]-phényl-C61-
butanoate de méthyle (PCBM), présentant une taille comprise entre 77 et 85 nm.116 En 
premier lieu, les deux polymères sont solubilisés dans le THF, puis l’ajout de DMSO fait 
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nanoprécipiter le cœur de P3HT en premier. Enfin l’ajout d’eau fait nanoprécipiter la coquille 
de PCBM (Figure 43). 

 

Figure 43 : Illustration schématique de la préparation des nanoparticules semiconductrices de structure 
cœur/coquille par nanoprécipitation séquentielle (à gauche) et l’image MET de la capsule obtenue (à droite).116 

Liu, Zhao et al. ont quant à eux cherché à faire nanoprécipiter un cœur de médicament 
entouré d’une coquille de polymère en utilisant la méthode de la nanoprécipitation 
séquentielle que nous avons abordé dans la partie I de ce chapitre.83 Pour ce faire, ils ont 
utilisé un mélange de trois solvants (DMSO, DMF et éthanol) pour solubiliser puis 
nanoprécipiter des médicaments hydrophobes (curcumine, paclitaxel, ibuprofène, docétaxel, 
et amphotéricine B) ainsi que des polymères biocompatibles (PLGA, PLGA-b-PEG, etc.). Ils ont 
constaté que les nanoparticules cœur/coquille ainsi formées sont stables, avec un diamètre 
autour de 50 nm avec une capacité de charge pouvant aller jusqu’à environ 50 % (fraction 
massique). En outre, la microfluidique est une méthode souvent utilisée pour fabriquer des 
structures cœur/coquille par nanoprécipitation séquentielle ultrarapide. Ainsi, il a été possible 
d’élaborer un cœur médicamenteux (des anticancéreux tels que le paclitaxel et le sorafénib, 
ou encore la curcumine) entouré d’une enveloppe polymère grâce au dispositif 
microfluidique.85,117  

 

II.2  Capsules de nanoparticules inorganiques 

 
D’autres types de capsules contenant des nanoparticules inorganiques dans leur parois 

peuvent être fabriqués à partir de l’effet Ouzo. Cependant, il en existe moins dans la littérature 
que les capsules à base de polymère. Les nanoparticules inorganiques trouvent leur intérêt 
dans les nanocapsules du fait de leurs nombreuses propriétés. Elles sont utiles dans diverses 
applications, notamment l’imagerie ou encore la radiothérapie dans le domaine biomédical 
par exemple. Ces propriétés seront plus discutées dans la partie III de ce chapitre. 

 
Shen et al. ont élaboré une nanocapsule avec un noyau à base d’un médicament 

anticancéreux, le paclitaxel (PTX), et d’une coque du complexe acide tannique (TA) - Fe (III).118 
Comme le montre la Figure 44a, ils ont d’abord nanoprécipité le paclitaxel par l’ajout de l’eau 
à la solution organique (éthanol). Ensuite la solution aqueuse contenant le TA et le Fe (III) a 
été ajoutée pour former ces nanoparticules cœur/coquille. Les ions TA et le Fe (III) se 
complexent fortement et s’assemblent à l’interface pour former un réseau sur la 
nanoparticule de paclitaxel, se traduisant par l'apparition immédiate d'une solution bleue 
après le mélange. Les nanoparticules de complexe PTX@TA-Fe(III) présentent une distribution 
de taille étroite autour de 100 nm comme le montre la mesure DLS et les images MET (Figure 
44b à d). Cette enveloppe inhibe le mûrissement d’Ostwald des nanoparticules et ralentit, 
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voire stoppe, leur croissance. De plus, ils obtiennent une forte charge médicamenteuse dans 
leurs capsules inorganiques. Ils ont démontré que leurs objets s'accumulent plus facilement 
dans les tumeurs, ce qui augmente l’activité antitumorale par rapport à la formulation 
commerciale (Taxol®).  

 
Figure 44 : Illustration schématique et morphologie des NP complexes. (a) Procédure générale pour la fabrication 
de nanoparticules complexes de PTX@TA-Fe(III). (b) Distribution de taille des nanoparticules de complexe 
PTX@TA-Fe(III) mesurée par DLS. La morphologie des nanoparticules du complexe PTX@TA-Fe(III) a été 
caractérisée par MEB (c) et MET (d). Les barres d'échelle sont de 100 nm.118 

Les nanocapsules de Silice mésoporeuse (MSN) présentent des propriétés intéressantes 
parmi lesquelles une grande surface spécifique, une porosité uniforme et élevée dont le 
diamètre des pores peut être contrôlé, ainsi qu’une biocompatibilité pour les applications 
biomédicales et la délivrance de médicaments.119 Vu et al. ont élaboré des nanocapsules de 
silice en nanoprécipitant un cœur de polystyrène (PS), lui-même entouré du tensioactif 
Bromure de cétrimonium (CTAB), servant de « template » pour la capsule de silice (Figure 
45).120 Ensuite, le cœur de polystyrène est extrait du composite PS@SiO2 avec le solvant THF 
pour le PS et l’éthanol pour le CTAB. Ils obtiennent alors des capsules de silice creuses.  
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Figure 45 : Illustration schématique de la fabrication de nanocapsules de silice creuses par nanoprécipitation du 
polystyrène-CTAB. Les images Met correspondant aux structures schématisées sont ajoutées en bas de la 
figure.120 

II.3  Capsules hybrides : à partir de polymères et de nanoparticules inorganiques 

II.3.a Les Hybridosomes® 

 
Dans notre équipe à l’Institut des Sciences Chimiques de Rennes (ISCR), nous formons 

des nanocapsules appelées Hybridosomes® (H®) associant nanoparticules inorganiques et 
polymère organique dans la coque. Ce projet a débuté par la synthèse des nanoparticules à 
travers la thèse de Gérald Casterou (2012-2015), par l’assemblage de celles-ci en 
Hybridosomes® durant la thèse de Flavien Sciortino (2014-2017), puis celle de Clément 
Goubault (2017-2020). 

Le procédé de fabrication (breveté en 2015) est résumé dans la Figure 46.121 Celui-ci 
consiste à préparer dans un seul réacteur un mélange HydroxyToluène Butylé 
(BHT)/eau/THF/nanoparticule (NP). Le BHT est un anti-radicalaire contenu initialement dans 
la solution commerciale de tétrahydrofurane. Ainsi, grâce à l’effet Ouzo, une suspension de 
nano-gouttelettes riches en BHT, ayant le rôle de soluté hydrophobe, se forme spontanément 
dans la phase continue. Les nanoparticules hydrophobes, initialement solubilisées dans le THF, 
s'adsorbent à la surface des nano-gouttelettes pour les stabiliser. Puis l’ajout de polymère 
hydrophile (poly(acide acrylique), PAA, ou copolymère à bloc poly(éthylène glycol)-b-
poly(acide acrylique), PEG-PAA) vient renforcer la coquille de nanoparticules, par échange 
entre les ligands des NPs et les polymères.  Enfin, le THF encore présent dans les gouttes et la 
phase continue est évaporé lentement, permettant d’obtenir une capsule contenant le BHT 
nanoprécipité. Il est aussi possible de retirer le solvant organique de la suspension par dialyse.  

 
Figure 46 : Illustration schématique du procédé de fabrication des H® et observations MET d’un H® entouré de 
nanoparticules d’oxyde de fer (SPION, diamètre = 5,5 nm ± 1nm, [Fe] = 12,5 μg/mL) réticulées avec du PAA.122 
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Les H® possèdent ainsi une paroi composée de NP hydrophobes d’environ 5-10 nm de 
diamètre (nanoparticules d’oxyde de fer superparamagnétiques : SPION ; nanoparticules 
d’or : Au ; Quantum dots : QD ; etc.) et de polymère (PAA, PEG-PAA, etc.). Leur distribution de 
taille est étroite et la taille moyenne est typiquement de 100 nm de diamètre. L’épaisseur de 
la coque équivaut au diamètre des nanoparticules adsorbées à la surface de la goutte, ce qui 
correspond à une seule couche de nanoparticules inorganiques (Figure 47a). La Figure 47b 
permet de mettre en évidence le dépôt de la couche de nanoparticules à la surface des gouttes 
comme un « template ».121 Par ailleurs, leur taille peut être modulée entre 80 et 100 nm en 
ajustant la quantité de nanoparticules.123 De plus, ces objets ont une très bonne stabilité dans 
l’eau (pH neutre) pouvant aller jusqu’à plusieurs mois. En effet, la présence des fonctions 
carboxyliques chargées négativement (carboxylates) de l’acide acrylique constituant les 
polymères PAA et PEG-PAA permettent de stabiliser les H® par répulsions électrostatiques. Ce 
procédé présente beaucoup d’avantages comme la reproductibilité, la simplicité et la rapidité.  

 
Figure 47 : (A) Observation MET avec coloration négative d’un Hybridosome® dont la coque est rompue ([PAA] = 
450 000 g.mol-1, [AA] = 2,25 mM; [Fe] = 12,5 μg/mL).123 (B) Image MET d’assemblages de SPION à faible 
concentration de nanoparticules et entourés de polymère pour mettre en évidence l’effet template des 
gouttelettes liquides. [Fe]=5 μg/mL ; polymère : PAA450k. Barre d’échelle : 100 nm.121 

Des expériences de compression osmotique ont permis de montrer que la coque des H® 
présente une certaine porosité permettant un échange entre la phase continue et le cœur des 
nanocapsules.123 Pour ce faire, la distribution de taille des H® a été étudiée en présence de 
poly(éthylèneglycol) (PEG) de différents poids moléculaires par NTA. Dans la Figure 48, les PEG 
plus petits que 4k diffusent à travers la coquille, équilibrant les pressions osmotiques internes 
et externes, contrairement aux PEG 10k et 20k. Par conséquent, la taille des pores est estimée 
à environ 2 nm (rayon hydrodynamique, ou 4kDa de PEG).   
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. 
Figure 48 : Mesures de distribution de taille des H® dispersés dans des solutions de PEG 1k (a), 4k (b), 10k (c), 20k 
(d) par NTA pour de la compression osmotique. Un latex de 200 nm a été ajouté à la dispersion pour renormaliser 

la viscosité. Les symboles (*) indiquent des H® brisés. Les concentrations de PEG sont (‧‧‧) 15 g.L-1 ; (- - -) 45 g.L-

1 ; (⸺)75 g.L-1 ; (▬)100 g.L-1. H® : [Fe]= 25 μg.mL-1 ; [AA] = 2,25 mM.123 

En outre, il a été démontré que les H® présentent une certaine élasticité (module 
d’Young de l’ordre du MPa) en mesurant la taille des H® sous pression osmotique (par NTA).123 
Dans la Figure 49, les mesures de distribution de taille des H® par NTA sous compression 
osmotique en utilisant du PEG 10k montrent que les H® peuvent se comprimer (courbe bleue, 
se traduisant par une polydispersité) et ensuite revenir à leur taille initiale en éliminant la 
pression osmotique. 

  
Figure 49 : Distribution de tailles d'H® SPION@PAA avant, pendant et après compression osmotique en utilisant 
un PEG10k (150 g.L-1). Pour la récupération après compression, les H® ont subi une séparation magnétique et 
purification/lavage.123 

Lors de la précédente thèse, les travaux de Clément Goubault ont mis en évidence 
l’importance des ligands hydrophobes pour élaborer les H® par effet Ouzo. Les diagrammes 
de phase de différents ligands entourant plusieurs types de NP (SPION, QD ou AuNP) ont été 
établis (Figure 50). Dans cette figure, des domaines Ouzo sont démontrés et localisés pour les 
divers ligands dans le système THF/eau. L’ensemble des ligands étudiés, sauf l’octylamine 
(OA), peuvent former des gouttelettes dans les mêmes conditions d’élaboration des H® 
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puisque la zone métastable du BHT dans THF/eau se superpose avec celles des ligands. La 
présence de ces ligands peut alors favoriser la formation des gouttelettes par effet Ouzo. 

 
Figure 50 : Localisation du domaine Ouzo des systèmes ligand/THF/eau, avec comme ligands : OA pour octylamine 
(bleu), OlAc pour acide oléique (rouge), OlA pour l’oléylamine (jaune) et OA+OlAc pour le mélange oléylamine et 
acide oléique (violet). Gauche : ligands des SPION et QD CdSe/ZnS ; Droite : ligand des AuNP et QD lnP/ZnS. Le 
diagramme de référence du BHT est reporté en vert sur les deux graphes. La ligne pointillée bleue représente les 
conditions classiques d’élaboration des H® en termes de concentration d’eau et de THF pour l’effet Ouzo. (Figure 
reprise de la thèse de Clément Goubault). 

Par ailleurs, selon les nanoparticules utilisées pour fabriquer la coque des H® (Figure 51), 
il est possible de moduler les propriétés et donc les applications visées.  

 
Figure 51 : Images MET ou MEB (pour le QD au centre en bas) d'Hybridosomes® à partir de diverses nanoparticules 
(SPION ; QD pour Quantum dots) et de différentes associations (SPION/AuNP/QD ; SPION/QD ; SPION/AuNP) au 
niveau de la coque.121 

Les H® peuvent être utilisés en tant qu’agents de contraste pour l’imagerie par 
résonance magnétique (IRM) si nous utilisons des oxydes de fer (SPION) comme 
nanoparticules.121 Les relaxivités transversales r2 des H® magnétiques ont été mesurées in 
vitro en solution dans le PBS (Phosphate buffered saline), vallant 274 ± 35 mM-1.s-1, 
285 ± 37 mM-1.s-1 et 257 ± 15 mM-1.s-1 pour les hybrides SPION stabilisés par PAA, SPION 
stabilisés par PEG-PAA, et SPION/AuNP stabilisés par PAA, respectivement. Elles sont 
comparables à celles de l’agent de contraste commercial pour l’imagerie préclinique 
Feraspin™ dans les mêmes conditions en in vitro (r2 = 307 ± 80 mM-1.s-1). Le choix du polymère 
n’a pas d’effet significatif sur le résultat et les H® AuNP/SPION présentent un couplage 
magnétique moins important que dans le cas de l’utilisation des SPION seules. La capacité 
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d’imagerie par résonance magnétique a aussi été évaluée in vivo sur un modèle murin (Figure 
52). Les images par résonance magnétique montrent une extinction significative du signal 
hépatique après injection intraveineuse rétro-orbitaire des H® SPION@PAA (Figure 52A 
encadré rouge haut), SPION@PEG-PAA (Figure 52A encadré rouge bas) ou SPION/AuNP@PAA 
(Figure 52B encadrés rouge & vert en haut à droite). Ceci prouve aussi la prise en charge des 
H® par les macrophages après injection et leur transfert vers le foie. Dans la Figure 52B, le 
contraste négatif en IRM procure une meilleure détection des tumeurs non vascularisées. Par 
ailleurs, les H® (avec SPION ou SPION/AuNP et stabilisés par PAA ou PEG-PAA) ne montrent 
aucune (SPION), ou une très légère (SPION/AuNP) cytotoxicité sur les cellules HEK après 48 h 
d'exposition à une concentration élevée en métaux (Figure 53).  

 

 
Figure 52 : Images par résonance magnétique pondérée en T2* dans le modèle murin. (A) Images de souris saines 
auxquelles des H® SPION@PAA (deux images du haut) ou SPION@PEG-PAA (deux images du bas) ont été injectés 
dans la veine rétro-orbitalaire et acquises avant injection (images entourées en bleu) et à 30 min après l'injection 
(images entourées en rouge), montrant une nette extinction du foie. (B) Images d’une souris saine (entourées en 
vert) et portant une tumeur du foie (entourée en orange), acquises avant (entourées en bleu) et à 30 min 
(entourées en rouge) après l’injection des H® SPION/AuNP (0,5 à 0,9 mg.kg-1) dans la veine rétro-orbitalaire, 
mettant en évidence la tumeur par différence de contraste.121 

 
Figure 53 : Viabilité des cellules HEK après incubation 48h avec les H® SPION ([Fe] = 100 μg / 106 cellules) ou les 

H® SPION/AuNP ([Fe] = [Au] = 100 μg /106 cellules) utilisés comme agents de contraste pour l'IRM.121 
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 L’enveloppe souple et déformable des H® explique leurs propriétés mécaniques 
exceptionnelles, telles que la stabilité à long terme, la facilité de déformation et la 
récupération de la forme. Cela pourrait permettre de résister à la pression osmotique élevée 
régnant dans les vaisseaux sanguins et de se faufiler dans les petits capillaires. Par ailleurs, les 
H® possèdent un cœur pouvant internaliser des molécules hydrophobes d’intérêt. La taille des 
Hybridosomes® et les propriétés de leur enveloppe peuvent être ajustées en faisant varier 
leur composition. De plus, l’évaporation du solvant dans ce processus est un plus pour les 
applications biologiques qui cherchent à s’en affranchir à cause de leur toxicité. La Figure 54 
résume les propriétés de ces nanocapsules hybrides et polyvalentes. D’autres applications ont 
été explorées pour les H® comme la catalyse en utilisant des clusters de molybdène124, ou 
encore la délivrance stimulée de contenu actif grâce à la conception par chimie électro-click 
de films d’H® qui sont sensibles au pH ou à un stimulus électrochimique.122 

 

 
Figure 54 : Présentation des différentes propriétés physico-chimiques des Hybridosomes®. 

Pour conclure, ces diverses caractéristiques peuvent nous permettre d’envisager une 
multitude d’applications dont une qui nous paraît évidente et qui est abordée au cours de 
cette thèse : l’encapsulation de médicaments pour la chimiothérapie et l’utilisation de 
nanoparticules radiosensibilisantes pour la radiothérapie.  

 

II.3.b Les autres capsules hybrides 

 
Dans la littérature, d’autres capsules hybrides ont été élaborées comme dans les 

travaux de Yan, Ganachaud et al. Ils ont modifié la surface de capsules de polymère en greffant 
des nanoparticules inorganiques possédant des propriétés recherchées selon l’application 
qu’ils visaient (Figure 55).51 Dans le système hexadécane/acétone/eau, ils ont démontré que 
l'incorporation initiale de nanoparticules d'or (AuNP) fonctionnalisées par du dodécanethiol 
ou d'oxyde de fer (SPION) dans la phase organique conduit à la préparation de nanocapsules 
glycopolymères avec quelques NP greffées à la surface (Figure 56). Dans leur système 
miglyol/acétone/eau, ils ont aussi réussi à greffer des nanoparticules de cobalt (CoNP, 
fonctions amines) par réaction d’ouverture de cycle époxyde-amine à la surface de la capsule 
d’un type ou plus (Figure 57A) de glycopolymère (cycle époxyde) pour des applications 
antibactériennes par exemple.113 Les bactéries E. coli agglutinées sur les capsules peuvent être 
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extraites efficacement de la solution par séparation magnétique grâce aux propriétés 
magnétiques des CoNP (Figure 57B).125  

 

 
Figure 55 : Illustration schématique de la capsule de glycopolymère possédant des modifications à la surface pour 
apporter de nouvelles propriétés, dont la zone B possède des nanoparticules inorganiques dans la coque.51 

 
Figure 56 : Nanocapsules hybrides à partir d'une coque de glycopolymère et de l’incorporation de nanoparticules 
(A) d’AuNP et (B) de SPION.51 

 

  
 

Figure 57 : (A) Illustration schématique des nanocapsules hybrides comprenant des polymères mixtes FITC-
DEX/biotine-Dex/PHG et des nanoparticules magnétiques CoNP. (B) image MET des nanocapsules sensibles au 
magnétisme (bas) et une photo de leur séparation de la phase aqueuse sous l’effet du magnétisme (haut) .113 
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III Encapsulation de principes actifs dans des nanocapsules 
 

Les médicaments (particulièrement anticancéreux) sont souvent peu solubles dans 
l'eau. C’est pourquoi une grande diversité de vecteurs d'administration a été développée pour 
améliorer leur biodisponibilité.118 L’émergence des nanocapsules connaît un franc succès car 
elles possèdent une grande charge médicamenteuse.  

Dans la littérature, les capsules de polymères sont souvent utilisées pour l’encapsulation 
de principes actifs, et ceci pour de nombreuses raisons : propriétés de libération contrôlée et 
prolongée, biocompatibilité avec les cellules et les tissus, et biodégradabilité.126 Dans cette 
partie, nous discuterons de la méthode d’encapsulation de molécules hydrophobes dans les 
H®, puisque l’encapsulation de principes actifs fait l’objet de cette thèse et sera démontrée 
dans le chapitre 3. Par ailleurs, notre méthode d’encapsulation sera comparée à d’autres 
processus plus communs dans la littérature, et ne faisant pas appel à l’effet Ouzo tels que les 
liposomes ou les coques de silice par exemple.  

 

III.1 Les différentes stratégies pour encapsuler les médicaments 

 
Il existe de nombreuses revues qui décrivent les différentes stratégies pour encapsuler 

les médicaments. Liu et al. ont classé les différents vecteurs selon le mode de chargement du 
principe actif (Figure 58).90 Dans la suite de ce chapitre, nous présenterons les vecteurs qui 
encapsulent les principes actifs par famille, et non par stratégie d’encapsulation afin de 
simplifier la lecture. Cependant, il est important de garder à l’esprit qu’il existe les trois 
stratégies suivantes : 90 

• Pré-formation de la nanoparticule de médicament avant élaboration de l’enveloppe, 
privilégiant des structures cœur/coquille avec une charge médicamenteuse élevée 
selon l’épaisseur de la coque (Figure 58A). Souvent, les polymères constituent 
l’enveloppe en raison de leur biocompatibilité, biodégradabilité et de la possibilité de 
les fonctionnaliser (libération contrôlée, ciblage thérapeutique, suivi de la 
biodistribution, etc.), mais nous avons vu dans la partie précédente qu’il était aussi 
possible de trouver des capsules hybrides dont nos matériaux Hybridosomes®.  

• Formation du vecteur en même temps que l’encapsulation du médicament (Figure 
58B). On trouve des systèmes conjugués entre un polymère et un médicament, ou 
encore des nanoparticules amphiphiles en conjuguant un médicament hydrophile et 
un autre hydrophobe (co-chargement de médicaments). Dans ce dernier cas, le taux 
de chargement peut donc atteindre 100%.  

• Post-encapsulation du médicament dans le vecteur (Figure 58C). Dans ce cas, le 
support est d’abord fabriqué, puis le médicament est encapsulé avec une forte charge 
médicamenteuse. Pour cette stratégie, il paraît évident que les vecteurs doivent avoir 
une structure poreuse pour que le principe actif y pénètre. C’est le cas des 
nanoparticules de silice connue pour leur structure mésoporeuse, des nanoparticules 
de carbones, ou encore d’autres nanoparticules inorganiques (SPION, MOF pour 
« metal-organic framework », etc.). Ces matériaux offrent une grande surface 
exploitable, une porosité contrôlable (taille et volume), et peuvent être fonctionnalisés 
à leur surface. Il existe aussi des supports non poreux entrant dans cette catégorie de 
post-chargement en usant d’interactions hydrophobes non covalentes, d’attractions 
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électrostatiques, de liaisons hydrogènes et d’empilement π-π. C’est le cas de 
nanoparticules de protéines ou de polypeptides. 

 
Figure 58 : Illustration schématique de trois stratégies pour l'élaboration de vecteurs chargés en médicament. a) 
pré-formation de la nanoparticule de médicament (avant fabrication du support) ; (b) co-assemblement du 
médicament et du support ; (c) post-encapsulation du médicament (après fabrication du support).90 

 

III.2 Les Hybridosomes® 

 
Dans cette partie, nous discutons du procédé d’encapsulation dans les H® comme 

preuve de concept. 
Au début de l’étude de conception des H®, notre équipe n’avait pas idée que l’effet Ouzo 

était le phénomène qui régissait la formation de ces capsules sphériques enrobées de 
nanoparticules. Il se trouve qu’initialement, le procédé mentionnait le mélange THF/eau. Par 
la suite, l’équipe a compris que l’antioxydant BHT présent en infime quantité (1,28 mM dans 
le THF) jouait un rôle crucial dans l’existence de ces structures, en se basant sur les travaux de 
Sedlák et al. qui avaient déjà étudié de telles structures dans une large gamme de solutés et 
de solvant.127–129 Ainsi, l’encapsulation de BHT a déjà été réalisée dans les premiers travaux 
sur les H® (thèses de Flavien Sciortino et Clément Goubault). Un premier article a démontré 
et quantifié l’encapsulation de BODIPY, un fluorophore (Figure 59), dans des H® de SPION.121 
Le BODIPY hydrophobe a d’abord été solubilisé dans le THF dans la première étape du 
processus d’élaboration. Après séparation magnétique, les H® se trouvaient dans le culot 
(comme nous l’avons déjà vu dans la partie précédente de ce chapitre) tandis que le 
surnageant ne contenait que la solution aqueuse. Grâce à la spectroscopie UV et de 
fluorescence, ils ont constaté que le fluorophore était bien à l’intérieur des nanocapsules 
hybrides monodisperses (Figure 59E) puisque le spectre du culot montrait bien la signature du 
BODIPY, qui fluoresce différemment à l’état dissous et à l’état agrégé (Figure 59D). 
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Figure 59 : (A) Structure chimique du BODIPY. (B) Elaboration d'H® aux propriétés magnétiques et fluorescentes. 
(C) Spectres d’absorption et d’émission du surnageant après élimination des H® fluo-magnétiques par séparation 
magnétique. (D) Spectres d’absorbance UV-vis et d'émission de fluorescence de la suspension après dispersion 

des H® dans l'eau. (E) Distribution de taille d’H® SPION-PEG-PAA contenant du BODIPY ([BODIPY] = 50 mol.L-

1).121,130 

 

 Une étude plus approfondie de l’encapsulation de ce fluorophore a été réalisée au 
cours de la thèse précédente (Clément Goubault), les résultats qui en ont découlé sont les 
suivants : 130 

1) le BODIPY est concentré dans les gouttelettes pendant l'étape d'émulsification, 
simultanément à la formation de la capsule. Puis, il précipite à l'intérieur des H® au 
cours de l'évaporation du solvant, d’après Figure 60. 
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Figure 60 : Spectres d'émission de fluorescence du BODIPY 1 à différentes étapes du processus (λexc = 400 nm). 1) 
BODIPY dissous dans THF (ligne noire unie) ; 2) BODIPY dans un mélange THF/eau (25/75) (ligne noire pointillée) 
; 3) BODIPY nanoprécipité (ligne rouge unie) ; 4) BODIPY encapsulé dans des H® d'oxyde de fer stabilisés par PEG-
PAA (ligne rouge pointillée).130 

 
2) Les H® peuvent contenir jusqu’à 0,35 mol.L-1 (équivalent à 170 g.L-1 ou 450 000 

molécules/capsule) de BODIPY nanoprécipité (Figure 61B), une capacité de 
chargement exceptionnelle spécifique à la nanoprécipitation par effet Ouzo.130 Et le 
taux d’encapsulation est de minimum 80% (Figure 61A). 

 
Figure 61 : (A) Taux d'encapsulation et (B) concentration de BODIPY nanoprécipité dans les H® comme une 
fonction de la concentration totale du BODIPY.130 

3) D’après les mesures de fluorescence in vitro, le BODIPY peut être transféré du cœur 
des H® (encapsulé sous forme nanoprécipitée) à la membrane de liposomes.130 En 
effet, comme nous l’avons déjà expliqué dans la partie II de ce chapitre portant sur les 
H®, ces nanocapsules présentent une structure poreuse (pores d’environ 4 nm) 
permettant au soluté hydrophobe de sortir de celles-ci par simple diffusion si un 
environnement plus favorable lui est présenté. La Figure 62A montre une 
augmentation élevée de la fluorescence due au transfert du BODIPY vers la membrane 
des liposomes. Et la Figure 62B montre la cinétique du transfert du BODIPY 
nanoprécipité dans les H® vers la membrane des liposomes, (courbes bleues) pour trois 
concentrations de liposomes (2, 5 et 8 mg.mL-1). Cette cinétique n'est que légèrement 
différente de celle du BODIPY nanoprécipité hors H®, confirmant le caractère poreux 
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des objets. Enfin, d’après la courbe noire de la Figure 62B (ajustement par l’équation 
de Korsmeyer-Peppas, équation f = k.tn avec n proche de 0,5), l'étape limitante est un 
processus diffusif.  
 

 
Figure 62 : (A) Fluorescence du BODIPY encapsule dans les H® en solution aqueuse, en absence (ligne pleine) et 
en présence (ligne pointillée) de liposomes (5 mg.mL-1). (B) Diffusion du BODIPY encapsulé dans les H® vers les 
liposomes en fonction du temps. Rouge (□) pour BODIPY nanoprécipité hors H® en présence de 2 mg.mL-1 de 
liposomes ; pour BODIPY nanoprécipité dans les H®, noir (□) pour 2, (○) pour 5, et (△) pour 8 mg.mL-1 de liposomes 
; lignes noires : ajustement par l'équation empirique : f = k.tn.130 

4) L’incubation in vitro des H® chargés en BODIPY avec des cellules pendant 2 h montre 
que le contenu des capsules finit par être internalisé dans le cytosol (points verts ou 
oranges de la Figure 63B, dû à la double émission caractéristique du BODIPY), 
probablement dans des lysosomes (aucune trace du BODIPY fluorescent dans les 
noyaux).130  

 
Figure 63 : Imagerie de fluorescence confocale de cellules malignes GL261 (A) avant et (B) après 2 h d'incubation 
avec des H® SPION/PEG-PAA chargés de BODIPY. De gauche à droite, canal de fluorescence vert (λexc = 488 nm ; 
λem = 517-544 nm) et canal de fluorescence orange (λexc = 488 nm ; λem = 579-624 nm).130 

5) D’après les études in vivo, le BODIPY encapsulé diffuse dans l'organisme pendant 
plusieurs jours et finit par s’accumuler dans les graisses corporelles (Figure 64), tandis 
que les nanoparticules inorganiques restent piégées dans le foie et les macrophages 
de la rate (Figure 65).130 Cette accumulation dans les graisses confirme le résultat du 
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point 3 : le soluté hydrophobe peut être transféré dans un autre compartiment 
lipophile.  

 
Figure 64 : En haut : Bioimagerie de fluorescence in vivo après injection d'H® chargés de BODIPY dans des cellules 
Nalm6 contenant du matrigel® ; En bas : Bioimagerie par émission de fluorescence in vivo après injection du 
fluorophore en intraveineuse (veine rétro-orbitaire). (λexc = 488 nm ; λem = 547 nm).130 

 
Figure 65 : Images de microscopie électronique à transmission (MET) du foie (A, B, C et D) et de la rate (E et F) de 
souris, 24 heures après l'injection intraveineuse d'H®. A, C et E représentent l'architecture cellulaire à faible 
grossissement. Les détails ultra-structuraux à l'intérieur des rectangles blancs en A, C et E sont imagés en B, D et 
F, respectivement. Les flèches jaunes indiquent les H® à l'intérieur des cellules. Abréviations : Hépatocyte (He), 
Globule lipidique (Lp), Lymphocyte (Ly). Barre d'échelle : 1 μm.130 
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III.3 Les autres méthodes d’encapsulation de principe actif 

 
D’autres vecteurs de transport du médicament existent dans la littérature, la Figure 66 

en illustre quelques exemples. Le choix de la méthode appropriée dépend des propriétés 
physico-chimiques du médicament à encapsuler (comme sa solubilité), du matériau 
encapsulant le médicament ainsi que des caractéristiques visées pour façonner la structure 
comme la distribution de taille de l’objet final, la nature de la charge de surface (pour une 
sensibilité au pH ou pour une stabilité colloïdale par exemple), la porosité de surface (taille 
des pores et leur densité), etc. Nous discuterons ici des principaux véhicules d’administration.  

 
Figure 66 : Illustration schématique des différents types de systèmes d’administration nanostructurés (ici 
application à l’encapsulation de vitamines par exemple).131 

III.3.a Les systèmes d’émulsion 

 
La Figure 67 ci-dessous représente les différents systèmes d’émulsion pouvant 

encapsuler une molécule active.  
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Figure 67 : Représentation schématique des différents systèmes d'émulsion : (a-b) micro-/nanoémulsion 
(huile/eau ou eau/huile) ; (c-d) émulsion à multicompartiments (huile/eau/huile ou eau/huile/eau) ; (e) micelle ; 
(f-g) émulsion Pickering (huile/eau ou eau/huile).132 

 

III.3.a.i Les Micro- et Nano-émulsions 

 
La microémulsion est un système d’apparence transparente, thermodynamiquement 

stable et constitué de deux liquides non miscibles (Figure 67a et b). En présence de tensioactifs 
(tête hydrophile et queue hydrophobe), il peut y avoir formation spontanée de gouttelettes 
stables submicroniques pouvant aller jusqu’à 150 nm.132 Ce type d’émulsification n’a pas 
besoin d’un grand apport d’énergie externe, alors que la nanoémulsion nécessite soit un 
apport d’énergie élevé comme une homogénéisation à haute pression ou par ultrasons, soit 
un apport plus faible en manipulant la température de transition de phase ou l’émulsification 
spontanée. La taille des gouttes dans le cas des nanoémulsions peut atteindre jusqu’à 250 nm 
et le système n’est pas à l’équilibre thermodynamique.132 

Il existe aussi des émulsions à multicompartiments, aussi appelées émulsions multiples, 
puisqu’elles possèdent des phases multiples dans leur structure (Figure 67c et d). Dans ce cas, 
il faut procéder à une émulsification de la première émulsion élaborée. Les émulsions 
multiples sont généralement considérées comme plus stables que les émulsions 
conventionnelles car elles permettent de mieux protéger les substances actives de la 
dégradation par l’environnement et d’obtenir une libération prolongée des principes actifs.132  
 

III.3.a.ii Les micelles de copolymères à bloc : l’auto-assemblage de polymères amphiphiles 

 
Les micelles de copolymères à bloc se forment spontanément en système colloïdal en 

réunissant les queues hydrophobes au cœur de la micelle et les têtes hydrophiles des 
polymères amphiphiles au niveau de l’enveloppe (Figure 67 e et Figure 68). Toutefois, il faut 
garder à l’esprit que la formation des micelles dépend de la morphologie des polymères 
utilisés (« packing parameter »).133 

Les micelles de copolymères permettent de solubiliser dans leur cœur hydrophobe les 
substances peu solubles dans l’eau, comme la curcumine dans les travaux de Gong et al.134 
Les médicaments peuvent être incorporés dans le noyau par des interactions chimiques, 
physiques ou électrostatiques.135 Il faut moduler cette interaction entre le polymère et le 
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médicament pour éviter le relargage précoce de celui-ci ou le non-relargage. La taille de 
l’enveloppe et donc son encombrement stérique peut jouer un rôle sur le temps de circulation 
sanguine, celui-ci pouvant être plus long si l’encombrement est élevé.  
 

Les copolymères à bloc présentent aussi une autre caractéristique attractive pour la 
délivrance de médicaments. Leurs groupes terminaux peuvent être fonctionnalisés par des 
groupes sensibles au pH pour libérer des médicaments en fonction du pH de l’environnement, 
par exemple la libération de doxorubicine d’une micelle composée de complexes polyioniques 
pouvant se dégrader à un pH autour de 5.135–137 Le médicament serait alors aisément libéré 
dans une tumeur au pH plutôt acide (~ pH 6,7) que celui des tissus normaux (~ pH 7,2).   

 
Figure 68 : les différents types de copolymères à bloc et leur assemblage.135 

 

III.3.a.iii Les émulsions Pickering 

 
Les émulsions dites Pickering sont aussi des émulsions, mais les gouttelettes sont 

stabilisées à l’interface par des particules colloïdales au lieu de tensioactifs (Figure 67f et g, 
Figure 69).138 Ces structures sont très stables et les particules colloïdales à leur surface 
permettent de réduire la coalescence. Dans les travaux de Liu et al., des émulsions Pickering 
sensibles au pH ont été développées, pouvant alors libérer une substance active.139 Un autre 
exemple avec la libération de l'ibuprofène encapsulé dans une émulsion stabilisée par de 
l'hydroxyde de magnésium a été développé.140 L'hydroxyde de magnésium, hydrosoluble à pH 
acide, est solubilisé dans l'estomac (pH 1,2), libérant l'ibuprofène. Jia et al. ont quant eux 
utilisé des nanogels sensibles au pH pouvant devenir hydrophiles à pH neutre et hydrophobes 
à pH acide.141  Les principes actifs encapsulés sont alors libérés de manière ciblée au niveau 
de la tumeur. Celui-ci ayant un micro-environnement plutôt acide, il déstabilise les 
nanocapsules Pickering, entraînant une séparation de phase. Un autre stimulus a été étudié 
pour libérer les substances actives de ces émulsions, il s’agit de la température. Par exemple, 
Dieng et al. ont utilisé des particules lipidiques solides (SLN) pour stabiliser l’émulsion 
Pickering. Ces SLN présentent un état vitreux à une température inférieure à 30°C.142 De ce 
fait, les capsules peuvent libérer les principes actifs dans l’organisme à 37°C. 

 
Figure 69 : Images (cryo)-MET d’émulsions Pickering stabilisées par diverses particules. (a)  émulsion de n-alcane 
stabilisée par des nanoparticules de copolymère ; (b) émulsion de squalène stabilisée par des nanoparticules de 
silice ; (c) émulsion de perfluorooctane stabilisée par des nanoparticules d'or amphiphiles ; (d) émulsion d'huile 
de colza stabilisée par des nanoparticules lipidiques solides.138  
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Finalement, dans la littérature, les émulsions Pickering sont souvent utilisées comme 
gabarit liquide pour élaborer des capsules à multicompartiments. Par exemple, Fang et al. ont 
utilisé la méthode d’émulsions multiples (W/O/W) pour fabriquer des capsules à plusieurs 
compartiments à base de polymère et de nanoparticules inorganiques (SPION), avec un 
médicament dans le cœur de la capsule.143 Dans les travaux de Hitchcock et al.144, ainsi que 
ceux de Sun et al.145,  les émulsions Pickering ont servi à fabriquer des capsules d’or sensibles 
aux ultrasons pour une libération contrôlée du médicament. Ce type de capsules permet de 
combiner aussi les différentes propriétés des composés utilisés. 
 

III.3.b Les autres systèmes d’encapsulation 

 

III.3.b.i Les vésicules : liposomes, polymersomes et capsules LbL (Layer-by-Layer) 

 
Décrits pour la première fois en 1964 par Bangham et al., les liposomes se composent 

de lipides amphiphiles qui s’assemblent spontanément pour former une couche, voire 
plusieurs, dans le milieu aqueux (Figure 70).135,146–148 Les lipides utilisés peuvent être naturels 
ou synthétiques (phospholipides, etc.). Ils accordent une bonne fluidité et une bonne 
biodégradabilité aux liposomes. Par ailleurs, il est possible de déposer des matériaux 
polymères à leur surface pour améliorer leur stabilité, du chitosan par exemple.149 Ces 
structures sphériques demeurent quand même stables sans cette couche polymérique et ont 
des tailles variant de 25 à 5000 nm.132  

Les liposomes présentent l’avantage de pouvoir encapsuler des substances hydrophiles 
au cœur de la vésicule (Figure 70a), hydrophobes à l’intérieur de la membrane (Figure 70b), 
et des substances ayant un logP (coefficient de partage octanol/eau) intermédiaire (Figure 70d 
en rouge). De plus, les liposomes à plusieurs couches permettent d’obtenir une libération plus 
prolongée des principes actifs par rapport aux liposomes mono-lamellaires.149 Toutes ces 
caractéristiques font des liposomes des candidats idéaux pour la délivrance de médicament. 
Dans le cas de l’encapsulation de médicament entouré de phospholipides, la substance active 
est piégée dans la tête polaire des phospholipides constituants le liposome, présentant alors 
le nom de phytosome (Figure 70c).132 Il est aussi possible de retrouver des nanoparticules 
inorganiques dans les membranes des liposomes.150 
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Figure 70 : Représentation schématique de (a) liposome monocouche, (b) liposome bicouche, (c) phytosome, et 
(d) liposome multicouche.132,135 

Dans le cas des liposomes, l’administration de médicaments est assez simple puisqu’il 
suffit que la membrane du liposome fusionne avec celle de la cellule ou que le liposome 
subisse une endocytose pour que le médicament soit internalisé dans la cellule.135 D’autres 
propriétés des liposomes peuvent être modulées par différents paramètres afin d’augmenter 
leur efficacité et leur stabilité : une charge de surface, leur hydrophobie, leur taille, le nombre 
de couches, etc.135 Par ailleurs, pour contrôler le relargage de médicament, Turk et al. ont 
élaboré des liposomes sensibles au pH. Ces liposomes sont entièrement internalisés dans la 
cellule et libèrent la charge médicamenteuse par changement de pH dans le milieu 
environnant.151 Une autre méthode consiste à modifier les liposomes avec des ligands 
appropriés pour une délivrance ciblée, comme le greffage d’anticorps à la surface pour donner 
des immunoliposomes.152,153  
 

Des nanoliposomes existent aussi, et leur nom provient de leur taille plus petite que 
celle des liposomes classiques.154 Les nanoliposomes et les liposomes présentent des 
propriétés chimiques et physiques similaires. Néanmoins, les nanoliposomes possèdent un 
rapport surface/volume plus important, une meilleure biodisponibilité et solubilité, ainsi 
qu’un ciblage affiné.155 

 
Discher et al. ont élaboré une nouvelle classe de vésicules en s’inspirant des liposomes : 

les polymersomes.156,157 Ils sont fabriqués à partir de copolymères diblocs amphiphiles dont 
les blocs hydrophobes s’assemblent entre eux et peuvent être obtenus par 
nanoprécipitation.9,158 Par ailleurs, ils peuvent être co-chargés en molécules actives 
hydrophobes (préalablement solubilisés dans la phase organique) dans la membrane et 
hydrophiles (préalablement solubilisés dans la phase aqueuse) dans le cœur aqueux de la 
vésicule (Figure 71).159 Les polymersomes présentent une plus grande stabilité que les 
liposomes et une faible perméabilité de leur enveloppe selon l’épaisseur de la membrane qui 
peut être variée en fonction de la longueur des blocs hydrophiles/hydrophobes.160,161 Ces 
vésicules doivent être biocompatibles et biodégradables pour rivaliser avec les liposomes et 
des recherches récentes ont étudié la conception de vésicules intelligentes, ciblantes et 
sensibles aux stimuli.160,161 Des polymersomes chargés de paclitaxel, un anti-cancéreux 
hydrophobe, dans la bicouche hydrophobe ont révélé que l'efficacité de chargement du 
médicament est jusqu’à 10 fois supérieure à celle des liposomes.159 Ceci est attribué à la 
membrane plus épaisse dans les polymersomes par rapport aux liposomes. Concernant la 
doxorubicine, un anti-cancéreux hydrophile chargé à l’intérieur des vésicules, l’efficacité est 
comparable entre les polymersomes et liposomes. 

 

 
Figure 71 : Illustration schématique de la co-encapsulation dans le polymersome (copolymère PEG-PAA). À droite, 
une image cryo-MET du polymersome.159 
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Allen et al. ont utilisé la méthode de « flash nanoprécipitation » pour élaborer des 
polymersomes peu polydisperses à partir de copolymères séquencés poly(éthylène glycol)-b-
poly(sulfure de propylène).158 Ils ont constaté une relation entre la fraction massique de PEG 
et la morphologie des polymersomes obtenus, ayant alors un impact sur l’efficacité 
d’encapsulation du médicament. Ils ont démontré l’efficacité de leurs capsules en encapsulant 
un immunosuppresseur (rapamycine) et un colorant fluorescent pour relier les cellules 
immunitaires ciblées à l'immunomodulation des lymphocytes T, dans le but d’une livraison 
contrôlée et de stratégies théranostiques. 

 
Les capsules dites LbL (Layer-by-Layer) sont des capsules de polyélectrolytes auto-

assemblés séquentiellement. Les polyélectrolytes s’assemblent par charge opposée autour 
d’une sphère elle-même chargée qui agit comme un template (Figure 72).162 Ce template 
solide est souvent une nanoparticule de silice ou de polymère et est ensuite dissoute pour 
obtenir la capsule LbL.163 Il est aussi possible que ce « template » solide soit directement une 
nanoparticule de médicament préalablement formée pour ensuite y déposer les couches de 
polyélectrolytes.164 Pendant l'enrobage LbL, divers éléments tels que des NP métalliques, 
magnétiques ou fluorescentes, peuvent être incorporés dans les multicouches pour ajouter 
des fonctionnalités aux capsules (Figure 72).165–167 Ces capsules LbL peuvent être élaborées de 
façon qu’elles soient sensibles à différents stimuli (physiologique, pH, UV, ultrasons, etc.) pour 
la libération contrôlée de médicaments.162,168  

 
 

Figure 72 : Représentation schématique de l'assemblage LbL des capsules multicouches de polyélectrolyte. Les 
capsules sont produites par adsorption LbL de polyélectrolytes de charge opposée (vert et gris) sur des sphères 
chargées sphériques, suivie de sa dissolution pour obtenir la capsule creuse.162 

 
 Des capsules de silice poreuses, fonctionnalisées et biocompatibles peuvent aussi 
exister pour la délivrance de médicament.119 Ce type de capsules présente l’avantage d’avoir 
une grande surface, une grande cavité interne creuse ainsi qu’une porosité uniforme et 
élevée. L’ajustement de la taille de leurs pores ou leur sensibilité à un stimulus (pH, UV, 
température, etc.) permettent de contrôler la libération du médicament.169,170   
 

III.3.b.ii Les cages moléculaires : dendrimères et cyclodextrines 
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Les dendrimères sont des microstructures complexes (2-10 nm en taille) possédant des 
bras de polymères ramifiés (dendrons) à partir d’un noyau central initiateur (Figure 73).135 
Cette classe de polymères présente un plus grand degré de symétrie et une ramification très 
élevée comparée aux autres types de polymères. Par ailleurs, cette morphologie leur procure 
une grande densité de groupes terminaux réactifs. La synthèse des dendrimères se fait à partir 
du noyau central vers l'extérieur avec une croissance exponentielle, ou par couplage de 
dendrons préalablement synthétisés sur le noyau central.135 Le dendron couramment utilisé 
pour générer des dendrimères est la polyamidoamine (PAMAM).135 Par cette ramification 
symétrique et contrôlée, leur monodispersité est élevée par rapport aux polymères classiques 
gouvernés par une croissance statistique et polydisperse.  

En fonction du nombre de générations synthétisées (Figure 73), leur forme peut passer 
de disques bidimensionnels petits et souples (jusqu'à la génération 4) à des nanoparticules 
sphériques tridimensionnelles (génération 5 et plus).135 Dans ce dernier cas de figure, la 
charge médicamenteuse est beaucoup plus élevée. Par ailleurs, la modification des groupes 
terminaux des branches peut rendre les dendrimères hydrophiles avec un noyau hydrophobe, 
ou inversement. Et cette modification de groupes terminaux peut aussi rendre accessible la 
thérapie ciblée en y greffant des molécules sensibles aux récepteurs cibles. Par exemple, Teow 
et al. ont élaboré des dendrimères PAMAM de troisième génération modifiés en surface avec 
des chaînes lauriques et conjugués au paclitaxel.171 Leur but était d’améliorer la perméabilité 
des barrières cellulaires au paclitaxel et de surmonter les barrières cellulaires. Les tests 
cellulaires ont montré une meilleure absorption du paclitaxel que le médicament libre.  

 
Figure 73 : Illustration schématique d'une branche de dendrimère et d'un dendrimère.135 

Des médicaments et des vitamines liposolubles peuvent aussi être encapsulées dans 
des cyclodextrines (CD), des molécules dites « cages ».172 Elles sont une classe d'oligomères 
cycliques de glucopyranose qui forment une cavité lipophile. Les cyclodextrines ont la capacité 
d'incorporer sélectivement des composés dont la taille et la polarité sont compatibles avec 
celles de leur cavité. Les polymères réticulés à base de CD sont souvent appelés « nano-
éponges de cyclodextrine » (CDNS).173 Ces types de CD peuvent présenter une grande 
biodisponibilité, une bonne solubilisation et stabilité des molécules hydrophobes active dans 
leur cavité, ainsi qu’une meilleure efficacité et une diminution des effets secondaires 
indésirables. 
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IV La radiothérapie et la thérapie combinée 
 

Actuellement, les principales approches thérapeutiques utilisées pour traiter le cancer 
sont la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie, administrées séparément ou en 
diverses combinaisons.174,175 Plus spécifiquement, la radiothérapie consiste à déposer de 
l’énergie dans le tissu tumoral. Cependant, une partie de cette énergie déposée peut avoir des 
effets néfastes sur les tissus sains environnants. Les nanoparticules inorganiques composées 
d’atomes de numéro atomique Z élevé sont des outils incontournables pour jouer le rôle de 
sensibilisateur. En effet, elles ont prouvé leur efficacité pour augmenter localement l'effet des 
rayonnements appliqués à la zone tumorale tout en réduisant les effets délétères sur les tissus 
sains à proximité. Parmi ces atomes riches en électrons, l’or est particulièrement bien indiqué. 
Les nanoparticules d’or présentent en effet une multitude d’avantages : i) biocompatibilité, ii) 
synthèses bien établies, iii) accès à différentes tailles, et iv) surface fonctionnalisable par des 
molécules d’intérêt.174,176,177 Le but de cette thèse étant l’application des H® à la thérapie 
combinée chimio-radiothérapie, nous introduirons le principe et le mécanisme de la 
radiothérapie par rayons X et l’utilisation de nanoparticules d’or pour l’optimiser. De plus, 
nous discuterons de l’intérêt de la thérapie combinée pour le traitement de cancer.   
 

IV.1 La radiothérapie par photons 

 
De façon générale, la radiothérapie est un procédé simple à mettre en place. Après 

l'irradiation, une série d'événements se produisent (Figure 74) et peuvent se découper en trois 
stades (Physique, Chimique et Biologique) : 174,178 

• Le premier stade (Physique) : les photons (rayons X ou gamma de haute 

énergie) interagissent avec la matière (atomes du milieu biologique irradié) et 

déposent de l’énergie. Les rayonnements ionisants peuvent endommager 

directement la cellule, notamment par fragmentation ionisante de l’ADN 

(cassure simple ou double brin).  

• Le second stade (Chimique) : c’est la génération d’espèces secondaires 

(électrons aqueux, photoélectrons et électrons Auger) par ionisation des 

composants intracellulaires et/ou des molécules d’eau (radiolyse de l’eau). Ces 

espèces secondaires libérées provoquent la formation d’autres espèces 

réactives de l’oxygène (ROS = OH, NO⋅, H⋅ et H2O2) qui peuvent endommager 

davantage la cellule (ADN, mitochondries, membrane, protéines).174,179–181 De 

même, les électrons secondaires peuvent provoquer des ruptures de brins 

d'ADN (fixation dissociative des électrons) et amplifier la production de 

radicaux en interagissant avec le milieu aqueux.182 Tous ces dommages dus aux 

espèces secondaires sont appelés dommages indirects. 

• Le dernier stade (Biologique) : ce sont les conséquences de l'exposition au 

rayonnement sur les cellules. Si elles sont exposées à une dose de 

rayonnement suffisamment élevée, avec un débit de dose et un 

fractionnement de la dose appropriés, alors la cellule meurt (apoptose) ou bien 

peut essayer de se réparer. 
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Figure 74 : La radiothérapie et les ROS favorisent les effets antitumoraux. L'irradiation par radiothérapie provoque 
la mort cellulaire par des dommages directs sur l'ADN et des effets indirects des ROS.174,183  

En radiothérapie du cancer, les énergies des rayons X s’élèvent généralement entre 80 
keV et 25 MeV, et principalement entre 8 et 18 MeV pour les accélérateurs linéaires modernes 
à haute énergie qui sont utilisés pour produire et former le faisceau de rayonnement.174  

Le rayonnement sur des cellules saines demeure quand même problématique dans 
l’efficacité de la radiothérapie. En effet, celui-ci peut provoquer des dommages sur les cellules 
saines qui peuvent alors devenir à leur tour des cellules tumorales (par mutation de l'ADN) ou 
mourir.174,184 C’est pourquoi, la quantité de rayonnement sur le patient est souvent limitée. 
De plus, un autre inconvénient de cette méthode par photons est que les tissus cancéreux 
peuvent développer une résistance aux rayonnements ou se régénérer si l’irradiation n’est 
pas réalisée sur l’ensemble de la zone cancéreuse.174,184 

 

IV.2 Radiothérapie sensibilisée par des nanoparticules d’or (AuNP) 

 
Les principales voies permettant d'augmenter l'indice thérapeutique qui correspond au 

rapport entre l'efficacité du traitement et les effets secondaires ont été établies : 174 

• Eviter la résistance aux rayonnements dans le tissu tumoral, 

• Augmenter la radiorésistance dans le tissu sain,  

• Augmenter la radiosensibilisation dans le tissu tumoral, 

• Déposer une dose plus localisée dans le tissu tumoral.  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes penchés sur les deux dernières voies 
en utilisant des nanoparticules d’or connues pour optimiser la radiosensibilisation et un 
arrangement des nanoparticules en H® pour obtenir une dose plus élevée et plus 
localisée.174,178,185–188  
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IV.2.a Rôle des AuNP en tant que radiosensibilisant 

 
L’effet photoélectrique (ou diffusion/effet Compton) désigne l’éjection des électrons 

dans le milieu après absorption de la lumière par la matière.183 C’est-à-dire qu’un photon 
incident du rayonnement entre en collision avec un électron libre faiblement lié d'un atome. 
Alors, l'électron est éjecté de l'atome, qui est donc ionisé, tandis qu'un photon est diffusé. De 
ce fait, la probabilité que la matière interagisse avec le rayonnement dépend du nombre Z 
(numéro atomique) de l’atome qui interagit.183 Or, les compositions chimiques des tissus 
tumoraux et des tissus sains sont très proches, provoquant l’endommagement sans distinction 
de ces deux types de tissus. Toutefois, les éléments à Z élevé possèdent par définition une 
forte densité électronique autour de l’atome central. S’ils subissent une ionisation par des 
rayonnements photoniques, ils peuvent alors engendrer une forte ionisation autour d’eux et 
augmenter la production des espèces réactives (ROS et électrons secondaires libres), ainsi que 
l’amplification des dommages sur l’ADN (Figure 75).183 Par ailleurs, comme la masse tumorale 
augmente rapidement (angiogenèse), elle génère une grande densité de vaisseaux avec de 
grands pores (pouvant atteindre ~ 2 microns) pour répondre aux besoins nutritifs des cellules 
cancéreuses.189 Grâce à l’effet de perméabilité et de rétention améliorées (EPR), l’absorption 
intracellulaire de nanoparticules métalliques à haut Z et relativement grandes entraîne leur 
extravasation par fuite vasculaire dans ces vaisseaux tumoraux.190 Elles finissent par 
s’accumuler dans les tissus tumoraux puisqu’ils n’ont pas de système lymphatique fonctionnel 
permettant la clairance (capacité d’un tissu ou organe à éliminer une substance) des 
nanoparticules (c’est un ciblage passif). Cette accumulation préférentielle des nanoparticules 
à Z élevé dans le tissu tumoral permet la distinction entre le tissu tumoral et le tissu sain et 
conduit à un dépôt de dose beaucoup plus localisé.183 C’est pour cette raison que les 
nanoparticules d’or (Z = 79) sont fortement utilisées dans la radiothérapie, apportant une 
efficacité accrue en localisant la dose déposée sans augmenter la dose de rayonnements X, 
voire même en la diminuant (Figure 76).191–193 Par ailleurs, les AuNP produisent des espèces 
réactives (ROS et électrons secondaires) sous le faisceau ionisant en interagissant avec les 
molécules d’eau dans le milieu ou en libérant des électrons directement sous 
irradiation.185,191,194 
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Figure 75 : Illustration schématique de l'effet potentialisant de la radiothérapie par des nanoparticules 
métalliques à haut Z (AuNP). Le faisceau incident de photons X induit des excitations/ionisations des composants 
intracellulaires, provoquant des effets directs (dommages à l'ADN, radiolyse de l'eau entraînant la production de 
ROS). Les ROS altèrent à leur tour les macromolécules cellulaires en induisant une oxydation des protéines, une 
peroxydation des lipides membranaires et des dommages indirects à l'ADN.183  

 
Figure 76 : Courbe de survie (test in vitro) en fonction de la dose de rayonnement déposée sur un milieu biologique 
avec ou sans nanoparticules.191 

 
Hainfeld et al. ont publié une étude dans laquelle ils ont utilisé des AuNP de 1,9 nm et 

les ont administrées par voie intraveineuse à des souris atteintes de tumeurs sous-
cutanées.192 Ensuite, ils ont comparé l’effet des AuNP seules, des AuNP combinées à 
l’irradiation (26 Gy provenant d’une source de 250 kVp), de l’irradiation seule et d’aucun 
traitement (ni injection de nanoparticules ni irradiation). La combinaison de l’AuNP et de 
l’irradiation a entraîné une inhibition significative de la croissance de la tumeur (Figure 77), 
avec une survie de 86 % des souris jusqu’à un an, contre 20 % pour l'irradiation seule. 
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Figure 77 : Volume tumoral moyen après : (a) aucun traitement (triangles, n= 12) ; (b) AuNP seul (losanges, n = 4) 
; (c) irradiation seule (30 Gy, 250 kVp, cercles, n= 11) ; (d) injection intraveineuse d'or (1,35 g Au/kg) suivie d'une 
irradiation (carrés, n = 10).192 
 

Notre équipe a réalisé récemment une étude portant sur l’effet radiosensibilisant des 
Hybridosomes®.195 Plus concrètement, des H® (diamètre 94 ± 13 nm) ont été élaborés avec 
une coque constituée majoritairement de nanoparticules d’oxyde de fer (SPION, diamètre de 
5 nm) et de 10% en masse de nanoparticules d’or (AuNP, diamètre de 10 nm) (Figure 78). Un 
modèle murin porteur de tumeurs cérébrales (type Glioblastome, cellules implantées GL261-
Luc+) a subi une injection intratumorale des H® avant traitement par irradiation et leur survie 
a été suivie pendant 80 jours (Figure 79).  

 
Figure 78 : Illustration schématique d’un H® comportant des SPION et AuNP dans sa coque (ratio massique Fe/Au 
: 10/1), accompagnée d’une image MET et d’une illustration du procédé de traitement de la tumeur sur modèle 
murin (radiothérapie par rayons X et injection intra-tumorale d’une solution contenant les H® pour le traitement 
du glioblastome).195 

L’effet potentialisant des AuNP a pu être mis en évidence par cette étude : 195 

• Le groupe de souris ayant reçu des H® dont la coque est constituée seulement de 

SPION, irradiés ou non (courbes bleues), ne présentent aucune différence avec le 

groupe contrôle (sans traitement, courbe noire pointillée). L'oxyde de fer ne semble 

alors pas avoir d'effet bénéfique pour la radiothérapie.  

• En revanche, un réel effet des nanoparticules d'or irradiées est observé (courbe rouge 

pleine), et ce malgré leur faible quantité. La médiane de survie de ce groupe a 

augmenté de près de 20% par rapport à la radiothérapie seule (courbe noire pleine) et 

de 33% par rapport au groupe contrôle n’ayant eu aucun traitement (courbe noire 

pointillée). 
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Figure 79 : Courbes de Kaplan-Meier de la survie des souris atteintes de gliomes GL261 après traitement par 
radiothérapie et/ou H®. L'injection intratumorale de H(Fe) (bleu), H(Fe;Au) (rouge) ou aucune (noir) a été réalisée 
deux semaines après l'implantation des cellules GL261-Luc+, et l'irradiation (IR) a commencé immédiatement avec 
2 Gy par jour pendant 5 jours (lignes pleines : irradié ; lignes pointillées : non irradié).195 

Par ailleurs, une des souris traitées par radiothérapie en présence d'H® contenant des 
AuNP a survécu 78 jours (Figure 79). Un suivi de la croissance tumorale de cette souris durant 
cette période a été réalisé en utilisant l'IRM et la bioluminescence. À travers ce suivi, une 
diminution de l’activité tumorale après le traitement a été constatée, puisqu’une diminution 
de la bioluminescence de la tumeur est observée à partir du 25ème jour (Figure 80A et C).195 
Dans la Figure 80B, grâce à l’agent de contraste (SPION dans la coque des H®), il est possible 
d’observer l’évolution de la tumeur en IRM qui confirme les résultats de bioluminescence. Qui 
plus est, la présence des H® à proximité de la tumeur cérébrale a pu être confirmée plus de 5 
jours après l'injection intra-tumorale, ce qui correspond à la durée de la radiothérapie du 
protocole Stupp (détection à J+78).195  
 

 
Figure 80 : Au 14ème jour après l'implantation cérébrale des cellules GL261-Luc+, la souris a subi une injection 
intra-tumorale de H®(Fe;Au) et a été traitée par irradiation pendant une semaine. (A) Signal de bioluminescence 
de la tumeur GL261-Luc+. (B) IRM du cerveau. Le jour 10 est avant l'injection des H® ; toutes les autres images 
sont après l'injection des H®. Grâce aux propriétés magnétiques des SPION, il est possible de mieux observer par 
IRM la localisation des H®, tout en suivant la croissance de la tumeur. (C) Le suivi de l’intensité du signal de 
bioluminescence de la tumeur en fonction des jours après implantation de la tumeur.195 
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  Il faut garder à l’esprit qu’il est aussi possible d’utiliser d’autres nanoparticules 
inorganiques pour potentialiser la radiothérapie, par exemple l’argent, le platine, l’hafnium, 
le fer, le bismuth, le tungstène, le zinc et des éléments de terres rares comme le gadolinium 
et le cérium.196 
 

IV.2.b Propriétés physico-chimiques des AuNP 

 
L’interaction avec les rayonnements et la réponse biologique des cellules peuvent être 

influencées par la forme, la taille, la charge et le revêtement à la surface des AuNP.191,197 
 

IV.2.b.i Taille des NP  

 
Comme vu dans la partie précédente, la biodistribution des nanoparticules et la voie 

d'élimination de l'organisme (clairance) dépendent fortement de leur taille. L’effet EPR 
indique que les nanoparticules peuvent s’accumuler dans les tissus tumoraux, ce qui est une 
bonne chose pour le traitement. Cependant, il convient d’éviter leur accumulation dans des 
tissus sains comme le cœur et le foie, ce qui pourrait entraîner des effets secondaires à long 
terme. Il faut donc les éliminer. Pour ce faire, la clairance rénale est la voie principale pour 
éliminer les corps étrangers mais elle dépend fortement de la taille des NP.174,198,199 Si leur 
diamètre hydrodynamique est supérieur à 10 nm, alors elles seront capturées par des 
macrophages pour finir dans le foie.174,199,200 S’il est inférieur à 6 nm, alors ils emprunteront la 
voie de la clairance rénale indépendamment de leur charge.174,201,202 En revanche, pour les 
tailles comprises entre 6 et 10 nm, leur élimination par clairance rénale dépendra de la charge 
à leur surface (les NP chargées positivement éliminées plus rapidement que les chargées 
négativement).174   

En outre, comme évoqué précédemment, l’effet EPR dépend de la taille des 
nanoparticules. Pour rappel, il permet l’accumulation passive dans les tissus tumoraux des 
nanoparticules assez grosses (jusqu’à 100 nm, taille idéale pour la thérapie).178,199 En effet, les 
parois des vaisseaux sont plus perméables avec des tailles de pores plus élevées que les 
vaisseaux sanguins sains dus à une plus grande distance entre les cellules endothéliales. 

 
Figure 81 : Ciblage passif pour les AuNP par effet EPR. Les larges fenestrations de l'endothélium vasculaire tumoral 
(taille des pores élevées), sa haute perméabilité et son drainage lymphatique déficient, permettent l'accumulation 
ou le ciblage passif des AuNP dans les tissus tumoraux.178 

La taille des nanoparticules a aussi une influence sur l’incidence du rayonnement. Plus 
les AuNP sont grandes, plus les électrons secondaires formés dans les nanoparticules ont une 
probabilité plus élevée de dissiper leur énergie à l'intérieur de la nanoparticule avant 
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d'atteindre la surface et donc plus la dose déposée dans le milieu est réduite.203 Par exemple, 
dans les travaux de modélisation de Lin et al., il a été constaté une meilleure destruction des 
cellules par les AuNP de 2 nm que par celles de 50 nm.203 Par ailleurs, il existe de nombreuses 
études portant sur les simulations (Monte Carlo) pour établir la structure et la taille les plus 
adaptées pour optimiser l’effet sensibilisant des nanoparticules en radiothérapie.191,193,203–210 
En effet, la forme des nanoparticules d'or est connue pour affecter leur capacité de 
radiosensibilisation.203,211 Par exemple, certaines études ont observé que les nanoparticules 
sphériques sont plus facilement internalisées par les cellules que les particules en forme de 
bâtonnet de taille similaire.212,213 La raison pourrait être une meilleure absorption des 
particules sphériques due à leur courbure qui facilite leur interaction avec les membranes 
cellulaires.178 Mais il existe aussi des travaux comme ceux de Zhang et al. qui prouvent à 
l’inverse que les nanoparticules d’or en forme de bâtonnets sont plus efficaces pour cibler 
l’angiogenèse tumorale que les nanoparticules sphériques.214 Dans leur cas, ils ont conclu que 
cette forme en bâtonnet permettrait aux nanoparticules d’or d’échapper plus efficacement 
aux macrophages, leur permettant une circulation sanguine plus longue.215  

 

IV.2.b.ii La charge de surface 

 
La charge à la surface des nanoparticules est un facteur clé qui doit être contrôlé pour 

influencer la biodistribution et leur élimination comme nous l’avons évoqué plus haut dans 
cette partie. En effet, les nanoparticules chargées positivement présentent l’avantage d’être 
mieux absorbées par les cellules par interaction avec la membrane lipidique chargée 
négativement.174  

De plus, les particules chargées positivement ont plus de chance d’adsorber les 
protéines sériques chargées négativement (opsonines) à leur surface. Ces protéines 
reconnaissent les corps étrangers dans la circulation sanguine pour ensuite les éliminer plus 
rapidement par rapport aux particules négatives ou neutres (opsonisation).216 Mais leur 
élimination trop rapide peut aussi être un problème pour la radiothérapie, puisqu’elles 
doivent quand même être efficientes quelques jours. Pour éviter cela, il est possible de fixer à 
la surface des NP un revêtement de PEG et les nano-objets deviennent « furtifs ».174,199,200,217 
Ceci implique alors une augmentation du temps de circulation sanguine des NP, pouvant 
engendrer une absorption passive plus importante en raison de l'effet EPR.  

 

IV.2.c La toxicité des AuNP (et des SPION) 

 
De façon générale, les nanoparticules d’or sont peu toxiques, mêmes présentées 

comme biocompatibles dans la littérature.174 Toutefois, il existe quelques exceptions qui 
peuvent dépendre : 

• De la taille : une toxicité minime pour les nanoparticules de moins de 5 nm et 

de plus de 50 nm, mais sévère pour les tailles intermédiaires.218–220 Mais cela 

reste une question complexe qui n’est pas entièrement résolue. Haume et al. 

ont dressé un tableau récapitulant les études cytotoxiques réalisées avec 

différentes tailles de nanoparticules d’or.174 

• Du ligand de surface de la nanoparticule : les ligands cationiques (amines) sont 

toxiques, contrairement aux anioniques (acides carboxyliques).219,221 
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Dans la cadre de cette thèse, des H® constitués de SPION dans la coque sont aussi 
élaborés. Il apparaît donc utile de rédiger un paragraphe sur leur toxicité pour la bonne 
compréhension des résultats (chapitre 4). Dans la littérature, il est souvent mentionné que les 
SPION sont biocompatibles et non toxiques.222 Cependant, cela peut aussi dépendre de leur 
taille et de leur revêtement : les SPION de très petite taille sont toxiques à haute dose et celles 
recouvertes de polyéthylèneimine (PEI) sont toxiques contrairement au cas du PEG.223–225 
 

IV.3 La chimio-radiothérapie combinée 

 
La combinaison de la radiothérapie et de la chimiothérapie est une idée qui date du 

siècle dernier.226–229 Ces deux thérapies peuvent se potentialiser mutuellement. Il est 
nécessaire de connaître et comprendre les effets des médicaments pour parfaitement les 
combiner avec les effets de la radiothérapie et savoir quand les administrer par rapport aux 
séances d’irradiation. De plus, la conception des capsules peut jouer un rôle essentiel pour 
obtenir le meilleur traitement. Le concept de thérapie combinée peut se baser sur quatre 
stratégies différentes selon le choix des constituants et leur mode d’action.211  

 

IV.3.a L'administration de médicaments multifonctionnels  

 
Certains médicaments présentent des fonctionnalités qui apportent des effets 

supplémentaires à la chimiothérapie comme augmenter la radiosensibilisation, inhiber la 
réparation/synthèse ou induire des mutations de l’ADN des cellules malades, comme la 
doxorubicine DOX et le cisplatine (agents anti-cancéreux), pour conduire à la mort 
cellulaire.211,230,231 Par ailleurs, le cisplatine a un autre mécanisme d’action présenté dans les 
travaux de Lu :  il permet le transfert d’électrons générés par le rayonnement ionisant et 
provenant de la radiolyse de l'eau, entraînant une cytotoxicité plus élevée.232  

L'encapsulation simple de médicaments chimiothérapeutiques hydrophobes comme 
le paclitaxel (PTX, un inhibiteur de la croissance des microtubules qui sont les piliers du 
cytosquelette de la cellule et sont nécessaires pour la croissance cellulaire) dans des micelles 
de polymères entraîne une suppression de la croissance tumorale bien meilleure que 
l'utilisation du médicament pur, lorsqu'il est associé à des radiations.233 

Un autre exemple d’encapsulation est l’élaboration de capsules PEO-PCL chargées en 
un inhibiteur de la réparation de l’ADN (comme l’olaparib). Lorsqu’ils sont irradiés, ils agissent 
comme un radiosensibilisant, en stoppant la capacité des cellules à réparer les cassures de 
l'ADN.234 En encapsulant ce radiosensibilisant, une bien meilleure réduction des tumeurs est 
obtenue par rapport à son administration sous sa forme native, car étant hydrophobes seules 
de faibles quantités atteignent la tumeur. Un autre type de capsules polymériques (poly(ω-
pentadecalactone-co-p-dioxanone), ou poly(PDL-co-DO)), a permis la libération du 
médicament inhibiteur sur une période prolongée puisque la radiothérapie est normalement 
administrée sur plusieurs jours.235 Ces capsules étaient suffisamment petites pour traverser le 
parenchyme cérébral. De plus, elles présentaient deux phases de libération dont une initiale 
rapide suivie d'une phase plus lente durant plus de 28 jours.  

La co-encapsulation de médicaments avec un effet synergique est un aspect qui a été 
envisagé par Au et al.236 Ils ont cherché à co-encapsuler deux inhibiteurs de l’ADN dont la 
wortmannine qui est un radiosensiblisant pouvant bloquer la réparation de l’ADN et le 
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docétaxel qui est un médicament anticancéreux et radiosensibilisant (arrêt de la croissance 
des cellules après irradiation) dans des nanocapsules de copolymères à blocs.211,236 Leur but 
n’était pas de réaliser un co-traitement, mais de libérer la wortmannine plus rapidement pour 
agir en pré-traitement pour améliorer l’efficacité des radiations et des effets 
chimiothépeutiques. Dans les tests in vivo, ils ont constaté que ces nanocapsules associées 
aux radiations ont permis un meilleur contrôle de la croissance tumorale avec une quasi 
complète rémission des souris présentant un cancer de la prostate.  

L’irradiation associée à un médicament encapsulé endommagerait moins les tissus 
sains que l’utilisation des irradiations seules, puisque les médicaments qui améliorent les 
effets radiosensibilisants sont délivrés principalement dans les tumeurs.211,237,238  

 

IV.3.b L'amélioration du ciblage ou de l'absorption tumorale par radiothérapie 

 
Dans certains travaux, on observe que les rayonnements peuvent améliorer 

l’absorption des vecteurs médicamenteux ce qui influence l'efficacité du traitement.211 Par 
exemple, Stapleton et al. ont expliqué leurs résultats par l’amélioration de la vascularisation 
de la tumeur après irradiation, impliquant une meilleure absorption des vecteurs.239  

D’autres études ont utilisé le ciblage passif pour mettre en évidence ce type de 
stratégie. Par exemple, Yi et al. ont démontré l'effet des rayons X sur l'absorption de différents 
types de vecteurs dans les cellules (Figure 82), ainsi que leur efflux.240 Ils ont observé que 
l'absorption des vecteurs était nettement améliorée après irradiation et qu’ils subissaient 
moins le rejet des cellules à l’extérieur après traitement. Ils ont étudié les mécanismes à 
l’origine de ces observations et en ont conclu que cela provenait d’une augmentation de 
l’expression d’une protéine (Caveolin-1), un médiateur de l’endocytose, impliquant une 
meilleure absorption des vecteurs. Par ailleurs, des études in vitro et in vivo ont montré de 
meilleurs résultats thérapeutiques pour les traitements combinés (radiothérapie et 
chimiothérapie), par rapport au médicament libre, aux rayons X sans vecteurs, ainsi qu’aux 
vecteurs sans irradiation et sans médicament encapsulé.240  
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Figure 82 : a) Représentation schématique des expériences d'absorption cellulaire. Les cellules sont exposées à 
des rayonnements, puis leur absorption ou leur efflux de particules est mesuré. b) L'absorption et l'efflux de 
différents vecteurs (ou DOX libre) sont comparés pour des cellules exposées à des rayonnements ou non (+ ou - X-
ray).240 

Par ailleurs, il est important de souligner que la taille des capsules peut avoir des 
conséquences en termes de toxicité et d’efficacité d’absorption comme nous l’avons évoqué 
dans cette partie. En effet, Caster et al. ont étudié l’efficacité thérapeutique et la toxicité de 
leurs capsules de copolymères à bloc (mPEG-PLGA) contenant de la wortmannine.241 Ils ont 
constaté que leurs capsules de taille moyenne de 100 nm présentaient une bonne absorption 
tumorale et une meilleure inhibition de la croissance tumorale que les capsules de 50 et 150 
nm. Les plus petites capsules ont montré une absorption tumorale plus homogène. 
Néanmoins, elles présentaient un effet plus toxique sur les tissus sains puisqu’elles diffusaient 
plus facilement dans leurs vaisseaux sanguins plus perméables sous irradiation.211,242  
 

IV.3.c L'amélioration de l'effet des rayonnements ionisants 

 
Comme nous l’avons évoqué précédemment dans cette partie, les nanoparticules à Z 

élevé  agissent comme des radiosensibilisants en augmentant le dépôt de la dose de 
rayonnement. Et l’un des matériaux les plus étudiés est l’or.  

Le glioblastome est un cancer cérébral connu pour sa résistance à la chimiothérapie et 
à la radiothérapie et pour son risque élevé de réapparition, limitant l'espérance de vie des 
patients.211 Setua et al. ont constaté cette résistance aux radiations, malgré l’utilisation de l’or 
comme radiosensibilisant.243 Pour remédier à ce problème, ils ont conjugué du cisplatine à 
leurs vecteurs d'or. D’après les résultats in vitro, ils ont réussi à contourner la résistance à la 
chimiothérapie ou à la radiothérapie du glioblastome et ont amélioré la destruction cellulaire 
en combinant les effets du cisplatine et de l’or. Aussi, Fathy et al. ont observé que les 
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nanoparticules d’or coiffées de chitosan et encapsulant la doxorubicine étaient très efficaces 
pour tuer les cellules, même avec une faible dose de radiation (0,5 Gy).244  

Par ailleurs, Li et al. ont formulé des nanogels thermosensibles contenant des vecteurs 
d'or avec de la doxorubicine.245 Cette formulation en gel a permis de délivrer simultanément 
le médicament et les nanoparticules d'or dans les cellules tumorales, tout en les retenant plus 
efficacement au niveau de la tumeur, par rapport à la formulation en solution. 

 

IV.3.d La libération contrôlée en utilisant les rayonnements ionisants comme 
déclencheur 

 
Aujourd’hui, l’un des défis dans la chimiothérapie est la libération contrôlée 

uniquement au niveau de la tumeur pour préserver les tissus sains, et donc diminuer les effets 
secondaires. Cette libération peut être obtenue en utilisant les rayonnements ionisants 
comme déclencheur.211 Par exemple, les études de Tanabe et al. ont développé des pro-
médicaments antitumoraux pouvant s’activer sous rayons X, et donc devenir cytotoxique.246–

248 Cependant, la radiolyse du promédicament nécessite actuellement une dose de radiation 
trop élevée pour être appliquée aux cellules.  

D’autres utilisent des NP à Z élevé pour interagir avec les rayonnements, entraînant la 
production indirecte de ROS qui peuvent détruire les liaisons chimiques.211 Deng et al. ont 
élaboré des liposomes contenant des AuNP (taille ~ 3 à 5 nm) et un photosensibilisateur 
(verteporfin, VP).249 Sous irradiation par rayons X, les AuNP ont généré des ROS qui ont alors 
oxydé la membrane lipidique des liposomes, conduisant à la libération du médicament. Ils ont 
aussi encapsulé la DOX pour vérifier la libération du médicament sous irradiation in vivo. Une 
régression significative des tumeurs par rapport aux témoins a été constatée.   
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CHAPITRE 2 : FORMATION ET STABILITÉ DES MÉSOSTRUCTURES 

DANS LES SYSTÈMES TERNAIRES « OUZO » 

 
Jusqu'à présent, la plupart des auteurs ont assimilé la limite de la turbidité à la frontière 

du domaine Ouzo. Cela provient du fait que le concept d'émulsion Ouzo a été développé pour 
expliquer le caractère trouble de cette boisson, mais la réciproque - tous les échantillons dans 
le domaine Ouzo devraient être troubles - n'est pas nécessairement vraie.  

Plus généralement, c'est une erreur courante d'identifier la binodale avec la courbe de 
turbidité, comme l'ont récemment souligné Arce et al.1 Dans notre groupe, nous avons utilisé 
le système BHT/THF/H2O comme système modèle. Le choix de ce système a été motivé par le 
fait que le BHT, généralement présent dans le THF commercial comme piégeur de radicaux, 
est connu pour générer des gouttelettes submicroniques.2,3 Dans ce système, nous avons 
observé des échantillons transparents contenant des gouttelettes d'environ 100 nm. Ces 
échantillons ont été classés comme SFME car ils ne semblaient pas évoluer dans le temps.4 Il 
est intéressant de noter que cela suggère que les échantillons dans le domaine Ouzo 
pourraient également sembler transparents puisque nous avons observé une continuité de 
taille entre les deux domaines. 

Dans le but de trouver une méthode objective pour déterminer les limites du domaine 
Ouzo, nous avons étudié en détail le système modèle BHT/THF/H2O en utilisant la diffusion 
dynamique de la lumière (DLS), l'analyse du suivi des nanoparticules (NTA), la diffusion 
multiple statique de la lumière (SMLS), la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la 
mobilité électrophorétique. En particulier, nous considérons la stabilité (c'est-à-dire l'absence 
d'évolution de la taille des gouttelettes) comme un critère permettant de distinguer le 
domaine SFME (stable) du domaine Ouzo (croissance lente des gouttelettes). Nous avons 
également étudié trois nouveaux systèmes (solutés solides et liquides, deux solvants 
différents) : α-tocophérol/THF/H2O, limonène/DMSO/H2O et BODIPY/THF/H2O. 
 

Les structures chimiques des molécules hydrophobes utilisées pour ce chapitre, ainsi 
que leurs propriétés physico-chimiques sont regroupées dans la Figure 83 ci-dessous : 
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Figure 83 : Structures chimiques des solutés hydrophobes utilisés pour ce chapitre. 
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I Étude du système BHT/THF/H2O 

I.1 Construction du diagramme de phase  

I.1.a Par observation visuelle 

 
Tous les échantillons de cette étude ont été préparés par addition d'eau à la solution 

organique en une seule fois, et aucun tensioactif n'a été utilisé pour stabiliser les gouttelettes. 
Nous avons d'abord construit un diagramme de phase BHT/THF/H2O par observations 
visuelles (voir Figure 84a). Nous avons adopté la représentation proposée par Vitale et Katz 
où les fractions de masse du soluté et du solvant sont représentées respectivement par l'axe 
horizontal et l'axe vertical.5 La fraction massique de l'eau est Φeau = 1- (ΦTHF + ΦBHT). Puisque 
la région d'intérêt est située à de très petites fractions massiques de BHT, l'axe correspondant 
est représenté sur une échelle logarithmique.  

 
Figure 84 : Représentation semi-logarithmique du diagramme de phase BHT/THF/H2O déterminé par observation 
visuelle : (□) échantillons limpides ; (●) échantillons troubles ; (Δ) échantillons diphasiques. (──) courbe de 
turbidité, (- - -) extrapolation linéaire de la courbe de turbidité, (...) limite entre les échantillons troubles et 
macroscopiquement diphasiques.  

Tous les échantillons ont été observés typiquement entre 10 et 30 min après la 
préparation. La ligne pleine (──) représente le début de la turbidité. A faible fraction de THF, 
le trouble est très subtil et difficile à détecter à l'œil nu. Dans ce cas, nous avons utilisé la 
lumière éclairer les échantillons. À ΦTHF > 0,2, la transition entre les compositions 
transparentes et les compositions troubles est plus évidente et peut être détectée sans 
lumière. À des concentrations élevées de BHT, les échantillons forment rapidement une fine 
couche supérieure turbide, riche en huile (Δ). Nous considérons cette limite (ligne pointillée : 
......) comme la ligne spinodale.  

 

I.1.b Détermination de la binodale par COSMO-RS 
 

La prédiction des courbes binodales en utilisant des méthodes semi-empiriques pour 
calculer l'équilibre liquide-liquide donne généralement une ligne droite dans la représentation 



 

Chapitre 2  106 | P a g e  

semi-Log.6 Nos propres calculs de la courbe binodale en utilisant COSMO-RS (Figure 85) 
donnent aussi une ligne presque droite, mais légèrement décalée vers de plus grandes 
fractions de masse de BHT par rapport aux données expérimentales. Par conséquent, nous 
supposons que la partie linéaire de la courbe de turbidité observée dans la partie supérieure 
du diagramme est une bonne approximation de la binodale. La courbe expérimentale s'écarte 
clairement de ce comportement linéaire attendu pour des fractions massiques de THF 
inférieures à 0,2.  

 
Figure 85 : Diagramme de phase BHT/THF/H2O déterminé par observation visuelle : (□) échantillons limpides ; (●) 
échantillons troubles ; (Δ) échantillons diphasiques. (──) courbe de turbidité, (- - -) extrapolation linéaire de la 

courbe d'opacité, (....) limite entre les échantillons troubles et macroscopiquement diphasiques, (⁃ ⁃ ⁃) courbe 
binodale calculée par COSMO-RS. 

I.1.c Focalisation sur une zone d’intérêt du diagramme de phase 

 
Dans ce qui suit, nous étudions plus spécifiquement les séries d'échantillons an, bn, cn et 

dn telles que représentées dans la Figure 86 avec un zoom sur la zone d'intérêt (voir Tableau 
1 pour les compositions).  

 
Figure 86 : Focalisation sur la zone d'intérêt du diagramme de phase BHT/THF/H2O, avec an pour les échantillons 
à ΦTHF = 0,1, bn à ΦTHF = 0,15, cn à ΦTHF = 0,2 et dn à ΦTHF = 0,25. 
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Tableau 1 : Composition des échantillons de la série an-dn dans le système BHT/THF/H2O, et diamètre 
hydrodynamique moyen de la distribution (DH) obtenu par NTA à t = 0 et t = 3 h. 

 

I.2 Investigation de la ligne à ΦTHF = 0,2 

 
La ligne de composition ΦTHF = 0,2 (échantillons cn de la Figure 87 et du Tableau 1) a été 

sélectionnée pour une première série de mesures car l'emplacement de la courbe binodale 
est sans ambiguïté. En effet, la limite de turbidité est superposée à l’extrapolation de la 
binodale (Figure 87). 
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Figure 87 : Investigation des échantillons cn de la ligne à ΦTHF = 0,2 du diagramme de phase BHT/THF/H2O.
  

I.2.a Analyse de la stabilité des échantillons par analyses NTA et DLS  

 
Des échantillons de composition allant de ΦBHT = 2,5 × 10-6 à 5 × 10-5 (c0-c6,) ont été 

analysés à l'aide du NTA environ 5 min après la préparation de l'échantillon, et également 
après 3 h pour évaluer la stabilité de l'échantillon (Figure 88.a). Il est évident que les 
échantillons c0-c3, qui semblent transparents, contiennent en fait des particules d'un diamètre 
compris entre 60 et 80 nm et ne montrent aucune évolution significative dans les 3 h. Au-delà 
de la courbe de turbidité (c5-7), les échantillons deviennent plus polydisperses et présentent 
des tailles plus grandes (>100 nm) qui dépassent la limite du NTA (1 μm) après 3 h. Un exemple 
de ce comportement est l'échantillon c6, représenté sur la Figure 88.a.  
 

 
 
Figure 88 : Distribution de taille du système BHT/THF/H2O mesurée par (a) NTA au temps 0 (──) et 3 h ( - - -) pour 
les compositions c0-c6  et par (b) DLS au temps 0 (──) et 3 h ( - - -) pour les compositions c3 et c6 comme indiqué 
sur la Figure 86. 
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Ces échantillons ont également été examinés à l'aide de la DLS (Figure 88.b). Pour les 

échantillons les plus dilués (c0-c2), l'intensité diffusée est extrêmement faible et les 
corrélogrammes sont difficiles à ajuster dû à la présence de quelques très grosses particules 
(>1 μm). La Figure 89 montre l'effet de ces grandes particules sur le corrélogramme de la 
composition c1, ainsi que l'observation visuelle des points de diffusion correspondants à l'aide 
du NTA. En revanche, les échantillons c3-c6 ont pu être analysés par DLS. La Figure 88.b montre 
l'histogramme de taille pondéré en fonction de l’intensité pour les échantillons c3 et c6, peu 
après le mélange et après une heure. Comme prévu, la taille moyenne mesurée par DLS (225,6 
± 9,0 nm et 352,7 ± 11,4 nm pour les échantillons c3 et c6 à t = 0 respectivement) est plus 
grande que celles mesurées par NTA (95,2 ± 4,7 nm et 231,9 ± 13,8 nm respectivement). De 
plus, les résultats confirment que c3 n'évolue pas avec le temps alors que la taille moyenne 
des particules augmente sur une heure pour c6. 
  

 
 
Figure 89 : Échantillon c1 (ΦBHT = 2,5.10-6, ΦTHF = 0,2). (a) Corrélogramme de l'analyse DLS et (b) cliché de la cellule 
éclairée pendant l'analyse NTA, montrant la diffusion des plus grosses gouttelettes. 

I.2.b Analyse de la stabilité des échantillons par SMLS (Static Multiple Light 
Scattering) 

  
Il est important de noter que les systèmes d'Ouzo étudiés dans la litterature sont 

souvent stabilisés par l'ajout de surfactant pour empêcher la coalescence.6,7 Dans notre cas, 
nous avons supposé que le contrôle de la stabilité des échantillons devait être une méthode 
de choix pour déterminer avec précision la courbe binodale.  

Dans ce but, nous avons utilisé le SMLS. Le principe est de surveiller les propriétés 
optiques (transmission et/ou rétrodiffusion) au cours du temps et sur toute la hauteur de 
l'échantillon. La coalescence ou le mûrissement sont généralement caractérisés par une 
évolution similaire du signal optique sur toute la hauteur de l'échantillon, alors que la 
sédimentation ou le crémage provoquent un signal optique vertical irrégulier. Par exemple, la 
Figure 90 montre la variation temporelle de la transmission (en valeurs relatives) pour deux 
échantillons situés de part et d'autre de la courbe binodale : c3, étant totalement transparent 
et c5, légèrement trouble. La transmission est mesurée sur toute la hauteur du tube. Les 
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comportements cinétiques de ces deux échantillons sont étonnamment différents : 
l'échantillon c3 reste stable pendant les 14 h de suivi, alors que la transmission de l'échantillon 
c5 diminue clairement avec le temps, sur toute la hauteur de l'échantillon. De manière très 
intéressante, l'évolution de l'échantillon s'arrête après quelques heures, mais aucun signe de 
crémage ou de sédimentation n'a été observé. Ceci suggère que le(s) mécanisme(s) 
responsable(s) de la croissance des gouttelettes/particules est (sont) entravé(s) à un moment 
donné. Une hypothèse est que les molécules (libres ou sous forme de très petits agrégats), 
servant de réservoir aux gouttelettes, sont consommées.8 Alternativement, la coalescence des 
gouttelettes peut s'arrêter lorsque leur surface est efficacement couverte par des agents 
stabilisants, par exemple des nanoparticules.4  
 

 
 
Figure 90 : Analyse de la stabilité des échantillons le long de la ligne de composition ΦTHF = 0,2 par SMLS. (a) 
transmission de l'échantillon c3 le long de la hauteur du tube pour différents temps, par rapport à la transmission 
à t = 0 ; (b) idem pour l'échantillon c5 ; (c) évolution temporelle de leur transmission relative mesurée à mi-
hauteur : ligne pleine (──) : échantillons limpides ; ligne pointillée ( - - -) : échantillons troubles. 

La stabilité des échantillons c1 à c7 a été étudiée, et l'évolution temporelle de la 
transmission mesurée à mi-hauteur est présentée dans la Figure 91 ci-dessous. En accord avec 
les résultats précédents, les compositions c1 à c3 (échantillons limpides) sont stables sur la 
période considérée, alors que c5 à c7 (échantillons troubles) montrent une diminution 
significative de leur transmittance. Ainsi, l'analyse SMLS montre une transition claire dans la 
stabilité colloïdale des échantillons. Les mesures NTA et DLS effectuées à différents moments 
confirment le comportement de stabilité des échantillons mais sont moins pratiques à utiliser 
à cet égard. 

 
Figure 91 : Analyse de la stabilité par SMLS : transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons le long 
de la ligne de composition ΦTHF = 0,2. Ligne pleine (──) : échantillons limpides ; ligne pointillée (- - -) : échantillons 
troubles.  
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Par ailleurs, l’analyse SMLS des échantillons d1 à d4 (Figure 92) confirme la tendance 
constatée pour les échantillons cn de la ligne à ΦTHF = 0,2. En effet, une stabilité dans le temps 
des échantillons limpides (d1 et d2) est observée, contrairement aux échantillons troubles (d3 
et d4). 
  

 
Figure 92 : (a) Focalisation sur les échantillons dn de la ligne à ΦTHF = 0,25 du diagramme de phase BHT/THF/H2O. 
(b) Analyse de la stabilité par SMLS : transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons le long de la 
ligne de composition ΦTHF = 0,25. Ligne pleine (──) : échantillons limpides ; ligne pointillée ( - - -) : échantillons 
troubles.  

I.3 Investigation de la ligne à ΦTHF = 0,1 et ΦTHF = 0,15 

 
Encouragés par les résultats précédents, nous avons suivi la stabilité des échantillons le 

long des lignes de composition ΦTHF = 0,1 et ΦTHF = 0,15 (échantillons a1-a7 et b1-b5 
respectivement, Figure 93 et Tableau 1). 

 

 
 

Figure 93 : Représentation des échantillons an de la ligne à ΦTHF = 0,1 et bn de la ligne à ΦTHF = 0,15 sur le 
diagramme de phase BHT/THF/H2O.  
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I.3.a Mise en évidence d’un domaine Ouzo limpide 

 
Les échantillons a0 et a1 sont stables d’après l’analyse SMLS (Figure 94.a), tandis que les 

échantillons a2-a7 évoluent tous au cours du temps, avec une cinétique plus rapide lorsque la 
concentration en BHT augmente. De même, les compositions b1-b2 sont stables, et b3-b5 
instables (Figure 94.b).  
 

 
Figure 94 : Analyse de la stabilité par SMLS : transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons an le 
long de la ligne de composition ΦTHF = 0,1 ; (b) et des échantillons bn le long de la ligne de composition ΦTHF = 0,15. 
Ligne pleine (──) : échantillons limpides ; ligne pointillée ( - - -) : échantillons troubles.  

  
De manière très intéressante, les échantillons a2-a4 et b3 semblent totalement 

transparents d’après le diagramme de phase (Figure 93), mais sont en fait instables. Cela 
confirme le fait que la détermination visuelle de la ligne binodale n'est pas une méthode 
efficace. D'autre part, la transition entre les compositions stables et instables est cohérente 
avec la ligne droite extrapolée de la Figure 93, pour les deux séries an et bn.  
  

Ensuite, nous avons analysé les compositions dans la zone située entre la courbe de 
turbidité et la ligne pointillée extrapolée (a2 à a4). La Figure 95 montre leur distribution de 
taille au moment initial t0 et après 3 h. Les trois échantillons contiennent clairement une 
distribution étroite de particules dont la taille augmente avec le temps, ce qui confirme que 
ces compositions sont en fait métastables.  
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Figure 95 : Distribution de taille du système BHT/THF/H2O mesurée par NTA au temps t0 (──) et t = 3 h (- - -) pour 
les compositions a2 à a4. 

I.3.b Influence des conditions de mélange 

 
Certains auteurs ont suggéré que parce que l'effet Ouzo est considéré comme une 

émulsification spontanée, il ne nécessite aucun mélange et les modes de mélange ne 
devraient pas avoir d’effet sur la distribution de taille finale. Cependant, ce n'est pas le cas. 
Les conditions de nucléation dans le domaine Ouzo sont sensibles aux conditions de 
mélange.9,10 Un taux de mélange rapide (comparé au taux de nucléation) favorise une 
nucléation homogène. Par conséquent, il nous a semblé nécessaire de vérifier si les habitudes 
des différents opérateurs en matière de mélange pouvaient influencer nos résultats.  
 

Pour ce faire, deux types de mélange typiques des conditions standard de laboratoire 
ont été comparés. Dans le premier cas (dit "mélange manuel", trait plein de la Figure 96), le 
flacon a été délicatement retourné à l'envers 3 fois. Dans le second cas, il a été fortement 
mélangé à l'aide d'un vortex pendant 10 secondes (trait pointillé de la Figure 96). La Figure 96 
montre l'analyse de stabilité des échantillons a0 et a2 pour les deux conditions de mélange. 
Comme prévu, dans le domaine thermodynamiquement stable (a0), les échantillons ne 
montrent aucune évolution, pour les deux méthodes de mélange. Pour l'échantillon a2 (dans 
le domaine métastable), l'échantillon évolue dans les deux cas, bien qu'avec une dynamique 
différente. En conclusion, la localisation de la binodale telle que déterminée par SMLS ne 
semble pas être influencée par le mode de mélange. 
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Figure 96 : Analyse de la stabilité par SMLS selon les conditions de mélange avec (──) pour un « mélange manuel » 
et (- - -) pour un mélange au vortex. Transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons a0 (avant la 
binodale – domaine SFME ; trait rouge) et a2 (après la binodale – domaine Ouzo dit limpide ; trait bleu).  

I.4 Etude de la stabilité des gouttelettes par la présence d’une charge à la 
surface 

 
Comme mentionné précédemment, la présence d'une charge électrostatique inhibant 

la coalescence est l'explication la plus probable de l'évolution lente des gouttelettes d'Ouzo 
sur le long terme.  

Nous avons alors examiné la mobilité électrophorétique des agrégats le long des lignes 
de composition ΦTHF = 0,1 et ΦTHF = 0,2 (Figure 97). Les fractions massiques de BHT ont été 
normalisées par rapport à leur valeur au niveau de la courbe binodale (courbe en pointillés 
dans la Figure 86), respectivement Φ*

BHT = 3,5 × 10-6 et Φ*
BHT = 2 × 10-5. Il est frappant de 

constater que pour les deux courbes, la mobilité électrophorétique est négative et atteint un 
minimum à la transition entre le domaine SFME et le domaine métastable. Puisque le pH de 
ces mélanges (pH = 7 ± 0,5 et 6,5 ± 0,5 pour ΦTHF = 0,1 et 0,2 respectivement) est relativement 
constant lorsque l'on fait varier la quantité de BHT (Figure 98), ceci ne peut être attribué à un 

changement de concentration en OH-. Les valeurs fortement négatives (proches de -80 mV en 

termes de potentiel zêta) atteintes pour ΦTHF = 0,1 expliquent l'évolution très lente des 
compositions a2-a6 qui a été révélée par SMLS (Figure 94.a).  

Il est connu depuis longtemps que les interfaces hydrophobes dans l'eau portent 
souvent une charge négative. Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer ce 
phénomène, notamment l'adsorption interfaciale d'ions négatifs endogènes tels que les 
carbonates ou les hydroxydes d'eau, ou la présence d'impuretés ionisables.11,12 
Alternativement, certains travaux théoriques supposent que les charges de surface 
proviennent de la densité de charge asymétrique des molécules d'eau à proximité de 
l'interface.13 Il est intéressant de noter que la coalescence de gouttelettes se repoussant 
électrostatiquement peut même conduire à un affinement de la distribution de taille.10 À 
l'heure actuelle, nous n'avons pas d'interprétation claire de l'augmentation de la charge de 
surface à proximité de la binodale. Cela pourrait indiquer un changement dans la structure 
des gouttelettes, avec une interface plus nette après la courbe binodale que dans le domaine 
SFME. 
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Figure 97 : Mobilité électrophorétique en fonction de la concentration normalisée en BHT, pour deux compositions 
de THF (● : ΦTHF = 0,1 et ● : ΦTHF = 0,2). Φ*

BHT représente la fraction massique de BHT au niveau de la binodale. 
Les barres d'erreur représentent l'écart-type de 3 mesures. 

 
Figure 98 : Mesure du pH en fonction de la fraction massique en BHT pour le long des lignes de composition de 
THF (● : ΦTHF = 0,1 et ● : ΦTHF = 0,2). Φ*

BHT représente la fraction massique de BHT au niveau de la binodale. 

I.5 Évolution de la composition des gouttelettes du domaine monophasique au 
domaine métastable  

 
Afin de suivre plus en détail la transition du domaine monophasique à celui de l'Ouzo, 

notamment en termes d'environnement et de mobilité du BHT, nous avons enregistré les 
spectres RMN 1D 1H des échantillons c2-c3 (domaine SFME, rappel de la Figure 87), c4 (proche 
de la binodale) et c6 (domaine Ouzo). Ces spectres sont présentés dans la Figure 99 (spectres 
b à e) avec celui du BHT solubilisé dans du THF-d8 deutéré (sprectre a).  

Nous pouvons observer dans les spectres b-c un seul ensemble de signaux BHT pour les 
compositions c2 et c3 (domaine SFME). De plus, les déplacements chimiques des protons 
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méthyles (▲) sont significativement déplacés vers le haut champ par rapport à ceux du BHT 
solubilisé dans le THF. Ces observations sont cohérentes avec un BHT principalement dissous 
dans la phase continue composée de THF/H2O, et éventuellement en échange rapide avec les 
gouttelettes de SFME. En revanche, les compositions c4 et c6 montrent deux ensembles de 
signaux (symboles pleins et vides dans les spectres d-e). Cela révèle que le BHT est partagé 
entre deux environnements différents, très probablement la phase dispersée et la phase 
continue, avec un échange lent à l'échelle de temps du déplacement chimique. Cela suggère 
fortement que les gouttelettes qui apparaissent au-delà de la courbe binodale ont une 
composition différente de celle du domaine SFME. Dans une étude précédente du système 
trans-anéthol/éthanol/H2O, un comportement similaire a été trouvé, et l'effet systématique 
de démultiplication pour les résonances 1H de la forme 1 (BHT dans la phase continue) par 
rapport à la forme 2 (BHT dans la phase dispersée), a été attribué à un environnement plus 
hydrophile.8 De plus, l'intégration des signaux montre clairement que la proportion de BHT 
dans la phase dispersée augmente avec la quantité totale de BHT : elle représente plus de 
60 % du BHT pour l'échantillon c6. 
 

 
Figure 99 : Spectres RMN 1D 1H du BHT (a) solubilisé dans le THF-d8 et (b-e) pour les échantillons le long de la 
ligne de composition ΦTHF-d8 = 0,2 (b pour c2 : ΦBHT = 10-5 ; c pour c3 : ΦBHT = 1,5.10-5 ; d pour c4 : ΦBHT = 3.10-5 ; 
e pour c6 : ΦBHT = 5.10-5). Les résonances de protons des deux espèces du BHT sont identifiés par des symboles 

pleins et ouverts (▲/△, ⬢/⬡ et ✦/✧) comme indiqué sur le schéma à droite. Les pics de solvant sont identifiés 

par : H2O (★) et THF (✶). 

  
Pour confirmer l'origine de ces deux ensembles de signaux, nous avons enregistré le 

spectre 2D 1H NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) de l'échantillon c6 (Figure 
100.a). Cette expérience met en évidence : 

• des corrélations spatiales (nOes, distance inférieure à 5 Å) entre deux protons 

différents (les pics croisés hors-diagonale verts), 

• et la présence de deux espèces en échange chimique (les pics croisés hors-diagonale 

bleus).14–16  

Cette dernière observation confirme la présence de deux espèces liquides de BHT en échange, 
une dans la phase continue (forme 1) et l'autre dans la phase dispersée (forme 2). La cinétique 
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de la constante d'échange a été estimée à k1 et k-1 à 0,23 s-1 et 0,16 s-1 respectivement.17 Cet 
échange entre les phases continue et dispersée est très clairement démontrée.  
 

Ensuite, nous avons enregistré des spectres DOSY qui permettent de discriminer les 
espèces chimiques contenues dans un mélange en solution en fonction de leur coefficient 
d'auto-diffusion. Comme le montre la Figure 100.b, les deux espèces de BHT coexistant en 
solution pour l'échantillon c6 n'ont pas le même coefficient d'auto-diffusion. Le BHT contenu 
dans la phase continue diffuse plus rapidement (∼ 5 × 10-10 m².s-1) que le BHT contenu dans 
les gouttelettes de la phase dispersée (∼ 2 × 10-10 m².s-1). Ce résultat peut être expliqué par 
une viscosité significativement plus élevée dans la phase dispersée par rapport à la phase 
continue, en raison de la concentration élevée de BHT au sein des gouttelettes.  
 

 
Figure 100 : Spectres RMN (a) 2D 1H-1H NOESY et (b) pseudo-2D 1H DOSY de l'échantillon c6 (ΦBHT = 5.10-5) dans 
ΦTHF-d8 = 0,2. 

 
L'analyse RMN de l'échantillon a6 (Figure 101, échantillon turbide dans le domaine 

métastable à ΦTHF = 0,1 Figure 93) donne des conclusions similaires à celles de l'échantillon de 
composition c6 présenté ci-dessus : deux espèces liquides de BHT coexistent en solution et 
présentent un coefficient de diffusion différent (∼ 6,6 × 10-10 m².s-1 et ∼ 1,6 × 10-10 m².s-1, 
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correspondant respectivement au BHT dans les phases continue et dispersée). Par ailleurs, la 
viscosité des mélanges THF/H2O18 est significativement plus faible pour la composition a6 (ΦTHF 
= 0,1 ; η = 1,2 cP) par rapport à la composition c6 (ΦTHF = 0,2 ; η = 1,5 cP), ce qui est cohérent 
avec la diffusion plus rapide du BHT dissous dans l'échantillon a6. L'espèce prédominante est 
le BHT dans la phase dispersée et représente ∼ 75 % du BHT total. Malheureusement, malgré 
l'utilisation d'une cryosonde plus sensible, l'analyse des échantillons avec une plus faible 
concentration de BHT n'a pas été possible. 

 
Figure 101 : Spectre RMN 2D 1H NOESY du BHT pour l'échantillon a6 (ΦTHF-d8 = 0,1 et ΦBHT = 2,5.10-5). Les 
résonances des protons du BHT sont identifiées par des symboles en fonction de leur environnement chimique 
comme indiqué sur les molécules dessinées à droite du spectre. 

I.6 Conclusion intermédiaire de la partie I 

 
A ce stade, nous avons confirmé qu'une simple observation visuelle n'est pas appropriée 

pour déterminer l'emplacement de la courbe binodale dans le système BHT/THF/H2O à de 
faibles concentrations de soluté. Le suivi de l'évolution de l'échantillon par des techniques de 
diffusion de la lumière telles que la SMLS, mais aussi le NTA ou la DLS permet de retrouver la 
forme linéaire attendue de la courbe binodale dans la représentation standard semi-Log.  

Quant aux expériences RMN, elles ont permis de : 

• Révéler l’état physique du BHT au sein des gouttelettes du domaine Ouzo,  

• Démontrer la dynamique d’échange entre les molécules de BHT présentes dans la 

phase dispersée et dans la phase continue.  

Afin de généraliser ces résultats, nous avons décidé d'étudier de nouveaux systèmes. 
 
 
 

II Étude des systèmes avec une huile comme soluté hydrophobe. 

II.1  Construction des diagrammes de phase par observation visuelle 
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Nous avons considéré les systèmes α-tocophérol/THF/H2O et limonène/DMSO/H2O. Le 
limonène et l'α-tocophérol (vitamine E) sont tous deux des huiles. Les diagrammes de phase 
ont d'abord été construits par observation visuelle des échantillons entre limpides, troubles 
et diphasiques comme pour le système BHT/THF/ H2O. Comme précédemment, la courbe de 
turbidité s'écarte de la binodale aux faibles fractions de solvant (Figure 102).  
 

 
 

Figure 102 : Représentation semi-logarythmique du diagramme de phase déterminé par observation visuelle des 
systèmes (a) limonène/DMSO/H2O et (b) α-tocophérol/THF/H2O. Avec (□) échantillons limpides ; (●) échantillons 
troubles ; (Δ) échantillons diphasiques. (──) courbe de turbidité, (- - -) extrapolation linéaire de la courbe de 
turbidité, (...) limite entre les échantillons troubles et macroscopiquement diphasiques.  

 
 

II.2  Détermination de la binodale par analyse SMLS (et NTA) 

II.2.a Pour le système limonène/DMSO/H2O 

 
L'analyse SMLS a été réalisée pour les compositions d'intérêt du système 

limonène/DMSO/H2O (Figure 103). L'analyse de stabilité confirme que la courbe binodale 
correspond à la ligne droite extrapolée à partir des concentrations élevées. En effet, les 



 

Chapitre 2  120 | P a g e  

compositions avant la binodale sont stables, alors que les compositions après cette courbe 
évoluent avec le temps. Nous avons aussi constaté pour ce système que la localisation de la 
binodale déterminée par SMLS ne paraît pas influencée par le type de mélange (vortex ou 
manuel), mais le mélange au vortex semble ici ralentir l’évolution des échantillons d4 et d5 
dans le domaine métastable comparé au mélange manuel (Figure 104). 
 

  
Figure 103 : (a) Diagramme de phase du système limonene/DMSO/H2O, avec an pour les échantillons à ΦDMSO 
= 0,2, bn à ΦDMSO = 0,3, cn à ΦDMSO = 0,4 et dn à ΦDMSO = 0,5. (b) Analyse de la stabilité par SMLS : transmission 
relative mesurée à mi-hauteur des échantillons an à dn. Ligne pleine (──) : échantillons limpides ; ligne pointillée ( 
- - -) : échantillons troubles. 
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Figure 104 : Analyse de la stabilité par SMLS selon les conditions de mélange avec (a) (──) pour un « mélange 
manuel » et (b) (- - -) pour un mélange au vortex. Transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons d2 

(avant la binodale – domaine SFME ; trait rouge) et d4-d5 (après la binodale – domaine métastable ; trait bleu et 
trait vert).  

 
Comme pour le système BHT/THF/H2O, nous avons analysé au NTA (Figure 105.a) les 

compositions de la série d’échantillons bn (ΦTHF = 0,3) : 

• avant la courbe binodale (ligne extrapolée de la Figure 103.a ; échantillons b0 à 

ΦBHT = 2.10-6, b1 à ΦBHT = 5.10-6 et b2 à ΦBHT = 10-5),  

• dans la zone située entre la courbe de turbidité et la binodale (b3 à ΦBHT = 5.10-5),  

• ainsi qu’après la courbe de turbidité (à ΦBHT = 2.10-4, après le point b5). 

Ces analyses NTA ont permis de confirmer ce que nous avions observé dans les Figure 
88 et Figure 95 pour le système BHT/THF/H2O. En effet, les échantillons limpides avant la 
binodale, b0-b2, comportent des particules ayant un diamètre compris entre 50 et 90 nm qui 
ne semblent pas évoluer après 3h. Après cette courbe binodale, l’échantillon b3 qui semble 
limpide évolue au cours du temps (diamètre valant ~ 60 nm à t0 et ~ 142 nm à 3 h). Il appartient 
alors au domaine métastable. Enfin, l’échantillon se situant après la courbe de turbidité du 
digramme de phase (>b5) devient plus polydisperse avec de plus grandes tailles qu’avant (>100 
nm) et qui dépassent la limite du NTA (1 μm) après 3 h. Le NTA a mesuré aussi du bruit pour 
ce dernier échantillon dû à une trop importante diffusion de la lumière des objets présents. 
C’est pour cette raison que l’on peut observer un petit pic NTA dans les petites tailles à t0. 
 

Nous avons aussi observé la distribution de taille de quelques échantillons à ΦTHF = 0,5, 
où il n’y a pas d’ambiguïté pour la localisation de la binodale. Dans la Figure 105.b, il semble 
évident que les échantillons présentent une monodispersité en termes de distribution de 
taille, avec des tailles autour de 80-90 nm. En revanche, la distribution s’élargit après la 
binodale avec l’apparition de plus grosses gouttes.  
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Figure 105 : Distribution de taille du système limonene/THF/H2O mesurée par NTA. (a) à ΦTHF = 0,3 au temps 0 
(──) et 3 h (- - -) pour les compositions b2 à >b5. (b) à ΦTHF = 0,5 au temps 0 (──) à droite pour les compositions 
représentées sur le diagramme de phase à gauche en fonction des couleurs : (●) Φlimonène = 10-6 ; (●) Φlimonène = 10-

5 ; (●) Φlimonène = 10-4 ; (●) Φlimonène = 10-3. 

 

II.2.b Pour le système α-tocophérol/THF/H2O 

 
Dans le cas du système α-tocophérol/THF/H2O, les variations de transmission des 

échantillons autour de la courbe binodale sont trop faibles pour identifier correctement la 
transition. Ceci est dû au fait que la fraction massique d'α-tocophérol au niveau de la binodale 
est inférieure à 10-6, pour la ligne correspondante (ΦTHF = 0,15, Figure 106.a et b). Cependant, 
avec les analyses NTA (Figure 106.c), nous pouvons assez clairement attribuer les différentes 
distributions de taille aux domaines : 

• Limpide avant la binodale en noir, avec une stabilité de la taille après 3h. 

• Limpide entre la binodale et la courbe de turbidité, avec une évolution de la taille au 

cours du temps (métastabilité). 

• Turbide après la courbe de turbidité, avec une polydispersité en termes de distribution 

de taille. 
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Figure 106 : (a) Diagramme de phase du système α-tocophérol/THF/H2O, avec an pour les échantillons à 
ΦTHF = 0,15. Les échantillons en noir sont avant la binodale (droite pointillée extrapolée), en orange entre la courbe 
de turbidité et la binodale, et en rose après la courbe de turbidité. (b) Analyse de la stabilité par SMLS : 
transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons an. (c) Distribution de taille des échantillons an 

mesurée par NTA au temps t0 (──) et t = 3 h (- - -). 

II.3  Comparaison globale des 2 systèmes étudiés avec le BHT/THF/H2O 

 
Une comparaison des analyses NTA a été réalisée pour les 3 systèmes étudiés jusqu’à 

présent (BHT/THF/H2O ; limonène/DMSO/H2O ; α-tocophérol/THF/H2O). Et pour chaque 
ligne, le diamètre hydrodynamique moyen est représenté en fonction de la fraction massique 
du soluté, Φ, normalisée par la fraction massique au niveau de la courbe de turbidité, Φ** 
(ligne pleine, Figure 107). Cette représentation met clairement en évidence, pour les trois 
systèmes, une augmentation soudaine (typiquement par un facteur 2) de la taille moyenne 
des gouttelettes au niveau de la courbe de turbidité. En revanche, la taille reste presque 
constante sur deux décades de fractions massiques inférieures à cette courbe. Au-delà de 
cette limite, la taille devient rapidement trop grande et/ou la distribution trop large pour être 
déterminée par NTA. 

Il est intéressant de noter que ce résultat indique que la courbe de turbidité n'est pas 
une simple limite de détection mais a une signification physique. Notre compréhension de 
cette limite est qu'il existe à gauche un domaine Ouzo transparent constitué de petites 
gouttelettes (typiquement ≤ 100 nm) avec une faible dispersité, et sur son côté droit un 
domaine Ouzo turbide avec des gouttelettes de grande taille et/ou polydisperses. À ce stade, 
il est intéressant de noter qu'il existe une continuité de taille entre les domaines SFME et 
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Ouzo. Une explication possible est que les agrégats de SFME existent dans le domaine Ouzo 
près de la frontière, telle une situation sursaturée. Cependant, le domaine Ouzo est 
finalement destiné à former deux phases séparées. Par conséquent, ces agrégats vont évoluer 
lentement pour former des gouttelettes d'Ouzo, et finalement une phase séparée.  
 

 
Figure 107 : De gauche à droite : Formule moléculaire des solutés ; diamètre hydrodynamique moyen (DH) mesuré 
à partir du NTA et tracé en fonction de la fraction massique du soluté (Φ) normalisée par les fractions massiques 
correspondantes à la courbe de turbidité (Φ**) ; et diagrammes de phase construits par observation visuelle (bleu 
= limpide ; vert = diphasique ; orange = turbide). 

III Étude du système BODIPY/THF/H2O : cas d'un soluté solide 
fluorescent 

III.1 Construction d’un diagramme de phase selon la fluorescence du BODIPY 

  
Nous avons utilisé un colorant BODIPY synthétisé dans nos laboratoires (Equipe COrInt, 

Olivier Mongin) dont la structure est représentée dans la Figure 83. Ce composé produit une 
forte émission verte lorsqu'il est solubilisé dans des solvants organiques et une émission rouge 
plus faible à l'état solide (Figure 108).19  

Nous avons étudié le système BODIPY/THF/H2O. Contrairement aux systèmes 
précédents, il n'a pas été possible de déterminer la courbe de turbidité à cause de la 
fluorescence du BODIPY (Figure 109.a). Au lieu de cela, nous avons affiché la couleur des 
échantillons sous illumination UV dans un « diagramme d'émission » (Figure 109.b et c).  Les 
échantillons très dilués (ΦBODIPY < 10-6) semblent sombres sur les Figure 109.b et c car ils 
émettent faiblement. Comme nous l’avions anticipé, l'émission verte est plus intense dans la 
région riche en solvant (partie haut-gauche du diagramme). En augmentant la quantité de 
colorant, l'émission verte diminue au profit de l'émission rouge, ce qui indique la présence de 
particules solides de BODIPY.  
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Figure 108 : Spectres d'émission de référence du colorant BODIPY pur (unités arbitraires) ; rouge : état solide 
(poudre) ; jaune : dissous dans le THF.19  

 
 

Figure 109 : (a-b) Photos des échantillons pour différentes fractions massiques de THF et de BODIPY prises (a) 
sans ou (b) avec illumination sous excitation UV à 365 nm. (c) Diagramme d'émission de fluorescence (λexc = 365 
nm) selon les photos prises dans la figure (b). 
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Nous avons utilisé l'analyse de stabilité par SLMS (Figure 110.a) le long des lignes de 
composition ΦTHF = 0,1, 0,2, 0,3 et 0,4 pour construire la courbe binodale. Il est important de 
garder en tête que le SMLS utilise un laser proche infrarouge à 880 nm, qui est éloigné de la 
plage d'excitation du BODIPY. Pour chaque ligne, nous avons déterminé la limite entre les 
échantillons stables et évolutifs comme nous avons pu le faire précédemment pour les autres 
systèmes. Cela dessine une courbe linéaire que nous avons superposée au diagramme 
d'émission de la Figure 109.c (Figure 110.b). 
 

 
 
Figure 110 : Diagramme d'émission de fluorescence (λexc = 365 nm). La ligne pointillée est la limite entre les 
échantillons stables et évoluant dans le temps tels que déterminés par SMLS.  
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III.2 Détermination de la composition de la goutte par fluorescence 

 
On considère généralement abusivement que dans le cas des émulsions Ouzo, les 

gouttelettes sont principalement constituées de soluté, mais elles peuvent être plus ou moins 
gonflées par le solvant et même contenir des traces d'eau. La méthode la plus rigoureuse pour 
déterminer la composition des phases en équilibre est de construire les lignes de liaison dans 
le diagramme de phase.1 Cependant, cette méthode n'est pas applicable lorsqu'un des 
composés est à une concentration extrêmement faible, comme c'est le cas ici. Les résultats de 
la partie I.5 concernant l'étude RMN du système BHT/THF/H2O montrent que la phase 
dispersée dans le domaine Ouzo peut rester liquide. Ici, nous avons profité d'un colorant 
fluorescent, qui est émissif dans les états liquide et solide avec des longueurs d'onde 
différentes, pour étudier l'état physique d'un soluté solide à travers le diagramme de phase. 
 

D’après la Figure 111, la plupart des échantillons le long de la courbe binodale émettent 
une lumière verte. Nous avons centrifugé trois échantillons dont un proche de la binodale 
présentant une émission verte (f0 : ΦTHF = 0,2 ; ΦBODIPY = 2,5.10-6) et deux se trouvant au-delà 
de la courbe avec une émission jaune (f1 : ΦTHF = 0,2 ; ΦBODIPY = 2,5.10-5) et rouge (f2 : ΦTHF = 0,2 
; ΦBODIPY = 2,5.10-4). Pour l’échantillon f0, la centrifugation n’a pas permis d’observer un culot, 
probablement dû à la trop faible concentration en BODIPY dans le système. En revanche, les 
culots des échantillons f1 et f2 émettent une lumière jaune et rouge sous irradiation 
respectivement (Figure 111), ce qui indique que la composition de la phase dispersée évolue 
du BODIPY gonflé par le solvant au BODIPY solide pur de façon continue. 

 
Figure 111 : A gauche : Diagramme de phase à partir de la fluorescence des échantillons, avec f0, f1 et f2 qui 
représentent les compositions que nous avons centrifugées (f0 : ΦTHF = 0,2 et ΦBODIPY = 2,5.10-6 ; f1 : ΦTHF = 0,2 et 
ΦBODIPY = 2,5.10-5 ; f2 : ΦTHF = 0,2 et ΦBODIPY = 2,5.10-4). A droite : photos des échantillons f0, f1 et f2 sous 
illumination UV à 365 nm. Les cercles rouges entourent les culots fluorescents après centrifugation des 3 
échantillons. 

III.3 Analyse DLS et Mesure de la mobilité électrophorétique 
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L'analyse NTA s'est avérée limitée aux échantillons très dilués en raison de l'excitation 
de la fluorescence du BODIPY à la longueur d'onde de fonctionnement (405 nm), mais des 
mesures de DLS (longueur d'onde du laser de 638 nm) ont pu être réalisées. Par conséquent, 
nous avons suivi les échantillons pendant 3 h après leur préparation par mesure DLS.  

Les résultats pour la ligne de composition ΦTHF = 0,2 sont présentés dans la Figure 112. 
La première observation est qu'il existe un domaine SFME dans la gamme de concentration 
ΦBODIPY = 10-7- 2,5.10-6, avec des gouttelettes ayant un diamètre d’environ 100 nm et stables 
dans le temps. À des concentrations plus importantes (5.10-6 et au-delà), la taille évolue avec 
le temps. Ces observations sont cohérentes avec les mesures du SMLS et confirment la 
localisation de la courbe binodale. 
 

 
Figure 112 : Mesures DLS au temps initial t0 (──) ; après 1 h (- - -) ; après 3 h (‧‧‧‧) de la ligne de composition 

ΦTHF = 0,2 du système BODIPY/THF/H2O. 

 
Enfin, nous avons mesuré la mobilité électrophorétique des échantillons le long de la 

ligne de composition ΦTHF = 0,2 (Figure 113) en utilisant un instrument Malvern Nanosizer 
fonctionnant à 633 nm. Comme précédemment, nous avons trouvé un maximum de mobilité 
(négative) au niveau de la binodale, lié à une charge fortement négative à l'interface. De plus, 
l'évolution de la mobilité électrophorétique est cohérente avec la stabilité colloïdale telle 
qu'observée avec l'analyse DLS et SMLS, à savoir une diminution de la charge de surface des 
gouttes qui sont alors moins stables après la binodale. 
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Figure 113 : Mobilité électrophorétique de la phase dispersée en fonction de la fraction massique de BODIPY 
normalisée par la fraction à la binodale de la ligne de composition ΦTHF = 0,2 du système BODIPY/THF/H2O. 
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IV Conclusions et perspectives 
 

Dans le but de clarifier le comportement général des émulsions Ouzo et la méthodologie 
pour déterminer sans ambiguïté la courbe binodale, nous avons réalisé un examen minutieux 
de quatre systèmes ternaires, avec des solutés de faible poids moléculaire, à la fois liquides et 
solides. Contrairement à de nombreuses autres études, nous n'avons pas utilisé de tensioactif 
pour éviter toute interférence avec les systèmes vierges. Nous avons émis l'hypothèse que la 
combinaison de l'analyse DLS classique et du contrôle de la stabilité nous permettrait de 
délimiter le domaine Ouzo. Cette hypothèse n'est pas évidente, car des états sursaturés 
homogènes peuvent exister dans une zone métastable. Cependant, dans le cas de l'effet Ouzo, 
la nucléation est initiée puisque par définition des particules sont présentes. C'est la 
croissance des gouttelettes qui est cinétiquement bloquée ou ralentie.20 Ainsi, les études de 
stabilité utilisant la SMLS, mais aussi le NTA ou la DLS, nous ont permis de discriminer 
efficacement les agrégats du domaine Ouzo (évoluant plus ou moins lentement) des agrégats 
du domaine SFME (thermodynamiquement stables), validant cette approche originale. 
 

Dans la plupart des études réalisées à ce jour, les diagrammes de phase ont été établis 
sur la base d'une observation visuelle de la turbidité et/ou d'une analyse de la taille par 
microscopie électronique à balayage (MEB), DLS ou d'autres techniques d'analyse de la 
taille.5,21–23 En outre, des tensioactifs peuvent être ajoutés au système pour assurer la stabilité 
colloïdale des particules pendant le temps d'analyse.21,24 Par conséquent, les critères de 
définition du domaine Ouzo ont été variables. Ainsi, la limite entre le domaine monophasique 
et le domaine Ouzo est souvent considérée comme le début de la turbidité, déterminée par 
une observation visuelle. Dans d'autres cas, la mesure du rayon hydrodynamique moyen a été 
utilisée comme critère.4,21 En effet, l'évolution de ce diamètre avec la concentration en soluté 
montre deux régimes : un régime constant et un régime où la taille augmente avec la 
concentration en soluté. La transition entre ces deux régimes a été interprétée comme la 
frontière entre le domaine SFME et celui de l'Ouzo. Il faut noter que plusieurs travaux sont 
basés sur l'hypothèse qu'un système Ouzo doit être turbide et ne fournissent pas d'analyse 
sur la zone transparente.5,25 En ce qui concerne la limite à des hautes concentrations du 
domaine Ouzo, les études basées sur la microscopie électronique à balayage (MEB, 
principalement dans le cas des polymères) ont utilisé un critère de taille-dispersité pour définir 
les domaines "stables" et "instables" de l'Ouzo.6,23 Dans d'autres cas, des compositions qui 
étaient troubles mais qui n'étaient pas en séparation de phase (crémage ou sédimentation) 
après un "certain temps" ont été considérées comme des émulsions Ouzo.26 
 

Alors que nous avons abordé le cas d'un soluté de faible poids moléculaire (solide ou 
liquide), de nombreuses autres études ont porté sur la nanoprécipitation de polymères par 
déplacement de solvant. Des différences significatives peuvent être notées. En effet, dans le 
cas des polymères, la limite de solubilité est peu dépendante de la concentration en polymère, 
ce qui se traduirait par une ligne presque horizontale dans la représentation de la Figure 84.6,23 
De plus, des études détaillées de la dépendance de la taille des particules avec la 
concentration en solvant et/ou en polymère ont montré que les particules de polymère se 
forment par un mécanisme de nucléation-agrégation, favorisant une distribution de taille 
étroite.6 En fait, la surface du domaine où l'on observe des particules avec une faible 
distribution de taille est généralement beaucoup plus grande que pour les composés de faible 
poids moléculaire. Nous pensons que dans le cas des polymères, la nucléation-croissance 
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permet d'obtenir facilement des particules de taille homogène (que l'on appelle « Ouzo 
stable »), et que des compositions polydisperses contenant des particules de taille micronique 
(appelées "Ouzo instable") apparaissent au voisinage de la courbe spinodale. Il faut également 
noter que les tensioactifs sont couramment utilisés pour limiter l'agrégation des particules de 
polymère et peuvent influencer les conditions de nucléation, notamment en réduisant le 
rayon critique de nucléation.22,27 
 

Le contrôle de l'état physique des nanoprécipités (liquide, solide amorphe ou cristallin) 
est très important, car il régit la solubilité et les propriétés thérapeutiques de certains 
médicaments. Bien que la plupart des études montrent que la nanoprécipitation conduit 
rarement à une structure cristalline, les raisons de ce phénomène sont encore débattues.27 
Une hypothèse est la présence de solvant, agissant comme un plastifiant des particules, mais 
les preuves expérimentales manquent. La technique SANS, en particulier avec la variation du 
contraste, pourrait être utilisée en combinaison avec des modèles pour déterminer la 
composition et la structure (homogène, cœur-coquille) des gouttelettes/particules à des 
dilutions modérées.2,28 Ainsi, une précédente étude par la technique SANS a suggéré que les 
agrégats formés dans le domaine SFME du système BHT/THF/D2O consistent en un petit noyau 
de BHT entouré d'une grande enveloppe de THF.2 Néanmoins, nos mesures de RMN et 
d’émission de fluorescence ont ici clairement établi la présence de solvant avec le soluté dans 
la phase dispersée. Il faut garder à l’esprit que quelques études RMN de l'effet Ouzo ont déjà 
été réalisées sur des solutés liquides à 25 °C (anéthole ou toluène) et visaient à caractériser la 
dynamique d'échange entre les phases dispersée et continue.8,26 
 

La métastabilité des gouttelettes est l'une des caractéristiques les plus intrigantes des 
émulsions Ouzo. Bien que le taux de coalescence des gouttelettes diminue avec la 
concentration, la dilution généralement élevée du domaine Ouzo ne suffit pas à expliquer leur 
stabilité, parfois sur plusieurs mois.20 L'adsorption d'espèces chargées à l'interface a été 
proposée comme une explication alternative, et des preuves expérimentales de l'existence 
d'une charge de surface négative sur les émulsions produites par déplacement de solvant ont 
été fournies.11,12,29 Cette charge de surface dépend évidemment du pH et peut être due soit à 
l'adsorption directe d'ions endogènes CO3

2-, HCO3
- ou OH- à l'interface, soit à la réaction des 

ions hydroxyles avec des impuretés acides. Dans notre cas, nos résultats de mesure pH 
discriminent l‘adsorption d’ions OH- mais nous n’avons pas d’explication sur l’augmentation 
de la charge de surface négative au niveau de la binodale. Ici, pour la première fois, nous 
suivons l'évolution de la charge avec la composition des solutés hydrophobes, du domaine 
SFME au domaine Ouzo, et montrons un changement de régime au niveau de la binodale, qui 
peut être lié à un changement de la composition des objets dispersés. 
 

En résumé, la combinaison de techniques conventionnelles (DLS, Nanoparticle Tracking 
Analysis ou NTA) et moins conventionnelles (RMN, analyse de stabilité par SMLS, mobilité 
électrophorétique, fluorescence) nous a permis de remettre en question les points de vue 
classiques sur les émulsifications spontanées. Nous montrons que les quatre systèmes 
présentent un domaine SFME, séparé du domaine Ouzo par la courbe binodale. Il n'y a pas de 
discontinuité de taille au niveau de la binodale mais cette transition peut être déterminée en 
contrôlant la stabilité colloïdale de l'échantillon. En outre, les gouttelettes portent une charge 
négative spontanée qui présente un maximum au niveau de la binodale. Il est important de 
noter que nous avons clairement démontré que les émulsions Ouzo peuvent être 
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transparentes et être générées subtilement entre la courbe binodale et la courbe de turbidité. 
Par ailleurs, la courbe de turbidité marque l'augmentation abrupte de la polydispersité. Ces 
résultats remettent en cause la méthode d'observation visuelle pour identifier le domaine 
Ouzo, largement utilisée dans les processus de nanoprécipitation, et peuvent être utilisés 
comme un guide rationnel pour la conception de nanoparticules et de nanocapsules avec des 
polymères, des médicaments ou des matériaux inorganiques. 
 

Il reste encore beaucoup à comprendre sur la transition entre les domaines SFME et 
Ouzo. Nous pensons que les travaux futurs devraient se concentrer sur l'analyse de la 
composition et de la structure de la phase dispersée dans les deux domaines. Des expériences 
cinétiques aux temps courts (de quelques millisecondes à quelques secondes en utilisant des 
dispositifs dits « stopped-flow ») peuvent également fournir des informations intéressantes 
sur les premiers moments de la nucléation des gouttelettes. 
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CHAPITRE 3 : ENCAPSULATION DE PRINCIPES ACTIFS PAR 

NANOPRÉCIPITATION DANS LES HYBRIDOSOMES® 

 
 

La nanoprécipitation de médicaments est une technique largement répandue pour la 
préparation de nanoparticules thérapeutiques. Elle se décline en divers procédés. Les 
particules finales comprennent le plus souvent une coque de polymère, co-nanoprécipitée 
avec les composés hydrophobes.1,2 On comprend aisément l’intérêt qu’il peut y avoir à 
préparer des particules de médicaments purs ou recouverts simplement d’une couche 
protectrice (nanocapsules) : amélioration de la biodistribution, augmentation de la charge 
médicamenteuse et de l’efficacité thérapeutique, biocompatibilité, etc.3–5 

Parmi les diverses méthodes de nanoprécipitation, celle par déplacement de solvant est 
souvent préférée car elle requiert très peu d’énergie. Deux régions d’intérêt permettent de 
préparer des nanocapsules : SFME et Ouzo. Ganachaud et al. ont montré qu’il était possible 
de former des capsules d’huile recouverte de polymère en utilisant un glycopolymère dont le 
domaine de précipitation recouvre en partie soit le domaine SFME, soit le domaine Ouzo de 
l’huile.2 Puis, la molécule thérapeutique d’intérêt peut être dissoute dans l’huile formant le 
cœur de la capsule, comme cela a été démontré avec l’encapsulation de camptothécine à 
partir de la nanoprécipitation du mygliol.2 Puisque nombre de molécules thérapeutiques sont 
hydrophobes, il semblerait plus favorable que le cœur de la capsule soit entièrement constitué 
du médicament pour décupler la quantité du composé actif. Dans ce chapitre, nous avons 
donc cherché à encapsuler des principes actifs hydrophobes à l’intérieur de nanocapsules avec 
une coque hybride polymère/nanoparticules inorganiques (Hybridosomes®) formées à partir 
de l’effet Ouzo. 
  

Les structures chimiques des principes actifs hydrophobes utilisées pour ce chapitre, 
ainsi que leurs propriétés physico-chimiques, sont regroupées dans la Figure 114 ci-dessous. 
Nous avons choisi en partie des médicaments chimiothérapeutiques (le sorafénib avec/sans 
tosylate contre le carcinome hépatocellulaire et le paclitaxel contre les cancers de l’ovaire, du 
sein et du poumon) afin d’observer les effets d’une thérapie combinée (chimio- et 
radiothérapie) par les H®, que nous verrons dans le chapitre 4.  
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Figure 114 : Structures chimiques et propriétés physico-chimiques (Mw : masse moléculaire ; LogP : coefficient de 
partage entre les phases lipophile et aqueuse -octanol/eau ; Seau : la solubilité dans l’eau) des principes actifs 
hydrophobes utilisés pour ce chapitre. 
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I Stratégie d’encapsulation dans les H® 
 

Notre stratégie consiste à s’appuyer sur des particules organiques (éventuellement 
liquides ou solides) pour former des capsules de nanoparticules. In fine, nous souhaitons que 
le cœur soit enrichi en principe actif thérapeutique et que la coquille soit constituée de 
nanoparticules inorganiques. Nous souhaitons de surcroit que l’élaboration des capsules se 
déroule en une seule étape. Il s’agit donc de co-nanoprécipiter simultanément les solutés et 
les nanoparticules (Figure 115).  
 

 
 Figure 115 : Illustration schématique du principe de co-nanoprécipitation des nanoparticules inorganiques et du 
soluté thérapeutique. 

Pour cela, une connaissance fine du comportement du soluté dans différentes 
conditions de déplacement de solvant est indispensable. En effet, selon la composition finale, 
on peut définir trois types de particules : 

• SFME : il y a formation d’une microémulsion, c’est-à-dire d’un état à l’équilibre 

thermodynamique. Des particules bien monodisperses de diamètre inférieur à 100 nm 

sont le plus souvent observés.  

• Ouzo : il y a formation de gouttes ou nanoparticules également bien monodisperses, 

mais qui évoluent avec le temps.  

• Ouzo polydisperse (ou instable) : les gouttes formées présentent une polydispersité 

importante et évoluent rapidement avec le temps.  

Dans le domaine diphasique, le système démixe rapidement en deux phases 
macroscopiques. Cette situation se produit au-delà de la courbe spinodale. 
 

Dans le chapitre 2, nous avons présenté une méthodologie pour élaborer les 
diagrammes de phases de systèmes « Ouzo ». En particulier, nous avons mis en évidence que 
l’apparition de la turbidité n’est pas un critère suffisant pour caractériser la transition entre le 
domaine monophasique et le domaine Ouzo. En effet, les émulsions Ouzo peuvent apparaître 
tout à fait transparentes à de faibles concentrations de soluté. En revanche, la combinaison 
d’une étude de stabilité par SMLS et d’une caractérisation de la polydispersité des objets par 
NTA permet de distinguer le SFME, l’Ouzo et l’Ouzo polydisperse. De façon très intéressante, 
la présence des nanoparticules limite la coalescence des émulsions Ouzo et peut affiner leur 
distribution de façon très significative.6 
 

Dans un premier temps, les systèmes composés actifs/THF/H2O sont caractérisés. Puis, 
les composés actifs démontrant une capacité à nanoprécipiter seront encapsulés via le 
procédé classique de fabrication des H®, résumé dans la Figure 116.  
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Les émulsions de médicaments hydrophobes sont préparées directement en présence 
des NP, initialement dispersées dans le THF (❶ et ❷). Dans ce but, les particules sont 
dispersées dans la solution de THF contenant du principe actif. Ensuite, de l'eau est ajoutée 
rapidement pour atteindre la composition finale désirée. Environ 6 h après l'ajout de l'eau, le 
PAA-PEG est ajouté (❸). Le rôle de ce polymère est double : il sert à la fois à réticuler les 
particules et à assurer leur stabilité colloïdale.7,8 La même quantité de NP et de polymère a 
été utilisée pour toutes les compositions. Enfin, le solvant a été évaporé (17 h à environ 40°C) 
(❹). Les suspensions sont ensuite purifiées par séparation magnétique et le culot est 
redispersé dans l'eau (❺).  

Dans le cas présent, nous utilisons des nanoparticules d’oxyde de fer (SPION). En effet, 
ces particules présentent une faible toxicité cellulaire et une bonne dégradabilité dans 
l’organisme. Du fait de leur caractère superparamagnétique, les particules individuelles 
présentent une susceptibilité magnétique beaucoup plus faibles que celles assemblées en 
capsules, ce qui permet la purification par séparation magnétique. Ces particules, synthétisées 
en présence d’octylamine et d’acide oléique, exposent à leur surface les chaines alkyles de ces 
ligands, ce qui les rend extrêmement hydrophobes. Ces dernières nanoprécipitent sur toute 
la gamme de compositions étudiée après l’ajout de l’eau. La fraction massique de THF est 
maintenue à 23 % en masse pour tous les systèmes.  

 
 

Figure 116 : Procédé de fabrication des H® et d’encapsulation de principe(s) actif(s). Ici, l’image MET correspond 
à des Hybridosomes® préparés à partir de BHT.7,9 

 

II Étude du système sorafénib/THF/H2O 

II.1  Étude du système à ΦTHF = 0,23 (en l’absence de NP) 

  
Suivant la méthodologie précédemment établie (chapitre 2), nous avons d'abord étudié 

une coupe transversale du diagramme de phase sorafénib/THF/H2O, en l'absence de 
nanoparticule. Dans ce but, nous avons préparé une série de compositions (S1-S10) de 
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concentrations croissantes de sorafénib, en maintenant la fraction massique de l'eau et du 
THF à 0,77 et 0,23 respectivement. Puis, nous avons observé visuellement leur apparence 
(limpide, trouble ou diphasique : Figure 102). 
 

 
 

Figure 117 : Représentation semi-logarithmique de la ligne de composition Sn à ΦTHF = 0,23 déterminé par 

observation visuelle du système sorafénib/THF/H2O. Avec (▫) échantillons limpides et (▪) échantillons troubles. 

 
La stabilité colloïdale des échantillons a été étudiée par SMLS, et leur distribution de 

taille par NTA (Figure 118). Les échantillons S1-S7 présentent une distribution monomodale 
(Figure 118b) et ne montrent aucun signe d'évolution pendant 14 h après la préparation 
(Figure 118a), ce qui est typique du domaine SFME. En revanche, la Figure 118a montre que 
l’échantillon S10 évolue avec le temps. Il présente déjà une large distribution de taille quelques 
minutes après le mélange (Figure 118b), ce qui est également le cas de S11. Ces échantillons 
sont des émulsions Ouzo (polydisperses). Notez que la limite de solubilité du sorafénib dans 
le mélange THF/H2O (23/77) est significativement plus grande que dans l'eau pure (0,25 mM 
et 3,7.10-6 mM, respectivement).  

La Figure 118c montre que la taille modale des gouttelettes présente deux régimes 
lorsque nous augmentons la quantité de sorafénib : elle est d'abord constante puis augmente 
fortement. La transition entre les deux régimes correspond (approximativement) au début de 
la turbidité des échantillons, comme indiqué par la ligne pointillée grise dans la Figure 118c. 
Au moment de la transition, la polydispersité de la distribution devient également 
significative. Par conséquent, nous n'avons pas pu définir un mode principal pour les 
échantillons S10 et S11. La turbidité peut être expliquée par la présence de grosses gouttelettes 
dans la distribution. Ce résultat généralise les observations précédentes rapportées avec des 
solutés non médicamenteux dans le chapitre 2. D’après les résultats SMLS et NTA, la limite 
(binodale) entre les domaines SFME et Ouzo se trouve à une fraction massique de sorafénib 
autour de 1,3.10-4. Ici, la limite de turbidité coïncide avec la binodale. 
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Figure 118 : Caractérisation des compositions S0-S11 dans le système sorafénib/THF/H2O. (a) Analyse de la stabilité 
par SMLS : transmission relative mesurée à mi-hauteur des échantillons Sn. (b) Distribution de taille à ΦTHF = 0,23 
mesurée par NTA, au temps t0 pour les compositions Sn. (c) Diamètre hydrodynamique (mode) et déviation 
standard des dispersions. Ligne pleine (──) : échantillons limpides et stables (SFME) ; ligne pointillée   (- - -) : 
échantillons troubles et métastables (Ouzo). 

 

II.2  Étude des H® contenant du sorafénib nanoprécipité 

 
Après avoir étudié les émulsions du système sorafénib/THF/H2O, les systèmes ont été 

nanoprécipités en présence des nanoparticules. La Figure 119 représente les distributions de 
taille mesurées par NTA après dispersion du culot dans l’eau (et dilution par 20 de la solution, 
pour éviter la diffusion trop importante de la lumière à cause d’une trop grande concentration 
en nano-objets), pour les mêmes compositions précédentes (S1-S11). La Figure 120 et la Figure 
121 présentent les observations MET des échantillons. 
 

Tel qu’anticipé, nous observons des capsules de nanoparticules (H®). De manière très 
intéressante, toutes les compositions, sauf S3, sont monomodales en présence des NP, avec 
une taille (mode du diamètre hydrodynamique) constante autour de 80 ± 5 nm (Figure 119a 
et b). Cependant, contrairement au cas sans NP, la distribution s'élargit lorsque la 
concentration en sorafénib diminue. Cette tendance est confirmée par les observations MET 
(Figure 120 et Figure 121). Notons que le rétrécissement de la distribution de taille de 
l'échantillon S10 en présence de NP est considérable par rapport à la distribution sans NP 
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(Figure 119c et Figure 121b). Ce phénomène est attribué à l'arrêt de la coalescence des 
gouttelettes de l'émulsion en présence de NP.6 Cet effet résulte d’un phénomène de 
coalescence limitée, décrit initialement dans le cas des émulsions de Pickering, qui induit une 
stabilisation des gouttes. Il s’ensuit un élargissement du domaine Ouzo vers les fortes 
concentrations en soluté.  

À de faibles concentrations de sorafénib, dans le domaine SFME, la MET révèle la 
présence d'un mélange de petites et de grandes capsules (Figure 120a et b ; Figure 121a), ce 
qui est cohérent avec la plus large distribution de taille de S3, S5 et S7 par rapport à S10 
(domaine Ouzo), observée au NTA. Il est possible que des petites nanocapsules germent en 
périphérie (interne) des grosses capsules, ce qui est observable dans la Figure 121a. Pour ces 
compositions dans le SFME, nous nous sommes heurtés à des problèmes de reproductibilité, 
en observant parfois des mélanges de tailles et parfois une grande majorité de petites 
capsules. 

Nous n'avons pas encore d'explication définitive de l'existence de petites et grandes 
capsules et au manque de reproductibilité dans le domaine SFME, mais nous pouvons 
proposer l'hypothèse suivante. Dans une vision simplifiée du mécanisme de nucléation 
spontanée de gouttes par déplacement de solvant, l'état de départ est une solution 
homogène. Cependant, cette situation est presque impossible à réaliser expérimentalement. 
En pratique, la phase organique (THF, sorafénib et nanoparticules) est vigoureusement 
mélangée à l'eau. Ce mélange produit des interfaces entre des domaines de composition 
différente. L'adsorption des nanoparticules à ces interfaces peut bloquer l'évolution de ces 
domaines. Le manque de reproductibilité serait alors lié à l’inhomogénéité des conditions de 
mélange. La présence de domaines de taille supérieure à 1 µm dans le domaine SFME (mais 
pas dans le domaine Ouzo) suggère que la formation des agrégats est plus rapide dans le 
domaine Ouzo. En effet, pour les compositions du domaine Ouzo, l'état initial est fortement 
sursaturé, ce qui induit un taux de nucléation rapide.10 Cependant, dans le domaine SFME, les 
agrégats sont en équilibre avec les molécules libres, et peuvent se former plus lentement.11 
 

Ainsi, de manière intéressante, la présence de nanoparticules peut bloquer le système 
dans des états qui n'apparaissent que de manière transitoire et à des temps très courts en 
leur absence. Les nanoparticules, en figeant les interfaces, pourraient donc constituer un 
moyen d'observer le mécanisme de formation des agrégats par déplacement de solvant et 
permettre d’affiner notre compréhension dans la formation de ces systèmes. 
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Figure 119 : Caractérisation des capsules d’H® sorafénib/SPION@PEG-PAA. (a) Distribution de taille (diamètre 
hydrodynamique) mesurée par NTA pour différentes fractions massiques Sn de sorafénib (S3 : 2,5.10-5 ; S5 : 6.10-

5 ; S7 : 10-4 ; S10 : 1,8.10-4). (b) Mode principal du diamètre hydrodynamique et polydispersité (écart-type) en 
fonction des teneurs en sorafénib. (c) Comparaison de la distribution de taille de la composition S10 avec et sans 
NP. 
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Figure 120 : Images MET d'émulsions de sorafénib en présence de NP (encapsulé dans les H®) formulé à partir du 
domaine SFME. Fraction massique de sorafénib : (a) S3= 2,5.10-5 (bleu) et (b) S5= 6.10-5(vert). Le code couleur 
correspond aux histogrammes Figure 119. 

 
Figure 121 : Images MET d'émulsions de sorafénib en présence de NP (encapsulé dans les H®) formulés à partir 
du domaine Ouzo. Fraction massique de sorafénib : (a) S7 = 10-4 (orange) et (b) S10 = 1,2.10-4 (jaune). Le code 
couleur correspond aux histogrammes Figure 119. 
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II.3  Évaluation de l’encapsulation du sorafénib dans les H® et de sa libération 
(non contrôlée) 

 
Pour différentes compositions à la fois dans le domaine SFME et le domaine Ouzo, nous 

avons quantifié le rendement d'encapsulation, c'est-à-dire la fraction de sorafénib dans le 
cœur des capsules à la fin du processus par rapport à la quantité totale introduite initialement 
(Figure 122a). Pour ce faire, la quantité de sorafénib libérée dans les surnageants au cours des 
deux purifications a été mesurée par HPLC. Il est intéressant de noter que pendant la 
purification par séparation magnétique, seules les capsules magnétiques sont retirées de la 
solution. Par conséquent, si le sorafénib forme également un nanoprécipité isolé, celui-ci 
devrait rester dans le surnageant. 
 

Dans tous les cas, le rendement d'encapsulation mesuré est proche de 85 % (tableau 
Figure 122a). Ce rendement d'encapsulation élevé peut paraître à première vue surprenant 
pour les échantillons du domaine SFME. En effet, dans ces conditions, la fraction massique en 
sorafénib dans l’échantillon est inférieure à la solubilité dans le mélange THF/H2O (Фsorafénib : 
1,2.10-4). Cependant, la solubilité diminue jusqu'à 1,7.10-6 dans l'eau pure.12 Ainsi le sorafénib 
peut se concentrer dans le noyau des capsules pendant l’étape d'évaporation.  
 

La Figure 122b montre le taux de libération du sorafénib, après dispersion des capsules 
purifiées dans l'eau. La libération est très faible pendant les 5 premiers jours, puis commence 
à augmenter. Ce phénomène peut être lié à la formation lente des cristaux, qui sont parfois 
observés quelques jours après la formation des capsules. En effet, la forme cristalline est 
thermodynamiquement plus stable que le nanoprécipité (généralement amorphe). Ainsi, si 
des cristaux se forment, le sorafénib amorphe sera entraîné hors des nanocapsules. Cela 
pourrait déclencher sa libération, comme observé dans la Figure 122b. 

 
Figure 122 : (a) Rendement d'encapsulation pour différentes fractions massiques initiales de sorafénib et (b) 
cinétique de libération du sorafénib (ФSorafénib,initial : 1,15.10-4) dans le cœur des H®.  

  
Dans la suite de ce chapitre, nous avons cherché à généraliser la formation de 

nanocapsules H® à partir de solutés ayant un LogP similaire, mais des propriétés physiques ou 
une structure moléculaire différentes. 
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III Comparaison avec une forme ionique : le sorafénib tosylate 
 

Le sorafénib est commercialisé sous la forme d'un sel de tosylate sous le nom de 
Nexavar® (Figure 166). Le sorafénib formulé avec le contre-ion acide présente également une 
faible solubilité aqueuse dépendante du pH et un logP comparable à la forme moléculaire.13 
Par ailleurs, le sorafénib tosylate est cristallin et chimiquement stable. Notre objectif ici est de 
comparer le cas du sel à celui de la forme moléculaire.  
 

III.1 Détermination de la limite de solubilité du système sorafénib 
tosylate/THF/H2O 

 
Nous avons d'abord observé visuellement les échantillons pour une fraction massique 

de THF de 0,23 (0,07 en fraction molaire, Figure 123), puis déterminé la limite de stabilité de 
la forme tosylate en utilisant le SMLS comme précédemment (Figure 124). Comme dans le cas 
du sorafénib moléculaire, la limite de solubilité déterminé par SMLS semble correspondre 
approximativement à celle observée visuellement, avec une évolution au cours du temps pour 
les échantillons troubles. Il est intéressant de noter que sa limite de solubilité est identique, 
en termes de fraction molaire, à celle de la forme moléculaire (fraction molaire : Фsorafénib ± 

tosylate ~ 6.10-6).  

 
Figure 123 : Représentation semi-logarithmique de la ligne de composition Stn à ФTHF = 0,07 (en fraction molaire, 
ФTHF = 0,23 en fraction massique) en fonction des fractions molaires du sorafénib (haut) et du sorafénib tosylate 

(bas). Observation visuelle des échantillons (▫) limpides et (▪) troubles. Ligne pointillée grise : limite de solubilité. 
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Figure 124 : Analyse par SMLS de la stabilité des compositions dans le système (sorafénib tosylate)/THF/H2O. 

Ce résultat, qui peut être surprenant à première vue, est cohérent avec les valeurs de 
LogP des deux formes qui sont également très proches (entre 4 et 4,5, Figure 166). Cependant, 
d’après les mesures NTA faites pour le système sorafénib tosylate/THF/H2O (Figure 125), le 
diamètre des gouttelettes dans le domaine SFME est plus grand dans le cas du tosylate 
(environ 100 nm) que dans le cas de la forme neutre (environ 70 nm) pour des mêmes 
fractions molaires de soluté (Figure 125.b). Comme observé précédemment, la distribution de 
taille s'élargit après la limite de stabilité (dans le domaine de l'Ouzo). Cependant, elle reste 
plus étroite dans le cas de la forme tosylate (Figure 125.c).  

 
Figure 125 : Distribution de taille mesurée en utilisant l'analyse de suivi des nanoparticules (NTA). (a) 
compositions dans le système sorafénib tosylate/THF/H2O. (b) Comparaison des distributions de taille pour des 
compositions équivalentes en fraction molaire des systèmes « Stn » sorafénib tosylate/THF/H2O (──) et « Sn » 
sorafénib/THF/H2O (- - - ) dans le domaine SFME. (c) comparaison des distributions de taille pour une composition 
équivalente en fraction molaire des systèmes sorafénib tosylate/THF/H2O (──) et sorafénib/THF/H2O (- - - ) dans 
le domaine Ouzo. Les noms d’échantillons et leur code couleur sont représentés dans la Figure 123. 
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III.2 Étude de la charge à la surface des gouttelettes 

 
Comme la charge de surface des particules affecte à la fois la mesure du diamètre 

hydrodynamique et la stabilité colloïdale, nous avons également mesuré la mobilité 
électrophorétique des gouttelettes des deux formes le long de la ligne de dilution (Figure 
126).14–17  
 

Dans les deux cas, les gouttes possèdent une charge négative à leur surface (Figure 
126.b). Il est à noter qu'un potentiel zêta négatif a toujours été observé aux interfaces des 
gouttelettes d'huile dans l'eau.18 Les résultats présents suggèrent que cela peut également 
être le cas pour les solutés moléculaires et les sels.  

Sauf aux plus basses concentrations (avant la binodale - droite pointillée), la forme 
ionique est moins chargée que la forme moléculaire (Figure 126.b). Comme la charge exerce 
une influence sur le diamètre hydrodynamique tel que mentionné précédemment, on peut 
donc conclure que les gouttes formées à partir du sorafénib tosylate ont une taille physique 
au moins deux fois plus grande que celles de la forme moléculaire (Figure 12.a). La charge 
négative des gouttes montre que le sorafénib tosylate n'est pas ou peu dissocié, ce qui est 
aussi cohérent avec sa faible solubilité dans l'eau. 

 
Figure 126 : Comparaison des formes moléculaires et ioniques du sorafénib dans les systèmes (sorafénib 
tosylate)/THF/H2O (──) et sorafénib/THF/H2O (- - - ). (a) Mode principal du diamètre hydrodynamique (en noir) et 
de la polydispersité (écart-type, en rouge) mesurés par NTA. (b) Mobilité électrophorétique. La ligne grise 
représente la binodale pour les des deux systèmes. 

 

III.3 Étude des H® contenant du sorafénib tosylate nanoprécipité 

 
Encouragés par l'observation que la forme ionique du sorafénib présente également des 

domaines SFME et Ouzo, nous avons essayé de préparer des nanocapsules, en utilisant le 
même protocole que précédemment.  

Contrairement au cas précédent, les particules ne stabilisent pas le domaine Ouzo. Au 
contraire, des capsules de plusieurs microns ont été observées en MET (Figure 127). Cela peut 
être dû à une interaction entre les ligands des NP (octylamine et acide oléique) avec le sel de 
sorafénib, qui peut provoquer une réduction de la tension de surface, et donc des gouttelettes 
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plus grandes. Le NTA des dispersions dans le domaine SFME (Figure 129) suggère que les 
compositions les plus diluées (fraction molaire : ФSt1 : 1,1.10-6 et ФSt3 :  2,2.10-6 ; 3,3.10-5 et 
6,5.10-5 respectivement en fraction massique) produisent principalement des capsules de 
l'ordre de 100 - 200 nm. Ceci est confirmé par les analyses MET (Figure 128), bien que de très 
grandes capsules (> 1 μm) soient également visibles, et donc difficile à mesurer au NTA (Figure 
129). 

 

 
Figure 127 : Images MET des H® sorafénib tosylate/SPION@PEG-PAA pour des fractions molaires de sorafénib 
tosylate dans le domaine Ouzo (St7 : 6,7.10-6 ; St8 : 10-5 ; St9 : 1,4.10-5). 

 
Figure 128 : Images MET des H® sorafénib tosylate/SPION@PEG-PAA pour des fractions molaires de sorafénib 
tosylate Stn dans le domaine SFME (St1 : 1,1.10-6 ; St3 : 2,2.10-6 ; St5 : 3,4.10-6) 
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Figure 129 : Distribution de taille (diamètre hydrodynamique) mesurée par NTA des H® sorafénib 
tosylate/SPION@PEG-PAA, pour différentes fractions molaires Stn de sorafénib tosylate (St1 : 1,1.10-6 ; St3 : 2,2.10-

6 ; St4 : 2,8.10-6 ; St5 : 3,4.10-6 ; St6 : 5.10-6). 

IV Cas d’un soluté hydrophobe liquide : la vitamine E 
 

Nous avons choisi le α-tocophérol (vitamine E) comme exemple de soluté liquide. En 
effet, la nature solide ou liquide du soluté peut être un paramètre déterminant pour la 
formation des capsules, puisqu'elle peut affecter l'interaction des particules avec la phase 
sous-jacente, ainsi que leur dynamique.  
 

Dans le domaine SFME, nous nous attendons à ce que la phase dispersée soit toujours 
liquide, même dans le cas de soluté solide, car elle est toujours gonflée de solvant. En 
revanche, dans le domaine de l'Ouzo, les particules contiennent moins de solvant à mesure 
que la concentration en soluté augmente. Par conséquent, un soluté solide peut former des 
particules très visqueuses voire solides. 
 

Le diagramme de phase du système α-tocophérol/THF/H2O a été étudié en détail dans 
le chapitre 2 du manuscrit. Ici, nous étudions l'élaboration de capsules pour différentes 
compositions, à la fois dans le domaine SFME et dans le domaine Ouzo. Le protocole, ainsi que 
les quantités de particules et de polymère, sont les mêmes que précédemment. La Figure 132 
et la Figure 131 présentent des images MET, montrant que des capsules peuvent être formées 
à partir des domaines SFME et Ouzo. Dans le domaine SFME (Figure 132), la taille des capsules 
dépasse 1 µm. Pour cette raison, nous n'avons pas pu analyser la dispersion correspondante 
en utilisant le NTA. En revanche, les capsules préparées à partir du domaine Ouzo, sont 
majoritairement inférieures à 100 nm d’après les images MET (Figure 131) et les mesures NTA 
(Figure 132). Leurs dispersions présentent une distribution de tailles remarquablement 
étroite, sauf pour l'échantillon le plus concentré (fraction massique d’α-tocophérol : 5 10-4). 
Ceci est attendu, puisqu’on s’approche de la spinodale à composition élevée.  
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Figure 130 : Images MET d’H® α-tocophérol/SPION@PEG-PAA obtenus à partir de compositions dans le domaine 
SFME pour des fractions massiques de ΦTHF = 0,23, (gauche) 5.10-8 et (droite) 10-6 d’α -tocophérol. 

 
Figure 131 : Images MET d’H® α-tocophérol/SPION@PEG-PAA obtenus pour une fraction massique de ΦTHF = 0,23 
et différentes compositions d’α-tocophérol et dans le domaine Ouzo (gauche) 10-5, (haut-gauche) 5 10-5, (haut) 
10-4, (droite) 5 10-4. 
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Figure 132 : Distributions de taille mesurées par NTA des H® α-tocophérol/SPION@PEG-PAA dans le domaine de 
l'Ouzo pour différentes compositions en α-tocophérol :  10-5,  5.10-5, 10-4, 5.10-4 (ΦTHF = 0,23). 

 

V Étude du système paclitaxel/THF/H2O. 

V.1 Détermination de la limite de solubilité du système paclitaxel/THF/H2O 

  
Enfin, nous avons étudié le paclitaxel qui montre un comportement très différent des 

autres médicaments étudiés jusqu’à présent. En effet, le diagramme de phase de ce 
médicament ne montre aucun domaine Ouzo sur une large gamme de compositions (Figure 
133.a). Au lieu de cela, au-delà de la courbe binodale, des cristaux macroscopiques se 
développent à partir de la solution. L'extrapolation de la binodale à la limite de l'eau pure est 
cohérente avec la limite de solubilité donnée dans la littérature (Seau = 6,5.10-6 M, Figure 166). 
L'analyse SMLS (Figure 133.b) confirme la stabilité des compositions avant la binodale, le long 
d'une ligne horizontale (ФTHF = 0,23, similaire aux exemples précédents de ce chapitre) dans 
le diagramme de phase. Notez que ce comportement différent n'est pas lié à la solubilité dans 
l'eau, qui est du même ordre de grandeur pour tous les médicaments étudiés (Figure 166). 
Ceci est très probablement dû à la stabilité thermodynamique de la forme cristalline. De 
manière intéressante, des agrégats de taille bien définie ont été observés par mesure NTA 
dans le domaine monophasique, montrant à nouveau la présence d’un domaine SFME (Figure 
133.c). 
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Figure 133 : Étude du système paclitaxel/THF/H2O (a) Diagramme de phase par observation visuelle. Carrés vides : 
échantillons transparents ; carrés pleins : cristaux. (b) Étude de la stabilité des compositions P1 à P6 en utilisant la 
méthode SMLS. (c) Analyse de suivi des nanoparticules (NTA) de la composition P1 (ФTHF = 0,23 ; Фpaclitaxel = 10-6) 
montrant la présence d'une microémulsion sans tensioactif (SFME). 

V.2 Étude des H® contenant du paclitaxel 

 
Nous avons étudié la possibilité d'élaborer des capsules à partir de trois compositions 

dans le domaine SFME (P1, P2 et P5 : Фpaclitaxel = 10-6, 10-5 et 10-4 respectivement) et également 
pour une composition légèrement au-delà de la binodale (P7 : Фpaclitaxel = 10-3). Dans ce but, 
ces quatre compositions ont été préparées en présence de SPION avec la même concentration 
que précédemment.  

La formation de cristaux de paclitaxel, dès l’ajout de l’eau, n'est observée que dans 
l'échantillon le plus concentré (P7 : Фpaclitaxel = 10-3). Lorsque le THF a été évaporé, des cristaux 
ont été observés pour la composition intermédiaire (P5 : Фpaclitaxel = 10-4). De manière 
intéressante, ce n'est pas le cas pour les compositions les plus faibles, malgré le fait que la 
quantité de paclitaxel dépasse la solubilité dans l'eau (P1, P2 : Фpaclitaxel = 10-6, 10-5).  
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Figure 134 : Observation visuelle des échantillons préparés (H® paclitaxel/SPION@PEG-PAA) à partir des 
compositions dans le domaine SFME (ΦTHF=0,23 et P1, P2 : Фpaclitaxel = 10-6, 10-5) après évaporation, dans le domaine 
SFME proche binodale (P5 : Фpaclitaxel = 10-4) après évaporation et dans le domaine au-delà de la binodale (P7 : 
Фpaclitaxel = 10-3) après ajout de l’eau. 

Tous les échantillons ont été examinés par MET (Figure 135 et Figure 136), après l'ajout 
du polymère et avant/après l'évaporation du THF. Les deux échantillons préparés à partir du 
domaine SFME (P1, P2) ont formé des capsules (Figure 135). Pour la composition P2 (Фpaclitaxel = 
10-5), des capsules de forme allongée sont observées avant évaporation (Figure 135.a). Après 
évaporation du THF, elles montrent une dispersion relativement importante en taille, 
principalement inférieure à 1 µm (Figure 135.b). Plus près de la courbe binodale (P5 : Фpaclitaxel 
= 10-4), des capsules plus grandes sont formées (Figure 136.a). Dans le cas de l'échantillon 
préparé au-delà de la limite de solubilité (P7 : Фpaclitaxel = 10-3), aucune capsule n'a été observée 
(Figure 136.b), ce qui confirme que le paclitaxel n'a pas formé de nanoprécipité. 

 

 
Figure 135 : Images MET de capsules préparées à partir des compositions dans le domaine SFME du système 
paclitaxel/THF/H2O (ΦTHF = 0,23) : (a) P2 (Фpaclitaxel = 10-5) avant et (b) après évaporation du solvant. (c) P1 (Фpaclitaxel 
= 10-6) après évaporation.  
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Figure 136 : Images MET de capsules préparées à partir des compositions du système PTX/THF/H2O (ΦTHF = 0,23) : 
(a) dans le domaine SFME (proche binodale, P5 : Фpaclitaxel = 10-4) après évaporation du solvant, (b) au-delà de la 
binodale (P7 : Фpaclitaxel = 10-3) avant évaporation du solvant.  
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VI Conclusions et perspectives 
 

Nous rapportons pour la première fois la synthèse de nanoparticules cœur-coquille, qui 
sont en fait des nanocapsules avec un cœur constitué uniquement de médicament et une 
coquille de nanoparticules. Cette synthèse est réalisée par un processus de co-
nanoprécipitation « one-pot ».  
  

Nous avons étudié l'encapsulation de quatre molécules dont les médicaments 
anticancéreux approuvés par la FDA et utilisés en clinique, sorafénib19 et paclitaxel20, ayant 
des propriétés de solubilité similaires (solubilité dans l’eau et logP), mais différant par leur 
état physique (solide vs liquide) ou leur structure chimique (moléculaire vs sel). Cette étude 
est fortement basée sur nos connaissances antérieures de la nanoprécipitation par 
déplacement de solvant (chapitre 2). Suivant une stratégie rationnelle, nous avons d'abord 
étudié la nanoprécipitation des médicaments sélectionnés dans un mélange THF/H2O pour 
identifier les compositions formant soit des émulsions Ouzo, soit des microémulsions sans 
tensioactif (SFME).  

Ensuite, nous avons étudié l'effet de l'ajout de nanoparticules d'oxyde de fer (SPION) 
hydrophobes sur la taille et la stabilité du nanoprécipité. Nos principaux résultats sont les 
suivants. Dans les quatre cas, des capsules avec un cœur constitué de médicament peuvent 
être obtenues. Ensuite, le rendement d'encapsulation est très élevé (environ 80 %), ce qui 
signifie que la perte de médicament au cours du processus d’encapsulation reste faible. La 
taille finale des capsules dépend de la composition médicament/THF/H2O, les échantillons 
préparés dans le domaine Ouzo (de préférence proche de la binodale) donnant la plus petite 
taille. Il est intéressant de noter que la présence des nanoparticules étend le domaine Ouzo, 
permettant d'augmenter la concentration totale du médicament. Dans le domaine SFME, des 
capsules de petite taille (< 100 nm) et de très grande taille (1 µm) sont observées, avec 
quelques problèmes de reproductibilité. Nous pensons que cela pourrait être dû à un taux 
d'agrégation plus lent dans le domaine SFME par rapport au domaine Ouzo, une hypothèse 
qui devra faire l’objet d’études plus poussées. Les capsules sont préparées indifféremment à 
partir de médicaments liquides (vitamine E) ou solides (sorafénib, sorafénib tosylate, 
paclitaxel). Cependant, la cristallisation de la molécule peut entraver l'encapsulation car celle-
ci puise le nanoprécipité du noyau de la capsule vers l’extérieur du cœur de l’H®. Ce problème 
pourrait être résolu dans des travaux futurs en utilisant un revêtement polymère pouvant 
imperméabiliser la capsule, mais rendant le relargage plus complexe (i.e. il faudra un stimulus 
externe, tel qu’un changement de pH, pour libérer le composé).21–25 Cependant, certaines 
molécules, comme le paclitaxel, ne présentent pas de domaine Ouzo, et ne peuvent donc être 
encapsulées que dans le domaine SFME. Ganachaud et al. l’avaient déjà suggéré pour 
l’encapsulation de la camptothécine où les domaines de nanoprécipitation (Ouzo) du soluté 
hydrophobe, le miglyol,  et du polymère, la coque, ne coïncidaient pas sur le diagramme de 
phase.2 Ils avaient donc également utilisé le domaine SFME pour former les gouttelettes de 
soluté et élaborer des capsules de polymère. 
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CHAPITRE 4 : VERS LA THÉRAPIE COMBINÉE – 

CHIMIORADIOTHÉRAPIE 

  
Les atomes à haut numéro atomique Z, comme l’or (Z = 79), sont connus pour procurer 

un effet radiosensibilisant. En effet, les éléments à haut Z présentent une absorption élevée 
des photons. Ainsi, des particules composées d’éléments à haut Z ont été utilisées pour la 
radiosensibilisation car elles réduisent l’endommagement des tissus sains environnants, 
diminuent la dose de radiation administrée1 et sont le plus souvent biocompatibles.2,3 De 
nombreuses études utilisent les nanoparticules d’or, aujourd’hui, considérées comme une 
innovation majeure dans le domaine de la radiothérapie, pour améliorer les thérapies 
anticancéreuses.4–8 
 

Des premiers résultats encourageants ont pu être obtenus au cours de la thèse de 
Clément Goubault dans le traitement d’un modèle murin de glioblastome par radiothérapie9. 
La meilleure efficacité a été observée pour des H® constitués d’un mélange de nanoparticules 
d’oxyde de fer (SPION) et d’une petite quantité de nanoparticules d’or (AuNP). Par ailleurs, la 
possibilité d’encapsulation de principes actifs dans le cœur des H®, que nous avons démontrée 
dans le chapitre 3, nous a amené à viser une stratégie combinant la coque d’AuNP 
radiosensibilisante avec l’encapsulation d’un principe actif chimiothérapeutique. Ainsi, un 
même objet pourrait permettre la libération du médicament de façon concomitante à 
l’application de rayonnements ionisants (thérapie combinée). Nous pourrions même espérer 
un effet synergique de la chimiothérapie avec la radiothérapie, comme augmenter la 
sensibilité des cellules tumorales aux rayons X.10,11 En effet, quelques études mettant en jeu 
des nanoparticules d’or avec des médicaments chimiothérapeutiques ont montré des 
résultats probants.11–14 

 
Dans ce chapitre, nous avons étudié, dans un premier temps, les effets 

chimiothérapeutiques in vitro d’un principe actif, le sorafénib (cf. chapitre 3), encapsulé dans 
nos H® de référence, c’est-à-dire constitué d’une coque de SPION stabilisés par du PEG-PAA 
(H® Sorafénib/SPION@PEG-PAA). Nous avons, dans un second temps, cherché à concevoir des 
H® entièrement constitués d’or au niveau de la coque et à en tester les effets 
radiosensibilisants combinés avec l’encapsulation du principe actif chimiothérapeutique (H® 
sorafénib/AuNP@PVPA).  
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I Utilisation des Hybridosomes® pour la chimiothérapie 
 

Dans cette partie, nous allons étudier les effets chimiothérapeutiques d’un médicament, 
le sorafénib, que nous avons réussi à encapsuler dans des Hybridosomes® dont la coque est 
composée de nanoparticules d’oxyde de fer (SPION : Fe2O3 + ligands octylamine/acide 
oléique) et de polymère PEG2k-PAA7k. Pour simplifier la notation, nous les avons appelés H® 
sorafénib/SPION@PEG-PAA. Par soucis de comparaison, nous avons utilisé comme contrôle, 
c’est-à-dire sans sorafénib, des H® contenant du BHT, nommés H® BHT/SPION@PEG-PAA. 
 

I.1 Choix du sorafénib 

 
Le sorafénib est proposé pour le traitement standard des patients atteints de carcinome 

hépatocellulaire (CHC) avancé.15 Les cellules du CHC peuvent rapidement modifier leur 
métabolisme selon l’environnement pour maintenir leur tumorigénicité et leur capacité 
proliférative, ce qui en fait un candidat idéal pour tester les capacités chimiothérapeutiques.16 
Il peut aussi être prescrit dans le cas de carcinomes rénal avancé et thyroïdien différencié.15 Il 
est commercialisé sous le nom du médicament NEXAVAR® (sous la forme de sorafénib 
tosylate). Ce traitement est délivré en comprimés aux patients, avec une dose classique de 
800 mg/j soit 1,26.10-3 mol/j.15  
 

Plusieurs raisons nous ont amenés à choisir le sorafénib (sous sa forme neutre) comme 
médicament modèle pour notre preuve de concept :  

• Tout d’abord, son encapsulation dans les H® SPION@PEG-PAA est efficace avec un taux 

d’encapsulation d’au moins 85 % (chapitre 3).  

• La taille des H® n’excédait pas les 100 nm, un bon point pour la biodistribution.17,18  

• Les deux traitements (chimio- ou radiothérapie) ont démontré individuellement leur 

efficacité anti-tumorale.19,20 

• Des études ont prouvé l’intérêt à combiner la radiothérapie avec ce principe actif, 

puisque le sorafénib augmenterait l’efficacité des effets des rayonnements.10,19,21–23 Il 

est important de noter que dans ces études, le sorafénib n’est pas encapsulé, mais 

solubilisé pour des tests in vitro ou in vivo. Dans le cas des tests in vivo, le traitement 

est administré par voie orale (sur modèle murin ou sur modèle humain atteint de CHC). 

 

 

 

 

 

 

I.2  Évaluation des effets chimiothérapeutiques 

 
Les tests cellulaires ont été réalisés par Rémy Le Guével et Hélène Solhi (ImPACcell). 
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I.2.a Lignée cellulaire HuH-7 et protocole de culture cellulaire 

  
Pour évaluer les effets anti-cancéreux du sorafénib in vitro, nous avons construit les 

profils de viabilité des cellules, c’est-à-dire le pourcentage de cellules viables en fonction de la 
concentration en composé chimique. À partir de ces profils, qui sont en général des courbes 
sigmoïdes, nous pouvons : i) quantifier le pourcentage de cellules tuées (ou l’amplitude 
réponse), et ii) déterminer l’IC50 (concentration inhibitrice médiane, ou « Half-maximal 
inhibitory concentration », c’est-à-dire ici la concentration nécessaire pour atteindre la moitié 
de la quantité totale de cellules tuées)24. Cette dernière mesure est couramment utilisée pour 
évaluer l’efficacité d’un médicament. Toutefois, il faut garder à l’esprit que ces informations 
peuvent dépendre de la lignée cellulaire expérimentale utilisée. Dans notre cas, nous avons 
choisi une lignée HuH-7 (carcinome hépatocellulaire) ayant subi une modification d’un gène 
pour exprimer la luciférase (HuH-7-Luc), une enzyme clé permettant la bioluminescence. Nous 
avons utilisé cette lignée modifiée dans le but de suivre in vivo la croissance tumorale et donc 
l’effet de nos capsules dans un modèle murin grâce à la bioluminescence. Cette approche n’a 
pas été abordée dans ce manuscrit, car elle n’a pas encore été réalisée.  
 

Les doses classiques de sorafénib pour déterminer l’IC50 via des tests cellulaires sur la 
lignée HuH-7 sont typiquement sur une gamme de 0 à environ 30-40 μM25–29, pouvant même 
aller jusqu’à 100 μM.29 Dans notre cas, les concentrations en sorafénib utilisées pour les tests 
cellulaires se situent entre 0 et 25 μM. Les cellules ont été incubées en présence des H® dans 
un milieu cellulaire DMEM (cf. chapitre 5, Matériels et Méthodes) pendant 48 h et les analyses 
sont réalisées en triplicata. Du sérum (10% de FBS, sérum fœtal de bovin) a été ajouté au 
milieu de culture cellulaire. Dans une étude précédente d’encapsulation du BODIPY dans les 
H®, une petite quantité de ce fluorophore semblait se transférer du cœur des capsules 
hybrides vers le sérum fœtal de bovin avec le temps.30 Nous avons donc quantifié la libération 
non contrôlée du sorafénib dans le milieu en présence de sérum et en absence des cellules 
HuH-7-Luc. Pour cela, nous avons réalisé un dosage HPLC du sorafénib (Csorafénib,initiale = 0,24 
mM) dans le surnageant du milieu biologique contenant les H® pendant la durée d’incubation 
(48 h). Environ 20 % du sorafénib est relargué dans le surnageant du milieu cellulaire (Figure 
137). En comparaison, le taux de relargage du sorafénib dans l’eau est d’environ 5 % dans les 
5 premiers jours.  

 
Figure 137 : Libération du sorafénib initialement encapsulé (0,24 mM) dans les H® SPION@PEG-PAA en fonction 

du temps et du milieu de suspension des capsules, avec (▬) pour les H® en solution aqueuse et (‧ ‧ ‧) pour les H® 

en solution dans le milieu de culture cellulaire contenant du sérum de veau fœtal (FBS). 
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I.2.b Test de viabilité en présence des différents contrôles : médicaments non-
formulés en H®  

 
Une méthode colorimétrique a été utilisée pour évaluer la viabilité des cellules. Les 

cellules ont été colorées avec du Hoechst 33342, puis comptées à l’aide d’un lecteur dédié à 
la mesure et l'analyse visuelle du contenu cellulaire. Le DMSO a été testé pour vérifier qu’il 
n’a pas d’effet toxique (Figure 138.a) sur la culture cellulaire en tant que contrôle. Le 
pourcentage de cellules résiduelles est très élevé (87%), et la courbe ne présente pas un profil 
sigmoïdal. Par conséquent, le DMSO est considéré non toxique pour les gammes de 
concentrations testées dans le milieu cellulaire. La doxorubicine, toxique pour les cellules (au 
point d’inflexion : IC50 = 0,04 μM, Figure 138.b), a servi aussi à contrôler si le test réalisé était 
fiable. Enfin, nous avons solubilisé du sorafénib et du sorafénib tosylate (NEXAVAR®) dans du 
DMSO pour tester la viabilité des cellules en leur présence. Leurs valeurs d’IC50 très 
comparables (IC50 = 13 μM, Figure 138.c et d) ont été prises en compte comme référence pour 
la suite. Les deux présentent une toxicité élevée pour les cellules avec un pourcentage de 
cellules tuées proche des 100 %.25 Ainsi, ils sont très efficaces sur la lignée HuH-7-Luc.  
 

La Figure 138 présente les profils d’inhibition (IC50 et pourcentage de cellules tuées après 
48h d’incubation) des activités biologiques, induite par les composés de référence (sorafénib 
avec/sans tosylate) et les contrôles (DMSO, doxorubicine) :  
 

 
Figure 138 : Profil de viabilité des cellules HuH-7-Luc en présence des composés testés : les références (sorafénib ± 
tosylate) et les contrôles (DMSO et doxorubicine). Courbes sigmoïdales à partir du modèle dose-réponse où l’IC50 
correspond au point d’inflexion située à l’intersection des courbes rouges en pointillés. Le pourcentage de cellules 
tuées est extrapolé aux fortes concentrations. 
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I.2.c Test de viabilité en présence d’H® avec ou sans Sorafénib encapsulé 

 
Les résultats in vitro des H® SPION@PEG-PAA avec ou sans sorafénib encapsulé sont 

représentés dans la Figure 85. 
Pour les H® ne contenant pas de sorafénib (H® BHT/SPION@PEG-PAA), l’axe de la 

concentration (μM) en abscisse est en équivalent de sorafénib (c’est-à-dire la même quantité 
d’H® que pour atteindre la concentration indiquée en sorafénib avec le système H® + 
sorafénib) afin de simplifier la comparaison avec le système encapsulant le médicament 
(Figure 85.a). Ce test de viabilité permet de vérifier la toxicité des H® sans sorafénib, dans le 
but de s’assurer que l’activité inhibitrice observée sur les cellules en culture est bel et bien liée 
au sorafénib encapsulé, et non à la formulation de la capsule. D’après la Figure 85.a, la courbe 
est sigmoïdale et présente un plateau aux faibles concentrations, puis une chute du 
pourcentage de cellules viables (avec un facteur de pente de -5 aux fortes concentrations 
équivalentes de sorafénib). Cela pourrait provenir du BHT encapsulé dans nos H® (qui 
remplace le médicament). Il faudrait alors tester la cytotoxicité du BHT seul. Pour conclure, 
les capsules « vides » (sans sorafénib, H® BHT/SPION@PEG-PAA), présentent seulement une 
toxicité aux très fortes concentrations, environ un ordre de grandeur au-dessus de celle où 
nous observons l’IC50 pour le système H® sorafénib/SPION@PEG-PAA). Cela signifierait donc 
que la cytotoxicité observée pour le système H® sorafénib/SPION@PEG-PAA pourrait provenir 
exclusivement du sorafénib encapsulé, et non de la capsule en tant que tel. 
 

Les résultats in vitro ont démontré que le sorafénib a bien été encapsulé dans les H® 
puis délivré dans le milieu cellulaire, avec une activité inhibitrice comparable au médicament 
libre en solution (non encapsulé). En effet, l’IC50 de l’échantillon contenant le sorafénib 
encapsulé est de 19 μM (H® Sorafénib/SPION@PEG-PAA, Figure 85.b), donc comparable à 
13 µM, valeur précédemment déterminée pour le sorafénib non encapsulé (Figure 85.c). Par 
ailleurs, presque 100 % des cellules ont été tuées par le sorafénib délivré par les H®. Le 
système semble alors efficace en test in vitro sur la lignée HuH-7-Luc. 
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Figure 139 : Profil de viabilité des cellules HuH-7-Luc en présence des composés : H®SPION/PEG-PAA (a) 
n’encapsulant pas le sorafénib, (b) contenant du sorafénib dans le cœur hydrophobe. (c) Rappel du profil de 
viabilité du sorafénib libre, non formulé en H®. 

 

II Utilisation des Hybridosomes® pour la thérapie combinée 

II.1  Stratégie de potentialisation de la radiothérapie par l’utilisation de 
nanoparticules radiosensibilisantes 

II.1.a Intérêt de l’utilisation des nanoparticules d’or (AuNP).  

  
De nombreuses études ont montré que l’utilisation de nanoparticules à haut Z (comme 

l’or) permettait de diminuer la dose administrée et de la délivrer plus localement.1,9 À noter 
que l’effet radiosensibilisant est également observable pour des nanoparticules composés 
d’atomes ayant un Z plus faible, bien que moins significatif.31 De plus, cet effet potentialisant 
semble être corrélé au nombre de nanoparticules colocalisées dans la cellule, comme l’ont 
montré les travaux de modélisation de notre collaborateur Paul Rétif (CHR Metz-Thiobile, 
CRAN)9 et les travaux de Roeske et al.31 

  
Forts des bons résultats obtenus précédemment avec des H® AuNP-SPION sur le 

traitement par radiothérapie du glioblastome murin, nous avons tenté de modéliser quelle 
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serait l’efficacité du dépôt de dose avec des AuNP de 10 nm de diamètre, individuelles ou 
assemblées de façon contrôlée en Hybridosomes® (diamètre de 80 nm). Ainsi, en utilisant un 
outil de modélisation et des calculs théoriques du dépôt de dose de rayonnement sur deux 
types de systèmes constitués entièrement d’or (l’un avec des AuNP assemblées en H®, l’autre 
avec des AuNP distribuées aléatoirement dans une zone définie, Figure 140), Paul Rétif a pu 
mettre en évidence une différence sur la qualité de la dose relative déposée en fonction de 
l’échelle logarithmique de couleur (violet pour 1 % de dose locale mesurée, et jaune pour 100 
%). À prime abord, l'organisation des AuNP en H® semblerait responsable d'une forte 
potentialisation du rayonnement appliqué lors de la radiothérapie (à gauche). La dose de 
rayonnement semble être augmentée très fortement localement (couleur jaune 
correspondant à ~ 100 %). En revanche, les nanoparticules d’or non groupées et distribuées 
aléatoirement semblent diminuer l’effet radiosensibilisant, avec une dose plus diffuse autour 
d’elles (à droite, couleur rose/violette pour une dose de rayonnement se rapprochant des 1 % 
d’après l’échelle de couleurs).  

 

 
Figure 140 : Modélisation et visualisation de la dose (rayonnement) dans une section définie : à gauche, autour 
d’un H® (diamètre de 80 nm) composé de 100% d’AuNP (diamètre de 10 nm) auto-assemblées au niveau de la 
coque ; à droite, AuNP de 10 nm de diamètre non agglomérées (200x200x200 nm3) - même échelle de dose 
relative. 

Considérant cet effet radiosensibilisant accru des AuNP, potentiellement dû à leur auto-
assemblage, nous avons souhaité nous orienter vers la conception d’H® avec une coque 
composée exclusivement d’AuNP pour en évaluer les effets in vitro. 

II.1.b Elaboration des H® contenant seulement des AuNP  

 

II.1.b.i Synthèse des AuNP 

 
La synthèse des AuNPs que nous avons utilisées pour ce chapitre a été développée par 

Olivier Gazil avec qui j’ai pu collaborer pour élaborer les H® à base de nanoparticules d’or.32 Il 
s’agit d’AuNP entourées de triphénylphosphine (PPh3) et présentant une taille de 
2,9 ± 0,6 nm. Ces particules, bien que plus petites que celles utilisées dans les études 
précédentes et dans la simulation précédente, ont été utilisées par soucis de stabilité. De 
nombreux tests ont démontré qu’il est difficile d’obtenir des H® stables composés 
exclusivement de nanoparticules d’or 10 nm, étant donné leur densité élevée. Le protocole 
complet de synthèse est disponible dans la partie V du chapitre 5 (Matériels et Méthodes). 
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II.1.b.ii Choix du polymère et élaboration des H® BHT/AuNP@polymère 

 
Pour élaborer les H® à partir de BHT comme soluté hydrophobe, nous avons choisi de 

travailler aux concentrations correspondantes à la croix rouge dans la Figure 141 (fractions 
massiques : ФBHT = 4,3.10-3 ; ФTHF = 0,23 ; ФH2O = 0,77). La mesure du potentiel zêta de 
l’émulsion (chargée négativement) a révélé que l’ajout des AuNP (16,1 μg/mL) à la surface des 
gouttes donne un potentiel zêta proche de la neutralité pour les NP-shell (gouttelettes 
d’émulsion avec des NP adsorbées à leur surface) formées. Après l’étape d’évaporation du 
solvant organique, on observe une charge positive élevée (ξ = 63 ± 2 mV) et une stabilité 
accrue des objets. 

 

 
 

Figure 141 : Représentation semi-logarithmique du diagramme de phase BHT/THF/H2O déterminé par 
observation visuelle : (□) échantillons limpides ; (●) échantillons troubles ; (Δ) échantillons diphasiques. X : 
localisation de l’échantillon dans le domaine métastable du diagramme de phase. 

Il est important de noter que le ligand PPh3 (solubilité dans l’eau : 6,48.10-4 mM) semble 
pouvoir former une émulsion instantanée aux mêmes concentrations que celles utilisées pour 
fabriquer les capsules. En effet, une mesure DLS a révélé une population de gouttes avec un 
diamètre d’environ 120 nm. Ce ligand pourrait alors avoir, à lui seul, un effet sur la formation 
des H® (e.g. les ligands des SPION discutés dans la partie II.3.1 du chapitre 1). 
 

Après plusieurs essais de stabilisation des NP-shell, illustrés à la Figure 142 et décrit dans 
le chapitre 5, le PVPA a été choisi comme meilleur candidat pour former et stabiliser les H® 
d’or. Le PVPA est un polyélectrolyte chargé négativement possédant un pKa de ~ 2,7.33 Grâce 
à sa charge négative, le PVPA s’adsorbe préférentiellement à la surface des NP-shell chargées 
positivement par interactions électrostatiques, ce qui leur confère une robustesse élevée. Le 
potentiel zêta final des H® BHT/AuNP@PVPA s’élève à -54 ± 3 mV, confirmant la stabilité des 
objets en solution par forces répulsives (ξ > ± 30 mV). 
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Figure 142 : Capacité de différents polymères à stabiliser des H®BHT/PVPA@Polymère. (a) Structure chimique des 
polymères utilisés ; (b) images MET des H® BHT/AuNP@polymère (polymère = PEG-PAA dans la première colonne, 
PAAH dans la seconde colonne et PVPA dans la troisième colonne avant et après évaporation du solvant). 

 Nous avons mesuré la taille finale des objets stabilisés par à du PVPA par NTA. Les H® 
ont montré une distribution étroite avec un diamètre de 71,7 ± 1,5 nm (Figure 143). 

 

Figure 143 : Distribution de taille des H® BHT/AuNP@PVPA mesurée par NTA. 

  

II.1.b.iii Élaboration des H® sorafénib/AuNP@PVPA 

 
 Nous avons cherché à encapsuler le sorafénib dans les capsules d’or (fractions 
massiques : Фsorafénib = 1,15.10-4 ; ФTHF = 0,23 ; Фeau = 0,77). Nous avons choisi cette fraction de 
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sorafénib car nous avions obtenu des Hybridosomes® faiblement polydisperses et de taille 
intéressante pour la biodistribution à partir de nanoparticules d’oxyde de fer entre les 
fractions massiques 10-4 et 1,6.10-3 de sorafénib dans le chapitre 3.  
 
 Dans un premier temps, nous avons souhaité simplifier le procédé en solubilisant à la 
fois le sorafénib et le précurseur d’or dans une même solution de THF (sans BHT). Cette 
solution a été utilisée afin d’effectuer la synthèse des nanoparticules, ainsi que la formation 
de l’émulsion en une seule et même étape. Cependant, nous n’avons pas réussi à obtenir de 
capsules. Les images MET (Figure 144.a) ont révélé une structure agglomérée qui s’est avérée 
être notre ligand PPh3 d’après les analyses EDX (Figure 144.b, spectre 1). En ce qui concerne 
le spectre EDX ❷, il correspondait bien aux AuNP emprisonnées dans ces agrégats, sans 
assemblage apparent. Il est probable que le sorafénib soit entré en compétition avec le ligand 
PPh3 lors de la synthèse des nanoparticules d’or, forçant le ligand à nanoprécipiter sous cette 
forme agrégée. Nous avons donc gardé la même procédure que pour l’élaboration des H® 
BHT/AuNP@PVPA, à savoir la synthèse des nanoparticules d’or dans un premier temps, suivi 
par la formation de l’émulsion dans un deuxième temps.  
 

 
 

Figure 144 : Solubilisation du sorafénib et du précurseur d’or dans une seule et même solution de THF, pour former 
en une seule étape les NP et réaliser l’encapsulation du médicament. (a) Images MET des agglomérats de ligand 
PPh3 avec quelques incrustations de AuNP non assemblées. (b) Analyses EDX confirmant la présence de phosphore 
(provenant du ligand) en ❶, et la présence d’or (provenant des AuNP non assemblées) en ❷. 

 Le temps d’ajout du polymère après émulsification a été modifié, puisque nous avons 
constaté qu’attendre une heure avant l’ajout du polymère était une durée suffisante pour 
former des Hybridosomes® uniformes et en grande quantité (Figure 146.b). Une distribution 
de taille monodisperse et étroite des H® a été mise en évidence par mesure NTA, avec un 
diamètre de 123 ± 2 nm (Figure 145). Aussi, l’évaporation du THF a apporté une robustesse et 



 

Chapitre 4  177 | P a g e  

une consolidation dans la structure des capsules, car elles paraissent plus compactes, en 
comparaison aux images MET avant l’évaporation du solvant organique (Figure 146.a). Nous 
avons donc optimisé le processus en raccourcissant leur temps de synthèse. En revanche, un 
ajout du polymère 6 h après l’élaboration des NP-shell a conduit à de plus grosses capsules, 
affichant une densité plus élevée (Figure 147). 
 

 
Figure 145 : Distribution de taille des H® sorafénib/AuNP@PVPA mesurée par NTA. 
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Figure 146 : Images MET des H® sorafénib/AuNP@PVPA avec l’ajout du polymère 1 h après l’élaboration des NP-
Shell. (a) Avant et (b) après l’étape d’évaporation du solvant organique. Les images entourées en rouge sont en 
haute résolution, montrant les nanoparticules des capsules assemblées de façon ± compacte. 
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Figure 147 : Images MET des H® sorafénib/AuNP@PVPA avec l’ajout du polymère 6 heures après l’élaboration 
des NP-Shell (après évaporation du solvant). L’image entourée en rouge est en haute résolution, montrant les 
nanoparticules assemblées de façon compacte et la densité de la capsule. 

 Le taux d’encapsulation du sorafénib a été déterminé par dosage HPLC. Pour cela, le 
surnageant a été dosé après chaque étape de purification. Le taux d’encapsulation 
correspondant a été trouvé supérieur à 88 %. Ce résultat s’est avéré encourageant pour les 
tests in vitro, car nous avons réussi à concevoir des H® entièrement recouverts d’or et pouvant 
encapsuler une grande quantité de sorafénib. Nous avons aussi souhaité quantifier le 
sorafénib relargué et transféré vers le sérum du milieu de culture (sans cellules HuH-7-Luc) 
pendant la période d’incubation, comme nous l’avons fait dans le cas des H® 
sorafénib/SPION@PEG-PAA dans la partie I.2 de ce chapitre. Il s’est avéré qu’environ 15% était 
libéré de façon non contrôlée dans le milieu de culture contenant le sérum sans HuH-7-Luc 
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(Figure 148). En revanche, moins de 10 % de la charge est libérée dans de l’eau. Ces résultats 
sont comparables à ceux obtenus avec les H® faits à base de SPION. 

 
Figure 148 : Libération du sorafénib initialement encapsulé dans les H® AuNP@PVPA en fonction du temps et du 

milieu de suspension des capsules : (▬) pour les H® en solution aqueuse et (‧ ‧ ‧) pour les H® mis en solution 

dans le milieu de culture cellulaire contenant le sérum de veau fœtal (FBS). 

 

II.2  Évaluation des effets chimioradiothérapeutiques des H®  

 
 Les tests cellulaires ont été élaborés et réalisés par Rémy Le Guével et Hélène Solhi 
(ImPACcell), et l’irradiation a été effectuée par Ulrich Jarry (Biotrial, plateforme Arche).  
 

II.2.a Évaluation de l’activité chimiothérapeutique des H® AuNP@PVPA 
avec/sans sorafénib. 

 
 Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier l’efficacité inhibitrice du sorafénib 
encapsulé dans les H® AuNP@PVPA sur l’activité des cellules en culture, sans irradiation.  
 Le sorafénib encapsulé dans les H® d’or s’est avéré approximativement 2 fois plus 
efficace (IC50 = 9 μM et 92 % de cellules inhibées, Figure 149.a) qu’encapsulé dans les capsules 
d’oxyde de fer (IC50 = 19 μM et 88 % de cellules inhibées). Par ailleurs, une chute du 
pourcentage de cellules viables (avec un facteur de pente de -3, voir V.3.b.ii du chapitre 5 
Matériels et Méthodes) est observée dans le cas des H® sorafénib/AuNP@PVPA (Figure 
149.b), montrant une activité chimique efficace dans le milieu cellulaire avec quasiment 100 % 
d’inhibition. Néanmoins, les capsules d’or « vides » (c’est-à-dire sans sorafénib, avec le BHT 
encapsulé) sembleraient assez toxiques pour les cellules HuH-7-Luc alors que les capsules 
d’oxyde de fer « vides » le sont uniquement à très forte dose. Ceci pourrait s’expliquer par la 
présence des ligands PPh3 qui sont hautement réactifs et connus pour leur toxicité dans 
d’autres lignées cellulaires.34 Il est aussi possible que cette toxicité provienne de la taille des 
capsules légèrement supérieures à 100 nm (Figure 145). 
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Figure 149 : Profil de viabilité des cellules HuH-7-Luc incubées 48h en présence des composés : H®AuNP/PVPA (a) 
n’encapsulant pas le sorafénib, (b) contenant du sorafénib dans le cœur hydrophobe. (c-d-e) Rappel des profils 
d’inhibition des cellules HuH-7-Luc en présence des H® SPION@PEG-PAA sans (c) ou avec sorafénib (d), et (e) en 
présence du sorafénib libre en solution (non formulé en H®). 

II.2.b Evaluation de l’activité chimioradiothérapeutique du sorafénib formulé en 
H®  

 

II.2.b.i Détermination de la dose d’irradiation adéquate 

 
 Avant de réaliser des tests de radiothérapie avec nos capsules d’or, nous avons cherché 
à déterminer la dose d’irradiation adéquate pour inhiber l’activité des cellules (lignée HuH-7-
Luc) en absence de nanoparticules.  
 
 Pour ce faire, les cellules ont été irradiées avec une dose allant de 2 Gy à 20 Gy (test 
réalisé en triplicata). Ensuite, nous avons observé les photos des cellules fixées colorées en 
bleu par une molécule se fixant à l’acide nucléique, le Hoechst 33342 (Figure 150). Il est alors 
plus facile de détecter les cellules en division, de quantifier l’ADN et le nombre de cellules, et 
de distinguer les cellules viables des cellules mourantes/mortes. La première photo « Doxo » 
correspond aux cellules mises en culture avec la doxorubicine sans irradiation, en tant que 
contrôle du milieu de culture. La doxorubicine, étant toxique pour le milieu de culture, semble 
faire grossir les noyaux des cellules (ADN coloré en bleu) par rapport à ceux des cellules 
témoins, (0 Gy, pas de chimiothérapie). Nous n’avons pas mis les photos de toutes les doses 
d’irradiation, car elles se ressemblaient beaucoup à partir de 8 Gy environ. Pour ce qui est des 
images des cellules colorées entre 0 Gy (témoin) et 2 Gy, celles-ci ne présentaient pas de 
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grandes différences. La taille des noyaux semblait petite avec encore quelques événements 
de division cellulaire (mitose) indiqué dans les photos par une petite flèche jaune. À partir d’un 
dépôt de dose de 4 Gy, l’irradiation semble avoir provoqué un blocage en phase G2 du cycle 
cellulaire (avant la mitose, Figure 151). En effet, les cellules semblent être plus grosses et 
également multinucléées, sans toutefois se séparer.  
 

 
 
Figure 150 : Photos des cellules fixées et colorées en bleu par le colorant Hoechst 33342, marqueur fluorescent de 
l’ADN, pour une des expériences. Coloration de l’ADN pour différentes doses d’irradiation déposées sur les cellules 
HuH-7-Luc. Les flèches jaunes montrent les cellules en phase mitotique. Les images obtenues après irradiation 
sont identifiées par la valeur de la dose en Gy administrée. 
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Figure 151 : Illustration schématique du cycle cellulaire représentant les différentes phases. La flèche jaune 
« Rayons X » indique l’endroit de blocage du cycle cellulaire, induits sur les cellules HuH-7-Luc dans nos tests in 
vitro. 

 Des tests de viabilité ont également été réalisés, afin de déterminer l’IC50 des 
rayonnements appliqués (effet dose). Les résultats donnent IC50 = 2,3 ± 0.4 Gy et environ 50 % 
d’inhibition des cellules (Figure 152). Ces valeurs sont en accord avec les observations de 
microscopie confocale. Pour résumer, avec une dose un peu plus élevée que 2 Gy, il est 
possible d’observer des effets sur l’activité cellulaire de la lignée HuH-7-Luc. Environ 50 % de 
cellules irradiées semblaient être bloquées dans leur cycle cellulaire, mais restant en vie 
(Figure 152). En fait, ces cellules sont probablement en apoptose, c’est-à-dire qu’elles sont 
vouées à mourir à plus long terme.  
 

 
 
Figure 152 : Profil de viabilité des cellules HuH-7-Luc en fonction des différentes doses d’irradiation : moyenne des 
triplicatas en représentation linéaire.  

 La Figure 153 permet de quantifier les observations précédentes puisqu’elle 
représente la surface de noyaux colorés en bleu (implicitement la quantité relative d’ADN) à 
différentes doses d’irradiation appliquées. La surface totale des noyaux a commencé à 
augmenter à partir de 1 Gy et montre un point d’inflexion à 3,3 ± 0.4 Gy.  
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Figure 153 : Surface des noyaux des cellules HuH-7-Luc en fonction de la dose d’irradiation (en triplicata).  

 
 Pour la suite des expérimentations, nous souhaiterions tester différentes doses 
d’irradiation (0 Gy comme contrôle, 2 Gy, 4 Gy et 6 Gy) sur nos H® AuNP@PVPA afin d’observer 
une potentielle amélioration des résultats d’inhibition, avec probablement un plus haut 
pourcentage de cellules tuées.  
 

II.2.b.ii Tests cellulaires de thérapie combinée 

 
 Dans cette partie du projet, nous avons en premier lieu irradié les molécules 
thérapeutiques avant de les placer en culture cellulaire afin de vérifier que leur activité n’est 
pas altérée par l’irradiation. Après irradiation par une dose de 2 Gy, la doxorubicine a perdu 
son activité inhibitrice avec environ deux fois moins de cellules tuées par rapport à l’essai sans 
irradiation, tandis que l’irradiation n’a pas eu d’effet sur le sorafénib, ni le sorafénib tosylate 
(Figure 154).  
 
 



 

Chapitre 4  185 | P a g e  

 

 
Figure 154 : Profil de viabilité des cellules de la lignée HuH-7-Luc incubées 48h en présence des composés 
chimiques (DMSO, doxorubicine, sorafénib avec/sans tosylate) (a) molécules non irradiées avant incubation (b) 
irradiées avec une dose de 2 Gy avant incubation.  
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 Nous avons réalisé un premier test de thérapie combinée en comparant l’efficacité 
radiochimiothérapeutique de nos capsules d’or à 0 Gy et à 2 Gy d’irradiation. Nous savons 
qu’en termes d’irradiation, l’IC50 est supérieure à 2 Gy (Figure 152). Cette dose standard nous 
permettra d’identifier plus clairement un potentiel effet synergique de la chimio- (sorafénib) 
et de la radiothérapie (AuNP). Les résultats sont regroupés dans la Figure 155 pour le profil 
d’inhibition sigmoïdal du test de viabilité. Sans irradiation, les H® d’or contenant du sorafénib 
ont encore démontré leur efficacité chimiothérapeutique sur les cellules (Figure 155.b1) avec 
un IC50 de 12 μM, proche de celui du sorafénib témoin (non irradié et non formulé en H®). 
L’IC50 des capsules d’or sans sorafénib a été évalué à 35 μM (en équivalent de sorafénib). Les 
capsules d’or formées avec du BHT montrent donc de nouveau une certaine toxicité pour nos 
cellules (Figure 155.a1). L’irradiation à 2 Gy de ces capsules avec ou sans sorafénib (les Figure 
155.a2 et b2) donne les mêmes IC50 et les mêmes courbes sigmoïdales qu’à 0 Gy. Une dose de 
2 Gy n’est pas suffisante pour engendrer une efficacité d’inhibition de l’activité biologique, 
même en présence des H® sorafénib/AuNP@PVPA. 

 
Figure 155 : Profil de viabilité des cellules HuH-7-Luc incubées 48h (a) en présence des H® BHT/AuNP@PVPA (sans 
sorafénib encapsulé) non irradiés (a1) et irradiés à 2 Gy (a2) ; et (b) en présence des H® sorafénib/AuNP@PVPA 
(avec sorafénib encapsulé) non irradiés (b1) et irradiés à 2 Gy (b2). 
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III Conclusions et perspectives 
 
 Dans ce chapitre, nous avons pu évaluer et démontrer l’efficacité chimiothérapeutique 
du sorafénib encapsulé dans des Hybridosomes® composés de nanoparticules d’oxyde de fer 
(SPION) sur la lignée cellulaire HuH-7-Luc (carcinome hépatocellulaire).  
 Par la suite, nous avons réussi à élaborer des capsules uniformes (~ 120 nm de 
diamètre) entièrement recouvertes de nanoparticules d’or (AuNP, 2-3 nm de diamètre) 
chargée ou non en leur cœur en sorafénib.  Le sorafénib, encapsulé à 88% au moins dans les 
Hybridosomes® d’or, a montré un effet chimiothérapeutique efficace sur les cellules HuH-7-
Luc. Cependant, il sera nécessaire de tester la cytotoxicité de chaque composé (ligand, 
polymère PVPA, BHT) de nos capsules, afin de déterminer de quel composant provient la 
toxicité des H® ne contenant pas de sorafénib. Dans cette optique, nous avons songé à 
améliorer l’étape de purification en réalisant une dialyse de la suspension d’H®, une méthode 
beaucoup plus douce que la centrifugation. 
 Concernant la partie radiothérapie, nous avons pu déterminer les doses d’irradiation 
intéressantes (au-delà de 2 Gy) pour observer une efficacité inhibitrice sur l’activité 
biologique. Cependant, nous avons constaté que la dose d’irradiation testée en présence de 
nos capsules d’or (2 Gy) n’est pas suffisante pour engendrer un effet considérable sur la 
viabilité et la croissance cellulaire. Seul le sorafénib encapsulé a encore démontré sa 
performance thérapeutique sur les cellules cancéreuses. 
 
 L’ensemble de ces résultats s’avère réellement encourageant pour évaluer la 
combinaison de la chimio- et de la radiothérapie. Toutefois, il reste plusieurs expérimentations 
complémentaires pour conforter les résultats obtenus et mettre en évidence un potentiel 
effet synergique des nanoparticules d’or et du sorafénib encapsulé.  
 L’effet potentialisant des AuNP du fait de leur auto-assemblage mérite d’être évalué 
plus en profondeur à l’aide d’outils de modélisation (dépôt de dose en modélisant nos 
capsules synthétisées), par des expériences in vitro en essayant avec des doses plus élevées 
que 2 Gy, ainsi que des expériences in vivo pour comparer nos résultats avec ce qui a déjà été 
observé par Clément Goubault.9 Pour la suite du projet (plan CANCER – INSERM), nous 
envisageons également de tester différentes concentrations et tailles (3 nm et 10 nm) de 
nanoparticules d’or pour voir l’effet de la quantité et de la taille sur l’effet potentialisant du 
rayonnement.  
 D’autres composés chimiothérapeutiques à encapsuler peuvent être envisagés pour la 
suite du projet afin d’agrandir le spectre des types de cancer. Nous nous concentrerons sur le 
taitement du glioblastome et du cancer du poumon. Par exemple, l’osimertinib pourrait être 
un très bon candidat encapsulé seul ou co-encapsulé avec le sorafénib. Nous pourrions 
probablement envisager aussi de tester l’élaboration de capsules hybrides à partir de 
nanoparticules radiosensibilisantes de bismuth, qui sont moins chères que celles d’or (et qui 
ont un Z similaire à l’or).  
 L’objectif de ce projet serait aussi de réussir à travailler dans un solvant plus répandu 
pour les applications biologiques, comme le DMSO, au lieu du THF utilisé pour formuler les 
émulsions Ouzo. Pour ce faire, il faudrait obtenir des nanoparticules qui soient dispersables 
dans le DMSO, ce que nous n’avons pas réussi à faire jusqu’à maintenant. Il serait possible 
qu’un échange de ligand à la surface des nanoparticules d’or puisse mener à une solubilité 
accrue dans le solvant d’intérêt. 
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 Enfin, une dernière piste intéressante serait l’incorporation des Hybridosomes® dans 
un gel post-résection. En effet, certains traitements de cancers avancés nécessitent une 
résection de la tumeur. Le gel formulé pourrait alors être déposé dans la cavité formée à la 
suite de la chirurgie, et permettre l’amélioration du traitement chimioradiothérapeutique.35 
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CHAPITRE 5 : PARTIE EXPÉRIMENTALE 

 

I Produits utilisés 

I.1 Solvants organiques et aqueux 

 
Le tétrahydrofurane (THF), sans inhibiteur et de qualité HPLC (≥ 99,9 %), a été prélevé 

sur une rampe de solvants organiques et a été acheté auprès de Sigma-Aldrich. Le THF avec 
inhibiteur (CBHT = 1,28 mM) a été acheté chez VWR chemicals (GPR Rectapur). Le 
diméthylsulfoxide (DMSO, de qualité analytique, ≥ 99,9 %) et le méthanol (MeOH), qualité 
HPLC (≥ 99,8 %), proviennent de Fisher Chemical. 

Les échantillons ont été réalisés en utilisant de l'eau MilliQ (18,2 MΩ.cm). 

I.2 Solutés hydrophobes 

 
L'hydroxytoluène butylé (BHT, CAS : 128-37-0) a été acheté auprès de Janssen. Le (S)-4-

Isopropényl-1-méthyl cyclohexène (S-(-)-limonène, 96 %, CAS : 5989-54-8) a été acheté auprès 
de Sigma-Aldrich. Le (±)-α-Tocophérol (Vitamine E ou Vit E, CAS : 10191-41-0) de BASF a été 
gracieusement fourni par AMI-ingredient. Le 4-Difluoro-8-(4-triméthylsilyléthynylphényl)-
1,3,5,7-tétraméthyl-2,6-diéthyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacène (BODIPY) a été synthétisé par 
Olivier Mongin (ISCR, équipe COrInt) selon une procédure publiée.1 

La curcumine (95 %, CAS : 458-37-7) a été achetée auprès d’Alfa Aesar, le paclitaxel (> 
98 %, CAS : 33069-62-4) auprès de TCI, le sorafénib (≥ 98 %, grade HPLC, CAS : 284461-73-0) 
et le sorafénib tosylate (≥ 98 %, grade HPLC, CAS : 475207-59-1) chez Sigma-Aldrich. 
 

II Méthodes de caractérisation des échantillons 

II.1  NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) 

  
Nous avons principalement utilisé le NTA pour mesurer et analyser la distribution des 

diamètres hydrodynamiques (DH) et la concentration en nano-objets (nano-gouttelettes ou 
H®). Le NTA est réalisé par un appareil Nanosight LM10 (Malvern Panalytical). Chaque 
échantillon est inséré dans la cellule de l'appareil et éclairé par un faisceau laser (40 mW, 
λ = 405 nm). La lumière diffusée par les gouttelettes apparaît comme des taches individuelles 
(Figure 156, à gauche) et est enregistrée par une caméra CCD, fonctionnant à 30 images par 
seconde, à travers un microscope. Chaque mesure est constituée de 3 acquisitions de 30 s.  

Grâce au logiciel analytique NANOSIGHT NTA 2.0, les diamètres hydrodynamiques, sont 
ensuite déduits pour chaque objet de l'analyse de leur mouvement Brownien (Figure 156, en 
haut à droite). L’instrument permet également d’obtenir une mesure approximative de la 
concentration en particules. Les mesures sont effectuées à 25°C et les calculs des diamètres 
hydrodynamiques (équation de Stokes-Einstein Figure 156, en bas à droite) sont réalisés en 
prenant la viscosité du mélange THF/eau à cette température à partir des valeurs rapportées 
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par Das et al (Tableau 2).2 La distribution des tailles mesurables au NTA se situe entre 10 et 
1000 nm.  
 

 
Figure 156 : Capture d’une image de la mesure NTA et observation des taches de diffusion des nano-objets, puis 
analyse du mouvement brownien de ces taches. Obtention du diamètre hydrodynamique par l’équation de 
Stokes-Einstein, en connaissant la température (T = 25°C) et la viscosité (η) du mélange de l’échantillon. 

 
Tableau 2 : Viscosité du mélange THF/H2O pour différentes proportions de THF dans l’eau à 25°C, exprimées en 
fraction molaire, massique ou volumique d’après (2). 

Fraction molaire en 
THF 

Fraction massique 
en THF 

Fraction volumique en 
THF 

Viscosité (cP) 

0 0 0 0,890 

0,0271 0,100 0,111 1,201 

0,0587 0,200 0,218 1,490 

0,0967 0,300 0,324 1,680 

0,1427 0,400 0,427 1,732 

0,1998 0,500 0,528 1,678 

0,2726 0,600 0,627 1,490 

0,3682 0,700 0,723 1,224 

0,4998 0,800 0,817 0,924 

0,6921 0,900 0,910 0656 

1,000 1,000 1,000 0,463 

 

II.2  Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

 
Les mesures de DLS sont réalisées à l'aide d'un dispositif DLS VASCO-KINTM de Cordouan 

(France) équipé d'une tête optique déportée sans contact (Figure 157.A) et d’une source laser 
(638 nm) mesurant l'intensité diffusée à un angle de 170°. Chaque échantillon est analysé 
directement dans le flacon de préparation qui est déposé dans le support de l’appareil. La 
viscosité des mélanges de solvants, ainsi que la température de la mesure (température 
ambiante) sont indiquées comme paramètres dans l’ajustement des cumulants. Les diamètres 
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hydrodynamiques (Z-average ou Zav) sont déterminés à partir des corrélogrammes par la 
méthode des cumulants (Figure 157.B).   
 

 
Figure 157 : (A) Dispositif DLS VASCO-KINTM équipé d’une tête optique déportée. (B) Corrélogramme obtenu par 
la méthode des cumulants après mesure d’un échantillon pour obtenir le Zav des nano-objets. 

 

II.3  SMLS (Static Multiple Light Scattering) 

 
Un dispositif de diffusion multiple statique de la lumière (SMLS) (TurbiScan™ TOWER) 

de Formulaction (France) a été utilisé pour contrôler la stabilité des émulsions. L'appareil 
mesure les intensités de transmission (T, à 180°) ou de rétrodiffusion (BS, à 45°) sur la hauteur 
de l'échantillon au cours du temps en utilisant une source de lumière proche infrarouge (λ = 
880 nm) et deux détecteurs synchrones qui se déplacent de haut en bas le long de l'échantillon 
(Figure 158.A et B).  

Les échantillons ont été préparés dans des flacons en verre en ajoutant de l'eau en une 
seule fois à la solution organique. Pour le mélange, chaque échantillon a été lentement 
retourné 3 fois et suivi pendant 14 h avec la succession de séquences suivante :  

(1) une mesure toutes les 3 min pendant 45 min,  

(2) une mesure toutes les 15 min pendant 3 h,  

(3) une mesure toutes les 30 min pendant 2 h et 45 min,  

(4) une mesure toutes les 45 min pendant 2 h et 30 min,  

(5) et une mesure toutes les heures pendant 6 h.  

Les résultats sont fournis sous forme de transmission relative au cours du temps. 
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Figure 158 : (A) Dispositif TurbiScanTM TOWER avec des illustrations schématiques de la mesure des intensités de 
transmission (T) et de rétrodiffusion (BS). (B) Exemple d’un résultat d’intensité de transmission mesurée en 
fonction de la hauteur du tube (des premiers scans en bleu aux derniers scans en rouge). 
 

II.4  MET (Transmission Electron Microscopy) 

 
Dans un premier temps, une goutte de dispersion (10 μL) est déposée sur la grille de 

MET. Ensuite, la goutte est évaporée à température ambiante pendant quelques heures. Les 
grilles MET utilisées sont des grilles de 200 mesh en cuivre recouvertes d’un film 
carbone/formvar (ref S162, Agar Scientific).  

Deux appareils de microscopie électronique ont été utilisés pour l’imagerie au cours de 
la thèse : 

• Un microscope électronique JEOL 1400 MET opérant à 120 kV et équipé d’une caméra 

GATAN Orius 1000 (MRic-TEM, Biosit) 

• Un microscope électronique JEOL 2100 LaBG équipé d’une caméra GATAN Orius 200D 

(THEMIS, Scanmat). 

II.5  Mobilité électrophorétique 
 

La mobilité électrophorétique a été mesurée à l'aide d'un Malvern Zetasizer Nano ZS 
équipé d'une cellule d'immersion ZEN1002 (Figure 159) pour les solutions contenant 
différentes fractions de solvant organique des systèmes BHT/THF/H2O (chapitre 2), 
BODIPY/THF/H2O (chapitre 2), sorafénib/THF/H2O (chapitre 3) et sorafénib tosylate/THF/H2O 



 

Chapitre 5  201 | P a g e  

(chapitre 3). Dans les cas des solutions aqueuses contenant seulement les H® (chapitre 3), la 
cuve utilisée est une cellule zêta à capillaire replié DTS1070 (Figure 159). 

La technique utilisée pour mesurer la mobilité électrophorétique des particules en 
dispersion est l’électrophorèse laser Doppler (ELS). Le principe de l’électrophorèse est 
d’appliquer un champ électrique aux bornes des deux électrodes. Ainsi, les particules 
possédant une charge électrique migrent vers l’électrode portant une charge opposée avec 
une certaine vitesse qui est la mobilité électrophorétique. 

Les valeurs indiquées représentent la moyenne et l'écart-type de trois séries 
indépendantes de 100 mesures.   
 

 
Figure 159 : Dispositif Malvern Zetasizer Nano ZS (gauche), représentation schématique d’une cellule 
d’immersion ZEN1002 (milieu) et d’une cellule zêta à capillaire replié DTS1070 (droite). 

 

La viscosité de la phase dispersante est le paramètre à prendre en compte pour l’analyse 
de la mobilité (Tableau 3) :  

 

Tableau 3 : Paramètres (indice de réfraction de la phase dispersée et de la phase dispersante, viscosité du 
mélange) à indiquer pour les mesures de la mobilité électrophorétique des différents systèmes de la thèse. 

 

Systèmes 
Viscosité du mélange 

(cP ou mPa.s) 

BHT/THF/H2O (chap 2) 

1,2010 

1,3455 

1,4900 

1,6800 

BODIPY/THF/H2O (chap 2) 1,4900 

Sorafénib/THF/H2O (chap 3) 1,5130 

Sorafénib tosylate/THF/H2O (chap 3) 1,5130 

 

III Chapitre 2 – Mise en évidence de la formation et de la stabilité des 
mésostructures dans les mélanges ternaires Ouzo. 

III.1 Préparation des échantillons et élaboration d’un diagramme de phase 

 

Dans le chapitre 2, nous avons étudié les mélanges ternaires suivants : BHT/THF/H2O, 
limonène/DMSO/H2O, α-Tocophérol/THF/H2O et BODIPY/THF/H2O. Dans tous les cas, les 
échantillons ont été préparés en ajoutant, rapidement et en une seule fois, de l'eau à un 
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solvant (THF ou DMSO) contenant le soluté hydrophobe (BHT, limonène, α-Tocophérol ou 
BODIPY). Ensuite, l'échantillon est rapidement mélangé au vortex pendant environ 10 s.  

Pour l'élaboration des diagrammes de phase, les échantillons ont été immédiatement 
inspectés visuellement à la lumière, particulièrement nécessaire pour les échantillons proches 
de la binodale. Les solutions limpides et homogènes ont été classées dans la phase 
monophasique. Si nous avons observé une diffusion de la lumière et un trouble à l'intérieur 
des échantillons homogènes, nous les avons attribués au domaine Ouzo. Si nous avons vu des 
précipités dans les échantillons, ou des gouttelettes d'huile surnagés, nous les avons placés 
dans le domaine diphasique (avec démixtion visible).  

Concernant l'élaboration du diagramme de phase du BODIPY dans le THF et l'eau, les 
échantillons ont été réalisés comme expliqué précédemment et ils ont été observés sous 
illumination UV à λexcitation = 365 nm. Puis, nous avons pris une photographie de chaque série 
aux différentes fractions de solvant (Figure 160). Et nous avons placé un spot de la même 
couleur que l'échantillon de ces photos extraits de l’image dans le diagramme de phase aux 
coordonnées correspondant aux différentes fractions massiques de BODIPY et de solvant 
utilisées.  

 
Figure 160 : Elaboration du diagramme de phase du BODIPY/THF/H2O en prenant les photos des échantillons aux 
dfférentes fractions de BODIPY, THF et H2O à la lumière du jour (gauche) puis sous illumination UV à 365 nm de 
longueur d’onde d’excitation (droite).  

III.2 Détermination de la binodale  

III.2.a Par observation visuelle 

  
Après attribution des échantillons de chaque système à leurs domaines respectifs, la 

binodale (visuelle et théorique) et la spinodale ont pu être tracées sur le diagramme de phase. 

III.2.b Par COSMO-RS (COnductor-like Screening MOdel for Real Solvents) 

  
Les calculs COSMO-RS sont réalisés par le logiciel COSMOthermX et permettent de 

prédire des propriétés thermodynamiques de solutions sur la base de données de mécanique 
quantique (solubilités de molécules en solution, les coefficients de partage comme le LogP, les 
valeurs de pKa, les diagrammes de phases vapeur-liquide (VLE), solide-liquide (SLE) ou liquide-
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liquide (LLE) de mélanges binaires et ternaires, etc.). Le logiciel possède une base de données 
stockant plus de 2500 composés (solvants, molécules, liquides ioniques). Il est aussi possible 
grâce au SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) d’ajouter d’autres 
molécules comme le BHT qui ne faisait pas partie de la base de données. La densité de charge 
de surface est déterminée à partir des calculs quantiques.  

Dans notre cas, nous avons étudié particulièrement l’estimation du diagramme de phase 
solide-liquide du système ternaire BHT/THF/H2O. Pour ces calculs, nous avons dû indiquer la 
température de fusion (T fusion = 71°C) et l’enthalpie de fusion (ΔHfusion = 17,14 kJ/mol) 
mesurées par calorimétrie différentielle à balayage (DSC). Les paramètres de calcul à fournir 
sont les suivants : T = 25°C ; ΔGfusion estimée par le logiciel. Les résultats des calculs de COSMO-
RS pour chaque fraction massique THF/H2O donnant la limite d’équilibre solide-liquide (ou 
binodale) sont répertoriés dans le Tableau 4 ci-dessous :  
 
Tableau 4 : Valeurs des fractions de BHT de la limite d'équilibre solide-liquide (SLE, ou binodale) en fonction de 
différentes fraction THF/H2O calculées par COSMO-RS. 

 

Fraction massique en THF Fraction massique en BHT 

0,0 6,4536.10-7 

0,1 8,2269.10-6 

0,2 7,8392.10-5 

0,3 5,6839.10-4 

0,4 3,35.10-3 

0,5 1,725.10-2 

0,6 8,785.10-2 

0,7 5,3867.10-1 

0,8 7,6446.10-1 

0,9 8,1353.10-1 

1,0 8,3664.10-1 

 

III.3 Suivi cinétique de l’évolution de la taille des gouttelettes  

III.3.a Par NTA  

 
Pour chaque échantillon, les mesures ont été réalisées quelques minutes après le 

mélange (pour une mesure à t = 0) et après 3 h. L’échantillon ne peut pas être dilué pour les 
mesures NTA sous risque de modifier la composition du système dans le diagramme de phase. 
L’intensité du laser (« camera Level ») est ajustée pour visualiser le plus de particules. 

III.3.b Par DLS 

 
Le signal diffusé a été acquis en continu pendant le temps souhaité (1 à 3 h). Ensuite, de 

courtes séquences (généralement de 1,5 à 3 min) ont été utilisées aux points de temps 
sélectionnés pour l'analyse.  
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III.4 Etude de la composition des gouttes  

III.4.a Par RMN 1H, NOESY 1H 2D et DOSY 2D 

 

Tous les spectres ont été enregistrés sur un spectromètre Bruker AVANCE NEO 500 MHz 
équipé d'une cryosonde TCI 1H- 13C- 15N de 5 mm sur la plateforme PRISM.  

Différentes compositions de BHT/THF-d8/D2O ont été analysées par RMN 1H. En bref, 
une solution mère de BHT a été préparée dans le THF-d8, puis elle a été diluée dans du THF-
d8 selon la concentration de BHT souhaitée. Ensuite, l’eau deutérée (D2O) a été rapidement 
ajoutée dans les proportions THF-d8/D2O visées et la solution a été mélangée pendant 30 s au 
vortex. Ensuite, la solution a été immédiatement placée dans un tube RMN de 5 mm dans 
lequel un tube coaxial était parfois inséré mais pas systématiquement. Ce tube coaxial 
contenant 200 µM de TSP (sel de sodium de l'acide triméthylsilyl) propionique-2,2,3,3-d4) a 
été utilisé comme référence externe pour la calibration des spectres et l'intégration relative 
des signaux de BHT. Les spectres 1H ont été enregistrés à 298 K en utilisant les séquences 
standards de Bruker. 

Les expériences NOESY 1H 2D ont été réalisées en utilisant la séquence standard 
noesygpph de Bruker et les paramètres d'acquisition suivants : temps de mélange de 500 ms, 
TD 4k x 128 points, 8 scans. Le temps de mélange était suffisamment long pour détecter les 
échanges chimiques. Nous avons utilisé le logiciel gratuit EXSYcalc (Mestrelab Research, 
https://mestrelab.com/software/freeware/) pour estimer les constantes cinétiques k1 et k-1 
après intégration des pics croisés hors diagonale.  

Les mesures d'autodiffusion (expériences DOSY)2 ont été réalisées à l'aide d'une 
expérience d'Echo stimulé 2D utilisant une séquence d'impulsions de gradients bipolaires 
(stebpgp1s), avec un délai de diffusion (d20) de 350 ms et une durée de gradient (p30) de 3 s. 
L’analyse de la diffusion a été traitée avec le logiciel de traitement DOSY 2D Topspin (échelle 
logarithmique). 

III.4.b Par suivi de la fluorescence du BODIPY 

 
Pour analyser la composition des gouttes du domaine Ouzo et du domaine SFME, nous 

avons utilisé le système BODIPY/THF/H2O. A partir d’une étude antérieure portant sur la 
fluorescence du BODIPY en fonction de son environnement (bon ou mauvais solvant)3, nous 
avons cherché à séparer la phase dispersée (culot) de la phase dispersante (surnageant) par 
centrifugation de 3 échantillons se situant à 2,5.10-6, 2,5.10-5 et 2,5.10-4 en fraction massique 
de BODIPY et à 20 % en fraction massique de THF (Figure 161). La vitesse choisie pour la 
centrifugation est de 18000 RPM (tours par minute) pendant 30 min. 
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Figure 161 : Diagramme de phase du BODIPY/THF/H2O. Les 3 échantillons choisis pour être observés après 
centrifugation sont entourés en rouge. 

 
Après centrifugation, les trois échantillons ont été observés sous illumination UV à 

λexcitation = 365 nm, avec observation ou non d’un culot (Figure 162). 
 

Fraction 
massique de 

BODIPY : 
2.5 10-6 2.5 10-5 2.5 10-4 

Illumination  
de 

l’échantillon 
: 

Lumière 
du jour 

Sous UV  
365 nm 

Lumière 
du jour 

Sous UV  
365 nm 

Lumière 
du jour 

Sous UV  
365 nm 

Avant 
centrifugation 

      

Après 
centrifugation 

      
 Pas de culot Culot (vert fluo) Culot (rouge) 

 
Figure 162 : Tableau récapitulatif des observations à la lumière du jour ou sous illumination UV à λexcitation = 365 
nm des échantillons se situant à 2,5.10-6, 2,5.10-5 et 2,5.10-4 de fraction massique de BODIPY et à 20 % de fraction 
massique de THF, avant et après centrifugation. 



 

Chapitre 5  206 | P a g e  

IV Chapitre 3 – Encapsulation des principes actifs par nanoprécipitation 
dans les Hybridosomes® 

 

IV.1 Les nanoparticules d’oxyde de Fer ou SPION 

 

Les SPION utilisés au cours de cette thèse sont des NP de maghémite (γ-Fe2O3). Ils ont 
été synthétisés et fournis par Myrtil Kahn (LCC, Toulouse).4 La synthèse est réalisée par étapes 
successives en débutant par une hydrolyse contrôlée d’un précurseur organométallique de 
Fe(II), le (Fe{N(SiMe3)2}2)2, en présence de ligands (2 équivalents octylamine, 1 équivalent 
acide oléique). Ensuite, ce précurseur hydrolysé subit une oxydation à l’air pour donner les 
SPION. Ces NP peuvent être dispersées dans le THF.  

 

 Au cours de la thèse de Clément Goubault, la taille moyenne des SPION a été 
déterminée par MET (Figure 163.A). Elle est de l’ordre de 4,2 ± 1,7 nm (Figure 163.B). 

 

 
Figure 163 : Analyse MET des nanoparticules de maghémite (γ-Fe2O3, SPION@octylamine/acide oléique). (A) 
image MET et (B) leur distribution de taille. 

 

IV.2 Préparation et purification des H® - Procédé d’encapsulation des principes 
actifs 

 

 Dans un premier temps, nous avons élaboré une ligne du diagramme de phase de 
chaque système étudié (principe actif/THF/H2O) à 0,22 en fraction massique de THF. La 
binodale a pu être déterminée visuellement, comme vu dans la partie III de ce chapitre. 

 Dans un second temps, la préparation des H® au cours de cette thèse a suivi la 
procédure classique (cf. chapitre 1) en utilisant comme soluté hydrophobe les principes actifs 
étudiés. 
1. La solution de THF sans BHT et contenant les NP hydrophobes (SPION) est mélangée à la 

solution mère (1 à 1,65 mM) contenant le principe actif d’intérêt. Selon la concentration 
de soluté hydrophobe visée, la solution est complétée par du THF. La phase aqueuse 
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(milliQ) est ajoutée rapidement et en une fois à la solution organique afin d’atteindre des 
proportions volumiques eau/THF de 75/25.  

2. Ensuite, un mélange de quelques secondes au vortex est effectué. Typiquement, la 
quantité de NP utilisée est de 20 μg Fe/mL (ICP-OES).  

3. L’échantillon de NP-shell est laissé environ 6 h à température ambiante. Puis, le polymère 
(PEG7k-PAA2k) est ajouté, avec une concentration en fonctions acides carboxyliques de 
l’ordre de 2,4 mmol.L-1. 

4. Le solvant THF est ensuite éliminé par évaporation dans un bain de sable à 40°C pendant 
environ 17 à 20 h.  

5. A la sortie du bain sec, les échantillons sont complétés en phase aqueuse (milliQ) pour 
une masse totale de 1 g. Puis, la purification est effectuée par deux aimantations 
successives de 24 h sur un aimant permanent (aimant NdFeB, 10x10x8 mm, 
Supermagnete), suivie chacune d’un remplacement du surnageant par de l’eau milliQ. 
Enfin, l’ajout de phase aqueuse (milliQ) permet de redisperser le culot final et d’obtenir 
une solution homogène et trouble. 

 

IV.3 Analyse de la taille des H® par NTA 

 
Les échantillons d’H® sont préalablement dilués (par 50 ou par 20) pour la mesure NTA 

afin d’avoir idéalement entre 50 et 100 nanoparticules par image. Dans ce cas de figure, il est 
possible de diluer l’échantillon sans modifier la composition du système puisque les H® sont 
« figés » par le polymère ajouté dans le procédé décrit ci-dessus. Les conditions d’acquisition 
sont comparables à celles décrites dans la partie précédente (ajustement du « camera level » 
pour éviter les grosses taches de diffusion qui peuvent masquer les plus petites, 3 acquisitions 
de 30 s et indication de la viscosité de l’eau, étant la phase dispersante ici). 
 

IV.4 Détermination du taux d’encapsulation du sorafénib dans les H® 
SPION@PEG-PAA 

 
Le taux d’encapsulation du sorafénib dans les H® a été déterminé par dosage HPLC (High 

performance liquid chromatography), avec un détecteur d’absorbance UV. Dans un premier 
temps, un abaque de la concentration du sorafénib dans le méthanol (MeOH) en fonction de 

l’aire sous la courbe du dosage HPLC a été réalisée (Figure 164). Pour cela, des solutions de 
sorafénib dissout dans du MeOH ont été élaborées à différentes concentrations. La séparation 
chromatographique a été réalisée sur une colonne C18 (4,6 mm × 150 mm, pores de 5 μm ; 
AGILENT ZORBAX ECLIPSE XDB-C18 ANALYTICAL) en utilisant de l’acétonitrile (A) et de l’eau 
contenant 0,2 %v d’acide acétique (B) comme phase mobile, à un débit de 1,0 mL/min et 
contrôlée à 254 nm. Un gradient d’élution a été appliqué à 25°C comme indiqué ci-dessous :  

0-30 min : 40 % A / 60 % B à 75 % A / 25 % B 

30-35 min : 75 % A / 25 % B à 40 % A / 60 % B 

35-40 min : 40 % A / 60 % B  
Le temps de rétention du sorafénib a été observé vers 18,5 min. 
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Figure 164 : Abaque de la concentration en sorafénib dans THF en fonction de l’aire sous la courbe issue du dosage 
HPLC. 

 
Le taux d’encapsulation est déterminé à partir des surnageants récupérés à chaque 

étape de purification par aimantation de la suspension d’H® contenant le principe actif 
(sorafénib) nanodispersé. Un volume de 200 µL de chaque surnageant est mélangé avec 
800 µL de MeOH pour resolubiliser le sorafénib non encapsulé dans les H® et nanoprécipité 
dans le surnageant. Puis, ce mélange est dosé par HPLC. L’obtention de l’équation de la courbe 
de l’abaque a alors permis de recalculer les concentrations de sorafénib dosées dans les 
surnageants. Le taux d’encapsulation dans les H® est calculé selon l’équation suivante :  

 

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑′𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =  
[𝑆𝑜𝑟𝑎𝑓é𝑛𝑖𝑏]𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠

[𝑆𝑜𝑟𝑎𝑓é𝑛𝑖𝑏]𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒
× 100 

 
Avec [sorafénib]encaps, la concentration réelle de sorafénib encapsulée dans les H® et 
[sorafénib]initiale, la concentration de sorafénib initialement introduite au début du procédé. 
La [sorafénib]réelle correspond à la concentration initiale après soustraction de la somme des 
concentrations de sorafénib dosées dans les surnageants ([sorafénib]surn). 

 

𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑′𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =  
[𝑆𝑜𝑟𝑎𝑓é𝑛𝑖𝑏]𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒 − (∑[𝑠𝑜𝑟𝑎𝑓é𝑛𝑖𝑏]𝑠𝑢𝑟𝑛)

[𝑆𝑜𝑟𝑎𝑓é𝑛𝑖𝑏]𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙𝑒
× 100  

 

IV.5 Etude du relargage du sorafénib hors des H® SPION@PEG-PAA au cours du 
temps 

 
À l’issue de l’étape de la purification par aimantation de la suspension d’H® contenant 

du sorafénib, 50 µL de surnageant est récupéré chaque jour pendant 8 jours. Chacun de ces 
prélèvements est ensuite mélangé à 200 µL de MeOH pour être dosés par HPLC comme dans 
le paragraphe précédent. À partir de l’équation de droite de l’abaque (Figure 164), il est 
possible de remonter à la concentration de sorafénib dosé dans chaque surnageant pendant 
8 jours et de tracer la courbe de relargage du sorafénib hors des H®. 
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V Chapitre 4 – Vers la thérapie combinée – chimioradiothérapie 

V.1 Synthèse des nanoparticules d’or (AuNP) 

 
Dans le chapitre 4, nous avons utilisé des nanoparticules d’or en plus des SPION du 

chapitre 3. La synthèse des AuNP a été développée par Olivier Gazil, doctorant de l’Université 
Polytechnique de Montréal, avec qui notre équipe a collaboré pour développer une méthode 
de synthèse de nanoparticules à partir d’émulsions Ouzo.5  

En bref, la synthèse ex situ des AuNP consiste à mélanger 50 %v d’une solution de 
chlorure de triphénylphosphine d’or (I) (1,5 mM d’AuPPh3Cl) dans le THF dépourvu de BHT, 
avec 50 %v d’une solution de borohydrure de sodium préparée fraîchement (10 mM NaBH4 
dans du THF sans BHT). La solution finale présente une couleur marron homogène et les 
nanoparticules obtenues possèdent une taille autour de 2,9 ± 0,6 nm d’après les clichés MET 
(Figure 165). 

 

 
 

Figure 165 : Obtention d’AuNP suspendues dans du THF après synthèse ex situ. (a) images MET des AuNP obtenues 
accompagnées du résultat d’analyse par EDX. (b) la photo du flacon contenant la solution d’AuNP suspendues 
dans du THF. (c) schéma des AuNP entourés des ligands PPh3. 
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V.2 Préparation et purification des H® 

V.2.a H® SPION@PEG-PAA (encapsulant soit sorafénib soit BHT) 

 
Pour la préparation et purification des H® SPION@PEG-PAA, le procédé décrit dans la 

partie IV.2 est identique au procédé utilisé dans cette partie.  
Pour l’encapsulation du sorafénib, nous nous sommes concentrés sur une seule 

concentration (0,24 mM) pour la suite de l’étude. Cette concentration est la même que celle 
utilisée pour l’encapsulation du sorafénib dans les H® AuNP@PVPA (discutée dans le 
paragraphe suivant). 

Concernant l’élaboration des H® SPION@PEG-PAA contenant du BHT encapsulé, une 
solution commerciale de THF a été utilisée. Cette solution contient initialement 1,28 mM de 
BHT (dosage UV réalisé au cours de la thèse de Clément Goubault). Le THF commercial 
contenant le BHT et les SPION a donc été directement mélangé à l’eau milliQ pour former les 
NP-shell, suivi du procédé habituel pour fabriquer les H®. 

V.2.b H® AuNP@PVPA (encapsulant soit sorafénib soit BHT) 

 
Après avoir synthétisé les AuNP@PPH3, nous avons constaté que le meilleur polymère 

pour former les H® était le poly(acide vinylphosphonique) (PVPA, 50 μL à 4,4 mg/mL).  
Le principe d’élaboration des H® AuNP@PVPA reste le même que celui des H® 

SPION@PEG-PAA, seules les matières premières et la méthode de purification ont changé : 
utilisation des AuNP au lieu des SPION, utilisation du PVPA au lieu du PEG-PAA et purification 
par deux étapes de centrifugation successives au lieu de purifier par aimantation. Pour 
l’encapsulation du BHT, le THF commercial a été utilisé comme précédemment pour élaborer 
les H® AuNP@PVPA. 

Il est aussi important de remarquer que le ligand (PPh3) semblait pouvoir former une 
émulsion instantanée et aurait possiblement un effet sur la formation des objets (comme dans 
le cas des ligands des SPION discuté dans la partie II.3.a du chapitre 1).  

V.3 Tests cellulaires 

 
Les tests cellulaires ont été réalisés sur la plateforme ImPACcell de Biosit par Rémy Le 

Guével et Hélène Solhi. L’irradiation préalable des échantillons a été effectuée sur la 
plateforme Arche de Biosit par Ulrich Jarry (Chargé de Recherche chez Biotrial), notre 
collaborateur au sein du laboratoire commun Oncotrial (Biosit-Biotrial). 

V.3.a Préparation des échantillons H® dans le sérum 

 
A l’issue de la purification des H® (AuNP@PPh3 ou SPION@PEG-PAA), le culot est 

récupéré et resuspendu dans un plus petit volume (215 µL) de milieu DMEM pour atteindre 
une concentration finale de 1 mM de sorafénib. Les échantillons ont été concentrés afin qu’ils 
puissent subir des dilutions successives et donc balayer un large éventail de concentration 
pour la détermination des concentrations inhibitrices médianes (IC50). 
 



 

Chapitre 5  211 | P a g e  

V.3.b Protocole d’incubation dans les milieux cellulaires 

 

V.3.b.i Cultures cellulaires 

 
Les lignées cellulaires cancéreuses HuH-7 (carcinome hépatocellulaire) proviennent de la 

collection ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Porton Down, 
Royaume-Uni). Elles ont été modifiées au sein d’Oncotrial pour l’expression de la luciférase 
(HuH-7-Luc). Les cellules ont été cultivées à 37°C, 5 % de CO2 dans le DMEM, le milieu 
recommandé par l'ECACC pour HuH7 et les fibroblastes. Tous les milieux de culture ont été 
complétés par 10 % de sérum de vœu fœtal (FBS), 1 % de pénicilline-streptomycine et 2 mM 
de glutamine. 
 

V.3.b.ii  Essai de cytotoxicité à effet de dose (détermination de IC50) 

 
Les essais de détermination des IC50 ont été réalisés en utilisant les molécules de 

doxorubicine, sorafénib et sorafénib tosylate et cela grâce à une gamme de concentrations de 
chaque produit chimique (concentrations finales : 0,1 μM – 0,3 μM – 0,9 μM – 3 μM – 9 μM – 
25 μM). Le DMSO, utilisé comme solvant, est utilisé comme traitement témoin. 

Les cellules ont été placées dans des plaques de 96 puits (4000 cellules/puits). 24 heures 
après, les cellules sont exposées aux produits chimiques aux concentrations indiquées. Après 
48h de traitement, les cellules sont lavées dans du PBS et fixées dans 90 % d'éthanol / 5 % 
d'acide acétique glacial pendant 20 min. 

Ensuite, les noyaux ont été colorés avec du Hoechst 33342 (bisBenzimide H 33342 
trihydrochloride, ≥ 98 % grade HPLC et TLC, référence B2261 chez Sigma). L'acquisition et 
l'analyse des images pour compter les cellules viables sont réalisées à l'aide d'un lecteur 
Cellomics ArrayScan VTI/HCS (ThermoScientific). Les pourcentages de survie sont calculés 
comme le pourcentage du nombre de cellules après traitement par le composé par rapport 
au nombre de cellules après traitement par le DMSO (fixé à 100 %). Les IC50 relatives sont 
calculées à l'aide de l'ajustement de courbe XLfit 5.5.0.5 (idbs) intégré à Microsoft Excel en 
tant qu'add-on. Le modèle logistique à 4 paramètres ou modèle dose-réponse sigmoïdal est 
utilisé selon l’équation6 suivante : 

 

𝐹𝑖𝑡 =
𝐴 − 𝐷

1 + ( 
𝑋
𝐶 )

𝐵 + 𝐷 

 
Où Fit est la réponse, X est la concentration, A est l'asymptote inférieure (le bas de la courbe 
ou le plateau inférieur), D est l'asymptote supérieure (le haut de la courbe ou le plateau 
supérieur), B est le facteur de pente décrivant la pente de la partie linéaire de la courbe, et C 
est la concentration correspondant à la réponse située à mi-chemin entre A et D. 

 

V.4 Procédé d’irradiation des échantillons et des milieux cellulaires 

 
Les irradiations des cellules ont été réalisés avec un irradiateur Faxitron (CellRad) de 130 

kV / 5 mA.  
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Concernant l’étude de la dose d’irradiation pour observer un effet de l’irradiation sur les 
cellules, 3 séries d’essais ont été réalisées. A la suite des 48 h d’incubation, les cellules de la 
première colonne de puits ont subi une première irradiation avec une dose de 2 Gy, tandis 
que les cellules des autres colonnes étaient protégées par un cache de plomb, stoppant les 
rayonnements. Ce cache recule d’une colonne pour infliger la même dose à la seconde 
colonne, et une deuxième dose de 2 Gy à la première colonne, tout en protégeant toujours le 
reste des colonnes et ainsi de suite pour le reste de la plaque de puits (10 colonnes au total). 
Ainsi, la première colonne a subi 10 x 2 Gy (soit une dose totale de 20 Gy) alors que la dernière 
colonne a reçu une unique dose de 2 Gy. A partir de ces tests, il a alors été possible de tracer 
la viabilité des cellules en fonction de la dose d’irradiation afin de connaître la meilleure dose 
pour les tests de cytotoxicité. 

Afin de vérifier l’intégrité thérapeutique des Hybridosomes® après irradiation, nous 
avons réalisé une série de test sur nos composés chimiques (sorafénib avec/sans tosylate) 
préalablement irradiés avant d’être incubés avec les cellules. Cela nous a permis de vérifier 
l’activité thérapeutique des principes actifs irradiés. Pour vérifier l’efficacité de la 
radiothérapie de nos H® constituant d’or, nous avons irradiés directement les cellules 
contenant les H®, avec ou sans principe actif encapsulé. 
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CHAPITRE 6 : CONCLUSION GÉNÉRALE 

 
Les travaux de cette thèse se sont basés sur la méthode de nanoprécipitation par 

déplacement de solvant en utilisant l’effet Ouzo, une méthode simple à mettre en œuvre et 
peu coûteuse en énergie. Nous avons cherché à comprendre les phénomènes se déroulant 
entre le domaine SFME, où se produit une microémulsion thermodynamiquement stable à 
faible concentration de soluté, et le domaine Ouzo, où le système s’émulsifie spontanément 
à des concentrations plus élevées pour produire des gouttelettes métastables. Pour cela, nous 
avons étudié différents systèmes : BHT/THF/H2O, Limonène/DMSO/H2O, alpha-
tocophérol/THF/H2O, BODIPY/THF/H2O. Par ailleurs, nous avons formulé des nanocapsules 
hybrides (Hybridosomes®) dont la coque se constitue à la fois de nanoparticules inorganiques 
et de polymère, et ce dans le but d’encapsuler divers principes actifs hydrophobes (liquide ou 
solide) dans le cœur. Enfin, nous avons formulé des H® combinant à la fois les propriétés 
pharmacologiques d’un principe actif chimiothérapeutique encapsulé, et les propriétés 
radiothérapeutiques de nanoparticules radiosensibilisantes formant la coque. 
 

Le chapitre 2 nous a permis d’élaborer une démarche rationnelle pour construire les 
diagrammes de phase et identifier les différents domaines (SFME, Ouzo, etc.). En effet, nous 
avons compris que l’observation visuelle des échantillons (limpide, trouble, diphasique) ne 
suffit pas. En particulier, nous avons observé qu’une zone Ouzo pouvait apparaître 
visuellement limpide aux faibles concentrations de soluté, ce qui n’avait pas été constaté 
auparavant dans la littérature. Différentes méthodes de caractérisation combinées nous ont 
permis d’arriver à cette observation et de comprendre les différentes caractéristiques propres 
à chaque domaine. Grâce à la méthode optique SMLS, nous avons réussi à tracer de manière 
convaincante la courbe binodale qui caractérise la limite entre le domaine dit 
thermodynamiquement stable (SFME) et le domaine métastable (Ouzo). Par ailleurs, les 
mesures NTA nous ont apporté des informations supplémentaires quant à l’évolution 
continue de la taille du domaine SFME au domaine Ouzo. Pour les différents systèmes étudiés 
(liquide ou solide), nous avons constaté avec certitude une augmentation considérable de la 
polydispersité en passant du domaine limpide au domaine trouble. La formation de grandes 
gouttelettes expliquerait l’aspect turbide des échantillons. Également, la mesure du potentiel 
zêta a confirmé la présence de charges négatives à la surface des gouttelettes, expliquant la 
métastabilité du domaine Ouzo. Enfin, la caractérisation par RMN 1H et l’étude de la 
fluorescence d’un fluorochrome ont mis en lumière une évolution continue de la composition 
des gouttes : les gouttes sont initialement gonflées de solvant aux plus faibles concentrations 
de soluté dans le domaine SFME, puis il y a de moins en moins de solvant dans les gouttes à 
mesure qu’il y a de plus en plus de soluté introduit dans le système. La Figure 166 permet de 
résumer l’ensemble de ces observations intéressantes.  
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Figure 166 : Résumé des caractéristiques physico-chimiques entre le domaine SFME et le domaine Ouzo issues 
des différentes méthodes de caractérisation utilisées pour les travaux de thèse (chapitre 2). 

 
Concernant le chapitre 3, nous avons réussi à formuler des nanocapsules ayant un cœur 

composé uniquement de médicaments hydrophobes et une coque hybride 
polymère/nanoparticules inorganiques (SPION). En fait, nous avons utilisé la méthode de 
nanoprécipitation par déplacement de solvant pour former des gouttelettes de principes 
actifs, au lieu de le solubiliser dans une huile comme majoritairement observé dans la 
littérature. Notre procédé de fabrication est simple (« one-pot ») et applicable pour des 
solutés thérapeutiques qui diffèrent par leur état physique (solide ou liquide) ou leur structure 
chimique (forme moléculaire ou ionique). En se basant sur l’étude des diagrammes de phase, 
des H® de morphologies différentes se sont formés : pour des compositions du domaine SFME, 
les capsules présentaient contre-intuitivement de très grandes tailles pouvant dépasser les 1 
μm, alors que les compositions du domaine Ouzo forment des H® de taille homogène autour 
des 100 nm (Figure 167). Nous avons aussi pu constater à travers cette étude que certains 
médicaments pouvaient ne pas former de domaine Ouzo (cas du paclitaxel) et qu’il était alors 
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intéressant de pouvoir utiliser les compositions dans le domaine SFME pour encapsuler ce 
type de médicament. 

 
Figure 167 : Résumé du procédé d’élaboration des H® et des résultats concernant l’encapsulation de différents 
principes actifs (liquide/solide ; moléculaire/ionique) pour des compositions se situant soit dans le domaine SFME 
(MET du bas) soit dans le domaine Ouzo (MET du haut). (Chapitre 3). 

 
Le chapitre 4 est une ouverture vers la thérapie combinée en utilisant à la fois les 

propriétés chimiothérapeutiques des médicaments encapsulés (chapitre 3) et les propriétés 
radiosensibilisantes des nanoparticules inorganiques composant la coque des H®. Dans cette 
étude, l’agent chimiothérapeutique encapsulé (sorafénib, prescrit contre le carcinome 
hépatocellulaire) dans les H® qui sont entièrement constitués de nanoparticules d’oxyde de 
fer (SPION), ou d’or (AuNP), a bien démontré un effet thérapeutique in vitro, tuant presque la 
totalité des cellules de la lignée HuH-7-Luc. Pour la thérapie combinée, plusieurs tests devront 
être réalisés avec des doses d’irradiation supérieures à 2 Gy afin de confirmer la 
potentialisation des H® entièrement constitués d’or et l’effet synergique médicament/AuNP 
de notre système contre les cellules cancéreuses. Cependant, d’autres facteurs sont à prendre 
en compte pour étudier la potentialisation des rayons X par l’utilisation des H® formulés. En 
effet, il paraît difficile de prédire avec précision les effets biologiques en se basant seulement 
sur la concentration en nanoparticules d’or dans la coque et sur l'énergie du faisceau de 
rayons X, puisque les espèces réactives de l'oxygène jouent également un rôle majeur dans le 
mécanisme de radiosensibilisation. C’est pourquoi, nous envisageons d’étudier plus 
profondément l’effet potentialisateur des H® entièrement constitués de nanoparticules d’or 
ou en partie (SPION/AuNP) dans le cadre d’un financement Plan Cancer INSERM (PCSI). Il 
s’agira notamment de comprendre le lien entre l’organisation des nanoparticules (en 
capsules, en « bulk », ou en agrégat) et la potentialisation des rayonnements. Également, il 
sera question d’analyser les effets de la taille des nanoparticules d’or (~ 3-5 ou 10 nm). Pour 
relier ces paramètres avec l’effet accentué des rayons X, il est nécessaire d'utiliser des outils 
de modélisation et des calculs théoriques pour modéliser le dépôt de dose pour ces différents 
types de capsules. In fine, les H® combinant ces différentes caractéristiques pourront être 
testés in vivo en combinaison avec divers principes actifs (osimertinib, sorafénib, paclitaxel) 
selon différents modèles de cancer (poumon, foie, glioblastome). Par ailleurs, une co-
encapsulation de deux médicaments, par exemple l’osimertinib et le sorafénib, pourra être 
envisagée pour évaluer leur efficacité et un effet potentiellement synergique. 
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Pour la suite du projet portant sur la compréhension des domaines SFME-Ouzo, nous 
cherchons à étudier plus en profondeur la composition des gouttes de différents systèmes, 
ainsi que leur structure, dans le domaine SFME et Ouzo. Nous souhaitons aussi comprendre 
quels sont les phénomènes régissant la nucléation des gouttes afin de mieux contrôler cette 
étape, et ce, en utilisant un dispositif « stopped-flow » (expériences cinétiques de quelques 
millisecondes à quelques secondes). En effet, une meilleure compréhension de cette étape de 
nucléation pourrait nous permettre de mieux contrôler la taille et l’homogénéité des 
gouttes/nanoparticules produites, ce qui est souhaitable dans une majorité d‘applications et 
serait un plus pour la conception de métamatériaux par exemple. En effet, la formulation de 
nanorésonateurs plasmoniques par émulsion Ouzo nécessite un assemblage précis de 
nanoparticule d’or (diamètre compris entre 10 et 15 nm) en NP-shell (gouttelettes recouvertes 
de nanoparticules à la surface). Effectivement, une certaine distance entre les AuNP permet 
de conférer un couplage plasmonique aux particules – ce couplage amplifie les propriétés 
plasmoniques des particules individuelles. Il est possible de contrôler la distance entre ces 
dernières en modulant le ligand utilisé et, conséquemment, sa longueur (thèse en cours de 
Mouktar Nour, Figure 168).  
 

 
Figure 168 : Formulation de nanorésonateur plasmonique par émulsion Ouzo en élaborant des NP-shell à partir 
d’AuNP. Illustration schématique à gauche et au milieu, images MET et de l’échantillon à droite obtenues dans 
les travaux de thèse de Mouktar Nour à droite. Une certaine distance entre les AuNP permet d’obtenir un couplage 
plasmonique (image à droite, solution bleue). 

Par ailleurs, la nanoprécipitation de composés hydrophobes dans les émulsions Ouzo a 
été utilisée pour précipiter un précurseur organométallique sous forme de gouttelettes. Cela 
est suivi par une synthèse de nanoparticules à l’interface, induite par l’ajout d’un agent 
réducteur dans la phase continue. Une nouvelle synthèse in situ dans les émulsions Ouzo a 
ainsi été proposée, en opposition aux nanoparticules synthétisées ex situ en question dans 
cette thèse. Ces travaux (thèse en cours d’Olivier Gazil) devraient permettre une meilleure 
compréhension de la synthèse de nanoparticules/coques métalliques (Au, Pd, bimétalliques, 
etc.) via une réaction à l’interface liquide-liquide dans une émulsion Ouzo du système 
BHT/THF/H2O. Cela permettra ainsi d’élargir les possibilités de formation d’Hybridosomes® en 
introduisant un meilleur contrôle et plus de possibilité sur leur synthèse.  
  

En conclusion, suite à la lecture de cette thèse, vous avez pu apercevoir que les 
émulsions Ouzo sont encore loin d’être pleinement caractérisées et les phénomènes sous-
jacents font toujours place à débat. Toutefois, nous arrivons à mieux caractériser le domaine 
Ouzo dans les diagrammes de phase, à utiliser convenablement cet effet pour l’encapsulation 
de composés actifs pour les traitements de type chimiothérapeutique et, enfin, même à 
utiliser l’effet Ouzo pour de nouveaux types de synthèses.  
  



 

Chapitre 6 – Conclusion générale  221 | P a g e  

  



 

 
 

 

Titre : De l’effet Ouzo à la chimioradiothérapie : Formulation de nanocapsules hybrides 
nanoparticules/polymères pour l’encapsulation de principes actifs par déplacement de solvant 
 
Mots clés : effet Ouzo, nanoparticules, nanocapsules, nanoprécipitation, thérapie combinée, médicaments 
 

Résumé : L'effet Ouzo est une émulsification 
spontanée générant des nano-gouttelettes 
métastables, sans tensioactif ni apport d'énergie. Ce 
phénomène se produit dans des mélanges ternaires 
d'une huile hydrophobe, d'un solvant miscible à l'eau 
et d'eau. Ainsi, l'huile sursaturée s'agrège en petites 
gouttelettes en suspension dans la phase continue. Un 
domaine limpide appelé Surfactant-Free 
MicroEmulsion (SFME) existe dans la région 
monophasique et est décrit comme une 
microémulsion stable. Jusqu'à présent, la transition 
entre les domaines SFME et Ouzo a généralement été 
caractérisée de manière subjective par l'observation 
visuelle de la solution (limpide/turbide). Ce travail se 
concentre sur une compréhension plus objective de 
cette transition dans différents systèmes, en utilisant 
plusieurs techniques de caractérisation (potentiel Zêta, 
Nanoparticle Tracking Analysis - NTA, Static Multiple 
Light Scattering - SMLS, Résonance Magnétique 
Nucléaire RMN).  Nous avons utilisé l'effet Ouzo en 
présence de nanoparticules pour produire des nano- 

capsules (~ 100 nm de diamètre), appelées 
Hybridosomes®. Celles-ci sont composées d'une 
enveloppe de nanoparticules inorganiques (oxyde de 
fer, Au) stabilisée par un polymère (PEG-PAA, PVPA). 
Grâce à une bonne connaissance des diagrammes de 
phase, nous avons réussi à développer un protocole 
pour encapsuler différents médicaments hydrophobes 
(liquides ou solides) ayant des caractéristiques 
différentes (moléculaires, sels, cristallins) dans ces 
capsules hybrides. La combinaison des propriétés des 
nanoparticules inorganiques dans la coque et des 
principes actifs dans le coeur des nanocapsules 
présentent un réel potentiel pour des applications 
biomédicales telles que la thérapie (radiothérapie, 
chimiothérapie). Ainsi, nous avons débuté l’étude in 
vitro de l'efficacité de tels nano-objets dans le 
traitement du carcinome hépatocellulaire en étudiant 
les effets chimiothérapeutiques d'un médicament 
hydrophobe (sorafénib) combinés à la radiothérapie 
(nanoparticules d'or radiosensibilisantes). 

 

 

Title: From the Ouzo effect to chemoradiotherapy: Formulation of hybrid nanoparticle/polymer 
nanocapsules for the encapsulation of drug substances by solvent displacement 
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Abstract: The Ouzo effect is a spontaneous 
emulsification generating metastable nanodroplets, 
without using surfactant or energy input. This 
phenomenon occurs in ternary mixtures of a 
hydrophobic oil, a water-miscible solvent and water. 
Thus, the supersaturated oil aggregates into small 
droplets suspended in the continuous phase. A limpid 
domain called Surfactant-Free MicroEmulsion (SFME) 
exists in the monophasic region and is described as a 
stable microemulsions. Until now, the transition 
between the SFME and Ouzo domains has generally 
been characterized in a subjective way by visual 
observation of the solution (limpid/turbid). Our work 
focuses on a more objective understanding of this 
transition in different systems, using several 
characterization techniques (Zeta potential, 
Nanoparticle Tracking Analysis – NTA, Static Multiple 
Light Scattering – SMLS, Nuclear Magnetic Resonance 
– RMN).  We used the Ouzo effect in the presence of  

nanoparticles to produce nanocapsules 
(diameter ~ 100 nm), called Hybridosomes®. These are 
composed of an inorganic nanoparticle shell (Iron 
Oxide, Au) stabilized by a polymer (PEG-PAA, PVPA). 
Thanks to a good knowledge of the phase diagrams, we 
have successfully developed a protocol to encapsulate 
different hydrophobic drugs (liquid or solid) that have 
different characteristics (molecular, salt, crystalline) in 
these hybrid capsules.  The combined properties of the 
inorganic nanoparticles in the shell and the drugs in the 
core of the nanocapsules present a real potential for 
biomedical applications such as therapy (radiotherapy, 
chemotherapy). We therefore investigated in vitro the 
effectiveness of such nano-objects in the treatment of 
hepatocellular carcinoma with studying 
chemotherapeutic effects of a hydrophobic drug 
(sorafenib) combined with the radiotherapy 
enhancement (radiosensitizer gold nanoparticles). 

 


