JOURNAL OF
RINE
GHEMISHRY

B A

ELSEVIER

Journal of Fluorine Chemistry 83 (1997) 175-182

Vésicules de tensioactifs bicaténaires mixtes; caractérisation et stabilité
de ces systemes moléculaires organisés

M. Gaysinski ?, J.P. Le Forestier ?, A. Cambon®*, J.M. Devoiselle ®, H. Maillols ®, P. Chang °

* Laboratoire de Chimie Organique du Fluor, Université de Nice—Sophia Antipolis, Parc Valrose, B.P. 71, 06108 Nice Cedex 2, France
® Laboratoire de Technique Pharmaceutique Indusdrielle, U.F.R. des Sciences Pharmaceutiques, 15 av Charles Flahault, 34060 Montpellier, France
¢ C.N.RS., U.A 671, Villefranche-sur-Mer, France

Received 21 October 1996; accepted 11 February 1997

Abstract

The aggregation behaviour in water of 16 ammonium amphiphiles containing one long perfluoroalkyl tail and one long hydrocarbon tail
have been studied. Upon sonication, the corresponding vesicular systems were identified by freeze fracture electron microscopy. Their size
distribution and mean diameter were investigated by photon correlation spectroscopy (PCS). Long term storage of these systems, showed
that their stability is a function of the temperature and of the amphiphilic structure: hydrocarbon chain length and nature of the connector. The
crystal to liquid-crystal transition temperature (7)) of these systems could not be determined by differential scanning calorimetry (DSC) and
light scattering experiments.

Résumé

Nous avons étudié 1’ aptitude 2 la vésiculation en solution aqueuse de 16 ammonium quaternaires diméthylés possédant une longue chaine
perfluoroalkylée et une longue chaine hydrocarbonée. Apres sonication, tous les composés testés forment des systémes vésiculaires comme
le montrent les photographies prises au microscope €lectronique aprés cryofracture. Leur distribution en taille ainsi que leur diame¢tre moyen
ont été caractérisés par spectroscopie par corrélation de photons (PCS). Si la stabilité & long terme des vésicules obtenues dépend des
conditions de stockage et en particulier de la température, elle est également fonction de la structure des tensioactifs utilisés 2 savoir, la
longueur de la chaine lipophile et la nature du connecteur. Enfin, que ce soit par calorimétrie différentielle par balayage de température (DSC)
ou par mesure de I’intensité de lumitre diffusée 2 90° par les vésicules en fonction de la température, nous n’avons pas pu déterminer la
température critique de transition de phase entre I'état gel et 1’état cristal-liquide (7,) de nos systémes. © 1997 Elsevier Science S.A.
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1. Introduction nient majeur de conduire a des systémes complexes, difficiles

a étudier et présentant des propriétés difficilement modula-

Utilisés par voie topique, les liposomes [1,2], les sphin-
gosomes [ 3,4] ou encore les niosomes [2,5] permettent non
seulement d’améliorer 1’action des principes actifs {6-16],
mais également de réhydrater la peau [ 17], de limiter le flux
d’eau transépidermique [2,18] et de pallier les carences
lipidiques de I’épiderme [2,19-21]. Cependant, ces vecteurs
sont instables [22,23] ce qui limite leur efficacité dans le
temps. De plus, bien que I’addition de substances telles que
les phospolipides saturés [2], le cholestérol [22] ou les anti-
oxydants [22] permette d’améliorer la stabilité physique et
(ou) chimique des vésicules, cette solution a pour inconvé-
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bles [24].

Pour tenter de résoudre ces problémes, nous avons mis au
point la synthése de tensioactifs bicaténaires de type catio-
nique [25,26], anionique [27], amphotere [28] et non
ionique [29] possédant a la fois un caractere lipophile et
fluophile marqué. Notre objectif était d’obtenir des systémes
vésiculaires simples (sans additif), possédant la stabilité des
vésicules perfluorées [30] et le caractere biocompatible de
leurs analogues hydrocarbonées.

Parmi ces composés, les tensioactifs perfluorés bicaténai-
res mixtes (une chaine hydrophobe hydrocarbonée et une
chaine hydrophobe perfluorée) de type cationique nous ont
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Schema 1. (a) Préparation des ammoniums quaternaires bicaténaires mixtes
saturés de type cationique; (b) nom de code générique.

paru constituer le groupe le plus intéressant dans la perspec-
tive d’une application industrielle.

En effet, ces amphiphiles [25], obtenus par réaction de
quaternisation d’une amine tertiaire grasse diméthylée com-
merciale par un agent alkylant perfluoroalkylé [31] (cf.
Schema 1(a) ), sont facilement accessibles par voie synthé-
tique et offrent une modulabilité structurale importante.

Récemment nous avions décrit la syntheése de ces composés
et étudi€ leurs propriétés de surface [25,31,32], dans ce tra-
vail nous rapportons 1I’étude de leur aptitude a la vésiculation
en solution aqueuse. Apres sonication, la caractérisation des
systemes a été réalisée par microscopie €électronique aprés
cryofracture, leur distribution en taille et leur diametre moyen
évalués par spectroscopie par corrélation de photons (PCS)
et leur stabilité étudiée qualitativement (aspect des solutions)
et quantitativement (mesure du diamétre moyen) aprés
stockage durant 1 mois a température ambiante a 37 °C et a
50 °C. Enfin, nous avons tenté d’évaluer leur température
critique de transition de phase entre 1'état gel et I’ état cristal-
liquide (T,) par calorimétrie différentielle par balayage de
température (DSC) et par mesure de I’intensité diffusée par
les vésicules a 90° en fonction de la température.

2. Résultats, discussion

Les tensioactifs bicaténaires mixtes de type cationique que
nous avons étudiés sont présentés sur le Schema 1.

Ces sels d’ammonium quaternaires diméthylés se diffé-
rencient par la longueur de la chaine lipophile (C,,H,s,
C,4Hz, C 6Has, C1gHs,), 1a longueur de la chaine perfluorée
(C,Fg, C4F,3, CgF,7) et par la nature du connecteur reliant la
chaine 2-F-alkyléthyle a I’atome d’azote quaternaire
(QCOCH, avec Q=NH, O, S). Afin de les désigner plus
simplement, nous leur avons donné un nom de code géné-
rique, C,z, QCOC,, C,,,N*, X~ (cf. Schema 1(b)) ou:
® C,: correspond au nombre de carbone de la chafne 2-F-

alkyléthyle (n=6, 8, 10)
® QCOC, indique la nature du connecteur (QCOCH, avec

Q=NH, 0, S)
¢ C,, correspond au nombre de carbones de la chaine hydro-

carbonée (n' =12, 14, 16, 18)

® N* indique qu’il s’agit d’'un ammonium quaternaire
diméthylé
@ X~ correspond au contre ion (ici Br™).

3. Formation des systémes vésiculaires et
caractérisation par microscopie électronique apres
cryofracture

Tous les composés ont été mis en solution aqueuse a une
concentration pondérale de 30gl~!. Les échantillons
obtenus aprés hydratation & 70 °C ont un aspect bleuté 1égé-
rement trouble. Aprés sonication et retour a la température
ambiante, les 16 solutions sont limpides, bleutées et plus ou
moins visqueuses. L’analyse des photographies, prises au
microscope électronique apres cryofracture indique, par com-
paraison avec celles réalisées dans le cas de solutions de
liposomes [ 33] ou vésiculaires [ 34—-36], la présence de vési-
cules dans tous les échantillons testés. De maniére générale,
les systemes vésiculaires formés sont unilamellaires de forme
sphérique (cf. Fig. 1: Cgg, NHCOC,, C,,, N*, Br~) ou ovo-
ide (cf. Fig. 2: Cge, NHCOC,, Ci5, N*, Br™) et polydis-
perses en taille. Dans certains cas on note également la
présence de vésicules multilamellaires (cf. Fig. 3: Cgg,
NHCOC,, C,,, N*,Br™).

4. Distribution en taille et diamétre moyen des systéemes
vésiculaires

Nous avons évalué, par spectroscopie par corrélation
de photons (PCS), la distribution en taille des populations
vésiculaires présentes dans les 16 échantillons testés. Les
résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau 1.

L’analyse de 'intensité diffusée par les vésicules en fonc-
tion du pourcentage de lumiére qu’elles diffusent indique la
présence, dans chaque échantillon, de deux pics d’égale inten-
sité centrés respectivement aux alentours de 100 nm et de

Fig. 1. Microscopie électronique aprés cryofracture réalisée sur1’échantillon
CgeNHCOC,, C\3, N*, Br™.
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Fig. 2. Microscopie électronique apres cryofracture réalisée sur I’échantillon
CgeNHCOC,, C1g, N*,Br™.

600 nm. Pour confirmer ce résultat et compte tenu du fait que
les vésicules de grosse taille diffusent plus de lumiére que
celles de petite taille, nous avons procédé a une analyse de
I’intensité diffusée en fonction du nombre de particules dif-
fusantes (les résultats sont exprimés en intensité). Dans ce
cas, on constate que plus de 90% de la lumiére est diffusée
par des particules dont le diameétre moyen est inférieur
a 100 nm. Ces deux résultats montrent que les populations
vésiculaires testées possédent une distribution en taille de
type unimodale, la bimodalité constatée lors de la premitre
analyse ayant pour origine la relative polydispersité observée
par microscopie électronique aprés cryofracture. Nous avons
donc procédé, pour caractériser globalement le diametre
moyen de nos systtmes vésiculaires, 2 une analyse de
Iintensité diffusée en mode unimodal. Les résultats obtenus
sont rassemblés dans le Tableau 2. Toutes solutions confon-

Table 1
Distribution en taille des systeémes vésiculaires évaluée par PCS

Fig. 3. Microscopie électronique aprés cryofracture réalisée sur I’échantillon
CgeNHCOC,, C;,, N*, Br™.

dues, le diamétre moyen varie entre 116 nm et 185 nm avec
une fréquence plus importante autour de 130 nm. Bien que
supérieures, ces valeurs se recoupent avec celles obenues lors
des analyses précédentes si on tient compte des déviations
standards associées. Enfin, le caractére polydisperse en taille
des échantillons est souligné par les valeurs relativement éle-
vées des indices de polydispersité, respectivement comprises
entre 0,207 et 0,350.

5. Stabilité des vésicules au stockage

Afin d’évaluer la stabilité de nos échantillons, nous les
avons stockés durant 1 mois a trois température différentes:
température ambiante (conditions de 1’utilisateur), 37 °C et

Structure

Distribution en fonction du % d’intensité diffusée par
les particules diffusantes: diamétres moyens (nm) *

Distribution en fonction du nombre de particules
diffusantes: diametre moyen (nm) ®

CNHCOC,, Cpp, N*, Br- 109 et 435
CaeNHCOC,, Cp, N*, Br~ 91461615
C)()FNHCOC), C]z, N*, Br~ 88.5 et 892
Cg:NHCOC,, Cyy, N*, Br~ 114 et 916
CgeNHCOC,, Cys, N*, Br~ 134 et 639
CgeNHCOC,, Cjg, N*, Br~ 113 et 760
CseNHCOC,, C i, N*, Br™ 67,2 et 380
C,eNHCOC,, C5, N*, Br™ 79.9 et 320
CgeOCOC,, Cy,, N*, Br™ 95 et 639
CeOCOC,, Cpus N*, Br™ 95 et 639
CgrOCOC,,Cie, N*, Br™ 90 et 520
CgrOCOC,,Cig, N*, Br~ 67,2 et 537
CgrSCOC,, Cjp, N*, Br™ 79,9 et 639
CgeSCOC,, Cyy, N*, Br™ 95 et 639
CgrSCOC,, Ci, N*, Br™ 95 et 639
CgeSCOC,, Cyg, N*, Br~ 79 et 639

76,8
76,8
79
114
79,9
95
67,2
67,2
79,9
79,9
80
79.8
79,9
79,9
79,9
79,9

* % d’intensité équivalent pour les deux pics { valeurs au sommet des pics).

® Intensité du pic supérieure 3 90%.
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Table 2
Diametre moyen des systémes vésiculaires évalué par PCS en mode cumulant

Structure Diamétre moyen (nm) Déviation standard (nm) Indice de polydispersité
CegNHCOC,, C;3, N*,Br~ 1334+£72 60,8 +4,1 0,207 £0,012
CgeNHCOC,, Cy5, N*, Br~ 131,0+4,6 723422 0,305+0,011
C,0eNHCOC,,C,5, N*, Br~ 112,4+4,6 59,7420 0,282+0,012
CgeNHCOC,, C,4, N*, Br~ 185,1+54 1093+2,6 0,348 £0,010
C3eNHCOC,, Cys, N*, Br~ 140,5+5,1 773+24 0,303 +£0,011
CgeNHCOC,, C,g, N*, Br~ 158,3+5,1 90,2+24 0,325+£0,010
C4NHCOC,, Cyg, N*,Br~ 128,1+5,1 75,7+2,1 0,350+£0,014
C1oeNHCOC,, C g, N*, Br™ 117,0+6,7 61,3435 0,275+ 0,016
CgrOCOC,, Cy5, N*, Br™ 137,7+5,7 74,1£29 0,289+0,012
CsrOCOC,, Cy, N*, Br™ 137,6 £ 6,6 74,3+£3,1 0,291 £0,014
CgrfOCOC,, Ci, N*, Br™ 120,2+8,3 59,5+4,5 0,245£0,018
CgrOCOC,, Ci5, N*, Br™ 116,6 £6,0 623128 0,28510,015
CyeSCOC;, Cy2. N*, Br~ 137,0£5.0 76,4+23 0,311+0,017
CyeSCOC,, Cys N*, Br™ 131,350 72,5+2,1 0,305+0,012
CgrSCOC,, Cjs, N*,Br™ 131,2£5,0 71,1+£23 0,298 + 0,018
CgrSCOC,, Cig, N*, Br™ 124,6 £5,0 67,7422 0,295+ 0,012

"50 °C. Apres conservation, nous avons procédé a une analyse
qualitative en notant I’aspect des échantillons.

Les observations que nous avons faites sont rassemblées
dans le Tableau 3. A titre indicatif, nous y avons également
inclu celles réalisées apres sonication.

Apres conservation 1 mois a température ambiante, si on
prend en compte la formation de dépdts, 12 solutions sont
stables et cinqg le sont moins a savoir, celles obtenues a partir
des tensioactifs répondant au nom de code C,,z2NHCOC,,
Ci2 N*, Br™, CgeSCOC,, Cp; N*, Br~, CgeSCOC,, Cyy,
N*, Br™, CgeSCOC,, Ci6, N*, Br~ et CgpSCOC,, Cyg, N ¥,
Br-.

Table 3
Aspect des échantillons apres stockage 1 mois A t. amb., 37 °C et 50 °C

Si apres stockage 1 mois 2 37°C et 1 mois a2 50°C,
I’instabilité des vésicules formées a partir des tensioactifs a
connecteur SCO est confirmée par la présence de précipité
blanc, dans les autres cas, elle se manifeste aprés stockage
1 mois a 50 °C sous la forme d’un gel bleuté et principalement
pour des longueurs de la chaine lipophile de 12 et 14 atomes
de carbone.

L’analyse de ce gel par microscopie électronique apres
cryofracture, montre qu’il s’agit de trés grosses vésicules (cf.
Fig. 4. C¢Z:NHCOC,C,,N*, Br7), le surnageant étant com-
posé de vésicules de plus petite taille (cf. Fig.5:
CgeNHCOC,, C,,2N*,Br™).

Structure Apres sonication 1 mois a t. amb.

1 mois a37°C 1 mois a 50°C

CgNHCOC,, C, N*, Br~
CgeNHCOC,, Cp, N*, Br~
CioeNHCOC,, Cyz, N*, Br™
CgNHCOC,, C,o, N*, Br~
CgeNHCOC,, Cys, N*, Br~
CgNHCOC,, Cye, N*, Br~

limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleuté

limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté visqueux

limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté

visqueux

CeNHCOC,, Cig, N*,Br™  limpide, bleuté  limpide, bleuté

limpide, incolore précipté blanc

limpide, bleuté légérement

limpide, bleuté visqueux
gel bleuté

limpide, bleuté

limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté

limpide, bleuté visqueux

limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté quelques agrégats
limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté visqueux
limpide, bleuté

limpide, l1égérement bleuté limpide, incolore

C,ofNHCOC,, Cj, N*, Br™
CgOCOC,, Cyp, N*, Br™
CSFOCOC]’ CMt N+v Br—
CerOCOC,, Cye, N*, Br™
CgrOCOC,, Cig, N*, Br™
CgeSCOC,,Cy,, N*, Br~
CgeSCOC,, Cig, N*, Br™

CgeSCOC,, C, N*, Br™
CgrSCOC,, Cyg, N*, Br™

limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleutée
limpide, bleuté
limpide, bleuté
limpide, bleuté

limpide, bleuté

limpide, bleuté
limpide, bleuté

limpide, bleuté légérement turbide
limpide, bleutée légérement turbide
limpide, bleuté légérement turbide

limpide, bleuté légérement turbide
et visqueux

limpide, bleuté quelques agrégats

limpide, bleuté précipité blanc

limpide, bleuté précipité blanc

limpide, bleuté précipité blanc
limpide, bleuté précipité blanc

limpide, bleuté légérement
turbide

limpide, bleutée 1égérement
turbide gel bleuté

limpide, bleuté légérement
turbide

limpide, bleuté légérement
turbide et visqueux

limpide, bleuté

limpide, bleuté

liquide, bleuté 1égérement
turbide, quelques agrégats

limpide, incolore précipité blanc

gel bleuté précipité blanc

gel bleuté
limpide, bleutée
gel bleuté
limpide bleuté
limpide, bleuté
limpide, incolore

limpide, incolore précipité blanc

limpide, incolore précipité blanc
limpide, incolore précipité blanc
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Fig. 4. Microscopie électronique apres cryofracture réalisée sur le gel bleuté
présent dans I’échantillon CgeNHCOC,, C,,, N, Br~ aprés stockage 1 mois
a50°C. )

Fig. 5. Microscopie électronique apreés cryofracture réalisée sur le surnageant
de I’échantillon CgeNHCOC,, C,5, N*, Br~, apres stockage 1 mois 2 50 °C.

Enfin, le cas de la solution obtenue a partir du tensioactif
C,0eNHCOC,, C,,, N*, Br™ est particulier. En effet, si aprés
stockage 1 mois a température ambiante on note la présence

Table 4

d’un précipité blanc, ce dernier disparait aprés stockage
1 mois a 37 °C et 1 mois a 50 °C. 1l semble donc que ce
systéme vésiculaire soit, qualitativement, plus stable a tem-
pérature €lévée qu’a température ambiante. L hypothése
d’une modification de I’organisation en bicouche des ces
tensiaoactifs en un autre systeéme organisé [37] de type
hexagonal, tubulaire ou autre est en cours d’analyse.

Pour compléter cette étude, nous avons procédé a une
mesure du diamétre moyen des vésicules apres stockage. Les
résultats obtenus, par PCS en mode cumulant, sont rassem-
blés dans le Tableau 4.

Compte tenu de leur instabilité, nous n’avons pas analysé
les systemes vésiculaires formés a partir des tensioactifs
CgeSCOC,,C,,,N*,Br~ (n' =12, 14, 16, 18).

Comme on peut le constater, pour une longueur de chaine
fluophile constante et €gale & CF ), les vésicules les plus
stables en taille, quelle que soit la température de stockage,
sont obtenues a partir des tensioactifs possédant une longueur
de chaine hydrocarbonée a 16 et 18 atomes de carbone.
Lorsque la longueur de la chaine lipophile diminue, la sta-
bilité en taille décroit. Les syttmes les moins stables sont
obtenus a partir des tensioactifs CggNHCOC,, C,,, N*, Br~
et CggOCOC,, C;, N, Br ™. Le cas des systémes vésiculaires
formés a partir des tensioactifs de formule CgrQCOC,, C4,
N*,Br~ estintermédiaire: la stabilité en taille décroitlorsque
la température de conservation augmente (7, >37 °C>
50°C).

6. Tentative de déterminationdela T,

En série hydrocarbonée, I’accroissement en taille d’un sys-
teme vésiculaire en fonction du temps et dans des conditions
données, s’explique par un mécanisme d’agrégation ou (et)
de fusion [38]. Dans le cas des vésicules possédant une
charge de surface positive si le mécanisme de fusion est
privilégié, sa cinétique dépend principalement de la tempé-
rature critique de transition de phase entre 1’état gel et 1'état
cristal-liquide des tensioactifs utilisés [38,39].

Diametre moyen apres stockage 1 mois 2 différentes température évalué par PCS en mode cumulant

Structure 4 aprés 1 mois A t. amb. * (nm) 4 apres 1 mois 2 37 °C? (nm) 4 apres 1 mois 3 50 °C 2 (nm)
CeeNHCOC,, Cy3, N*,Br~ b —42 +0,8
CyNHCOC,, Cyp, N*, Br™ +164 +155 +1096
C,oeNHCOC,, Cy,, N*, Br~ -234 +9,8 - 44
CerNHCOC,, Cyo, N*, Br~ +1 +169 +148
CeNHCOC,, Cy6. N*, Br~ -32 +6 +68
CeNHCOC,, Cjs. N*, Br~ -69 -68 +59
CNHCOC,, Cys N*, Br~ b +37 v
C,oeNHCOC,, C;s, N*, Br™ +15 -6 +45
CarOCOC,, Cyp, N*, Br™ +154 +517 +524
C4rOCOC,, C,0, N*, Br™ +32 +67 +264
CorOCOC,, Cs, N*, Br™ -19 —64 b
CarOCOC,, Cyg, N*, Br™ -33 —45 ~43

* A =diamétre moyen apres sonication — diametre moyen aprés stockage.
> Non déterminé.
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Afin d’évaluer la T, de nos systémes vésiculaires, nous
avons fait appel a deux techniques largement utilisées dans
la littérature: La micro-calorimétrie différentielle par balay-
age de température (DSC) [40,41] etla mesure de I’intensité
diffusée & 90° par les vésicules en fonction de la température
[42].

Cependant, par DSC, sur une plage de température com-
prise entre 5 °C et 90 °C et un gradient de 1 °C min™!, quel
que soit le tensioactif employé€ et la méthode de préparation
utilisée (sonication ou mélange), aucun pic endothermique,
correspondant 2 la fusion des chaines hydrophobes, n’est
observé. Par ailleurs, nous n’avons pas constaté de chute
brutale de I’intensité diffusée a 90° par les vésicules entre
9 °Cet 63 °C (gradient 2 °C min '), pouvant étre associée &
un changement d’indice de réfraction de la bicouche. La
décroissance est lente et réguliere.

Ces résultats confirment, tout en les généralisant, ceux
publiés dans la littérature pour des stuctures tensioactives
analogues {37,43]. La présence d’une chaine hydrocarbonée
et d’une chaine perfluoroalkylée dans la méme structure ten-
sioactive devrait conduire a un arrangement préférentiel au
sein de la bicouche (RF-RF, RH-RH) [30,43] et a une
réduction des interactions hydrophobes [44]. On doit
s’attendre donc a un phénomene beaucoup moins marqué
(SH et hauteur de pic plus faibles), voire différent [45] et
se produisant sur une gamme de température plus étendue
(pic élargi).

7. Matériel et méthodes
7.1. Formation des vésicules par sonication

D’une maniere générale, on introduit successivement, dans
une ampoule en verre de 10 ml, 150 mg de tensioactif et 5 ml
d’eau distillée désionisée (concentrations comprises entre
0,034 M et 0,05 M). Apres avoir scellé I’ampoule, la solution
est hydratée a 70 °C pendant 15 min, homogénéisée au vortex
(LABINO BV Model L 24, vitesse maximum), puis portée
a nouveau a 70 °C durant 15 min.

La sonication de [I’échantillon est effectuée par
I'intermédiaire d’une sonotrode a gobelet (BRANSON
SONIFIER 450, diame¢tre 60 mm), pendant 30 min 2 une
puissance de 160 W, en mode continu. Un bain thermostaté
(POLYSTAT 44 Bioblock Scientific), reli€ au dispositif par
une circulation d’eau, permet de maintenir une température
constante de 70 °C pendant toute la durée de I’expérimen-
tation.

7.2. Formation des bicouches par agitation

D’une maniére générale, on introduit successivement, dans
un tube a émolyse de 10 ml, 150 mg de tensioactif et 5 ml
d’eau distillée désionisée (concentrations comprises entre
0,034 M et 0,05 M). La solution est homogénéisée a 1’aide
d’un agitateur magnétique durant 30 min 4 70 °C.

7.3. Microscopie électronique aprés cryofracture

0,5 pl d’échantillon est disposé entre deux plaques de cui-
vre. Ce ‘‘sandwich’’ est congelé dans du propane a usage
domestique, liquéfi€ par de I’azote liquide ( — 196 °C). Apres
congélation, le ‘‘sandwich’’ est placé dans un porte-échan-
tillon, puis introduit dans un appareil a cryofracture
(CRYOFRACT 190 REICHERT). La fracture est faite a
—135 °C sous un vide de 10~ Pa. Aprés ombrage 2 45° avec
Pt-C, la réplique est stabilisée par recouvrement rotatif a 75°
a ’aide d’une couche de carbone. La réplique est ensuite
plongée dans une solution saturée en KOH [46], lavée a
I’eau, puis trempée dans une solution d’eau de javel com-
merciale. Apres lavage a I’eau, la réplique est disposée sur
une grille pour &tre observée au microscope électronique
(HITACHI H 600 100 kV).

7.4. Mesure de la taille par PCS

La granulométrie de nos vésicules a €t€ mesurée a 1’aide
d’un spectrogoniometre 633 équipé d’un corrélateur RTG
(SEMATECH Nice France).

Afin de ne pas fausser les mesures par une viscosité vari-
able, ou par des phénomenes de diffusions multiples en solu-
tion, nous avons dilué les solutions 10 fois (concentrations
comprises entre 3,4X 1073 Met 5X 1073 M)

Un tube contenant 3 ml d’échantillon est placé dans une
cuve porte-échantillon baignée par du toluene. Un laser
Néon—Hélium émet un rayonnement laser, & une longueur
d’onde de 633,8 nm, sur I’échantillon. L’intensité diffusée
est détectée par le photomultiplicateur du spectrogoniometre
(SEM 633), placé a un angle de 90° par rapport au rayon
incident.

La fonction d’auto-corrélation est analysée en mode auto-
normalisé par un algorythme d’inversion mis au point par P.
Pike, M. Bertero et C. Demol. Un ordinateur type PC, équipé
d’un logiciel RTG, permet de visualiser en temps réel la
fonction d’auto-corrélation.

L’analyse en temps réel permet d’ajuster le temps
d’échantillonage, la durée de I’expérimentation et1’ ouverture
du diaphragme en fonction du nombre de photons détectés et
de l’aspect de la courbe d’auto-corrélation. Le temps
d’échantillonnage est fixé a 9 ps, I’ouverture du diaphragme
est de 50, la durée de I’expérience est de 400 s.

7.5. Calorimétrie différentielle par balayage de
température (DSC)

Les mesures de calorimétrie différentielle par balayage de
température ont été réalisées a1’aide d’un MICROCAL MC-2
équipé d’un ordinateur type PC permettant d’enregistrer et
d’analyser (logiciel Origin) les données brutes obtenues lors
de chaque expérience. Afin de ne pas se placer sous le seuil
de sensibilité de I’appareil [47], nous avons travaillé dans
un domaine de concentration compris entre 2,3 X 1073 M et
2,15X 10~ ? M. D’une maniére générale, 2 ml d’échantillon
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a analyser et 2 ml d’eau distillée désionisée sont prélevés a
1’aide d’une seringue en verre et introduits, respectivement,
dans la cellule échantillon (V=1,2 ml) et dans la cellule de
référence (V= 1,2 ml) duMicrocal MC-2. Afind’éviter toute
variation de volume lors de la montée en température,
I’échantillon étudié et la solution de référence sont dégazés
(30 min) et les deux cellules de mesures placées sous atmos-
phere d’azote. Les deux solutions sont équilibrées a la tem-
pérature de départ durant 60 min, puis la programmation en
température est lancée: Tyepare =5 °C; Thnae =90 °C; vitesse
de programmation =1 °C min . Entre deux mesures, et afin
d’éviter toute contamination, les cellules de mesures sont
lavées successivement avec du chlorofome, de 1’éthanol, de
I’eau savonneuse chaude, de I’eau distillée désionisée chaude
et de 1’eau distillée désionisée froide. Dans chaque cas, la
programmation en température a ét€ réalisée au moins quatre
fois.

7.6. Intensité diffusée a 90°

Les mesures de I’intensité diffusée par les vésicules pré-
sentes dans les différents échantillons analysés, ont été réa-
lisées a I’ aide d’un spectrofluorimétre SHIMADZU RF-5000
équipé d’une lampe xénon (150 W) et d’un photomultipli-
cateur (R452-01) placé a un angle de 90° par rapport a la
source émettrice. Les longueurs d’ondes d’excitation et
d’émission sont fixées a 500 nm. Afin de ne pas fausser les
mesures par une viscosité variable, nous avons travaillé avec
des échantillons dilués, soit une concentration comprise entre
1.9%X107*Met3.8X107*M.

D’une maniére générale, 2,5 ml d’échantillon sont intro-
duits dans une cuve en quartz (prise 3 ml, trajet optique
1 cm), placée dans la cellule de mesure du spectrofluorimetre.

Un thermostat HAAKE F3-C équipé d’un programmateur
de température HAAKE PG-20 permet de fixer latempérature
de départ T, de 1’échantillon & analyser. Apres stabilisation
et controle de la température grace a un thermocouple (NiCr,
Ni (K)), placé dans la cuve et relié a un thermodigit N 800,
La montée en température, entre 9 °C et 63 °C, est effectuée
avec une pente de 2 °C min~'. L’homogénéisation de la
température au sein de 1’échantillon est assurée par
I’intermédiaire d’un agitateur magnétique a vitesse variable
HELLMA, CUV-O-STIR model 333. L’intensité diffusée a
90° par I’échantillon étudié est affichée en temps réel sur
I’écran du microprocesseur équipant le spectrofluorimetre.
Afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats, les mesu-
res ont été réalisées au moins trois fois.

8. Conclusion

L’étude que nous avons réalisée montre que les tensioactifs
bicaténaires mixtes de type cationique sont d’exellents pré-
curseurs de systémes vésiculaires simples et stables en solu-
tion aqueuse. Du fait de 1a dualité structurale de ces composés,
les vésicules obtenues présentent des propriétés similaires &

celles de leurs analogues totalement hydrocarbonés ou tota-
lement perfluorés. Nous avons pu ainsi mettre en évidence
I’effet stabilisant produit au sein de la bicouche par une aug-
mentation des interactions hydrophobes, ainsi que par la pré-
sence d’éléments structuraux sur la partie fluophile capables
d’induire la formation de liaisons hydrogéne (connecteur
amide) et (ou) dipolaires (connecteur ester). Enfin, nous
n’avons pas pu caractériser la température critique de tran-
sition de phase entre 1’état gel et 1’état cristal-liquide de ces
systtmes. Mécanisme de transition différent ou technique de
mesure non adaptée car trop peu sensible, la réponse 2 cette
question est en cours d’étude.

Actuellement, nous procédons a ’évaluation des capacités
d’encapsulation et de relargage de nos systemes ainsi qu’a
une premilre série de tests toxicologiques. Ces résultats
feront I’objet d’une publication ultérieure.
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