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magn�etiques permanentes avec la MCT, pour les photos de lettres
magn�etiques et pour les petits calculs... ;

merci �a Jacques Fattaccioli pour son enthousiasme d�ebordant etles discussions
sur la formulation des �emulsions ;

merci �a Philippe Girard pour son soutien logistique LATEXet pour avoir r�epondu
pr�esent �a chaque fois qu'un coup de main a �et�e n�ecessaire ;

merci �a Michel Petit, Gilles Rousseau et Patrice Jen�er pour la r�ealisation des
bobines magn�etiques : sans eux, une grande partie de ce travail n'aurait pu
se faire ;

merci �a Jean-Hugues Codarbox pour m'avoir �evit�e de \prendre lejus" ;

merci �a Axel Buguin, Pascal Silberzan ainsi qu'�a l'�equipe de Patrick Tabeling
pour m'avoir permis d'utiliser les salles blanches ;

merci �a David Weitz pour son �eclairage sur les manips de 
exibilit�e ;

merci �a M. Abdelhamid Ela•�ssari, M. Jean-Claude Daniel, M. Richard Vidal
pour leur aide bibliographique.

Je tiens �a adresser un mot sp�ecial �a Isabelle G�enois et �a Florence Thivilliers.
Isabelle a r�ealis�e la plupart des exp�eriences permettant de mettre au point les

protocoles de quanti�cation des prot�eines gre��ees sur les particules magn�etique :
merci d'avoir e�ectu�e cette masse de tests malgr�e ta r�epugnance au gre�age.
Ton aide m'a �et�e extrêmement pr�ecieuse. Florence me succ�ede sur ce travail. Son
dynamisme a �eclair�e la �n de ma th�ese. Je lui souhaite un brillant parcours.

Je remercie la soci�et�eAdemtech qui m'a fourni les particules magn�etiques.
Merci plus particuli�erement �a Manuel Gaboyard pour les clich�es et les r�eponses

�a mes nombreuses questions p�enibles ( !), Benô�t Grillet, Philippe Gorria ainsi
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2.1.3 Châ�nes magn�etiques irr�eversibles . . . . . . . . . . . .. . 71

2.2 Collage magn�eto-stimul�e : adsorption . . . . . . . . . . . . .. . . 73
2.2.1 Principe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
2.2.2 Particules magn�etiques stables . . . . . . . . . . . . . . . . 75
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Introduction

Les latex magn�etiques ont vu le jour il y a une vingtaine d'ann�ees. Ces par-
ticules connaissent toujours un essor important dans le domaine biom�edical a�n
de concentrer, puri�er, transporter, s�eparer des esp�eces { mol�ecules, cellules,
bact�eries,...

Ces objets, utilis�es par beaucoup, ne sont pas de simples petites \billes"
magn�etiques. Ce sont desobjets de haute technologie, �a la crois�ee des chemins
de la physique, de la chimie et de la biologie. Leur potentielconsid�erable vient de
leur manipulation ais�ee, �a distance, via un champ magn�etique. Leur petite taille
leur permet d'̂etre �a l'�echelle des objets d'int�erêt, de pr�esenter une grande surface
sp�eci�que et d'̂etre ins�erables dans des microsyst�emescomme les laboratoires sur
puce, tr�es en vogue �a l'heure actuelle.

Leur aspect moins connu des utilisateurs courants est leur capacit�e �a s'auto-
organiser sous champ. Ces particules magn�etiques peuvent ainsi former des struc-
tures allant de la simple ligne �a un r�eseau tridimensionnel.

Le travail, pr�esent�e ici , a �et�e consacr�e �a l'�etude de certains de ces assemblages
et au d�eveloppement d'applications �a vis�ee biologique.

Ce manuscrit se d�ecoupe comme suit. Le Chapitre 1 pr�esenteles concepts
n�ecessaires ainsi qu'unerevue bibliographiquede l'utilisation de ces objets. Le
Chapitre 2 introduit l'obtention de �laments, v�eritables \colliers de perles", o�u
les particules magn�etiques sont reli�ees par des mol�ecules ou des complexes qui font
o�ce de liens. De l�a, une m�ethode nouvellebas�ee sur la courbure de ces châ�nes et
permettant de mesurer la 
exion d'un lien est expos�ee au Chapitre 3. L'originalit�e
de cette technique repose sur le fait d'observermacroscopiquementdes châ�nes et
d'en tirer une information microscopiquesur le lien. En�n, le Chapitre 4 d�etaille
l'utilisation de ces objets commematrice de s�eparation cellulaire int�egr�ee dans
un dispositif micro
uidique.





En guise de pr�eambule...

... au Chapitre 1

Les particules magn�etiques sont vendues depuis une vingtaine d'ann�ees et l'on
pourrait penser que ce sont des objets universels { \utilisables les yeux ferm�es".

En fait, il n'en est rien car cet objet, a priori simple, est lefruit de di��erents
savoir-faire qu'il faut acqu�erir et coordonner tant pour les fabriquer que pour les
utiliser : synth�eses inorganique et organique, physico-chimie (stabilit�e collo•�dale)
et biochimie (fonctionnalisation des particules).

Obtenir des particules sph�eriques, de taille souhait�ee,calibr�ees, fortement
magn�etiques, stables et fonctionnalis�ees reste un pointd�elicat et crucial, comme
nous le montrerons ici.

Cette partie permet �egalement d'introduire des notions cl�es qui nous seront
utiles par la suite, comme la fonctionnalisation, la capture cellulaire et la mani-
pulation de mol�ecules.





Chapitre 1

Collo•�des magn�etiques { Etat de
l'art

Les particules magn�etiques sont des mat�eriaux composites constitu�es d'une
matrice organique1) et de grains magn�etiques. (Fig.1.1). Les particules sont
dites collo•�dales lorsque leur taille est comprise entre 10 nm et 10 � m. La
pr�esence des grains magn�etiques permet leur manipulation facile grâce �a un
champ magn�etique.

particule

magnétique

grains magnétiques

matrice organique

Fig. 1.1 { Particule magn�etique constitu�ee d'une ma-
trice organique et de grains magn�etiques. La nature
et la structure de la matrice organique et des grains
magn�etiques varient selon les proc�ed�es de fabrication.

On trouve sur le march�e une grande diversit�e de particulesmagn�etiques
r�epondant �a de nombreuses applications. Leurs caract�eristiques et leurs voies
d'obtention sont tout aussi diverses et seront d�etaill�ees par la suite.

1.1 Applications

Elles sont largement utilis�ees en biologie et en m�edecine, aussi bien dans des
laboratoires acad�emiques qu'en recherche clinique, a�n de transporter des objets
biologiques (acides nucl�eiques, bact�eries, virus, prot�eines, cellules). Fix�es sur les
particules magn�etiques, ces objets peuvent ainsi être puri��es, concentr�es, d�etect�es
ou tout simplement d�eplac�es.

1La matrice peut parfois être min�erale : pour des exemples de particules magn�etiques en
silice se reporter �a www.kisker-biotech.com. Dans la suite nous ne nous int�eressons qu'au cas
des particules constitu�ees d'une matrice organique.
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Nous allons passer en revue les applications biom�edicalesles plus courantes
pour ensuite �evoquer des utilisations plus ponctuelles mais tout aussi promet-
teuses (en biophysique et en micro
uidique).

1.1.1 Utilisations biom�edicales

Capture d'objets biologiques { Diagnostic

Quelle que soit l'utilisation des particulesi.e. simple transport, puri�cation,
concentration, la premi�ere �etape passe par lacapture de l'objet biologique en
question. Celle-ci peut êtredirecte ou indirecte (Fig.1.2).

Dans le cas de lacapture directe, les particules magn�etiques sont ajout�ees
�a l'�echantillon contenant les objets �a capturer. Apr�es incubation dans des
conditions permettant la �xation des objets sur les particules, celles-ci sont
s�epar�ees du milieu par application d'un champ magn�etique. En pratique, un
aimant est plac�e sur la paroi du tube contenant l'�echantillon. Les particules
migrent vers l'aimant et se concentrent au niveau de la paroi. Il su�t ensuite
de pr�elever la phase continue qui ne contient alors plus de particules magn�etiques.

La capture indirecte consiste �a faire r�eagir l'objet cible avec une mol�ecule
pour laquelle il a une forte a�nit�e. Les particules magn�et iques sont ensuite
ajout�ees pour capturer ce complexe. Cette m�ethode est souvent plus sp�eci�que
que la capture directe [Hancok and Kemshead, 1993]i.e. on choisit un couple
ayant une forte a�nit�e, souvent un ligand biotinyl�e et des particules fonctionna-
lis�ees avec de la streptavidine (K a=1015 M-1, K a, constante d'a�nit�e).
Notons que l'on peut aussi s�eparer des esp�eces en ne capturant pas l'objet qui
nous int�eresse mais en extrayant les autres de l'�echantillon, c'est ce que l'on
appelle letri n�egatif ou d�epl�etion .

Qu'elle soit directe, indirecte, positive ou n�egative, lacapture d'objets peut
se faire par immuno-a�nit�e ou par simple adsorption.

Capture par immuno-a�nit�e
La capture immunologique consiste �a utiliser des anticorps2 sp�eci�ques de l'objet
�a s�eparer.

On peut ainsi extraire des antig�enes3, des cellules, des parasites
[Lejon and B•uscher, 2003] ou des bact�eries selon leurs marqueurs de surface. Cela
suppose une bonne connaissance des caract�eristiques des substances en pr�esence

2Encore appel�e immunoglobuline, un anticorps est une prot�eine fabriqu�ee par des cellules
charg�ees des r�eactions immunitaires et dirig�ee de fa�con sp�eci�que contre un antig�ene. Se reporter
�a l'Annexe 5 pour plus de pr�ecisions.

3Un antig�ene est une substance ou une structure cellulaire d�e�nie par sa capacit�e �a provoquer
une r�eaction immunitaire : production d'anticorps ou r�ea ction cellulaire.
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Tri  positif

Tri négatif

Capture directe

Capture indirecte

Ligands biotinylés

Particules magnétiques

recouvertes de streptavidine

Tri  positif

Tri négatifParticules magnétiques

recouvertes de ligands

Fig. 1.2 { Di��erents modes pos-
sibles de capture d'objets par des
particules magn�etiques : direct,
indirect, positif, n�egatif.

a�n de choisir les crit�eres qui discriminent le mieux l'objet-cible.

Remarque sur le d�etachement des particules. Pour enlever les particules
�x�ees sur l'objet captur�e, deux strat�egies ont �et�e d�e velopp�ees (Fig.1.3) :

{ �xer l'anticorps sur la particule via une mol�ecule d'ADN. Ce lien peut
ensuite être coup�e par une enzyme (DNAase). Cette solution est simple et
surtout universelle. N�eanmoins, dans le cas des cellules,l'utilisation de cette
enzyme endommage le cytoplasme [Blin, 2003] ;

{ ajouter un anticorps (II) 4 qui reconnâ�t l'anticorps �x�e sur les particules
et qui va entrer en comp�etition avec le marqueur de surface.En venant se
�xer sur l'anticorps gre��e, (II) permet le d�etachement de la particule, sans
endommager l'objet (Strat�egieDetach abead r de Dynal ).

La m�ethode la moins invasive reste toutefois le tri n�egatif.

ADN


Anticorps


Objet biologique


Marqueur de surface


Particule magnétique


DNAase

Anticorps II

A


B


Fig. 1.3 { Di��erentes strat�egies
pour d�etacher la particule bio-
logique. A : utilisation d'une
enzyme qui coupe l'ADN re-
liant l'anticorps �a la particule.
Cette voie peut endommager
l'objet biologique. B : utilisa-
tion d'un anticorps II qui entre
en comp�etition avec le marqueur
cellulaire.

4On utilise g�en�eralement un anticorps polyclonal anti-Fa b.
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Capture par adsorption
On peut �egalement capturer des substances par adsorption.Celle-ci est le plus
souvent r�egie par des interactions �electrostatiques et hydrophobes (voir para-
graphe 1.2). Ont ainsi �et�e captur�es des acides nucl�eiques [Holschuh, 2003], mais
�egalement des virus tels que celui de la ��evre jaune (type 3), de la ��evre de Lassa
(type 4) et le virus Ebola [Veyret, 2003]. Pour d�etacher lesparticules, il su�t de
jouer sur le pH et la salinit�e du milieu.

Si la communaut�e scienti�que connait l'utilisation des particules magn�etiques
�a des �ns de capture de prot�eines et de cellules, la capturede bact�eries est rest�ee,
elle, plus en retrait (Fig.1.4). La plupart des bact�eries porte une 
agelle consti-
tut�ee d'une prot�eine, la �mbria. On peut donc les capturer �a l'aide de particules
magn�etiques fonctionnalis�ees avec de l'anti-�mbria [Safarik et al., 1995]. La
d�etection de bact�eries est primordiale dans l'industriealimentaire. Les particules
magn�etiques permettent la d�etection de Salmonelle ou de Listeria en 10 min
contre 24 h avec les techniques traditionnelles (�ltration, chromatographie,
culture ...).

Fig. 1.4 { Bact�eries E. Coli at-
tach�ees aux Dynabeads (clich�e de
microscopie �electronique 12500X.
www.dynalbiotech.com).

S�eparation magn�etique

Dans ce qui va suivre, nous noterons~M = � ~H l'aimantation du mat�eriau, avec
� la susceptibilit�e magn�etique de la particule et ~H l'excitation magn�etique. On
introduit aussi ~m = V ~M , le moment magn�etique d'une particule de volumeV.
~H et ~B sont reli�es par ~B = � 0

~H o�u � 0 est la perm�eabilit�e du vide.
Lorsque l'on place un aimant contre un tube contenant des particules

magn�etiques, on constate que celles-ci migrent vers l'aimant (Fig.1.5). On peut
mod�eliser ceci de mani�ere simple en consid�erant une particule de rayonr dans
un milieu de viscosit�e � plac�ee dans un champ magn�etique~B. Elle est soumise �a

{ une force magn�etique: ~Fm = ( ~m: ~grad) ~B =
V �
� 0

( ~B: ~grad) ~B ,

{ une force de friction visqueuse: ~Fv = � �~v avecv la vitesse de la bille et�
le coe�cient de friction �egal �a 6 ��r



CHAPITRE 1. COLLO •IDES MAGN �ETIQUES 21

En r�egime stationnaire, les forces se compensent :~Fm + ~Fv = ~0.
Si on notex la direction du gradient de champ magn�etique, on en d�eduitque

vx =
V �
� 0

�
1

6��r
� B

@B
@x

:

La vitesse de s�eparation est in
uenc�ee par le rayon (hydrodynamique) des
particules et le taux d'oxyde.

Pour donner un ordre de grandeur : prenons un tube Eppendorf de 1 cm de

diam�etre. Pour un aimant classique,B
@B
@x

est de l'ordre d'une dizaine de T2.m-1.

Pour des particules de 0.5� m de rayon ayant une susceptibilit�e de 1 dans un

uide de viscosit�e � =10-3Pa.s, la vitesse de migration est� 450� .s-1. Il faut donc
une trentaine de secondes pour attirer toutes les particules vers l'aimant5. La
s�eparation est donc plus rapide et plus simple que n'importe quelle m�ethode de
s�eparation (centrifugation ...).

Les particules magn�etiques sont doncsimples d'utilisation, permettent
une manipulation rapide d'objets biologiques (ADN, prot�eines, cellules, vi-
rus, bact�eries,...) et sont compatibles avec une automatisation des proc�ed�es
(Biomekr 2000 deBeckman Coulter pour la capture d'ADN, PHenoSenseTM

deViroLogic Inc. pour du ph�enotypage). Elles ont ainsiremplac�e dans bien
des casla centrifugation et la �ltration .

Support solide

Les particules magn�etiques peuvent �egalement constituer des supports id�eaux
car (i) elles o�rent une grande surface sp�eci�que ; (ii) elles sont mobiles et
permettent ainsi un gain de temps quand les ph�enom�enes de di�usion entrent
en compte comme c'est le cas pour le test ELISA6 ; (iii) di��erentes particules

5Note : en fait, la s�eparation est plus rapide. En e�et, commenous le verrons dans le Chapitre
2, les particules s'organisent en châ�nes deN particules, de longueurL et de largeur d. Dans
ce cas,

{ la force magn�etique est: ~Fm = ( ~m: ~grad) ~B = ( N ~mN : ~grad) ~B = N
V �
� 0

~B ~grad ~B ,

{ la force de friction est : ~Fv = � �~v avec � le coe�cient de friction �egal �a
4��L

ln ( L
d ) + 1

[Fermigier, 1999]
Si d = 2 r alors L = N 2r d'o�u vsph �ere ' vcha îne

Si d > 2r alors vcha îne =
NV �

� 0
�

ln ( L
d ) + 1

4��L
� B

@B
@x

=
NdV �

� 0
�

ln ( L
d ) + 1
4��

� B
@B
@x

' Nvsph �ere

Une châ�ne �epaisse migre donc plus vite qu'une particule.
6Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays
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Fig. 1.5 { Principe de la s�eparation magn�etique : la particule est soumise �a une
force magn�etique qui attire la particule vers l'aimant et u ne force de friction qui s'y
oppose. Sur le clich�e, le surnageant est devenu limpide signe que toutes les particules
sont regroup�ees sur la paroi de l'eppendorf en contact avecl'aimant (Clich�e extrait de
www.qiagen.com)

m�elang�ees permettent une analyse multi-crit�eres ; (iv)elles peuvent être int�egr�ees
dans un proc�ed�e automatis�e (Accessr Immunossay System deBeckman Coul-
ter ).

Le fait qu'elles soient magn�etiques facilite les �etapes de rin�cage. Un exemple
d'utilisation est la digestion enzymatique par de la trypsine7. La �xation des
enzymes sur des particules permet (i) de les retirer du m�elange r�eactionnel, (ii)
de les r�eutiliser (iii) d'am�eliorer leur stabilit�e au st ockage (�x�ees, elles ne peuvent
plus se dig�erer entre elles) [B��lkov�a et al., 2002].

Th�erapie

Des drogues �x�ees sur les particules magn�etiques peuventêtre amen�ees �a leur
cible par un champ magn�etique [Kim et al., 2002].

[Alexiou et al., 2001] ont inject�e, via l'art�ere femorale, des particules recou-
vertes d'un anticanc�ereux �a des lapins ayant un carcinome. Un champ magn�etique
est alors focalis�e sur la tumeur. La drogue est lib�er�ee par d�esorption lente, per-
mettant une compl�ete r�emission en 15 jours. Ce type de proc�ed�e permet d'utiliser
des quantit�es moins importantes de drogues, nocives pour les tissus sains.

Ins�er�es dans des particules polym�eriques contenant unedrogue, les grains
magn�etiques peuvent am�eliorer son taux de relargage. Sous un champ magn�etique
alternatif (0.5 { 1000 Gauss), les grains oscillent dans la matrice cr�eant des
contraintes au sein de la particule. Ils agissent comme des pompes qui ex-
cluent la drogue hors de la particule [Langer, 1990], [Sershen and West, 2002].
Ce principe a �et�e utilis�e in vivo pour d�elivrer de l'insu line �a des rats diab�etiques

7La trypsine est une enzyme qui hydrolyse les liaisons peptidiques dans lesquelles un acide
amin�e basique (Lysine, Arginine) engage sa fonction acide. Elle est souvent utilis�ee pour dig�erer
les prot�eines qui vont être analys�ees par spectrographie de masse.
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[Kost et al., 1987].
En�n, un dernier type d'application en th�erapie concerne la destruction de

cellules canc�ereuses par \lyse cellulaire magn�etique" [Halbreich et al., 2002]. Il a
�et�e constat�e que l'application d'un champ magn�etique haute fr�equence permettait
de tuer les cellules, ph�enom�ene parfois appel�e \hyperthermie" [Bacri et al., 1997].

Notons que les particules magn�etiques sont aussi connues pour être des agents
de contraste en IRM8 [Pankhurst et al., 2003](Fig.1.6).

A
 B


Fig. 1.6 { Clich�es d'une m�etastase (
�eche) dans un foie. A : avant in jection, B :
apr�es injection intra-veineuse d'Endoremr (Laboratoire Guerbet , particules de 80 {
120 nm ). L'Endoremr est capt�e par les macrophages du syst�eme r�eticulo-endoth�elial,
principalement le foie (70% de la dose inject�ee). Son ajoutpermet de faire ressortir sur
l'image le nodule m�etastatique par rapport aux tissus environnants : il apparait plus
contrast�e (plus \clair") que sur l'image A, prise comme r�e f�erence. S�equences r�ealis�ees
avec une IRM deGeneral Electric (1.5 teslas) en pond�eration T2. Clich�es du Dr
Laurent Tailboux et du Dr Fran�cois Goubault. Scanner IRM Po itou-Charentes.

1.1.2 Utilisation dans les biotechnologies

Il s'agit ici �egalement d'applications biom�edicales mais elles sont en voie de
d�eveloppement, c'est pourquoi nous les avons distingu�ees des pr�ec�edentes.

Test d'agglutination sous champ

Les tests d'agglutination repr�esentent un des tests les plus utilis�es en diag-
nostic (107 tests/an dans le monde). Des particules de latex, gre��ees avec des
anticorps, sont mises en pr�esence de l'�echantillon �a analyser (sang, urine). Si
l'�echantillon contient l'antig�ene compl�ementaire des anticorps pr�esents sur les
particules alors celles-ci s'agr�egent. L'�etat d'agr�egation est d�etect�e par turbi-
dim�etrie.

8Imagerie par R�esonnance Magn�etique



24 1.1. APPLICATIONS

Les particules doivent être su�samment stabilis�ees pourne s'agr�eger qu'en
pr�esence de l'antig�ene. Les forces r�epulsives n�ecessaires �a la stabilisation des
particules ne doivent cependant pas �ecranter les interactions sp�eci�ques (li-
gand/ r�ecepteur) qui sont de faible port�ee (g�en�eralement inf�erieure �a 1nm,
[Leckband and Israelachvili, 2001]). Tout le savoir-fairerepose sur la mâ�trise de
ces forces antagonistes. Le probl�eme vient du fait que ce sont les mêmes pa-
ram�etres physico-chimiques (pH, force ionique, concentration de surfactants) qui
r�egissent ces interactions. Actuellement, ces param�etres sont ajust�es continuelle-
ment pour chaque nouveau lot de particules.
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Fig. 1.7 { Principe du
test d'agglutination sous
champ : mises en pr�esence
d'un champ magn�etique,
des particules s'organisent
sous forme de châ�nes qui
persistent en pr�esence d'an-
tig�enes ou se redispersent
sinon, lorsque le champ est
annul�e.

Si on conf�ere �a ces même particules des propri�et�es magn�etiques alors l'ap-
plication d'un champ magn�etique cr�ee une force attractive contrôlable entre les
particules [Bibette et al., 2003] : elles s'organisent sousforme de châ�nes sous
l'e�et d'interactions dipolaires entre les moments magn�etiques (voir Chapitre 2).
Lorsque le champ est annul�e : (i) en l'absence d'antig�enes, les particules se re-
dispersent sous l'e�et de l'agitation thermique ; (ii) en pr�esence d'antig�enes, les
particules restent attach�ees (Fig.1.7 et Fig.1.8). La longueur des châ�nes indique
la concentration d'antig�enes. Les premiers r�esultats montrent que la sensibilit�e
des tests a �et�e augment�ee d'un facteur 1000. L'origine decette am�elioration n'est
pas totalement comprise. Deux arguments sont avanc�es : (i)la force magn�etique
doit permettre de franchir la barri�ere r�epulsive d'�energie d'interaction (ii) le temps
de mise en vis-�a-vis des ligands et des r�ecepteurs est contrôl�e et est plus long que
celui d'une simple collision brownienne [Baudry et al., 2004].

Les particules magn�etiques doivent êtrepetites (200nm { 300nm) pour avoir
un mouvement brownien qui leur permet d'explorer tout l'�echantillon mais sur-
tout elles doivent êtreextrêmement stablescar seule la pr�esence d'antig�ene doit
les faire s'agr�eger.

Di��erentiation par application d'une force en test immuno logique

Les interactions non-sp�eci�ques, par opposition aux interactions sp�eci�ques
de type ligand/r�ecepteur, a�ectent la sensibilit�e des tests immunologiques.
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Fig. 1.8 { Particules (Adem-
tech , 200 � m) gre��ees avec des
IgG de lapin anti-Facteur de von
Willebrand humain (VWF). A :
en l'absence d'antig�ene, les par-
ticules se redispersent quand le
champ magn�etique est annul�e ;
B : en pr�esence de plasma conte-
nant le vWF en forte quantit�e
(8 � g.mL-1), toutes les parti-
cules s'agr�egent sous forme de
châ�nes apr�es application d'un
champ magn�etique (70 mT pen-
dant 5 min.).

A B
2 µm


[Lee et al., 2000] ont montr�e qu'avec un syst�eme ad�equat ils pouvaient discri-
miner les interactions sp�eci�ques et les non-sp�eci�ques.

Les anticorps sont gre��es sur des surfaces de poly(styr�ene) via un
poly(ethyl�ene glycol). La solution �a analyser est ensuite ajout�ee. Pour r�ev�eler
la pr�esence des antig�enes, Leeet al. utilisent des anticorps attach�es �a des par-
ticules magn�etiques. L'application d'un champ magn�etique permet de retirer les
anticorps li�es de fa�con non sp�eci�que avec la surface, comme le montre la Fig.1.9.
Le traitement des surfaces (poly(styr�ene), particules magn�etiques) est tel que la
force �a appliquer pour rompre un lien est plus forte lorsquele lien est sp�eci�que
que lorsqu'il est non-sp�eci�que. La sp�eci�cit�e ainsi obtenue est sup�erieure �a 99%.

Les particules magn�etiques doivent être calibr�ees a�n que la force appliqu�ee
soit la même d'une particule �a l'autre. La surface des particules est recouverte de
poly(ethyl�ene glycol) a�n que les interactions non-sp�eci�ques soient plus faibles
que les interactions sp�eci�ques. La quanti�cation des particules restantes peut se
faire avec une camera CCD [Lee et al., 2000], un transducteurmagn�eto-r�esistif
[Baselt et al., 1998] ou un capteur CMOS Hall [Aytur et al., 2002].

1.1.3 Utilisation en biophysique

Manipuler des mol�ecules

Depuis une dizaine d'ann�ees la micro-manipulation d'une mol�ecule unique
est devenue possible grâce �a l'apparition de nouveaux dispositifs, comme l'AFM
(Atomic Force Microscopy) pour une gamme de force de 10 { 1000 pN, les �bres
de verres , les pinces optiques (1 { 100 pN), et les pinces magn�etiques (0.01 { 50
pN).

L'�energie typique des ph�enom�enes biologiques est donn�ee par l'agitation ther-
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Fig. 1.9 { A : principe du montage de di��erentiation par application d 'une force. B,
C : tests avec 0 ng.mL-1(en haut) et 0.1 ng.mL-1 (en bas) d'ovalbumine respectivement
avant et apr�es l'application du champ magn�etique. Extrai t de [Lee et al., 2000].

mique (kB T) et la distance caract�eristique est de l'ordre du nanom�etre. Il a donc
fallu être capable de mesurer et imposer des forces �a l'�echelle des bio-mol�ecules
soit 100 fN - 10 pN, ce que les pinces magn�etiques rendent possible.

Les premi�eres manipulations d'objets magn�etiques, pourdes applications bio-
logiques, remontent �a 1949 pour l'�etudein vivo des propri�et�es visco-�elastiques du
cytoplasme [Crick and Hughes, 1947]. Ont ensuite �et�e construits des dispositifs
capables de d�eplacer la particule magn�etique [Amblard etal., 1996] et d'autres
permettant la mesure de forces dans des membranes phospholipidiques sans pour
autant manipuler les objets. Il fallut attendre 1996 pour combiner le d�eplacement
3D et la mesure de forces [Allemand et al., 1996].

Le principe du montage des pinces magn�etiques (Fig.1.10) est le suivant :
la mol�ecule �a �etudier est attach�ee d'un côt�e �a un subs trat et de l'autre �a une
particule superparamagn�etique9. Des �electro-aimants produisent un gradient de
champ qui cr�ee une force sur la particule. Le courant circulant dans les �electro-
aimants permet d'ajuster l'intensit�e et la direction de la force appliqu�ee. Un
syst�eme d'acquisition vid�eo permet le contrôle de la position 3D avec une pr�ecision
de quelques nanom�etres. Pour plus de d�etails concernant le dispositif se reporter
�a [Gosse and Croquette, 2002].

Les pinces magn�etiques ont permis l'�etude du comportement �elastique

9On peut assimiler la mol�ecule et la particule magn�etique �a un pendule anim�e d'un mou-
vement brownien. Cela peut être mod�elis�e par une force al�eatoire qui �ecarte le pendule de
sa position d'�equilibre vers laquelle il est ramen�e par la force de traction, F , exerc�ee sur la
mol�ecule. Celle-ci s'exprime par : F = kl , avec k = kB T= < x 2 > et l l'allongement de la
mol�ecule. < x 2 > correspond aux 
uctuations quadratiques moyennes et peut ^etre d�etermin�e
en suivant les d�eplacements de la bille en temps r�eel avec une cam�era. l est mesur�e en observant
les anneaux de di�raction qui entourent la bille en �eclairage parall�ele.
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Fig. 1.10 { Montage de pinces magn�etiques : une mol�ecule est attach�ee �a
un substrat par une de ses extr�emit�es. L'autre extr�emit� e est reli�ee �a une par-
ticule magn�etique qui permet sa manipulation par des aimants. Extrait de
http ://e2phy.in2p3.fr/2002/actes/croquette.doc

de l'ADN, du fonctionnement d'enzymes telles que les polym�erases
[Maier et al., 2000], les h�elicases [Dessinges, 2002], lestopoisom�erases
[Strick et al., 2000], la compaction de l'ADN en chromatine [Bancaud, 2004],
les interactions ADN-RecA ainsi que la recombinaison homologue
[Fulconis et al., 2004]. Elles permettent d'acc�eder �a unegamme de forces
relativement faibles et de travailler �a force constante, ce que ne peuvent pas faire
les pinces optiques. Cette technique est non-invasive, ce qui n'est pas le cas des
pinces optiques pour lesquelles existe parfois un risque d'�echau�ement.

La taille de la particule (quantit�e d'oxyde de fer) doit être choisie en fonction
de la gamme de forces dans laquelle on souhaite travailler. Une petite particule
permet d'̂etre plus r�esolutif dans la d�etermination de la position. De plus, si
l'on souhaite soumettre la mol�ecule �a une torsion [Charvin et al., 2003], il faut
que la particule tourne avec le champ magn�etique : autrement dit, il faut que le
moment magn�etique soit coupl�e avec la particule a�n que cesoit elle qui tourne
pour aligner son moment dans la nouvelle direction du champ.Selon la nature des
particules, le moment peut tourner �a l'int�erieur, ce qui empêcherait la particule
de bouger (voir paragraphe 1.3).

Mesurer des forces collo•�dales

�Etudier les interactions entre collo•�des est d'un int�erêt primordial pour com-
prendre les param�etres qui gouvernent la stabilit�e collo•�dale.

Les m�ethodes connues de mesures de forces telles que l'appareil de force de
surface (SFA), la microscopie �a force atomique (AFM), la technique du plateau
poreux (TFB), la microscopie �a ondes �evanescentes [Prieve, 1999] ne permettent
pas la mesure directe des interactions entre particules collo•�dales car au moins une
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des surfaces mises en jeu est macroscopique et par cons�equent plane �a l'�echelle
collo•�dale.

La Magnetic Chaining Technique (MCT) permet de mesurer di-
rectement les interactions entre deux particules collo•�dales magn�etiques
[Leal-Calderon et al., 1994].

Soumises �a un champ magn�etique, les particules s'organisent sous forme de
châ�nes. L'espacement entre les particules d�epend (i) del'intensit�e du champ
magn�etique externe et (ii) de l'intensit�e des forces r�epulsives entre particules. Le
syst�eme est analogue, en pr�esence du champ magn�etique, �a un cristal unidimen-
sionnel et di�racte la lumi�ere �a des longueurs d'onde de valeur d�etermin�ee par la
condition de Bragg (Fig.54).
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Fig. 1.11 { A : illustration de la di�raction de la lumi�ere par une châ� ne de parti-
cules ; B : �emulsion magn�etique soumise �a di��erentes int ensit�es du champ magn�etique
- Visualisation de la longueur d'onde : plus le champ magn�etique est fort et plus les
particules se rapprochent, l'onde di�ract�ee passe ainsi du vert au bleu.

La distance �nale entre particules r�esulte d'un �equilibre entre les forces attrac-
tives (interactions magn�etiques en pr�esence d'un champ,interactions sp�eci�ques,
interactions Van der Waals,) et r�epulsives (�electrostatiques, st�eriques). La dis-
tance d'�equilibre est atteinte, �a chaque incr�ementation de la valeur du champ,
quand la force r�epulsive compense exactement la force attractive. Mesurer, en
fonction du champ appliqu�e, cette distance par di�raction de la lumi�ere per-
met de construire le pro�l de la force de r�epulsion en fonction de la distance de
s�eparation.

L'�etude de forces induites par des polym�eres [Mondain-Monval et al., 1998],
des prot�eines [Dimitrova and Leal-Calderon, 1999], ou despoly�electrolytes
[Philip et al., 1999] a ainsi �et�e e�ectu�ee.

Pour une bonne pr�ecision et une bonne reproductibilit�e, il faut des particules
extrêmement calibr�ees. La taille des particules doit permettre l'observation dans
le visible de la lumi�ere di�ract�ee, soit des particules de100-300 nm de diam�etre.
Elles doivent par cons�equent être fortement magn�etiques pour que l'on puisse les
aligner en utilisant des champs raisonnables (50-100 mT).
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Fig. 1.12 { Montage et principe de la MCT (Magnetic Chaining Technique) : la
lumi�ere �emise par une lampe �a vapeur de x�enon est achemin�ee vers l'�echantillon via
une �bre optique. L'�echantillon est plac�e au c�ur d'une bo bine dont on peut faire
varier l'intensit�e. La lumi�ere r�etrodi�us�ee par l'�ec hantillon est ensuite analys�ee par un
spectrographe constitu�e d'un d�etecteur CCD, d'un r�esea u et d'une carte interface log�ee
sur un bus ISA de l'ordinateur qui fait l'acquisition et le tr aitement des donn�ees. Un
miroir semi-r�e
�echissant permet de s�eparer le faisceau incident du faisceau r�etro-di�us�e.
Exemple de pro�l de force obtenu : pro�l de forces pour des particules dans une solution
de PAA (poly(acide acrylique)), NaCl 0.2 mol/L ; pH=3, + : PAA 100 000 g.mol-1 � :
PAA 320 000 g.mol-1

1.1.4 La micro
uidique : un nouveau champ d'application

Un int�erêt grandissant se porte vers une nouvelle g�en�eration de dispositifs,
dits \laboratoires sur puces", qui visent �a int�egrer sur des supports de quelques
centim�etres carr�es l'ensemble des processus n�ecessaires �a l'analyse d'un produit
[Ramsey, 1999].

Ces supports pouvant être pr�epar�es �a faible coût [Wu etal., 2003] et en grande
s�erie �a l'aide de techniques issues de la micro�electronique, permettent �egalement
d'utiliser un volume faible d'�echantillon ( � L { mL) et conduisent �a des temps de
s�eparation extrêmement faibles.

Cependant, même si la pertinence de l'approche \micro-laboratoire" a d�ej�a �et�e
d�emontr�ee dans divers domaines, de nombreuses di�cult�es propres �a la micro
ui-
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dique restent non r�esolues. En e�et, la transposition des m�ethodes conventionelles
�a l'�echelle du micron n'est pas sans poser probl�eme. Dansdes canaux grav�es sur
support miniaturis�e, les pompages de 
uide et les m�elanges deviennent di�ciles
car les �ecoulements sont laminaires ; les faibles quantit�es de produit manipul�ees
poussent souvent les techniques de d�etection (
uorescence, �electrochimie) �a leur
limite.

Pour contrôler les �ecoulements et s�eparer les esp�eces �a analyser, les particules
magn�etiques apportent leur contribution au d�eveloppement de nouveaux outils
(www.mic.dtu.dk/research/mems).

Citons quelques applications originales :

-M�elangeurs- Le m�elange de 
uides au sein de microcanaux est di�cile
en raison des �ecoulements �a faible nombre de Reynolds. [Biswal and Gast, 2002]
font tourner des châ�nes magn�etiques dans des microcanaux. Les châ�nes sont
constitu�ees de particules magn�etiques reli�ees entre elles par un polym�ere (bis-
biotine- poly(ethyl�ene glycol)). Elles sont ins�er�ees �a l'intersection de canaux per-
mettant d'introduire di��erentes solutions. Apr�es rotat ion du champ magn�etique,
le m�elange des solutions est constat�e. Ce dispositif ouvre ainsi de nouvelles pos-
sibilit�es.

-Matrice de s�eparation- Organis�ees dans un canal, les particules
magn�etiques constituent une matrice de s�eparation r�eg�en�erable, plus simple
et plus rapide �a mettre en �uvre que les plots grav�es dans du silicium
[Duke and Austin, 1997]. Cette matrice a �et�e utilis�ee avec succ�es pour s�eparer de
longs ADN par �electrophor�ese [Doyle et al., 2002]. Des s�eparations d'ADN longs
de plusieurs dizaines de kilobases qui prenaient jusqu'�a une nuit en champs puls�es
dans l'agarose sont maintenant e�ectu�ees en quelques minutes. La raison d'une
telle am�elioration est un changement du m�ecanisme de migration (Fig.1.13) dû
au passage d'un milieu d'�electrophor�ese dense et enchev^etr�e (le gel) �a une matrice
de colonnes beaucoup plus dilu�ee.

-Support - Les particules magn�etiques sont �egalement utilis�ees comme sup-
port pour l'hybridation d'ADN [Fan et al., 1999], cr�eant ai nsi une variante des
\puces �a ADN". Des particules magn�etiques gre��ees avec des oligonucl�eotides
dits \sondes" sont immobilis�ees au sein d'un canal par un champ magn�etique.
Les ADN �a analyser (ADN cibles), marqu�es avec un 
uorophore, migrent �a tra-
vers cette zone riche en particules et s'hybrident �a leur compl�ementaire (Fig.1.14).
L'analyse du signal 
uorescent permet une analyse quantitative et qualititative de
l'�echantillon. Les auteurs montrent que le temps d'hybrydation dans un tel dispo-
sitif est diminu�e et que la sensibilit�e est am�elior�ee. Il faut tout de même noter que
l'�echantillon consid�er�e est un syst�eme mod�ele, loin des �echantillons couramment
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Fig. 1.13 { A : matrice de s�eparation constitu�ee de particules magn�etiques ; B :
s�eparation d'ADN ; C : m�ecanisme de s�eparation : lors de la migration, les pelotes
statistiques d'ADN percutent les colonnes du r�eseau et s'accrochent �a elles pour for-
mer des boucles en \U" sous l'action du champ �electrique. Ces boucles �etant rarement
sym�etriques, un m�ecanisme de d�esengagement semblable �a celui d'une corde sur une
poulie a ensuite lieu en un temps caract�eristique de quelques secondes. Le temps de
d�esengagement d�epend de la taille de l'ADN, ce qui permet une s�eparation en taille.

analys�es (puces A�metrix). [Melnychuk and Harrison, 2002] utilisent le même
principe pour la capture des ARNm10.

D'autres syst�emes ont �et�e d�evelopp�es sur ce principe de support : capture de
prot�eines, digestion enzymatique [Guyon et al., 2003].

Les particules magn�etiques doivent pouvoir être manipul�ees par un champ
magn�etique externe. Leur principale application est la capture d'objets biolo-
giques (ADN, prot�eines, cellules,...) a�n de les puri�er,les concentrer, les d�etecter,
les doser,...

Nous allons d�ecrire les caract�eristiques requises pour qu'une particule
magn�etique soit \e�cace", en termes de propri�et�es magn�etiques et de capture.

10Acide D�esoxy-Ribonucl�eique messager.
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Thermocouple Aimant

Billes

Canal

Détection
Chauffage

Fig. 1.14 { \Puces �a ADN". Coupe sch�ematique du dispositif : un aimant permet
l'immobilisation des particules magn�etiques dans une zone du canal. Un thermocouple
contrôle la temp�erature pour les r�eactions d'hybridati on/d�eshybridation. Images : a)
particules gre��ees avec des oligonucl�eotides sondes b) apr�es hybridation avec les cibles.
Extrait de [Fan et al., 1999].

1.2 Caract�eristiques requises

1.2.1 Propri�et�es magn�etiques

Les particules magn�etiques sont des mat�eriaux composites constitu�es d'une
matrice organique11 et de grains magn�etiques12. Nous allons souligner les ca-
ract�eristiques (nature, taille) que les grains magn�etiques doivent poss�eder a�n de
conf�erer �a la particule un comportement superparamagn�etique.

Propri�et�es magn�etiques des particules Une particule constitu�ee de grains
ferro-13 ou ferrimagn�etiques14 dispers�es peut avoir un comportementsuperpa-
ramagn�etique : elle r�epond comme un corps paramagn�etique avec une valeur
de susceptibilit�e magn�etique � beaucoup plus �elev�ee que celle des corps les

11La matrice peut �egalement être min�erale. Dans ce manuscrit, nous ne nous int�eressons
qu'au cas des particules constitu�ees d'une matrice organique.

12Le terme \particule magn�etique" quali�era toujours un ens emble de grains magn�etiques
emprisonn�es dans une matrice polym�ere.

13Dans un mat�eriau ferromagn�etique, les moments magn�etiques de chaque atome s'alignent
spontan�ement dans des r�egions appel�ees domaines de Weiss (d�elimit�es par des parois de Bloch)
et cela même en l'absence de champ magn�etique externe. En g�en�eral, le moment magn�etique
total est nul parce que les di��erents domaines ont des orientations di��erentes et leurs e�ets
s'annulent. Sous l'action d'un champ magn�etique ext�erieur, les domaines vont tendre �a s'orienter
dans la direction du champ. Ce ph�enom�ene est irr�eversible. Lorsque le champ magn�etique est
annul�e, le mat�eriau pr�esente une aimantation r�emanent e.

14Dans un mat�eriau ferrimagn�etique, deux moments magn�eti ques adjacents sont align�es mais
dans des sens oppos�es. Le moment magn�etique total n'est pas nul en l'absence de champ
magn�etique externe. Lorsque la somme des moments parall�eles et anti-parall�eles est nulle, on
parle de mat�eriau anti-ferromagn�etique.
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plus paramagn�etiques15 (� =3.10-3 pour Ho(NO3)3). Elle est de l'ordre de l'unit�e
pour les collo•�des magn�etiques. En l'absence de champ magn�etique, les mo-
ments magn�etiques des grains sont orient�es al�eatoirement du fait de l'agita-
tion thermique, ainsi aucun dipôle n'apparâ�t �a l'�echelle de la particule. Sous
champ magn�etique, tous les moments magn�etiques s'orientent dans la direction
du champ, conf�erant �a la particule une forte aimantation.

Encapsuler des grains magn�etiques au sein d'une particuleconf�ere �a celle-ci
une forte susceptibilit�e. L'aimantation r�epond alors plus fortement que des grains
isol�es �a des champs magn�etiques d�elivr�es par de simples aimants.

Propri�et�es magn�etiques des grains Les grains magn�etiques contenus dans
les particules font quelques nanom�etres (5 { 50 nm). La dimension de ces grains
est si petite qu'ils ne pr�esentent qu'unmonodomaine magn�etique. Dans le cas
d'oxydes de fer, la taille maximale d'un mono-domaine est del'ordre de 20 nm.

En e�et, un mat�eriau magn�etique massif poss�ede une structure multi-
domaines : il existe di��erentes r�egions d'aimantation variant en direction et en
intensit�e, s�epar�ees par des parois dites parois de Bloch. Le mat�eriau s'organise
ainsi pour minimiser l'�energie magn�etostatique totale.Si la taille du mat�eriau
diminue, la taille des domaines diminue et leur structure (ainsi que celle des pa-
rois de Bloch) peut changer. En dessous d'une certaine taille, de l'ordre de la
centaine de nanom�etres, un grain d'un mat�eriau ferro- ou ferrimagn�etique est un
monodomaine magn�etique, car la formation de parois entre les domaines de cette
taille-l�a aurait un coût �energ�etique sup�erieur �a l'� energie magn�etostatique gagn�ee.

Des grains mono-domaines permettent une r�eponse plus rapide et plus forte
que des grains multi-domaines pour lesquels l'�energie �a fournir pour orienter les
moments de chaque domaine est trop importante dans la gamme d'intensit�e de
champs utilis�es (10 { 50 mT). De plus, il est �evident que l'ensemble des grains ne
peut être remplac�e par un mat�eriau massif ferri-/ferromagn�etique car les parti-
cules pr�esenteraient alors une aimantation r�emanente �achamp nul, ce qui rendrait
leur agr�egation (due aux interactions dipolaires) irr�eversible.

Pour certaines directions du champ magn�etique appliqu�e,l'aimantation d'un
mono-domaine atteint la saturation beaucoup plus rapidement. Ces directions
sont appel�eesaxes de facile aimantationet d�ependent de la g�eom�etrie des grains
ainsi que du r�eseau cristallin. La di��erence de propri�et�es magn�etiques suivant les
directions de l'espace est quali��ee d'anisotropie magn�etique.

Suivant la valeur de l'�energie d'anisotropie,Ea, par rapport �a celle de l'�energie
thermique, kB T, les grains peuvent être ferro-/ferrimagn�etiques ou superpara-
magn�etiques.

15Dans un mat�eriau paramagn�etique, en l'absence de champ magn�etique, les moments sont
d�esordonn�es et sans corr�elation. Sous l'action d'un champ ext�erieur, les moments s'orientent
dans la direction du champ. Ce ph�enom�ene est r�eversible.
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Si Ea > k B T, les grains sont ferri-, ferromagn�etiques. Leur moment magn�etique
est orient�e selon un axe dit de \facile aimantation". Le moment magn�etique est
\bloqu�e" : le grain peut alors tourner dans un champ magn�etique jusqu'�a ce que
son moment soit align�e avec le champ. Letemps de relaxation browniennedu

grain � B est d�e�ni par : � B =
3VH �
kB T

o�u VH est le volume hydrodynamique du

grain, � la viscosit�e du mileu, kB la constante de Boltzmann etT la temp�erature.
Si Ea < k B T, les grains sont superparamagn�etiques : le moment magn�etique
peut 
uctuer thermiquement, les spins �etant toujours magn�etiquement coupl�es.
Cette propri�et�e qu'ont les moments magn�etiques des nanograins de se compor-
ter comme les moments magn�etiques des atomes d'un mat�eriau paramagn�etique
a �et�e d�ecouverte par N�eel [N�eel, 1949] et est appel�ee superparamagn�etisme
[Bean, 1955]. Le temps de rotation est appel�etemps de relaxation de N�eel� N :
� N = � 0exp(Ea=kB T), o�u Ea est l'�energie d'anisotropie,kB la constante de Boltz-
mann, T la temp�erature. Le facteur pr�e-exponentiel � 0 a pour ordre de grandeur
10-8 �a 10-12s.

Le temps de relaxation e�ectif d'un grain s'�ecrit : � ef f =
� B � N

� B + � N
.

G�en�eralement pour des petites particules, on a� B � � N . Ainsi, c'est le moment
magn�etique qui tourne �a l'int�erieur du grain. L'�energi e d'anisotropie augmente
avec le volume du grain. A partir d'une certaine taille de grains (telle que � B <
� N ), le moment magn�etique est bloqu�e et c'est donc le grain qui tourne.

Le m�ecanisme de relaxation peut être identi��e en �etudiant la suscepti-
bilit�e magn�etique d'un milieu en r�eponse �a un champ magn�etique oscillant
[Fannin, 1998].

Remarque { Relaxation �a l'�echelle d'une particule Nous avons vu que
les temps de relaxation de N�eel ou brownienne d'un grain isol�e sont bien d�e�nis.
Il est par contre peu ais�e de caract�eriser ces temps de relaxation �a l'�echelle de
la particule. Ces temps d�ependent de la nature/forme des grains, de leur ar-
rangement au sein de la particule (r�epartition, con�nement) ainsi que de leur
libert�e de mouvement (�g�es ou non dans une matrice organique). Il est clair
que ces temps d�ependent des particules : de leur mode de fabrication, de leur
forme et de leur taille. Connâ�tre ces temps est pourtant primordial pour cer-
taines applications comme les pinces magn�etiques ou le diagnostic sous champ.
Les pinces magn�etiques reposent sur le principe que la particule tourne avec le
champ magn�etique a�n d'exercer un couple sur la mol�ecule �etudi�ee. Dans le cas du
diagnostic sous champ, ces temps vont permettre de r�egler la fr�equence du champ
magn�etique �a appliquer pour mettre en vis-�a-vis les mol�ecules de reconnaissance
gre��ees sur des particules.

Les grains, contenus dans une particule, doivent être (i) ferro-, ferri- ou su-
perparamagn�etiques (ii) monodomaines et (iii) en quantit�e su�sante pour une
r�eponse forte de la particule �a un champ magn�etique.
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De plus, ils doivent rester dans la particule et ne pas être expuls�es car celle-ci
doit rester magn�etique16. Leur encapsulation permet �a la particule d'̂etre bio-
compatible [H•afeli and Pauer, 1999] car certains mat�eriaux magn�etiques comme
le cobalt ou le nickel sont toxiques. Les oxydes de fer sont connus pour in-
hiber certaines enzymes, comme la polym�erase, mais ne sontpas toxiques
[Weissleder et al., 167] : les cellules continuent �a se diviser apr�es les avoir en-
docyt�es [Wilhelm, 2002] et aucune mortalit�e n'est constat�ee chez des souris �a qui
on a inject�e de la magn�etite (1.5 g/kg) [Ibrahim et al., 1983].

Exemple des particules magn�etiques de la soci�et�e Ademte ch Les parti-
cules magn�etiques que nous avons utilis�ees, dans ce travail de th�ese, proviennent
de la soci�et�e Ademtech . Nous cherchons actuellement �a d�eterminer les temps de
relaxation de N�eel et de relaxation brownienne de ces particules par la m�ethode
pr�ec�edemment mentionn�ee17.

A partir de la courbe d'aimantation de l'extrait sec de ferro
uide � F F sec

contenu dans les particules (Fig.1.15), nous pouvons d�eterminer la susceptibilit�e
� d'une particule qui s'�ecrit comme le rapport de l'aimantation M sur l'excitation
magn�etique H . � F F sec correspond donc �a la pente de la courbe d'aimantation (de
la partie lin�eaire). La concentration du ferro
uide contenu dans les particules18 est
de 50% en volume. La susceptibilit�e du ferro
uide est donc� F F = � F F sec=2. Pour
obtenir la susceptibilit�e de la particule il faut faire unecorrection li�ee �a la forme
sph�erique de la particule : � part =

� F F

1 + � F F =3
soit � part =

� F F sec

2 + � F F sec=3
= 1:3.

La susceptibilit�e des particules que nous utilisons est del'ordre de l'unit�e.
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Fig. 1.15 { Courbe d'aimantation
d'un extrait sec de ferro
uide fourni
par la soci�et�e Ademtech . Mesure
du moment magn�etique (M ) en
fonction de l'excitation magn�etique
(H ) avec un SQUID (Supercon-
ducting Quantum Interference De-
vice) r�ealis�ee par Emanuel Bertrand
(LCMD, ESPCI, Paris).

16Ceci peut sembler logique, mais certaines particules trouv�ees sur le march�e deviennent
moins magn�etiques avec le temps en raison de la perte des grains d'oxyde.

17Travail men�e par Laetitia Cohen-Tannoudji (LCMD, ESPCI, P aris) en collaboration avec
le professeur P. Fannin (Trinity College, Dublin, Irlande) .

18L'oxyde pr�esent est la magh�emite 
 -Fe2O3 (� =5.07 g.cm-3 ).
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1.2.2 Taille et distribution

L'utilisation que l'on souhaite faire des particules d�etermine le choix de leur
taille (voir le paragraphe 1.3 : mesure de forces collo•�dales par la MCT).

Pour capturer des objets, des particules de quelques microns permettent une
s�eparation rapide. Toutefois, celles-ci s�edimentent rapidement (2 � m.s-1 pour une
sph�ere de rayon 1� m), il faut alors maintenir l'�echantillon sous agitation.

Pour les tests immunologiques, des petites particules browniennes sont plus
appropri�ees pour l'exploration de la totalit�e le volume de l'�echantillon et/ou fa-
voriser le nombre de collisions. Elles doivent, dans ce cas,contenir beaucoup
d'oxyde, pour r�eagir rapidement �a un champ magn�etique, ce qui est di�cile �a
obtenir.

De même, quand les particules sont utilis�ees comme support solide, il vaut
mieux qu'elles soient petites pour o�rir une plus grande surface sp�eci�que.

Une uniformit�e en taille (Fig.1.16) implique une bonne reproductibilit�e, une
meilleure homog�en�eit�e du ph�enom�ene mis en �uvre (capt ure, s�eparation) et sur-
tout permet de faire des �etudes quantitatives. Elle est notamment indispensable
dans les applications pr�esent�ees pr�ec�edemment comme la di��erentiation par ap-
plication d'une force (les particules doivent être calibr�ees (i) pour que la force
appliqu�ee soit la même d'une particule �a une autre (ii) pour quanti�er les parti-
cules restantes) ou la mesure de forces collo•�dales par la MCT. Le travail pr�esent�e
au Chapitre 3 n�ecessite �egalement des particules calibr�ees.

Fig. 1.16 { Adembeads : homog�en�eit�e en
taille - Clich�e TEM par M. Gaboyard -
Ademtech - Barre d'�echelle : 500 nm.

1.2.3 Surface

C'est la surface de la particule qui gouverne (i) la stabilit�e collo•�dale et (ii)
la capture d'une mol�ecule qui peut se faire par adsorption ou par interactions
sp�eci�ques (ligand/r�ecepteur).
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Stabilit�e collo•�dale

Un �echantillon de particules magn�etiques se pr�esente sous la forme de parti-
cules dispers�ees dans une phase continue (g�en�eralementaqueuse). Il convient de
conserver cet �etat dispers�e et d'�eviter toute agr�egation (r�eversible ou irr�eversible)
des particules (Fig.2.13). Lorsque les particules s'agr�egent, l'�echantillon perd
son homog�en�eit�e (s�edimentation). Une autre cons�equence de l'agr�egation est la
r�eduction de la surface sp�eci�que. Ceci peut être gênant quand les particules sont
utilis�ees comme support solide.

Les interactions entre particules r�egissent la stabilit�e d'une dispersion
collo•�dale. A cet �egard, la th�eorie la plus simple est celle dite DLVO (Derjaguin,
Landau, Verwey, Overbeek, voir par exemple [Israelachvili, 1985]). Elle prend en
compte les forces attractives de Van der Waals et les forces r�epulsives d'origine
�electrostatique.

Fig. 1.17 { Illustration du ph�enom�ene
d'agr�egation. L'�echantillon n'est alors
plus homog�ene et la surface sp�eci�que
diminue. Clich�e C.G.

‹ Œ

•
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Les particules magn�etiques doivent être stables dans leur solution de stockage
mais elles doivent conserver cette stabilit�e lorsqu'on les place dans des milieux
biologiques (tampons, sang, urine...). Ces milieux sont salins et contiennent bon
nombre de prot�eines qui modi�ent les port�ees des interactions. L'adsorption (vo-
lontaire ou non) et le gre�age covalent de prot�eines modi�ent la charge de surface
de la particule, ce qui joue sur sa stabilit�e. Connâ�tre lepoint iso�electrique des
prot�eines pr�esentes �a la surface des particules permet de mieux mâ�triser les in-
teractions �electrostatiques mais il faut g�en�eralementintroduire d'autres types de
forces r�epulsives.

Il existe beaucoup d'autres forces qui jouent sur la stabilit�e collo•�dale. Peuvent
ainsi intervenir des forces attractives de d�epl�etion, quand sont en pr�esence des
objets de tailles tr�es di��erentes, des forces de solvatation, ou encore des forces
induites par des macromol�ecules gre��ees ou adsorb�ees.

Les forces, qui vont introduire une composante r�epulsive,sont des forces d'ori-



38 1.2. CARACT�ERISTIQUES REQUISES

gine st�erique dues �a la pr�esence de macromol�ecules �a lasurface des objets19.
La pr�esence de polym�eres �a la surface de la particule peutdonc permettre

d'ajouter une force r�epulsive qui va �eviter l'agr�egation des particules entre elles.
La couche de polym�ere �evite �egalement l'adsorption de prot�eines. Les polym�eres
les plus utilis�es sont les poly(ethyl�ene glycol) (PEG).

Les tests d'agglutination sous champ (voir Chaptire 1.1.2)sont une des ap-
plications pour lesquelles la mâ�trise des interactions est primordiale au point
d'�eviter toute agr�egation, y compris entre deux particules (l'agr�egation est syno-
nyme de pr�esence d'antig�enes dans le cas des tests d'agglutination).

Capture par adsorption

L'adsorption d'une mol�ecule (prot�eine, ADN, ARN) �a la su rface est gou-
vern�ee par des interactions (i) de Van der Waals (attractives) (ii) �electrostatiques
(r�epulsives), (iii) hydrophobes (attractives).

L'adsorption d'ADN est plutôt r�egie par les interactions �electrostatiques. On
va ainsi utiliser des particules cationiques pour capturerl'ADN en milieu acide
et le relâcher en milieu basique [Ela•�ssari et al., 1998].

L'adsorption de prot�eines est due �a des interactions hydrophobes. Il faut donc
être capable de fabriquer des particules dont on peut fairevarier l'hydrophobi-
cit�e pour capturer puis relarguer les prot�eines, ce que permettent les polym�eres �a
LCST 20, commme le poly(NIPAM). La variation de la temp�erature modi�e l'hy-
drophobicit�e de la particule. Ainsi pour une temp�eraturesup�erieure �a la LCST, la
prot�eine va s'adsorber sur la prot�eine. Lorsque la temp�erature devient inf�erieure
�a la LCST, la prot�eine se d�esorbe [Ela•�ssari and Bourrel, 2001].

Des pr�ecautions sont cependant �a prendre suivant l'utilisation que l'on veut
faire de la prot�eine apr�es capture. Il a en e�et �et�e montr �e que des particules

19Lorsque des particules, recouvertes de polym�eres, se rapprochent, les châ�nes polym�eriques
s'interp�en�etrent. Di��erents ph�enom�enes peuvent se p roduire selon la nature de la phase continue
et la concentration en polym�eres :

{ si les châ�nes sont en bon solvant dans la phase continue: la perte d'entropie des
châ�nes induite par le con�nement entraine une r�epulsion entre les particules. La force
r�epulsive est de la forme F (d) = F0exp(� d=Rg), d �etant la distance entre les par-
ticules et Rg le rayon de giration du polym�ere. Les forces entres collo•�des induites
par des polym�eres ont �et�e �etudi�ees exp�erimentalemen t par le groupe de J. Bibette
[Mondain-Monval et al., 1998][Omarjee, 1999] ;

{ s'il y a tr�es peu de polym�eres et que la surface des particules est peu recouverte, un
ph�enom�ene de pontage peut se produire. Ainsi, une même châ�ne de polym�ere peut s'ad-
sorber sur deux particules �a la fois et conduire �a leur agr�egation irr�eversible ;

{ si les châ�nes sont en mauvais solvant dans la phase continue : les interactions châ�nes-
châ�nes �etant plus favorables que les interactions châ�nes-solvant, il apparâ�t une force
attractive entre les couches adsorb�ees.

20Low Critical Solution Temperature
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hydrophobes pouvaient d�enaturer les prot�eines et conduire �a leur adsorption
irr�eversible. Le d�eveloppement de particules hydrophiles est d'un grand int�erêt :
(i) le contrôle de l'adsorption se fait par le pH et la salinit�e du milieu ; (ii) la
prot�eine n'est pas d�enatur�ee [Veyret et al., 2003].

Il faut �egalement noter que les tensio-actifs, qui stabilisent les particules,
a�ectent l'adsorption des objets biologiques [Ganachaud et al., 1997].

Capture par interactions sp�eci�ques

Ce type de capture n�ecessite le gre�age sur la particule magn�etique d'une
prot�eine ou anticorps21 qui va sp�eci�quement reconnâ�tre l'objet souhait�e.
Di��erentes r�eactions de couplage anticorps/particule peuvent être utilis�ees
[Hermanson, 1996]. Les plus courantes font intervenir les fonctions carboxyles
et amines pour donner des liaisons peptidiques (-CO-NH). Lecouplage anti-
corps/particule peut �egalement se faire par simple adsorption.

Toute la di�cult�e se r�esume �a accrocher la bonne quantit�e de prot�eines
de la bonne fa�con [Vikholm and Albers, 1998]. Les param�etres importants, sur
lesquels nous allons nous arrêter, sont (i) l'orientationde l'anticorps, (ii) la
densit�e d'anticorps gre��es (ii) le rôle d'un bras espaceur.

Orientation de l'anticorps
Pour qu'un anticorps soit fonctionnel, il faut qu'il soit orient�e [Peluso et al., 2003].
La structure d'une IgG22 est sch�ematis�ee Fig.43, elle peut être assimil�ee �a un
\Y" dont seules les deux extr�emit�es peuvent se lier �a l'antig�ene. La \queue du
Y" est appel�ee fragment Fc et les deux \bras du Y" sont appel�es fragments
F(ab)23 (L'ensemble des deux fragments F(ab), li�es par des ponts disulfures, est
appel�e fragment F(ab')2 Fig.43).
Comme son nom l'indique, le fragment F(ab) est la partie qui se lie aux antig�enes.
Si l'on souhaite que l'anticorps soit fonctionnel, il faut donc qu'elle soit orient�ee
vers l'ext�erieur. L'anticorps doit par cons�equent être gre��e par sa partie Fc.
Un anticorps, comme toute prot�eine, est constitu�e d'acides amin�es. Ceux qui
permettent le gre�age, via leurs fonctions amines, sont l'arginine et la lysine.
Rien ne permet de distinguer de fa�con r�eactionnelle la partie Fc de la F(ab) car
ces acides amin�es sont r�epartis dans tout l'anticorps.
Le seul moyen d'orienter l'anticorps est d'utiliser le faitque le fragment Fc
peut porter des sucres. Cette partie, plutôt hydrophile [Esser, 1997], s'adsorbera
pr�ef�erentiellement sur des surfaces de même type. Une oxydation des sucres
avec du p�eriodate de sodium (NaIO4) permet une �xation covalente et orient�ee
de l'anticorps sur des surfaces amin�ees �a l'aide d'un compos�e bis-hydrazide

21Encore appel�e immunoglobuline, un anticorps est une prot�eine fabriqu�ee par des cellules
charg�ees des r�eactions immunitaires et dirig�ee de fa�con sp�eci�que contre un antig�ene.

22Immunoglobuline G, classe d'anticorps la plus commune (90%)
23Fab : fragment antigen binding, Fc : fragment cristallisable.
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[B��lkov�a et al., 1999] [Qian et al., 1999].

Fragment F(ab') 2

Fragment Fab

Fragment Fc

 Fab

Fig. 1.18 { Structure d'une IgG :
une partie constante appel�ee frag-
ment Fc, et deux parties qui se lient
�a l'antig�ene, fragment F(ab). L'en-
semble des deux fragments F(ab),
li�es par des ponts disulfures, est ap-
pel�e fragment F(ab') 2.

En r�egle g�en�erale, ces m�ethodes sont peu exploit�ees car elles n�ecessitent la
connaissance de la s�equence en acides amin�es de l'anticorps. On pr�ef�ere utiliser
une �xation a priori non orient�ee en essayant de jouer sur l'hydrophobicit�e des
particules, le pH et la salinit�e de la phase continue pour favoriser l'orientation.
Ainsi [Chen et al., 2003] ont montr�e qu'�a faible force ionique (2.1 mM PBS, 0.3
mM NaCl), des IgG (classe 1 et 2a) �etaient mieux orient�es quand ils �etaient
adsorb�es sur des surfaces amin�ees que des surfaces carboxyl�ees car le pI24 de la
partie Fc est inf�erieur �a celui de la partie F(ab).
Les particules vendues �a cet e�et sont des particules avec des fonctions car-
boxyliques (couplage avec R-NH2 via un carbodiimide), amines (couplage avec
R-NH2 via du glutharald�ehyde) mais �egalement �epoxys (couplage �a pH neutre
sans activation ), tosyls, thiols etc...

Densit�e d'anticorps
La quantit�e d'anticorps est un facteur important. Saturer la surface d'une
particule n'est parfois pas la bonne m�ethode : (i) les anticorps sont g�en�eralement
peu charg�es dans les solutions biologiques, leur pI �etantautour de 7-8. Une mono-
couche d'anticorps tend �a d�estabiliser les particules car leur charge de surface est
diminu�ee, (ii) si les anticorps sont trop serr�es, les antig�enes ne vont pas pouvoir
se lier correctement pour cause de gêne st�erique [Spitzanel and Clark, 1993],
[Wheatley, 1991].

Bras espaceur
L'utilisation d'un bras espaceur, entre l'anticorps et la particule, donne une
certaine libert�e de mouvement �a l'anticorps qui peut alors s'orienter pour se
lier correctement [Hinterdorfer et al., 1996]. Le bras espaceur g�en�eralement
utilis�e est un PEG dont la masse mol�eculaire varie entre MW =400 g.mol-1

[Suzuki et al., 1995] et MW =3400 g.mol-1 [Weimer et al., 2000].

24Point Iso�electrique.
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On trouve sur le march�e nombre de particules pr�ealablement fonctionnalis�ees :
{ avec l'anticorps d'int�erêt (seulement si la substance �a capturer est \clas-

sique" i.e. Dynabeadsr CD19 de chezDynal pour la capture des Lym-
phocytes T) ;

{ avec un interm�ediaire permettant de �xer l'anticorps de fa�con orient�ee et un
peu plus loin de la surface (libert�e de mouvement). Cet interm�ediaire peut
être un anticorps secondaire type anti-souris, anti-lapin (pour la �xation
d'un anticorps de souris ou de lapin), des prot�eines qui �xent les anticorps
par leur partie Fc (prot�eine A ou prot�eine G).

La capture d'ADN ou d'ARN peut �egalement se faire de fa�con sp�eci�que.
On gre�e alors sur la particule un oligonucl�eotide dont la s�equence est
compl�ementaire d'une partie de l'ADN d'int�erêt (pour la capture des ARNm
on gre�e une s�equence de 25 Thymines car les ARN contiennentg�en�eralement
une s�equence polyAd�enine). Le même travail d'optimisation de la densit�e d'oli-
gonucl�eotides et de longueur du spacer doit être entrepris [Guo et al., 1994],
[Shchepinov et al., 1997].

Interactions non-sp�eci�ques

Les �etudes sur l'adsorption non sp�eci�que de prot�eines ont �et�e stimul�ees par
le d�esir d'obtenir des objets immunologiquement \furtifs" : il faut �eviter que des
implants soient reconnus comme corps �etrangers ou que des opsonines25 ne s'ad-
sorbent sur des vecteurs de m�edicaments et d�eclenchent une r�eponse immunitaire
(phagocytose).
Dans les cas des particules, des prot�eines adsorb�ees de fa�con non-sp�eci�que
peuvent (i) perturber la stabilit�e collo•�dale ; (ii) poll uer la capture d'une esp�ece ;
(iii) r�eduire la sensibilit�e d'un test immunologique [Lee et al., 2000].
Divers essais ont �et�e e�ectu�es [Klein, 1989] d�emontrant que la solution la
plus e�cace est l'utilisation de PEG (polyethyl�ene glycol), gre��es par une
de leurs extr�emit�es plutôt qu'adsorb�es al�eatoirement. [Jeon and Andrade, 1991]
[Jeon et al., 1991] ont propos�e un mod�ele qui a servi de baseaux exp�eriences
[Huang et al., 1996]. Il a �et�e �etabli que (i) pour r�esister �a l'adsorption,
la concentration en PEG doit diminuer si la taille de la prot�eine aug-
mente ; (ii) une densit�e trop imporante de PEG (proche de l'�etat cristal-
lin) ne r�esistait pas �a l'adsorption de prot�eines. Sur des mono-couches auto-
assembl�ees de silanes [Prime and Whitesides, 1991], il a �et�e montr�e que l'adsorp-
tion non-sp�eci�que diminuait lorsque la longueur des châ�nes PEG augmentait
[Prime and Whitesides, 1993].

25Prot�eines (fragments Fc d'une IgG, �bronectines, �el�eme nts du compl�ement) qui consti-
tuent un signal mol�eculaire pour l'organisme, indiquant aux cellules immunitaires la pr�esence
d'un corps �etranger. Il y a reconnaissance des opsonines adsorb�ees en surface par les cellules
macrophagiques, localis�ees dans le foie, la rate et la moelle.
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Les PEG servent donc aussi bien commebras espaceurspour favoriser l'hy-
bridation ligand/r�ecepteur que comme barri�ere r�epulsive pour empêcher l'ad-
sorption non-sp�eci�que [Huang et al., 1996]. En m�elangeant des PEG fonction-
nalis�es di��eremment, on peut �egalement contrôler la quantit�e de prot�eines gre��ees
[Perret et al., 2002].

Une autre solution consiste �a adsorber sur les surfaces desprot�eines comme la
BSA (Bovine Serum Albumin) ou la cas�eine. Il est alors di�cile pour une prot�eine
de d�eplacer ces derni�eres pour venir s'adsorber.

1.3 Pr�eparation

Les param�etres importants lors du \design" d'une particule sont (i) sa taille
(ainsi que la distribution de taille), (ii) la quantit�e d'o xyde qu'elle contient, (iii)
la nature de sa surface et (iv) les groupes r�eactifs qu'elleporte.

De nombreuses voies de synth�ese ont �et�e d�evelopp�ees etcontinuent d'̂etre
optimis�ees. Le but est d'atteindre les caract�eristiquescit�ees pr�ec�edemment mais
�egalement d'obtenir un proc�ed�e reproductible et de faible coût.

Ces di��erents proc�ed�es peuvent être r�epartis en trois cat�egories selon que :
{ les grains magn�etiques et la matrice sont synth�etis�es s�epar�ement ;
{ les grains magn�etiques sont synth�etis�es au contact de la matrice ;
{ la matrice est synth�etis�ee en pr�esence des grains d'oxydes.

Cette partie a �et�e largement inspir�ee de l'ouvrage de A. Ela•�ssari [Ela•�ssari, 2003] :
le lecteur pourra s'y r�ef�erer pour de plus amples d�etails.

Le proc�ed�e correspondant aux particules que nous utilisons est d�ecrit au para-
graphe 1.3.4

Les di��erents proc�ed�es conduisent �a l'obtention de tro is types de particules26

(Fig.1.19) :
{ un syst�eme c�ur/couronne avec un c�ur de grains magn�etiq ues ;
{ des grains r�epartis de fa�con homog�ene dans la matrice ;
{ une couche de grains magn�etiques autour de la particule.

Ce syst�eme est le moins satisfaisant car les grains d'oxydeont tendance �a
partir en solution.

Avant de d�etailler les trois principales voies de synth�ese des particules
magn�etiques, nous allons d�ecrire comment obtenir les grains magn�etiques qui
sont le plus souvent compos�es d'oxydes de fer.

26Attention, il ne faut pas associer une voie de synth�ese �a untype de particules : les trois
types de particules peuvent être obtenus avec la même voiede synth�ese suivant le protocole
utilis�e.
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Fig. 1.19 { Di��erents types de particules magn�etiques : un syst�eme coeur/couronne
avec un coeur de grains magn�etiques, des grains r�epartis de fa�con homog�ene dans la
matrice, une couche de grains magn�etiques autour de la particule.

1.3.1 Ferro
uides

La synth�ese de grains ferro-, ferrimagn�etiques monodomaines est primordiale
(voir paragraphe 1.2). Nous en pr�esentons maintenant les principes.

Les ferro
uides sont des 
uides magn�etiques, aussi bien aqueux qu'orga-
niques, constitu�es de nanoparticules d'oxydes de fer ou ferrites (diam�etre < 10
nm). Les ferrites les plus couramment rencontr�ees sont la magn�etite (Fe3O4) et
la magh�emite (
 -Fe2O3). Deux types de synth�ese sont principalement utilis�es :

le broyage jusqu'�a l'obtention de nanoparticules qui sont ensuite dispers�ees
dans un 
uide contenant un surfactant. Ce dernier s'adsorbesur les parti-
cules et les stabilise [Papell, 1965],[Roseinsweig, 1975];

la pr�ecipitation en milieu basique d'une solution d'ions m�etalliques
[Elmore, 1938] : les ions d'une solution de chlorures de fer
[Khalafalla and Reimers, 1973] ou de sulfates de fer [Shinkai et al., 1991]
[Shimoiizaka et al., 1976] pr�ecipitent par ajout de soude ou d'ammoniac.
De l'acide ol�eique est ensuite introduit : il rend la surface des particules
hydrophobe ce qui conduit �a leur agr�egation. On peut alorsles tranf�erer
dans un 
uide organique [Khalafalla and G.W., 1980] ou alorsajouter un
tensio-actif fortement hydrophile (Dodecyl Sulfate de Sodium ou SDS) et
obtenir ainsi un ferro
uide aqueux.
En 1980, Massart [Massart, 1980] proposa une voie de synth�ese ne
n�ecessitant pas l'utilisation de surfactant qui a inspir�e nombre de
synth�eses de ferro
uides (
 -Fe2O3) [Jolivet and Tronc, 1988] [Pren�e, 1995],
ZnNiFe2O4 [Zins et al., 1999], MnFe2O4 [Lacava, 1999].
Le rapport ions ferreux/ferriques, le pH, la nature et la concentration de la
base ainsi que la temp�erature gouvernent la taille et la quantit�e d'oxydes
obtenus [Massart and Cabuil, 1987].

L'oxyde obtenu peut être caract�eris�e par microscopie �electronique, spectro-
scopies Rayons X, Infra-Rouge ou M•ossbauer27, analyse thermogravim�etrique ou
dosages chimiques [Montagne et al., 2002].

27Spectroscopie de r�esonnance nucl�eaire
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La ferrite majoritairement pr�esente est la magh�emite. Elle ne peut être
synth�etis�ee directement car l'alcalisation et l'hydrolyse d'ions FeIII conduisent
�a des ferrihydrites qui se transforment en goethite (� -FeOOH) et h�ematite ( � -
Fe2O3). Il faut donc d'abord obtenir de la magn�etite (Fe3O4) par la voie de
co-pr�ecipitation des ions ferriques et ferreux (en proportions stoechiom�etriques
[Elmore, 1938]). La magn�etite est tr�es r�eactive vis �a vis de l'oxydation et se
convertit rapidement en magh�emite. Celle-ci contient deslacunes et peut, par
traitement thermique, se transformer en h�ematite (� -Fe2O3), vari�et�e la plus stable
thermodynamiquement. L'adsorption d'esp�eces thermiquement stables permet de
retarder ce frittage [Pren�e, 1995].

1.3.2 Grains d'oxydes et matrice synth�etis�es s�epar�eme nt
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Fig. 1.20 { Processus par impr�egnation : le polym�ere est �emulsionn�e en pr�esence des
grains d'oxyde. La matrice est solidif�ee par un traitement thermique ou par ajout d'un
agent r�eticulant. Les particules sont ensuite lyophilis�ees pour conservation.

Le premier proc�ed�e consiste �a �emulsionner avec des ultra-sons une phase
aqueuse contenant de l'albumine et de l'oxyde de fer dans unephase organique
(huile min�erale). La matrice est ensuite durcie par un traitement thermique ou
par ajout d'agents r�eticulants.

En ajustant les param�etres tels que l'agitation et la quantit�e de monom�eres,
deux types de particules peuvent être obtenues (i) des particles de 1� m contenant
20 �a 50 % em masse de Fe3O4 [Widder et al., 1979] [Senyei et al., 1978] (ii) des
particules de 200 - 500 nm (avec une large distribution) contenant 5 �a 9 % de
Fe3O4 [Kandzia et al., 1984].
Les groupements carboxyliques et amin�es de l'albumine permettent le gre�age
de mol�ecules biologiques. Ces particules sont biocompatibles et l'adsorption non-
sp�eci�que de prot�eines est importante. Pour limiter cette derni�ere, l'albumine a
�et�e remplac�ee par du PVA (poly vinyl alcool)[M•uller-Sc hulte et al., 1997].
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Fig. 1.21 { Processus de Furusawa bas�e sur le principe d'h�et�ero-coagulation, en 2
�etapes (i) adsorption �electrostatique de grains m�etall iques sur des sph�eres de latex (ii)
encapsulation dans une couche de polym�ere protectrice

Proc�ed�e Furusawa

Ce proc�ed�e, connu sous le nom de son inventeur [Furusawa etal., 1994], re-
pose sur le m�elange de sph�eres de polystyr�ene charg�ees n�egativement (pr�esence
de groupements sulfates et carboxyliques) avec des particules m�etalliques catio-
niques. Par interactions �electrostatiques, celles-ci s'adsorbent sur les sph�eres (40%
en volume). Ce ph�enom�ene est appel�e h�et�erocoagulation ou adsorption multi-
couches.

Pour �eviter la d�esorption des grains m�etalliques ainsi que leur contact avec
des bio-mol�ecules, une �ne couche de polym�ere encapsule le tout (g�en�eralement
du poly(NIPAM)) (Fig.1.21).

Les particules de la soci�et�e Seradyn sont produites suivant ce type de
proc�ed�e. Sur un clich�e de TEM 28 montrant ces particules (Fig.1.22), on observe
un c�ur de latex blanc entour�e d'un gel magn�etique. Le gel s'est d�esorb�e suite au
s�echage et �a la mise sous vide n�ecessaires �a l'observation. Ce proc�ed�e est simple
�a mettre en �uvre et donne des particules bien calibr�ees, qui ne sont cependant
pas sph�eriques �a cause de la r�epartition non homog�ene des grains m�etalliques.

1000 nm

Fig. 1.22 { Particules Seradyn : un gel
magn�etique est adsorb�e sur un c�ur de
latex. Clich�es de TEM par Manuel Ga-
boyard - Ademtech .

28Microscopie Electronique �a Transmission
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Encapsulation

Ici, les grains d'oxydes sont mis en pr�esence d'un polym�ere hydrophile comme,
par exemple, le poly(acide acrylique) [Shimomura et al., 1996] ou le poly(m�ethyl
m�ethacrylate) [Nakamae et al., 1993]. Il est adsorb�e ou gre��e sur les grains don-
nant ainsi des particules de 200 �a 400 nm.
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Fig. 1.23 { Processus par encapsulation : le polym�ere s'adsorbe ou estcoupl�e aux
grains d'oxyde

Sur le même principe, du poly(�ethyl�ene) (ayant l'aspectde cire) est �emulsionn�e
(ultra-sonication) �a chaud avec des grains de magh�emite puis le tout su-
bit une trempe donnant ainsi des particules magn�etiques detoutes formes
[Chatterjee et al., 2002] et toutes tailles (50 { 500 nm de diam�etre).

1.3.3 Grains synth�etis�es au contact de la matrice

Ces proc�ed�es reposent sur le savoir-faire concernant l'obtention de particules
de latex \blancs" (non magn�etiques). Depuis les ann�ees 1950, on sait obtenir
des particules extrêmement calibr�ees, de CV 5%29 (Fig.1.25), dans une large
gamme de taille. A la �n des ann�ees 1970, elles furent propos�ees par Dow Che-
mical et Pechiney-Saint Gobain �a des �ns biom�edicales [Hager, 1974]. Des latex
marqu�es, 
uorescents ou radioactifs ont ainsi �et�e d�evelopp�es. Une id�ee naturelle
a �et�e d'ajouter des propri�et�es magn�etiques �a ces objets en vue de leur manipula-
tion.
On obtient des latex magn�etiques en dispersant des latex fonctionnalis�es dans
une solution de sels m�etalliques : les grains magn�etiquesse forment alors dans les
particules par pr�ecipitation.

Par pr�ecipitation

Fort de son exp�erience sur les latex blancs [Ugelstad et al., 1974], J. Ugelstad
est devenu un des pionniers de la fabrication de latex magn�etiques. Il a alors
fond�e la soci�et�e Dynal en 1986 qui commercialise actuellement les particules
magn�etiques les plus abouties.

Le proc�ed�e est bas�e sur l'obtention de latex poreux (Fig.2.4), de grande taille
(2-4 � m) avec une �etroite distribution de taille (CV< 3%).

29CV : coe�cient de variation



CHAPITRE 1. COLLO •IDES MAGN �ETIQUES 47

Ê Ë Ì

Í Î

Ï Ð

Ñ Ò Ñ Î

Ó

Ô Ë Õ

Ö

×

Ø

Ó Ù

Í Î

Ú

Ñ Û Í Ö Ñ Ü

Ý

Î Þ Ø Û Ü ß

Ð

Ø

Ó Ù

Í Î

à

Í

Ð

á Ø Î

Ó

â Ù

Î ã

Ð

Ò Í Î Í Ò

ä

Ö Ñ Ü

å

Ö

×

Þ

Ù

Û Ø

Ó Ù

Í Î

æ

Ñ

ç

è

æ

Ñ

é

è

ê ë

ì

í

î

à

Í

Ð

ß

Ó Ù

Í Î

Ù

Í Î Ü

Ï

Ñ Ö Ö Ñ ß ï

Ï

Ñ Ö Ö

Ù

ð ß Ñ Ü

æ

Ñ

é

ê

ñ

í g-
æ

Ñ

ç

ê

é

å

Ø Ö

Ó Ù

Þ ß

Ð

Ñ

Ú

Ñ Û Í

Ð

ã Ü

Ó

ã Ö

ä

Î Ñ

å

Ø Ö

Ó Ù

Þ ß

Ð

Ñ Ò Ø ò Î

× Ó Ù

ð ß Ñ

Ï

Í Î Þ

Ó Ù

Í Î Î Ø

Ð Ù

Ü

×

Ñ

Fig. 1.24 { Processus d'obtention de latex poreux magn�etiques. Proc�ed�e Dynal .

Des latex (0.5� m) peuvent absorber un compos�e A et gon
er pour atteindre
jusqu'�a 1000 fois leur volume initial, lorsqu'ils sont activ�es par ajout d'un petit
compos�e B insoluble dans l'eau (hexadecane ou dioctanyl peroxide), contre 1 �a 5
fois en temps normal [Ugelstad and Mork, 1980]. La pr�esenced'un petit compos�e
augmente l'entropie de m�elange du compos�e A avec ceux de laparticule lorsque
B reste �a l'int�erieur car il est non miscible avec l'eau.

Des particules \graines" contenant B sont m�elang�ees avecdes monom�eres
de vinyl ainsi que d'autres r�eactifs comme, par exemple, des agents porog�enes
(compos�es A). Les monom�eres de vinyl di�usent alors �a l'int�erieur de ces latex
activ�es. Apr�es adsorption de A, la temp�erature est augment�ee permettant ainsi
la polym�erisation de la particule.

L'�evaporation de l'agent porog�ene (un solvant volatil n'intervenant pas dans
la polym�erisation) conduit �a l'obtention de latex poreux. On les traite ensuite
chimiquement a�n qu'ils portent des groupes oxydants.

Les particules sont s�ech�ees puis mises dans une solution contenant des ions
Fe2+ et Fe3+ dans les proportions conduisant �a l'obtention de
 -Fe2O3 et Fe3O4.
Par ajout d'une base et augmentation de la temp�erature, lesions m�etalliques
pr�ecipitent au contact des fonctions oxydantes �a l'int�erieur des pores. Reste en-
suite �a encapsuler le tout en e�ectuant une seconde polym�erisation qui va per-
mettre �egalement de fonctionnaliser les particules (de 1 �a 5 � m avec fonctions
carboxyles, �epoxy, amines, thyosils avec une distribution de taile de CV< 3% et
un taux d'oxyde de 15 �a 40 % en masse)[Ugelstad et al., 1993].

Bien que long, compliqu�e et coûteux, ce proc�ed�e permet l'obtention de parti-
cules extrêmement calibr�ees et stables.

D'autres proc�ed�es similaires ont �et�e d�evelopp�es [Wi nnik et al., 1995],
[Rembaum et al., 1980].

Autres voies

Une autre m�ethode a �et�e d�evelopp�ee par Rhône-Poulenc en 1989
[Charmot, 1989]. Des sph�eres de latex calibr�ees subissent une �etape de po-
lym�erisation suppl�ementaire dans du tolu�ene. Du carbonyl de cobalt (Co2(CO)8)
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A
 

B

Fig. 1.25 { A : Latex poreux (extrait Particles technologies in
diagnostics, Harri H•arm•a, TEKES) ; B : latex calibr�es (Extrait de
www.lehigh.edu/ inchm/research/graduate/pse.html)

contenu dans le tolu�ene est thermolys�e conduisant au d�epot de cobalt �a l'int�erieur
de la couche de polym�ere en train de se former.

Il a �et�e aussi propos�e de mettre des chlorures de cations m�etalliques en
pr�esence de particules de polystyr�ene portant des fonctions acrylamide, acryloni-
trile et N-vinylimidazole. Ces fonctions permettent la �xation des ions m�etalliques
sur la surface des particules par complexation puis par r�eduction avec NaBH4 ou
NH2NH2.

1.3.4 Matrice synth�etis�ee en pr�esence des grains
magn�etiques

La plupart des particules magn�etiques, notamment celles que
nous utilisons, sont synth�etis�ees selon cette voie. Elle consiste en
une �emulsi�cation/polym�erisation en pr�esence de grains d'oxyde
[Ibrahim et al., 1983].

La soci�et�e Rh ône-Poulenc [Daniel et al., 1982] a �et�e la premi�ere �a
d�evelopper ce proc�ed�e. Du ferro
uide m�elang�e avec du styr�ene et un initia-
teur (insoluble dans l'eau) est �emulsionn�e dans une phaseaqueuse. Apr�es po-
lym�erisation les particules obtenues pr�esentent une large distribution de taille :
ceci est sûrement dû �a un ph�enom�ene de mûrissement d'Oswald. La soci�et�e Esta-
por qui a repris ce savoir-faire propose �egalement des particules pour lesquelles
une couche suppl�ementaire de polym�ere a �et�e ajout�ee. Ceci permet d'obtenir
d'autres groupes fonctionnels �a la surface ou bien une surface plus hydrophile.

La soci�et�e Ademtech est la seule �a proposer, �a l'heure actuelle, des petites
particules magn�etiquescalibr�ees et fortement magn�etiques (aimantation �a satu-
ration pour des particules de 200 nm de diam�etre : 38 emu.g-1, 300 nm : 42
emu.g-1).
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Fig. 1.26 { Principe de l'obtention d'�emulsions calibr�ees : un pr�e- m�elange est cisaill�e
de fa�con contrôl�ee dans un entrefer �etroit (100 � m). La pression visqueuse d�eforme la
goutte en un cylindre qui, �a la suite d'une instabilit�e de R ayleigh [Mabille, 2000], se
fragmente en gouttelettes de même taille.

Le processus passe par l'obtention d'une �emulsion de ferro
uide calibr�ee. De
nombreux travaux ont �et�e r�ealis�es sur la fragmentation contrôl�ee d'�emulsions
simples et multiples au Centre de Recherche Paul Pascal (Bordeaux). Ces tra-
vaux [Mason and Bibette, 1996] ont d�ebouch�e sur la mise au point d'une tech-
nique (Fig.1.26) qui consiste �a cisailler un pr�e-m�elange visco�elastique en r�egime
laminaire.

Le pr�e-m�elange est un m�elange grossier d'un ferro
uide organique dans une
phase aqueuse contenant un tensio-actif non ionique. Le ferro
uide est obtenu par
co-pr�ecipitation de sels de fer en phase aqueuse, puis stabilisation par complexa-
tion avec un tensio-actif ionique et en�n dispersion dans une phase organique.

La r�ealisation du pr�e-m�elange pose certaines di�cult�e s analogues �a
celles rencontr�ees lors de la r�ealisation d'�emulsions doubles calibr�ees
[Goubault et al., 2001]. Il convient en e�et de r�esoudre lesprobl�emes li�es �a la sta-
bilit�e des interfaces solide/huile et huile/eau, a�n d'�e laborer un pr�e-m�elange ayant
un comportement rh�eologique ad�equat pour la fragmentation et qui conserve
l'int�egrit�e du ferro
uide en phase dispers�ee.

Vient ensuite une polym�erisation interfaciale �a base de d�eriv�es styr�eniques
(Fig.1.27). Cette encapsulation a pour but l'isolation desoxydes de fer et la
fonctionnalisation de la particule. Le point crucial r�eside dans le contrôle de la
morphologie tout en gardant la monodispersit�e.

A propos de la formulation : la premi�ere di�cult�e de cette m�ethode est
d'obtenir une �emulsion stable et calibr�ee. Il faut choisir judicieusement le tensio-
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�

�

Fig. 1.27 { Evolution
de la couche de po-
lym�eres �a la surface des
particules au cours de
la synth�ese. Clich�es de
TEM par M. Gaboyard
- Ademtech - Barre
d'�echelle : 100 nm

actif qui stabilisera les gouttes de ferro
uide sans perturber la stabilit�e des grains
d'oxydes (stabilis�es dans la phase organique grâce �a un tensio-actif). De plus,
des ph�enom�enes de mûrissement peuvent se produire lorsque l'on ajoute dans le
ferro
uide les momon�eres servant �a la polym�erisation ult�erieure des gouttes. Ces
monom�eres sont g�en�eralement un peu solubles dans l'eau (la solubilit�e du styr�ene
est de 300 mg.L-1 �a 20�C). Il y a alors transfert de mati�ere entre les gouttes
et ce, au travers de la phase continue (mûrissement d'Oswald). Cela se traduit
par la diminution du diam�etre moyen des petites gouttes jusqu'�a leur disparition
compl�ete et l'augmentation du diam�etre des plus grosses.Les cons�equences d'un
tel ph�enom�ene peuvent être : une large distribution de tailles, la formation de
gouttes non magn�etiques, une phase continue ternaire.
L'autre point important est la quantit�e de grains d'oxydes pr�esents dans une
particule. Un ferro
uide trop concentr�e en grains magn�etiques est visqueux et
di�cilement �emulsionnable.
La strat�egie d�evelopp�ee par la soci�et�e Ademtech est d'utiliser un ferro
uide
organique dont la phase continue est tr�es l�eg�erement soluble dans l'eau et de ne
pas ajouter de monom�eres hydrophyles. Ce proc�ed�e permetde contrôler la taille
(mûrissement faible) et de concentrer les particules en grains d'oxydes par un
traitement thermique30. La polym�erisation des particules par ajout de compos�es
apr�es l'�emulsi�cation et le traitement thermique permet le contrôle de la taille
(et de la distribution de tailles), de la quantit�e de grainsmagn�etiques ainsi que
de l'�etat de surface des particules.

1.3.5 Vers de nouveaux mat�eriaux

Outre l'obtention de petites particules calibr�ees fortement magn�etiques, le
d�eveloppement des particules porte actuellement sur le contrôle de leur sur-
face : contrôle du pI, mâ�trise de la stabilit�e, diminution des interactions non-
sp�eci�ques...

Les soci�et�es tendent �egalement �a d�evelopper des particules multi-
fonctionnelles : des particules contenant des 
uorophoresou des quantum dots,

30Le traitement thermique permet �egalement de minimiser le mûrissement.
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portant plusieurs groupes fonctionnels di��erents...

Les voies de synth�ese des particules magn�etiques sont nombreuses. Peu, ce-
pendant, conduisent �a l'obtention de particules valables(stables, qui restent
magn�etiques, relativement calibr�ees). Parmi les nombreuses soci�et�es qui �elaborent
les particules, on peut retenir les suivantes :Dynal, Miltenyi, Ademtech,
Seradyn et Estapor .

Nous verrons que les travaux pr�esent�es dans ce manuscrit n�ecessitent des
particules magn�etiques relativement calibr�ees, de diam�etre compris entre 0.2 et
0.9 � m (suivant les exp�eriences), fortement magn�etiques, portant des groupe-
ments COOH et surtout stables.

Trouver de telles particules fut une des tâches plus dures.Nous avons arrêt�e
notre choix sur les particules de la soci�et�eAdemtech .
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En guise de pr�eambule...

... au Chapitre 2

Dans ce Chapitre, la r�ealisation de mat�eriaux nouveaux, les �laments
magn�etiques, est pr�esent�ee. Ces �laments sont constitu�es de particules
magn�etiques assembl�ees entre elles, �a l'image de colliers de perles, par des
polym�eres ou des liens biologiques (prot�eines, sandwichanticorps-antig�ene-
anticorps).

Le champ magn�etique permet de contrôler l'assemblage desparticules entre
elles. Les �laments ainsi obtenus sont parfaitement lin�eaires. Il est aussi possible
de contrôler le nombre de liens entre particules.

La conception de tels objets requiert la mâ�trise (i) de lastabilit�e collo•�dale
lors des di��erentes �etapes (gre�age de prot�eines, mise en pr�esence de milieux
salins et/ou biologiques,...) et (ii) de leurs fonctionnalisation et caract�erisation.





Chapitre 2

Auto-assemblages irr�eversibles
lin�eaires

Sous l'e�et des interactions dipolaires, les particules magn�etiques s'auto-
assem- blenten di��erentes structures telles que des châ�nes, des r�eseaux de châ�nes
ou des labyrinthes (Fig.2.1). Ces structures d�ependent dela direction et de l'in-
tensit�e du champ appliqu�e ainsi que de la quantit�e de particules. Elles sont a
priori r�eversibles : l'agitation thermique su�t �a les disperser quand le champ est
annul�e.

A

CB

Fig. 2.1 { A : Châ�nes de particules magn�etiques. B : R�eseau de colonnes vu de dessus.
C : Structure \labyrinthe". Clich�es C.G.

Au cours de ce travail de th�ese, nous nous sommes int�eress�es �a deux types de
structures : la châ�ne unique, qui est le premier degr�e d'organisation du syst�eme,
et le r�eseau de colonnes, qui consiste en des châ�nes r�eguli�erement espac�ees. Ce
chapitre ainsi que le suivant seront consacr�es �a l'obtention et �a l'�etude de châ�nes
magn�etiques rendues \permanentes".
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Obtenir des assemblages collo•�daux irr�eversibles de particules demande que
celles-ci se rencontrent a�n qu'un processus de collage, m�edi�e par des interactions
non sp�eci�ques (van der Waals, ...) ou par des mol�ecules-liens, se d�eclenche. La
plupart des �etudes e�ectu�ees jusqu'alors ont utilis�e l'agitation thermique pour ce
faire (collage dit \kB T-induits"). Les structures ainsi obtenues sont des \gels
collo•�daux" ou des objets de formes plus contrôl�ees en utilisant des collages
sp�eci�ques.

L'apport suppl�ementaire de l'�etude pr�esent�ee ici est de contrôler la forme des
assemblages et le processus de collage par application d'unchamp magn�etique
sur des particules superparamagn�etiques. Le collage se produit une fois que les
particules sont organis�ees sous forme de châ�nes. Les assemblages ainsi obtenus
sont parfaitement lin�eraires et irr�eversibles.

Dans un premier temps, une revue des assemblages \kB T-induits" sera ef-
fectu�ee. Puis nous pr�esenterons le processus physique conduisant �a l'organisation
des particules magn�etiques sous forme de châ�nes. Deux types de collage de par-
ticules magn�etiques seront alors pr�esent�es : un collage\ magn�eto-stimul�e " (induit
grâce au rapprochement, par le champ magn�etique, des particules magn�etiques
portant les mol�ecules-colle) et un collage \post-organisation" (la colle est intro-
duite une fois les particules organis�ees).

2.1 Assemblages collo•�daux { Etat de l'art

2.1.1 Assemblages collo•�daux kB T-induits

Un moyen d'assembler des collo•�des de fa�con contrôl�ee est d'utiliser
des adh�esions sp�eci�ques, de type biologique (hybridation d'oligonucl�eotides
[Mirkin, 2000] ou reconnaissance antig�ene/anticorps [Mann et al., 2000]). C'est
alors l'agitation thermique qui fait se rencontrer les particules. Ce principe est
utilis�e depuis plus de 40 ans dans les tests d'agglutination servant �a d�etecter et
quanti�er des prot�eines [Singer and Plotz, 1956].

Un premier exemple peut être trouv�e dans [Nam et al., 2002]qui combine
les deux types de reconnaissance pr�ec�edemment cit�es (hybridation et recon-
naissance sp�eci�que). Cette combinaison permet de d�etecter des prot�eines : des
hapt�enes1, gre��es sur des oligonucl�eotides, sont �x�es sur des particules d'or por-
tant des oligonucl�eotides compl�ementaires. En pr�esence de l'anticorps corres-
pondant, la solution change de couleur, signe que les particules d'or s'agr�egent

1On quali�e par ce terme toute esp�ece mol�eculaire (essentiellement des substances orga-
niques de faible masse mol�eculaire) qui, au contact du syst�eme immunitaire d'un individu, est
incapable de susciter une r�eponse immunitaire mais qui, associ�ee ou chimiquement coupl�ee �a
une macromol�ecule biologique ou synth�etique qui lui sert de porteur, pourra induire une telle
r�eponse.
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(Fig.2.2). A�n d'identi�er les prot�eines captur�ees, on d �etermine la temp�erature
de fusion (ou temp�erature de d�eshybridation) caract�eristique de l'hybridation
des oligonucl�eotides. On peut citer, comme deuxi�eme exemple, les travaux de

+
hybridation des



oligonucléotides

A


       réaction



antigène/anti-corps

B


protéines cibles

oligonucléotide
 haptène
Fig. 2.2 { A : obtention de par-
ticules portant des hapt�enes via
l'hybridation d'oligonucl�eotides. B :
Formation d'agr�egats en pr�esence de
la prot�eine cible.

[Hiddessen et al., 2000]. Ces derniers assemblent deux types de collo•�des (des par-
ticules de 0.94� m gre��ees avec des E-selectines et des particules de 5.5� m gre��ees
avec des sialyl Lewisx carbohydrates) en utilisant des syst�emes biologiques ayant
une faible a�nit�e (carbohydrates/s�electines). Di��ere ntes structures sont obtenues
en faisant varier le rapport des deux types de collo•�des, laquantit�e de collo•�des,
ainsi que le temps de r�eaction (Fig.2.3).

A
 B


Fig. 2.3 { E�ets du rapport du nombre relatif de particules Na=Nb. A : particules
de 0.94 � m gre��ees avec des E-selectines ; B : particules de 5.5� m gre��ees avec des
sialyl Lewisx carbohydrates. A : Na=Nb=100 ; B : Na=Nb=2. Temps d'incubation : une
semaine. Images extraites de [Hiddessen et al., 2000].

2.1.2 Châ�nes magn�etiques

L'application d'un champ magn�etique induit un moment magn�etique dans
chaque particule. L'interaction dipolaire conduit �a l'agr�egation des particules sous
forme de châ�nes, orient�ees selon la direction du champ. Suivant la concentration
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en particules et le rapport entre l'�energie magn�etique etl'�energie thermique, on
observe des structures vari�ees [Furst and Gast, 2000] telles que des châ�nes isol�ees,
des châ�nes comportant des d�efauts, des châ�nes �epaisses de plusieurs particules,
ou encore des châ�nes rigides ou bien 
uctuantes (Fig.2.4).

A

C

B

B

5 µm

Fig. 2.4 { Particules magn�etiques
(1� m, Dynal) soumises �a un
champ magn�etique. A : châ�nes
�epaisses, B : châ�ne isol�ee 
uc-
tuante, C : pr�esence de d�efauts.
Clich�es C.G.

Nous nous int�eressons au cas des châ�nes isol�ees.
Consid�erons deux particules (1) et (2) que nous assimilons�a des dipôles ponc-

tuels ~m1 et ~m2. En adoptant la convention USI2, l'�energie d'interaction s'�ecrit
alors :

U1;2 =
� 0[r 2( ~m1: ~m2) � ( ~m1:~r)( ~m2:~r)]

4�r 5

~r est le vecteur position de (2) par rapport �a (1), se reporter�a la Fig.2.5 et � 0 la
permitivit�e du vide.

Les particules �etant identiques, les momentsm1 et m2 sont �egaux et s'ex-
priment comme :

m1 = m2 = m =
4�
3

a3�H

o�u � est la susceptibilit�e magn�etique e�ective d'une particule (en tenant compte
de la forme sph�erique). L'expression deU1;2 se simpli�e alors :

U1;2 =
� 0 m2

4� r 3
(1 � 3 cos2 � )

o�u � est l'angle form�e par la direction du champ et l'axe reliantles deux particules.
Ainsi, si cos� � 1=

p
3, l'interaction entre les particules est attractive. On

peut donc consid�erer un double cône d'angle 55�autour de chaque particule, �a
l'int�erieur duquel les interactions seront attractives (Fig.2.5). L'�energie d'interac-
tion est minimale pour � =0. Ainsi, les particules s'alignent et tendent �a former
des châ�nes, mais l'agitation thermique s'oppose �a cettetendance. Le param�etre
adimensionnel� caract�erise cette comp�etition :

� =
U1;2(� = 0; r = 2a)

kB T
=

� 0�� 2H 2a3

9kB T

Si � � 1, le champ magn�etique est su�samment fort pour dominer les
uctuations
thermiques. Les particules s'organisent alors sous forme de châ�nes et restent

2Unit�e Syst�eme International.
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y

x
m1

m2

r

a

B
Attraction

Attraction

RépulsionRépulsion

Fig. 2.5 { Interaction magn�etique entre
deux particules, situ�ees �a une distance r ,
en pr�esence d'un champ magn�etique.

agr�eg�ees tant que le champ est appliqu�e (Fig.2.6).
Pour des champs faibles (� ' 1), l'agr�egation est un processus dynamique : sous
champ, les particules s'agr�egent et se d�esagr�egent sanscesse.
Dans notre cas,H =1.104 A.m-1, � =1, 2a=0.75 � m d'o�u � = 550.

B

20 µm

Fig. 2.6 { Particules magn�etiques sou-
mises �a un champ magn�etique ; organisa-
tion sous forme de châ�nes parall�eles �a la
direction du champ. Clich�e C.G.

Si l'on n�eglige toute autre interaction (van der Waals, �electrostatiques) :
A faible fraction volumique� (� < 1%, � � 1) : les châ�nes croissent par leurs

extr�emit�es, par addition de particules isol�ees ou de châ�nes de particules (Fig.47).
[Fermigier and Gast, 1992] ont montr�e que l'agr�egation �etait limit�ee par le trans-
port. Quand les particules sont su�samment �eloign�ees lesunes des autres, elles
di�usent de mani�ere brownienne. Quand elle sont su�samment proches, de telle
sorte que l'interaction dipolaire devient de l'ordre dekB T, le mouvement devient
balistique et les particules s'agr�egent rapidement. Des cin�etiques d'agr�egation
faites en volume [Promislow et al., 1995] d�emontrent que lataille moyenne des
châ�nes< s (t) > suit une loi de puissance de la forme< s (t) > � tz o�u z est
sup�erieur �a 0.5 et varie comme l'inverse de� et de � (en dessous d'une certaine
valeur critique de� ). A forte fraction volumique (de l'ordre de 3%): dans un pre-
mier temps, les particules forment des châ�nes qui s'agr�egent ensuite lat�eralement
pour donner des châ�nes �epaisses ou colonnes. [Halsey andToor, 1990] ont �et�e les
premiers �a proposer un mod�ele (appel�eHT ) pour des 
uides �electro-rh�eologiques.
Ce mod�ele consid�ere que les 
uctuations le long des châ�nes entrâ�nent une varia-
tion de la densit�e du moment dipolaire produisant alors uneinteraction attractive
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B20 µm

Fig. 2.7 { Châ�nes magn�etiques qui croissent par leurs extr�emit�es. Particules
magn�etiques de 0.75� m de diam�etre, � ' 0.1% en volume (Ademtech).

lat�erale (de type Keesom). [Furst and Gast, 2000] ont repris et modi��e ce mod�ele.
Ils constatent que la pr�esence de d�efauts induit �egalement des interactions attrac-
tives. Ce m�ecanisme d'agr�egation lat�erale d�epend de nombreux facteurs tels que
� , � et tout ce qui peut induire des d�efauts au sein des châ�nes comme la polydis-
persit�e des particules, la cin�etiques d'agr�egation. Ceci est r�esum�e dans la Fig.2.8.
Pour une revue sur ce sujet, le lecteur pourra se r�ef�erer �a[Melle, 2002].

La croissance de châ�nes magn�etiques sous champ continued'int�eresser
les chercheurs qui �etudient �a pr�esent les cin�etiques d'agr�egation lors-
qu'une force ext�erieure est appliqu�ee, par exemple un 
uxhydrodynamique
[P�erez-Castillo et al., 2000].

La force entre particules magn�etiques en fonction de la distance d entre par-
ticules (centre �a centre) a �et�e calcul�ee exactement [Zhang and Widom, 1995] et
est donn�ee par :

Fm (d) = �
1:202� 0

2�
�

3m2

d4

o�u m est le moment magn�etique d'une particule, soit

Fm (h) = �
9:616�

3� 0
�

a6� 2B 2

(2a + h)4

o�u h est la distance bord �a bord entre particules,a le rayon d'une particule, �
la susceptibilit�e magn�etique e�ective d'une particule et B l'intensit�e du champ
magn�etique appliqu�e.

La Fig.2.9 montre les valeurs de la force magn�etique entre les particules (V2G,
Ademtech ) que nous utilisons en fonction de leur distance.
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Fig. 2.8 { Diagramme fraction de particules (� ), � illustrant l'agr�egation des particules
aux temps courts. HT : mod�ele de Hasley et Toor ; MHT : mod�ele de Hasley et Toor
modi��e. Extrait de [Melle, 2002].
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Fig. 2.9 { Variation de la force magn�etique entre particules en fonction de leur distance
bord �a bord ( a=0.375 � m, � =1).

2.1.3 Châ�nes magn�etiques irr�eversibles

Deux groupes ont travaill�e sur l'obtention de châ�nes magn�etiques
irr�eversibles : le groupe d'A. Gast et celui de J. Bibette. Leur approche est tr�es
di��erente.

Le groupe d'A. Gastutilise un collage \post-organisation" : une fois les châ�nes
magn�etiques form�ees, un compos�e est introduit, qui va ponter les particules entre
elles.

Dans [Furst et al., 1998] des particules magn�etiques (0.94� m de diam�etre,
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Bangs Laboratories), portant des fonctions NH2 et COOH, sont plac�ees dans une
cellule dont la paroi sup�erieure est constitu�ee d'une membrane semi-perm�eable.
Le champ magn�etique est appliqu�e perpendiculairement �ala cellule et du glu-
tarald�ehyde (agent pontant) est introduit par la membrane (Fig.2.10). Au bout
de 1h30, la r�eaction est arrêt�ee et les châ�nes sont stabilis�ees par ajout de SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate, tensio-actif anionique).

A. Gast et al. obtiennent �egalement des châ�nes permanentes non plus de
fa�con covalente mais en jouant sur les interactions non sp�eci�ques entre parti-
cules. Ainsi apr�es organisation des particules magn�etiques (non fonctionnalis�ees,
0.5 � m de diam�etre) stabilis�ees par du SDS, dans le même type decellule, du sel
(NaCl 0.1M) est introduit. L'�ecrantage des interactions �electrostatiques fait que
les interactions de van der Waals agr�egent alors de fa�con irr�eversible les parti-
cules, conduisant �a la formation de châ�nes (Fig.2.10.C.).
Plus r�ecemment et sur le même principe, [Biswal and Gast, 2003] ont utilis�e les
adh�esions sp�eci�ques de type biologique pour assembler des particules fonctiona-
lis�ees avec de la streptavidine (0.78� m, Seradyn Inc. ) via des liens PEG-bis-
biotine (MW =3400 g.mol-1 ou MW =733 g.mol-1).

CB
objectif

espaceur

réactifs

lamelle

membrane de dialyse

A

Fig. 2.10 { A : des châ�nes calibr�ees sont form�ees entre une lamelle et une membrane
de dialyse par application d'un champ magn�etique perpendiculairement �a la lamelle.
Les r�eactifs sont amen�es �a travers la membrane. B : Châ�nes magn�etiques permanentes
obtenues par gre�age covalent : des particules (0.94� m de diam�etre) portant des fonc-
tions COOH et NH2 sont pont�ees par du glutarald�ehyde. C : Châ�nes permanentes
obtenues par interactions de van der Waals. Les particules ont un diam�etre moyen de
0.5 � m. Extrait de [Furst et al., 1998]

Le principe d'obtention de châ�nes permanentes parle groupe de J. Bibette
repose sur un collage \magn�eto-stimul�e " : la colle est pr�ealablement m�elang�ee
avec les particules et c'est l'application d'un champ ad�equat qui rend les châ�nes
permamentes.

En �etudiant les forces entre collo•�des induites par des poly�electrolytes
(voir paragraphe 1.1.3), [Philip et al., 1997] ont obtenu des châ�nes permanentes
quand les particules collo•�dales sont approch�es su�samment pr�es les unes des
autres.
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Pour de faibles concentrations en PAA3, les �emulsions magn�etiques (de 0.2� m
de diam�etre) sont soumises �a des interactions r�epulsives d'origine �electrostatique
et st�erique. Le pro�l de force entre collo•�des dans une solution contenant 0.1%
en masse de PAA et 0.1% en masse de NP104 pr�esente un saut quand les
collo•�des sont distants d'environ 25 nm (Fig.2.11). J. Philip et al. observent
qu'apr�es le saut (distance entre collo•�des inf�erieure �a 25 nm) de petites châ�nes
irr�eversibles se sont form�ees et que, plus la distance entre particules diminue, plus
la taille de châ�nes augmente (Fig.2.12). [Dimitrova, 2000] observent �egalement
ces ph�enom�enes d'adh�esion sur des �emulsions stabilis�ees par de la� -lactoglobuline
ou de la� -cas�eine.

C'est cette deuxi�eme voiei.e. le collage \magn�eto-stimul�e" que nous avons
reprise et adapt�ee �a nos particules.

20
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Fig. 2.11 { Pro�l force/distance pour
une solution de PAA �a deux concen-
trations (�a pH 4) : � 0.01% en masse,
N 0.1% en masse,� NP10. La courbe
correspondant �a PAA 0.1% en masse
pr�esente un saut correspondant �a la for-
mation de liens irr�eversibles. Extrait de
[Philip et al., 1997].

Nous allons maintenant pr�esenter nos travaux sur la r�ealisation de �la-
ments magn�etiques. Ces �laments sont constitu�es de particules magn�etiques as-
sembl�ees entre elles par des polym�eres ou des liens biologiques (prot�eines, sand-
wich anticorps-antig�ene-anticorps.

2.2 Collage magn�eto-stimul�e : polym�ere ad-
sorb�e

Dans ce chapitre, nous pr�esentons le collagemagn�eto-stimul�e entre particules
magn�etiques recouvertes depolym�eres adsorb�es. Ce mode de collage est contrôl�e

3Poly(acide acrylique), MW = 250 000 g.mol-1 , rayon de giration 35 nm en bon solvant.
Concentration de 0.01% en masse.

4tensio-actif non ionique.
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A
 CB

Fig. 2.12 { A : Emulsion magn�etique (diam�etre moyen 0.2 � m) en pr�esence d'une
solution de PAA �a 0.1% en masse, avant application d'un champ magn�etique. B :
Petites châ�nes irr�eversibles. C : Longues châ�nes irr�eversibles obtenues avec un champ
magn�etique plus fort qu'en B. Extrait de [Philip et al., 199 7].

par le champ magn�etique. Nous illustrons ce cas avec l'exemple du poly(acide
acrylique) ou PAA.

2.2.1 Principe

Nous utilisons des particules magn�etiques (Emulsion V2G,Ademtech 5, dis-
pers�ees dans une phase aqueuse, sur lesquelles du PAA (MW =250 000 g.mol-1)
est adsorb�e.

Dans la gamme de pH �a laquelle nous travaillons (2< pH< 4), le PAA est
pratiquement neutre (pKA =6, voir Annexe 1). Moins soluble dans l'eau, il s'ad-
sorbe alors �a l'interface des particules magn�etiques. Led�ebut de ce ph�enom�ene
est rapide mais l'�equilibre n'est atteint qu'au bout d'une dizaine d'heures
[Cohen-Tannoudji, 2003].
Des �etudes de z�etam�etrie r�ealis�ees �a pH=3.8 et 6 mesurent un potentiel z�eta
des particules de -17.5 mV et -31.5 mV respectivement [Cohen-Tannoudji, 2003].
Dans nos conditions de travail (2< pH< 4), les particules sont donc faiblement
charg�ees. Les charges proviennent des grains d'oxydes de fer et de l'acide ol�eique
(pK A ' 5) pr�esents �a la surface des particules.

Entre particules recouvertes de polym�eres, di��erents ph�enom�enes peuvent se
produire selon la nature de la phase continue et la concentration en polym�ere :

{ si les châ�nes polym�eriques sont en bon solvant dans la phase continue et si
le taux d'adsorption est important, les forces entre particules sont r�epulsives.
Ceci est dû �a la perte d'entropie des châ�nes induite par le con�nement entre
deux particules. La force r�epulsive est de la formeF (d) = F0 exp(� d=Rg), d
�etant la distance entre les particules etRg le rayon de giration du polym�ere ;

{ si la surface des particules est peu recouverte, une même châ�ne de polym�ere

5Les particules ont subit un traitement thermique a�n d'�eli miner l'octane pr�esent �a
l'int�erieur. Leur diam�etre est de 0.75 � m.
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peut s'absorber sur deux particules �a la fois et conduire �aleur agr�egation
irr�eversible. On parle alors de ph�enom�ene de pontage ;

{ si les châ�nes polym�eriques sont en mauvais solvant dans la phase continue,
les interactions châ�nes-châ�nes �etant plus favorables que les interactions
châ�nes-solvant, il apparait une force attractive entre les couches adsorb�ees.

Nous allons montrer comment formuler un syst�eme (polym�ere plus particules)
stable en l'absence de champ et adh�esif sous champ magn�etique. Lorsque l'on rap-
proche les particules magn�etiques, �a l'aide d'un champ magn�etique, le polym�ere
adsorb�e sur une particule pourra venir s'adsorber sur la particule adjacente. On
obtient alors des châ�nes irr�eversibles. On verra que le temps n�ecessaire pour
le collage d�epend de la distance entre particules (donc de l'intensit�e du champ
magn�etique), du taux d'adsorption du polym�ere ainsi que de sa taille.

Pour ce faire nous avons choisi de fabriquer des châ�nes irr�eversibles selon la
m�ethode imagin�ee �a partir de [Philip et al., 1999]. La technique consiste �a adsor-
ber un poly�electrolyte (le PAA, M W = 250 000 g.mol-1) �a la surface de particules
neutres. Pour un champ magn�etique faible, les châ�nes obtenues sont r�eversibles
mais au-dessus d'un champ seuil, les auteurs observent des châ�nes irr�eversibles.
La quantit�e de PAA utilis�ee est de 0.1% en masse et la tailledes particules est
de 0.2� m de diam�etre, �a une fraction volumique non pr�ecis�ee.

Nous disposons de particules plus grosses (0.75� m de diam�etre) de nature
di��erente. Nous devons donc d�eterminer la gamme de concentrations en PAA qui
permet l'obtention de châ�nes irr�eversibles avec ce typede particules.

2.2.2 Conditions d'obtention de particules magn�etiques
stables recouvertes de PAA

L'ajout d'une substance, quelle qu'elle soit, dans la phasecontinue d'une
�emulsion peut perturber sa stabilit�e.

Il convient donc d'�etudier l'in
uence du PAA sur la stabili t�e de l'�emulsion
avant que le champ ne soit appliqu�e. En e�et, on souhaite quece soituniquement
le champ magn�etique qui contrôle l'agr�egation des particules.

En l'absence de compression (par le champ magn�etique), le PAA peut
d�estabiliser l'�emulsion : (i) par pontage, �a faible concentration en polym�ere6, une
même châ�ne polym�erique peut s'adsorber sur deux interfaces ; (ii) par d�epl�etion ,
ce type d'interactions intervient dans les suspensions collo•�dales contenant deux
types d'objets de tailles bien distinctes comme des pelotesde polym�eres et des
particules magn�etiques. Quand la distance qui s�epare lesgros objets devient pe-
tite, il apparâ�t un volume exclu pour les petits objets et donc une zone de pression

6A plus forte concentration, les particules sont satur�ees et on retrouve une interaction
r�epulsive d'origine entropique. Le PAA �etant un poly�ele ctolyte, les r�epulsions peuvent être
�egalement d'origine �electrostatique.
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non compens�ee entrâ�nant la 
oculation des gros objets.
On observe, dans les deux cas, la formation d'agr�egats. Il s'agit pour nous

de d�eterminer dans quelle zone du diagrammeconcentration en PAA/fraction
volumique de particules magn�etiquesla suspension n'est pas d�estabilis�ee.

Protocole On pr�el�eve 20 � L de l'�emulsion V2G �a la fraction volumique � que
l'on place dans un eppendorf de 0.5 mL. A l'aide d'un petit aimant, on pr�el�eve la
phase continue que l'on remplace par une solution contenant0.1% en masse de
NP10 et X % en masse de PAA (on fait varierX entre 0 et 0.5% en masse). On
m�elange, puis,sans attendre, on d�epose une goutte de volume donn�e (2� L) entre
lame et lamelle et on observe au microscope (grossissement 20� ).
Nous avons fait varier la concentration de PAA de 0.01% en masse �a 0.5% en
masse et la fraction volumique de l'�emulsion de 0.1% �a 5%. Sur cette gamme de
concentration, le pH de la solution ne varie pas et vaut 3.4 (voir Annexe 1).

Observation et r�esultats Le crit�ere de stabilit�e est l'apparition d'agr�egats 7

(Fig.2.13).

A B 20 mm

Fig. 2.13 { Variation de la concentration de PAA (A : 0.1% en masse, B : 0.3% en
masse) �a fraction volumique de particules constante (� =1%) On constate la pr�esence
d'agr�egats d�es 0.04% en masse en PAA. On note que la taille des agr�egats augmente
avec la concentration en PAA. Clich�es C.G.

Les r�esultats sont pr�esent�es sur la Fig.2.14. La ligne detransition s�epare un
domaine o�u les gouttes sont non agr�eg�ees (domaine not�eL) d'un domaine o�u il
y a coexistence d'agr�egats et de gouttes \libres" (domainenot�e S=L).

L'allure de ce diagramme conduit �a penser que le ph�enom�ene observ�e a
pour origine la d�epl�etion [Bibette, 1990]. [Vrij, 1976] a d�ecrit les interactions de

7Des doublets/triplets sont consid�er�es comme des agr�egats.
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Fig. 2.14 { Diagramme concentration en PAA/fraction volumique de gouttes. La ligne
de transition s�epare un domaine o�u les gouttes sont non agr�eg�ees (domaine not�e L ) d'un
domaine o�u il y a coexistence d'agr�egats et de gouttes \libres" (domaine not�e S=L)

d�epl�etion et a ainsi permis d'�etablir l'expression de la force d'interaction8 :

f (r ) = nkB T �d 2

�
1 �

r 2

4d2

�
si 2a � r � 2d

f (r ) = 0 sinon.

n est la concentration en PAA (n = 3 � poly =4�R 3
g), � poly la fraction volumique en

PAA, Rg le rayon de giration du PAA, d est la somme du rayon de giration et
du rayon des particules magn�etiques (d = a+ Rg) et r la distance centre �a centre
entre particules (Fig.2.15).

L'int�egrale de la force donne l'expression de l'�energie de d�epl�etion :

Ud(r ) =
Z 2d

r
f (r 0)dr0 = �

4
3

d3nkB T
�

1 �
3r
4d

+
r 3

16d3

�

Au contact (r = 2a), l'�energie peut être approxim�ee9 par :

Uc ' �
3
2

kB T � poly
a

Rg

8La force exprim�ee ici est l�eg�erement sup�erieure �a la fo rce r�eelle car en toute rigueur, il
faudrait tenir compte de l'adsorption du polym�ere sur les particules.

9On consid�ere quea � Rg.
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r
a

Rg
polymère

particule magnétique

volume exclu

d

Fig. 2.15 { Origine de la d�epl�etion : la
force de d�epl�etion est due au fait que les
pelotes de polym�eres n'ont plus acc�es �a
l'espace entre les particules lorsque celles-
ci sont proches les unes des autres. Le
sch�ema n'est pas �a l'�echelle.

Si on se place sur la ligne de transition par exemple� =1% en volume et PAA
0.04% en masse et que l'on calcule, en ce point, l'�energie decontact entre parti-
cules, on obtient :

Uc ' � 3kB T

o�u � poly s'�ecrit : � poly =
mT �

VT mchâ�ne
4=3�R 3

g, mT =VT est la densit�e de la phase

continue (pour une solution de PAA �a 0.04% en masse, on consid�ere que
mT =VT ' 1) mchâ�ne est la masse d'une châ�ne de polym�ere et� est la frac-
tion massique de polym�ere.

Ainsi l'�energie de contact est de l'ordre dekB T, il s'agit donc bien d'un
ph�enom�ene ayant pour origine la d�epl�etion.

Cependant, si on prend une composition (PAAX % en masse,� ) situ�ee au-
dessus de la ligne de transition (dans la zone de coexistence) et que l'on dilue, avec
de l'eau pure, a�n de se situer en dessous de la ligne (dans la zone de gouttes
libres), on constate que les 
ocs sont irr�eversibles (Fig.2.16).Or, les agr�egats
dus �a de la d�epl�etion sont des agr�egats r�eversibles, cequi signi�e qu'un autre
ph�enom�ene intervient. Le m�ecanisme qui se produit est probablement en deux

A
 B


Fig. 2.16 { Illustration de l'irr�eversibilit�e des agr�egats. A : PAA 0.1% � =5% ; B :
dilu�ee 10 fois dans de l'eau pure. Clich�es C.G.

temps : (1) formation de 
ocs par d�epl�etion, (2) pontage irr�eversible �a l'int�erieur
de ces 
ocs.

On peut alors construire un diagramme (Fig.2.17) qui prend en compte l'as-
pect thermodynamique(formation d'agr�egats par d�epl�etion) et l'aspect cin�etique
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(formation d'agr�egats irr�eversibles). Il existe une premi�ere ligne de transition au-
dessus de laquelle les agr�egats sont clairement irr�eversibles et une autre en dessous
de laquelle il n'y a pas apparition d'agr�egats. Entre ces deux zones, existe une
zone ditede transition pour laquelle on aper�coit quelques agr�egats et ces derniers
semblent r�eversibles. Elle varie en fonction du temps d'incubation des particules
dans la solution de PAA (cf. paragraphe II.2.4) : plus on attend pour diluer les
agr�egats et plus la ligne de transitionSirr =L$ Sr�ev =L se situe �a des concentrations
en PAA basses. Dans notre cas, nous avons attendu5 minutes avant de diluer les
agr�egats.
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Fig. 2.17 { Diagramme concentration en PAA/fraction volumique de gouttes. La
ligne de transition horizontale s�epare un domaine o�u les gouttes sont agr�eg�ees de fa�con
r�eversible d'un domaine o�u elles sont agr�eg�ees irr�eversiblement.

2.2.3 Conditions d'obtention de châ�nes irr�eversibles

Connaissant le domaine dans lequel la suspension de particules magn�etiques
est stable en pr�esence de PAA, on �etablit celui pour lequelon obtient des châ�nes
irr�eversibles. On souhaite qu'il n'y ait plus de particules \libres" apr�es application
du champ.

Protocole On pr�el�eve 20� L de l'�emulsion V2G �a la fraction volumique � que
l'on place dans un eppendorf de 0.5mL. A l'aide d'un petit aimant, on pr�el�eve
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la phase continue que l'on remplace par une solution (NP10 0.1% en masse,
PAA X % en masse). On m�elange, puis on place le tube Eppendorf au coeur
d'une bobine magn�etique. On applique un champ de25 mT pendant 5 min . On
pr�el�eve alors 2 � L que l'on observe au microscope entre lame et lamelle (Fig.2.18).

A B

Fig. 2.18 { Variation de la quantit�e de PAA �a � constant (1%). Un champ de 25 mT
est appliqu�e pendant 5 min. A : PAA 0.06%, toutes les particules ne sont pas agr�eg�ees ;
B : PAA 0.3% : il n'y a plus de particules "libres". Des châ�nes �epaisses irr�eversibles
sont form�ees. Clich�es C.G.

10 µm

Fig. 2.19 { Evolution de la longueur des châ�nes irr�eversibles en fonction de l'intensit�e
du champ magn�etique (de gauche �a droite : 5 mT, 10 mT, 15 mT). Particules V2G
(Ademtech), � =0.1% en volume dans une solution de PAA 0.1% en masse, NP 10 0.1%
en masse. Les particules sont plac�ees dans un tube Eppendorf au c�ur d'une bobine.
Le champ est appliqu�e pendant 5 min. Clich�es C.G.

Observations et r�esultats La position de la ligne au-dessus de laquelle toutes
les gouttes constituent des châ�nes d�epend de l'intensit�e du champ appliqu�e
(Fig.2.19) ainsi que du temps pendant lequel on l'applique (Fig.2.20).

Choix du tensio-actif : Nous avons �etabli que pour obtenir des châ�nes
irr�eversibles, les particules doivent être stabilis�ees par un tensio-actif non io-
nique, le NP 10.
Les particules �etant stabilis�ees par du Triton X405, elles sont lav�ees, 5 fois,
avec du NP10 0.1% en masse.
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20 µm

Fig. 2.20 { Evolution de la longueur des châ�nes irr�eversibles en fonction du temps
d'application d'un champ magn�etique de 10 mT (de gauche �a droite : 30 sec, 1 min, 2
min). Particules V2G (Ademtech), � =0.1% en volume dans une solution de PAA 0.1%
en masse, NP 10 0.1% en masse. Les particules sont plac�ees dans un tube Eppendorf
au coeur d'une bobine. Clich�es C.G.

Plus les agr�egats sont gros, plus la formation de châ�nes irr�eversibles est facile.
On est donc amen�e �a travailler dans la zone du diagramme de phase o�u ils sont
pr�esents. Pour obtenir des châ�nes irr�eversibles, on seplace alors dans la limite
inf�erieure de cette zone.On choisit de travailler �a une concentration de
PAA de 0.1% en masse . Les quelques petits agr�egats, pr�esents �a cette concen-
tration, n'empêchent pas la formation de châ�nes qui sontd'une seule particule
d'�epaisseur (Fig.2.21 et Fig.2.22).

A des concentrations en PAA plus �elev�ees, les particules s'agr�egent toujours
sous forme de châ�nes mais qui contiennent des agr�egats (dont la taille augmente
avec la concentration en PAA).

C

D

E

Fig. 2.21 { Clich�es de MEB de châ�nes magn�etiques permanentes obtenues avec du
PAA. Emulsion V2G, PAA 0.1% en masse, NP10 0.1% en masse. Clich�es I. G�enois.
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15 µm


Fig. 2.22 { Longs �laments ( � =0.1% vol) calibr�es (200 � m de long) fabriqu�es avec du
PAA (0.1% en masse) dans une cellule de 200� m d'�epaisseur. Clich�es C.G.

Observations compl�ementaires
Les châ�nes sont 
exibles : on les voit 
uctuer sous l'e�et de l'agitation ther-
mique. Stock�ees �a temp�erature ambiante, elles sont stables plusieurs mois. On
observe qu'elles deviennent de plus en plus rigides avec le temps.

2.2.4 Cin�etique d'adh�esion par le PAA

L'application d'un champ magn�etique induit une force attractive entre les par-
ticules dont il faut tenir compte dans le pro�l d'interaction. Ce pro�l, sch�ematis�e
Fig.2.23.A, pr�esente deux minima. Le premier correspond �a la formation de
châ�nes r�eversibles. Le second minimum est un puit de potentiel profond cor-
respondant �a l'agr�egation irr�eversible des particules. Cette agr�egation peut être
due aux interactions de van der Waals ou au pontage des particules par des
polym�eres.

Pour passer du premier minimum au second, il faut franchir une barri�ere
d'�energie Ea. Cette barri�ere varie en fonction de l'intensit�e du champmagn�etique :
plus le champ magn�etique est �elev�e, plus l'�energie d'activation est faible
(Fig.2.23.B). On peut ainsi parler de contrôle de l'adh�esion par le champ
magn�etique. Le franchissement de cette barri�ere est un ph�enom�ene statistique
d�e�ni par un temps caract�eristique � . [Bressy, 2003] a d�evelopp�e une m�ethode per-
mettant de d�eterminer exp�erimentalement le temps caract�eristique d'un processus
adh�esif. Elle consiste �a suivre la cin�etique de formation de châ�nes magn�etiques
permanentes obtenues par le processus que l'on souhaite �etudier. Pour ce faire, les
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Fig. 2.23 { A : pro�l d'interaction entre particules en pr�esence d'un c hamp magn�etique.
B : in
uence du champ magn�etique sur la barri�ere d'�energi e.

particules magn�etiques sont introduites dans un capillaire de section carr�ee a�n
de contrôler la taille �nale des châ�nes (voir Annexe 1). On applique un champ
magn�etique d'intensit�e B pendant un tempst �a une temp�erature T. B , T et t
sont des variables. On mesure ensuite, par traitement d'images, la longueur des
châ�nes permanentes obtenues (Fig.2.24). On trace ensuite le nombre de liens
obtenus en fonction du temps pour di��erentes temp�eratures �a intensit�e de champ
�x�ee puis pour di��erentes intensit�es du champ �a temp�er ature �x�ee.

K L

M N

O L

M

P L L

M

K L L

M

Q

N

L

M

10 µm


Fig. 2.24 { Croissance de châ�nes permanentes en fonction du temps d'application du
champ magn�etique (45 mT) �a 22�C. Particules V2G (0.1% en vo lume) recouvertes de
cas�einate de sodium (0.1%) en masse). Clich�es Lydie Bressy.

Par cette m�ethode, nous avons �etudi�e le temps caract�eristique du processus
d'adh�esion induit par le PAA [Cohen-Tannoudji, 2003].

Nous ne pr�esenterons ici que les conclusions de cette �etude. Pour les d�etails
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exp�erimentaux se reporter �a [Cohen-Tannoudji, 2003]. Nous nous pla�cons dans les
mêmes conditions que celles �etablies au II.3.3 (particules V2G, 0.1% en volume ;
PAA 0.1% en masse ; NP10 0.1 % en masse).La seule di��erence est le temps
d'incubation : nous laissons les particules incuber 20 h avant d'appliquer le champ
a�n d'̂etre �a l'�equilibre d'adsorption. Sans incubation , les r�esultats ne sont pas
reproductibles.

Ce processus d'adh�esion estthermiquement activ�e. Il ne peut cependant pas
être d�ecrit par une loi de type Arrh�enius qui, si elle est utilis�ee pour ajuster les
points exp�erimentaux, conduit �a des fr�equences d'essais du franchissement de la
barri�ere �energ�etique trop importantes.

Le mod�ele VTF (Vogel-Tammann-Fulcher) permet d'expliquer l'activation
thermique de l'adh�esion par le PAA. Ce mod�ele est utilis�e pour d�ecrire le
comportement des polym�eres ayant une temp�erature de transition vitreuse. Le
ph�enom�ene adh�esif peut alors être interpr�et�e comme un pontage des particules
par le PAA mais avec unedynamique ralentie, due au fait que le PAA adsorb�e
sur les particules est proche d'un �etatvitreux.

En e�et, l'adsorption du polym�ere sur les particules conduit �a une forte aug-
mentation locale de la concentration en PAA �a leur surface.Or la temp�erature de
transition vitreuse d'une solution aqueuse de PAA �a 75% en volume est d'environ
20�C (100�C pour un fondu de PAA).

Cette interpr�etation permet d'expliquer la di��erence de temps observ�ee entre
le syst�eme o�u il n'y a pas incubation et celui o�u elle dure 20 h. Plus le temps
d'incubation est long et plus la cin�etique de collage des particules entre elles est
longue. Ceci s'explique par la di��erence de concentrationdu polym�ere �a la surface
des particules. Sans incubation, les surfaces sont pauvresen polym�ere et lorsque
les particules sont comprim�ees �a 20�C, le PAA est beaucoupplus �eloign�e d'un
�etat vitreux.

Ces r�esultats con�rment que c'est bien la dynamique du polym�ere qui est
sond�ee et non celle des particules (dynamique de mise en cha�̂nes10).

2.2.5 Un autre exemple de polym�ere adsorb�e : le cas�einate
de sodium

L'adsorption sur les particules d'autres mol�ecules que lePAA permettent aussi
d'obtenir des châ�nes irr�eversibles. Nous pr�esentons ici le cas de l'adsorption de
cas�einate de sodium (m�elange de prot�eines du lait, les cas�eines).

Nous avons repris le protocole de fabrication d�evelopp�e par [Bressy, 2003] qui
a �etudi�e la cin�etique de formation de ces châ�nes permanentes : ce processus est
�egalement activ�e par la temp�erature et par le champ magn�etique.

10De l'ordre de quelques secondes pour les particules (0.75� m de diam�etre) et les intensit�es
de champs magn�etiques que nous utilisons (10 { 50 mT).
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Particule magnétique

Polymère adsorbé (PAA, 250 000 g.mol-1)

Fig. 2.25 { Mol�ecules de polym�ere ad-
sorb�ees sur des particules magn�etiques.

Comme pr�ec�edemment, on utilise l'�emulsion V2G (� = 0.1% en volume) lav�ee
avec une solution de NP10 0.1% en masse. On lave une fois l'�emulsion avec une
solution de cas�einate de sodium 0.1% en masse , NP10 0.1% en masse et on laisse
incuber une heure a�n de permettre l'adsorption des prot�eines �a l'interface. Par
observation au microscope, on s'assure que l'�emulsion ainsi obtenue n'est pas
d�estabilis�ee.

L'application d'un champ magn�etique conduit �a la formation de châ�nes per-
manentes comme le montre la Fig.2.26.

20mm

Fig. 2.26 { Châ�nes magn�etiques perma-
nentes obtenues avec du cas�einate de so-
dium �a 0.1% en masse. Emulsion V2G,
� 0.1% en volume, NP10 0.1% en masse.
Un champ de 46 mT est appliqu�e pendant
10 min �a 50�C dans un capillaire de sec-
tion carr�ee 200� m scell�e avec une colle qui
r�eticule sous UV. Clich�e CG.

Il est beaucoup plus facile de former des châ�nes permanentes avec des
prot�eines qu'avec des polym�eres.En e�et, les �laments magn�etiques peuvent être
obtenus dans une large gamme de concentrations en prot�eines alors que la fenêtre
de concentration (PAA, fraction de particules) est �etroite. De plus, tr�es peu de
polym�eres permettent de r�ealiser ces châ�nes : le PAA estle seul connu �a ce jour.
Il est �evident qu'une prot�eine qui comporte des zones hydrophiles et hydrophobes
s'adsorbe de fa�con di��erente des homopolym�eres.
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2.3 Collage magn�eto-stimul�e : interactions
sp�eci�ques biologiques

De même qu'au paragraphe 2.2, nous voulons contrôler l'adh�esion de parti-
cules par un champ magn�etique. Dans ce qui suit, le collage n'est plus r�ealis�e
grâce �a des polym�eres adsorb�es mais grâce �a une construction sp�eci�que an-
tig�ene/anticorps.

Pour obtenir des châ�nes permanentes, un antig�ene doit être pris en sandwich
par deux anticorps gre��es sur deux particules magn�etiques comme sch�ematis�e
Fig.2.27.A.

Ac 1
Sa 1

Ac 2
Sa 2

Antigène

A B

Fig. 2.27 { A : illustration du sandwich : anticorps/antig�ene/antico rps permettant
de lier des particules entre elles. L'antig�ene poss�ede des sites antig�eniques not�es Sai
sp�eci�ques des anticorps Aci . B : particules (Ademtech , lot EPN) gre��ees avec un
IgG polyclonal anti-humain facteur de von Willebrand. Si on ajoute du plasma humain
contenant le facteur de von Willebrand en forte quantit�e, t outes les particules s'agr�egent
sous forme de châ�nes apr�es application d'un champ magn�etique (plasma contenant
8 � g.mL-1 de vWF, champ de 70 mT appliqu�e pendant 5 min). Ces châ�nes persistent
une fois le champ magn�etique annul�e. Clich�e C.G.

Il est rare qu'un antig�ene poss�ede plusieurs sites antig�eniques identiques per-
mettant l'utilisation d'un anticorps monoclonal. Pour r�ealiser le sandwich anti-
corps/antig�ene/anticorps, nous avons utilis�e deux approches : (i) l'emploi d'un
anticorps polyclonal (Fig.2.27.B), (ii) l'utilisation de deux anticorps monoclo-
naux11.

11Soit les deux anticorps sont m�elang�es puis gre��es sur lesparticules, soit deux lots de par-
ticules sont gre��es avec un type d'anticorps chacun.
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Couples antig�ene/anticorps :
{ (i) : IgG anti-vWF humain/vWF humain/IgG anti-vWF humain
{ (ii) : IFN- 
 anti-souris (clone R4-6A2)/IFN-
 de souris/IFN-
 anti-souris

(clone XMG1.2)

Toute la di�cult�e de la d�ecoration des particules avec des anticorps r�eside
dans le fait que celles-ci doivent être stables en l'absence de champ magn�etique
ou apr�es application d'un champ si l'antig�ene est absent. De plus, a�n d'obtenir
des châ�nes irr�eversibles parfaitement lin�eaires, lesparticules doivent s'agr�eger
en pr�esence d'antig�ene seulement apr�es l'application d'un champ magn�etique
su�sant (Fig.2.29).

100 mm

Fig. 2.28 { Particules gre��ees in-
stables sous champ magn�etique (Upti-
beads Streptavidine, ref : UPR09020,
0.88 � m de diam�etre, concentration
m�ere). Un champ de 20 mT est ap-
pliqu�e sur l'�echantillon (non dilu�e) pen-
dant 2 min. Clich�e pris une fois le
champ magn�etique annul�e. Clich�e C.G.

Le gre�age de prot�eines �a la surface de particules ainsi que l'utilisation de
tampons salins ou de milieux biologiques (plasma) vont modi�er les port�ees des
interactions. Il convient donc demâ�triser la stabilit�e des particules au cours du
gre�age, et lors de la mise en pr�esence de l'antig�ene12.

On rappelle (voir paragraphe 1.2.3) que l'on doit �egalement contrôler l'orien-
tation de l'anticorps ainsi que la quantit�e gre��ee. Le premier point est crucial pour
la fonctionnalit�e de l'anticorps. Le second joue (i) sur l'accessibilit�e de l'anticorps
(s'ils sont trop pr�es les uns des autres, ils ne vont pas pouvoir se lier correctement
�a l'antig�ene pour cause de gêne st�erique) et (ii) sur la stabilit�e des particules
comme le montre la Fig.2.28. Sur ce clich�e, on observe qu'apr�es application d'un
champ magn�etique sur des particules gre��ees avec de la streptavidine, celles-ci
restent organis�ees sous forme de batônnets, signe de leurmauvaise stabilit�e. Les
prot�eines gre��ees sur les particules changent la charge de surface de celles-ci ce
qui peut perturber leur stabilit�e. Ainsi des particules, recouvertes de prot�eines
plac�ees dans un milieu dont le pH est �egal au pI des prot�eines, sont presque
neutres et donc g�en�eralement instables.

12L'antig�ene peut être soit puri��e, soit contenu dans un mi lieu biologique, comme c'est le cas
dans l'exemple pr�esent�e (antig�ene contenu dans du plasma humain).
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Le protocole de gre�age des anticorps que nous avons �elabor�e et les conditions
d'obtention des châ�nes irr�eversibles sont d�etaill�esen Annexe 3.
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chaîne irréversible

Fig. 2.29 { Principe d'obtention de châ�nes irr�eversibles : il faut partir d'un �echantillon
de particules magn�etiques stables c'est-�a-dire qui se redispersent apr�es annulation du
champ magn�etique (1A,B,C). On gre�e des prot�eines (des IgG) sur les particules. Le
gre�age ne doit pas a�ecter la stabilit�e des particules (2A ,B,C). Les particules gre��ees
sont ensuite mises en pr�esence des antig�enes (contenus par exemple dans du plasma).
On laisse les antig�enes r�eagir avec les anticorps pr�esents sur les particules. Apr�es ap-
plication d'un champ magn�etique, les particules s'agr�egent sous forme de châ�nes (3C).
On formule le syst�eme a�n qu'il n'y ait aucune agr�egation s ans champ magn�etique (3A)
c'est-�a-dire que les interactions entre particules doivent être r�epulsives et que seul le
champ magn�etique permet de franchir la barri�ere d'�energ ie. Les forces r�epulsives entre
particules fonctionnalis�ees avec les anticorps (en l'absence d'antig�ene- 2A,B,C) doivent
donc être grandes et l'ajout des antig�enes ne doit pas perturber fortement cette stabi-
lit�e. Il faut �egalement limiter l'adsorption des prot�ei nes telles que le �brinog�ene qui va
induire des interactions non sp�eci�ques.

L'antig�ene est introduit avant l'application du champ magn�etique. Il faut
attendre qu'il ait r�eagi avec les anticorps pr�esents sur les particules avant d'ap-
pliquer le champ. Ce temps d'attente d�epend des interactions antig�enes/anticorps



CHAPITRE 2. AUTO-ASSEMBLAGES IRR �EVERSIBLES LIN �EAIRES 89

gre��es sur des particules. Le syst�eme est formul�e de telle sorte que les interac-
tions entre les particules magn�etiques, recouvertes d'anticorps dont certains sont
li�es �a des antig�enes, soient r�epulsives. Ainsi, pratiquement aucune agr�egation
entre particules n'est visible en l'absence de champ. Par application du champ
magn�etique, on rapproche les particules magn�etiques lesunes des autres et on
attend que la r�eaction antig�ene/anticorps s'e�ectue. Intuitivement, ce temps d'at-
tente varie selon la libert�e de mouvement de l'anticorps, donc, notamment, selon
la concentration d'anticorps �a la surface et la longueur dubras espaceur entre
l'anticorps et la particule.

Dans notre cas, le vWF (antig�ene) est incub�e 5 min avec les particules
magn�etiques gre��ees avec des IgG anti-vWF (anticorps) etl'on applique ensuite
un champ de 70 mT pendant 5 min.

Le rapport des quantit�es antig�enes/anticorps est primordial : si les antig�enes
sont en exc�es alors ils vont saturer les surfaces des particules qui ne vont alors
plus pouvoir se lier. Les m�ethodes d�evelopp�ees pour quanti�er les anticorps gre��es
sont pr�esent�ees en Annexe 4.

Pour la suite, nous avons besoin de former unlien unique entre les particules
a�n d'�etudier la microm�ecanique d'un complexe anticorps/antig�ene/anticorps. Il
faut alors r�egler la densit�e de prot�eines �a la surfaces des particules en fonction de
la longueur des liens et de la distance entre les particules (Fig.2.30).

Une des applications de ce type d'assemblages concerne le diagnostic im-
munologique bas�e sur le principe des tests d'agglutination [Baudry et al., 2004].
Le nombre de particules impliqu�ees dans les agr�egats est directement reli�e �a la
concentration d'antig�enes pr�esents dans l'�echantillon �a analyser (voir paragraphe
I.1.2).

2.4 D�ecoration des châ�nes

Les châ�nes magn�etiques pr�esent�ees pr�ec�edemment constituent de nouveaux
mat�eriaux. Leur fonctionnalisation les rend int�eressantes pour un grand nombre
d'applications telles que l'analyse, l'isolation et/ou lapr�eparation d'esp�eces.

2.4.1 Couches de poly�electrolytes

Si le polym�ere, adsorb�e sur les particules, est un poly�electrolyte, on peut
changer �a fa�con la charge de la châ�ne magn�etique : un poly�electrolyte de charge
oppos�ee va alors se �xer sur la châ�ne en e�ectuant une \inversion de charge".
On peut ainsi faire des d�epôts couche par couche [Decher, 1997] et ce faisant,
fonctionnaliser des surfaces.
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Fig. 2.30 { A : calcul du nombre N de prot�eines par particule a�n d'obtenir un
lien unique en fonction de la distanceh entre particules (bord �a bord) ; B : variation
du nombre de prot�eines par particule a�n d'obtenir un lien u nique en fonction de la
distance entre particules. Variations calcul�ees pour di��erentes longueur l de lien (rayon
a des particules pris �egal �a 375 nm).

Ainsi, lorsque l'on forme des châ�nes permanentes avec du PAA dans un ca-
pillaire13, on peut ensuite introduire un polycation comme par exemplela poly-
L-lysine (pKA ' 10.2). L'utilisant de poly-L-lysine 
uorescente permet d'obser-
ver sa �xation sur des châ�nes permanentes obtenues avec duPAA (Fig.2.31).
L'introduction de la poly-L-lysine peut se faire par capillarit�e ou via un champ
�electrique.

La poly-L-lysine est couramment utilis�ee en biologie pour�xer des objets
sur des lames de verre (puce �a ADN g�enomique par exemple). On peut alors
imaginer l'utiliser pour �xer de l'ADN sur nos châ�nes. En ajoutant de l'ADN
�a la suspension de châ�nes, celui-ci se �xe en certains points de leur surface. La
concentration d'ADN sur les châ�nes peut être vari�ee grandement en jouant sur sa
concentration et sur sa taille. Dans la Fig.2.35, peu (une enmoyenne) de mol�ecules

13Il est pr�ef�erable d'introduire la poly-L-lysine lorsque les châ�nes sont organis�ees dans un
capillaire a�n d'�eviter que ce polycation ne les collent entre elles.
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A B
 20 mm


Fig. 2.31 { A : châ�nes magn�etiques permanentes obtenues avec du PAA (�emulsion
V2G, Ademtech) avant introduction de poly-L-lysine. B : vis ualisation de la poly-L-
lysine-FITC introduite �a l'aide d'un champ �electrique. L 'observation est e�ectu�ee en
�epi
uorescence sur un microscope Zeiss Axiovert 100 �equip�e d'une lampe �a mercure
pour l'excitation et d'un objectif 100X. La source au mercure est �ltr�ee �a � = 450-
490 nm et l'observation se fait �a � = 510-550 nm. Clich�es C.G.

d'ADN de grande taille (phage� , 48.5 kpb) est �x�ee par châ�ne. Fig.2.33 la châ�ne
est enti�erement recouverte d'ADN courts (m�elange "PhiX174").

20 mm


Fig. 2.32 { Mol�ecules d'ADN de phage � ,
marqu�ees avec l'intercalant YOYO-1, �x�ees sur des
châ�nes permanentes obtenues avec du PAA puis
recouvertes de poly-L-lysine. L'observation est ef-
fectu�ee dans les mêmes conditions que pour la
Fig.4.1. Clich�e C.G.

2.4.2 D�ecoration par couplage covalent

Les châ�nes, obtenues par collage magn�eto-stimul�e de particules recouvertes
de PAA, portent des fonctions COOH provenant de ce dernier. Ces groupes
peuvent servir �a gre�er des prot�eines, via leurs fonctions NH2, sur les châ�nes
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Fig. 2.33 { Châ�ne (obtenue avec du PAA puis re-
couverte de poly-L-lysine) recouverte d'un m�elange
d'ADN courts de type "PhiX174" marqu�es avec l'in-
tercalant YOYO-1. L'observation est e�ectu�ee dans les
mêmes conditions que pour la Fig.4.1. Clich�e C.G.

20 mm

[Hermanson, 1996] [Williams and Ibrahim, 1981]. La di�cult�e de ce type de gref-
fage est de conserver des châ�nes uniques, non enchevêtr�ees et non coupl�ees. Le
champ magn�etique utilis�e doit alors être faible (� 10 mT).

Gre�age d'anticorps On a ainsi gre��e des IgG de souris anti-CD3. Ce sont des
anticorps dirig�es contre les lymphocytes T (CD3+). A�n de r�ev�eler le gre�age, on
utilise des anticorps secondaires 
uorescents (anti-souris Alexa 488 IgG) dirig�es
sp�eci�quement contre ceux gre��es (Fig.34).

Le protocole de gre�age et les �etudes concernant la sp�eci�cit�e de l'anticorps
secondaire, la stabilit�e du gre�age, le dosage des anticorps gre��es et la minimi-
sation des interactions non-sp�eci�ques sont pr�esent�esen Annexe 2.

En r�esum�e , on montre (i) que l'on peut gre�er 1/6�eme de monocouche, sans
optimisation du protocole, (ii) que le gre�age reste stableau moins une semaine
et (iii) qu'il est pr�ef�erable d'utiliser une solution de B SA 0.5% en masse pour laver
les châ�nes une fois gre��ees a�n de diminuer les interactions non-sp�eci�ques.

Ce travail a �et�e l'objet du stage de 3�eme ann�ee de l'ESPCI de Florence Thi-
villiers.

Fig. 2.34 { Filament constitu�e de parti-
cules magn�etiques (Adembeads, diam�etre
0.75� m) recouvertes de PAA, gre��e avec
un IgG de souris anti-CD3. Il est marqu�e
avec de l'anti-souris IgG Alexa 488. L'ob-
servation est e�ectu�ee en �epi
uorescence
sur un microscope Nikon Eclipse TE 300
�equip�e d'une lampe �a mercure pour l'ex-
citation et d'un objectif 100 � . La source
au mercure est �ltr�ee �a � = 450-490 nm
et l'observation se fait �a � = 510-550 nm.
Clich�e C.G.
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Le chapitre 4 de cette th�ese illustre l'utilisation de tels�laments comme ma-
trice de s�eparation pour le tri de cellules rares en microcanaux.

Gre�age d'enzyme Nous avons aussi montr�e qu'il est possible de gre�er de
la trypsine sur des châ�nes permanentes.

La trypsine est une enzyme qui hydrolyse les liaisons peptidiques. Elle est uti-
lis�ee pour obtenir un extrait peptidique des prot�eines permettant leur identi�ca-
tion sur la base de banques de donn�ees g�enomiques et prot�eomiques. Cette enzyme
est particuli�erement int�eressante car les sites de coupure du cot�e C-terminal des
lysine et arginine sont assez fr�equents, ce qui conduit �a une digestion homog�ene
de la prot�eine et �a l'obtention de fragments de taille adapt�ee �a la gamme de masse
des spectrom�etres de masse utilis�es.

Nous avons mesur�e l'activit�e de l'enzyme a�n de v�eri�er l 'e�cacit�e du gref-
fage. Pour ce faire, nous avons fait r�eagir l'enzyme avec unsubstrat (BAPNA
ou Benzoyl- L Arginine- Para NitroAniline) qui lib�ere une mol�ecule color�ee
(p-nitroaniline) dont on mesure la concentration avec un spectrophotom�etre
(� =405 nm). Les tests e�ectu�es (voir Annexe 2) mettent en �evidence (i) qu'il
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Fig. 2.35 { R�eaction de do-
sage de l'activit�e de la tryp-
sine par utilisation d'un sub-
strat (BAPNA) qui lib�ere une
mol�ecule color�ee (jaune).

est pr�ef�erable de gre�er la tryspine en pr�esence de NP10 0.1% en masse ou de
Triton X405 0.3% en masse (ii) qu'il a �et�e possible de gre�er de la trypsine sur
des châ�nes permanentes mais qu'elles se sont emmêl�ees et que beaucoup d'entre
elles ont �et�e perdues lors des di��erents lavages. Nous n'avons fait que montrer la
faisabilit�e du gre�age et nous n'avons pas chercher �a l'optimiser.

Ce travail a �et�e e�ectu�e en collaboration avec Zuzana Bilkova14, lors de son
stage post-doctoral �a l'Institut Curie dans le Laboratoire Macromol�ecules et Mi-
crosyst�emes pour la Biologie et la M�edecine.

2.5 Collage \post-organisation"

Ce qui va suivre est plus anecdotique car nous n'avons pas exploit�e les �la-
ments pr�esent�es dans ce paragraphe. Il convient toutefois d'illustrer les di��erentes
voies d'obtention de châ�nes permanentes. Il s'agit ici d'organiser les particules
sous forme de châ�nes dans un microcanal, puis d'introduire l'agent pontant �a

14PhD - Assist. Prof. Department of Biological and Biochemical Sciences Faculty of Chemical
Technology, University of Pardubice, R�epublique tch�equ e.
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l'image de ce qui est propos�e dans [Furst et al., 1998]. L'agent pontant est un
polym�ere qui vient s'adsorber sur les châ�nes. Nous illustrons cette m�ethode avec
deux exemples : le poly(dim�ethyl acrylamide) (ou PDMA) et la poly-L-lysine.

2.5.1 Le PDMA

Le PDMA est utilis�e en �electrophor�ese pour �eliminer les 
ux �electro-
osmotiques nuisant �a la reproductibilit�e des s�eparations. Nous l'utilisons �a cette
�n dans nos microcanaux pour s�eparer de l'ADN en taille �a travers un r�eseau de
particules (voir paragraphe I.1.4). Ce polym�ere est synth�etis�e �a l'Institut Curie
par Valessa Barbier [Barbier, 2002].

Les microcanaux sont pr�epar�es par moulage de PDMS (polydim�ethylsiloxane)
selon [Xia and Whitesides, 1998](voir Annexe 6). On laisse incuber 40 min une
solution de PDMA �a 0.15% en masse dans les microcanaux. On rince ensuite
avec de l'eau distill�ee. On place le microcanal au c�ur d'une bobine pos�ee sur la
platine d'un microscope. Les particules magn�etiques (lotV2G, Ademtech ) sont
alors introduites et organis�ees en un r�eseau de colonnes.

Nous avons observ�e qu'au bout de 2 �a 3 heures15, le polym�ere se d�esorbe et
vient sur les colonnes. Quand le champ magn�etique est annul�e, on observe des
colonnes permanentes, parfois même attach�ees aux paroisdu canal.

2.5.2 La poly-L-lysine

On peut �egalement utiliser un poly�electrolyte, tel la poly-L-lysine, qui s'ad-
sorbe rapidement sur les particules une fois organis�ees sous forme de châ�nes. Avec
un champ magn�etique, on organise pr�ealablement les particules magn�etiques sous
forme de châ�nes dans un capillaire, puis on introduit la poly-L-lysine par capilla-
rit�e. Lorsque l'on annule le champ, on observe des châ�nespermanentes (Fig.2.36).

Ce polypeptide est un polycation �a pH neutre (pKA 10.2), il peut �egalement
être introduit �a l'aide d'un champ �electrique, ce qui est moins destructeur pour
les châ�nes qu'un 
ux hydrodynamique.

2.6 Conclusions et perspectives

Nous avons d�evelopp�e di��erentes m�ethodes pour obtenirdes châ�nes perma-
nentes. Nous avons �egalement montr�e qu'il est possible d'obtenir des châ�nes plus
�elabor�ees, d�ecor�ees �a fa�con avec des anticorps, des ADN, des enzymes. Ces travaux
(except�ee l'obtention de châ�nes irr�eversibles �a l'aide d'interactions sp�eci�ques)
ont donn�e lieu �a un d�epôt de brevet [Viovy et al., 2002].

15[Bancaud, 2000] a estim�e que la dur�ee d'e�acit�e du revêtement de surface (avec le PDMA)
�etait du même ordre de grandeur.
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Fig. 2.36 { Châ�nes obtenues
par ajout de poly-L-lysine intro-
duite par capillarit�e une fois les
colonnes organis�ees entre lame et
lamelle. Clich�e C.G.

Dans les chapitres suivants nous pr�esentons deux applications de ces châ�nes
permanentes. Une des applications consiste �a plier les �laments, �a l'aide d'un
champ magn�etique, pour sonder les propri�et�es microm�ecaniques des liens entre les
particules. L'autre porte sur l'utilisation des châ�nes d�ecor�ees avec les anticorps,
comme matrice pour s�eparer des cellules dans des microcanaux.
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En guise de pr�eambule...

... au Chapitre 3

Une nouvelle technique permettant desonder la rigidit�e de 
exion �a l'�echelle
mol�eculaire est ici introduite.

Les longs �laments 
exibles, pr�esent�es au Chapitre pr�ec�edent, adoptent une
conformation en �epingle �a cheveux lorsqu'ils sont soumis\brusquement" �a un
champ magn�etique de direction perpendiculaire �a la leur.Les mesures du rayon
de courbure de ces �epingles en fonction de l'intensit�e du champ par microscopie
optique d'une part, et de la longueur du lien par di�usion de la lumi�ere d'autre
part, permettent de d�eterminer la rigidit�e de 
exion du li en qui relie les particules
magn�etiques.

Cette m�ethode pr�esente l'avantage d'�etudier de tr�es petits objets (quelques
nanom�etres) par une approchemacroscopiquecar c'est la d�eformation du �lament
qui est observ�ee optiquement et non celle du lien.

Deux types de liens sont pr�esent�es : un polym�ere adsorb�e(le PAA) et un
sandwich anticorps/antig�ene/anticorps.

La di�cult�e, d�ecrite au Chapitre 2, r�eside dans l'obtent ion de ces longs �la-
ments, d'une seule particule de diam�etre et ayant un nombrede liens contrôl�e.





Chapitre 3

Filaments magn�etiques 
exibles

Comme nous l'avons soulign�e dans le premier chapitre, les collo•�des
magn�etiques sont utilis�es dans diverses applications. Ils peuvent aussi bien ser-
vir �a capturer et isoler des objets biologiques [M•uller-Schulte et al., 1997], qu'�a
appliquer des forces �a des mol�ecules d'ADN [Strick et al.,1996] ou bien mesurer
directement des pro�ls force/distance entre collo•�des [Leal-Calderon et al., 1994].

En assemblant de fa�con permamente les collo•�des magn�etiques �a l'aide de
liens, nous avons obtenu de nouveaux mat�eriaux, de longs �laments magn�etiques

exibles (voir Chapitre 2), qui ouvrent de nouveaux champs d'applications. Ces
�laments combinent deux propri�et�es : (i) constitu�es de collo•�des magn�etiques, ils
r�epondent rapidement �a un champ magn�etique (ii) ils pr�esentent les propri�et�es
�elastiques des châ�nes �a longueur de persistance (worm-like chains). Ainsi, plac�es
sous un champ magn�etique, les �laments adoptent une con�guration m�etastable
en forme d'�epingle �a cheveux qui d�epend de leur longueur et de la nature du lien.

La quasi-totalit�e des travaux e�ectu�es sur des assemblages magn�etiques
consistent �a �etudier la formation [Melle et al., 2002] ainsi que les propri�et�es
m�ecaniques [Furst and Gast, 1999] de châ�nes magn�etiques r�eversibles. Seul
le groupe d'A. Gast [Biswal and Gast, 2001] s'est pench�e surles propri�et�es
m�ecaniques de châ�nesirr�eversibles : les d�eformations des châ�nes induites par
les 
uctuations thermiques sont observ�ees par vid�eo-microscopie. Leur module
�elastique est d�etermin�e �a l'aide de pinces optiques.

En �etudiant le comportement sous champ de nos châ�nes, nous avons
d�evelopp�e une nouvelle technique permettant de mesurer leur �elasticit�e. Apr�es
avoir d�ecrit le comportement observ�e sous champ des châ�nes magn�etiques
(Fig.3.1), nous en ferons une description th�eorique. Nousmontrerons en�n que
ces châ�nes constituent un nouvel outil de caract�erisation microm�ecanique. Ils
permettent la mesure de l'�elasticit�e des liens qui pontent les collo•�des. Ces liens
peuvent être de nature diverse : des polym�eres adsorb�es ou des complexes biolo-
giques gre��es de type anticorps-antig�ene-anticorps.

Ce travail a �et�e e�ectu�e en collaboration avec le professeur Marc Fermigier,
Pierre Jop (stage de D.E.A.) et Caroline Derec (A.T.E.R.) duLaboratoire \Phy-
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sique et M�ecanique des Milieux H�et�erog�enes" (PMMH, UMR 7636/ESPCI, Pa-
ris).

m

n

o

Fig. 3.1 { Châ�ne magn�etique irr�eversible obtenue
avec du PAA (Emulsion V2G,Ademtech , diam�etre
0.75 � m). Clich�e de MEB (I. G�enois). L'�echantillon
est pr�ealablement s�ech�e �a l'air libre en pr�esence d'un
champ magn�etique.

3.1 Flexibilit�e des �laments magn�etiques

Les châ�nes magn�etiques irr�eversibles ou�laments sont

Fig. 3.2 { Châ�ne
magn�etique irr�eversible
obtenue avec du
PAA (Emulsion
V2G,Ademtech ,
diam�etre 0.75 � m).
Clich�e TEM M. Ga-
boyard.

constitu�ees de particules superparamagn�etiques calibr�ees
et assembl�ees par des liens. Ces liens peuvent être de na-
tures diverses : de simples polym�eres adsorb�es ou des com-
plexes biologiques de type sandwich anticorps-antig�ene-
anticorps. Nous pr�esentons dans ce paragraphe le cas d'un
polym�ere adsorb�e1, le poly(acide acrylique) (PAA)(Mw=
250 000 g.mol-1).

Les �laments sont obtenus en combinant les pro-
pri�et�es d'auto-organisation des particules magn�etiques
sous champ et le contrôle, par le champ magn�etique, de
la formation d'un lien entre les particules.

Pour ce faire, des particules calibr�ees sont dispers�ees
dans une solution aqueuse contenant du PAA. Ce der-
nier s'adsorbe sur les particules et cr�ee une force r�epulsive �a longue distances
(d > R g, o�u Rg, rayon de giration du polym�ere) qui varie commeexp(� d=Rg)
[Mondain-Monval et al., 1998]. Ainsi, en l'absence de champmagn�etique, les par-
ticules recouvertes de PAA ne s'agr�egent pas. Sous champ magn�etique, le moment
magn�etique, induit dans chaque particule, conduit �a l'organisation des particules
sous forme de châ�nes. Pour un champ magn�etique su�samment fort (de l'ordre
de 25 mT), les particules s'agr�egent de fa�con irr�eversible : les châ�nes persistent
en l'absence de champ. Le processus de collage par le PAA intervient quand
le champ magn�etique approche les particules su�samment les unes des autres
(d < R g)[Philip et al., 1997]. Le collage est doncmagn�etiquement induit. La force
seuil n�ecessaire pour approcher les particules de fa�con �a d�eclencher le processus
de collage est de l'ordre d'une dizaine de pN. Pour une telle valeur, les particules

1L'exemple du sandwich anticorps-antig�ene-anticorps sera pr�esent�e au paragraphe 3.5.
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sont parfaitement align�ees dans la direction du champ �a cause des interactions
dipolaires (� � 1).

Les �laments ainsi obtenus sont des chapelets de particulesmagn�etiques par-
faitement align�ees, d'une particule d'�epaisseur et coll�ees par le PAA (Fig.3.2).
Une fois le champ annul�e, les �laments ne sont pas strictement align�es dans
la direction du champ magn�etique qui a permis leur fabrication mais 
uctuent
l�eg�erement sous l'e�et de l'agitation thermique.

3.2 Filaments 
exibles

La 
exibilit�e de ces �laments est illustr�ee sur la Fig.3.3 : les �laments sont
fabriqu�es directement dans la cellule d'observation sur le microscope par applica-
tion d'un champ magn�etique perpendiculaire au plan d'observation. Une fois le
champ annul�e, les châ�nes tombent et plient sous leur propre poids.

Fig. 3.3 { Flexibilit�e des �laments : de
longs �laments calibr�es (200 � m de long)
sont fabriqu�es avec du PAA dans une
cellule de 200� m d'�epaisseur. Ils plient
sous leur propre poids quand le champ
magn�etique est arrêt�e.

3.3 M�etastabilit�e sous champ magn�etique

On s'attend �a ce que les châ�nes s'alignent dans la direction d'un champ
appliqu�e a�n de minimiser leur �energie magn�etique. Toutefois, lorsque la direc-
tion du champ magn�etique est chang�ee \brusquement", on obtient des formes
m�etastables qui d�ependent de la longueurL des �laments (Fig.3.4) :

{ les plus courts (L < 20� m) pivotent dans la direction du champ
{ les longs (L > 30� m) se plient en forme d'�epingle �a cheveux
{ les plus longs (L > 70� m) forment des �epingles multiples.

Les valeurs des longueurs, indiqu�ees entre parenth�eses,correspondent aux condi-
tions de la Fig.3.4. Exp�erimentalement, on constate qu'ilexiste une longueur
critique LC du �lament au-del�a de laquelle l'instabilit�e apparâ�t. L'interpr�etation
de LC sera discut�ee au chapitre II.4.3. En l'absence de frictionvisqueuse, tous les
�laments pivoteraient enti�erement dans la direction du champ.
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A


C


B
 B

B

Fig. 3.4 { Con�guration des �laments de di��erentes
longueurs sous champ magn�etique. Les �laments sont
obtenus avec du PAA dans un tube eppendorf puis
transf�er�es dans la cellule d'observation. A : les �la-
ments s�edimentent au fond de la cellule puis sont
align�ees dans la directiony ; B : 2 s apr�es l'application
d'un champ tourn�e de 90�(selon la direction x) ; C :
10 s apr�es la rotation du champ. les �laments les plus
courts pivotent dans la direction du champ comme
des bâtons rigides (r). Les longs �laments se plient en
forme d'�epingle �a cheveux (h). Les plus longs forment
des �epingles multiples (s). L'intensit�e du champ ap-
pliqu�e est de 1.5 mT.

B

Fig. 3.5 { Filament soumis �a un champ
magn�etique de plus en plus fort (de gauche �a
droite : 0.5 �a 2 mT). Le �lament est constitu�e
de particules calibr�ees (Emulsion V2G, Adem-
tech , diam�etre 0.75 � m) coll�ees les unes aux
autres par du PAA.

Ceci est d'autant plus visible quand le champ de forte intensit�e ( > 1mT) est
appliqu�e \brusquement". Si le champ appliqu�e est trop faible, les �laments pi-
votent lentement dans la direction du champ. Si quelques �epingles se sont form�ees,
elles vont petit �a petit s'ouvrir grâce �a l'agitation the rmique.

Les formes en �epingles (simples ou multiples) sont des con�gurations
m�etastables : l'�etat de plus faible �energie correspond au cas o�u la châ�ne est tota-
lement align�ee dans la direction du champ. Cette forme en �epingle est le r�esultat
d'une comp�etition entre deux e�ets antagonistes : (i) l'�energie magn�etique tend
�a aligner les extr�emit�es des châ�nes dans la direction du champ et (ii) l'�energie
�elastique s'oppose �a la d�eformation de la châ�ne. Ainsi, plus le champ magn�etique
augmente et plus le rayon de courbure de l'�epingle diminue (Fig.3.5). Rappelons
que l'existence de ces formes en �epingle �a cheveux r�esulte de la friction visqueuse
exerc�ee par le milieu aqueux.

Lorsque le champ magn�etique est annul�e, les �epingles se d�eplient, les �la-
ments retournent �a une forme along�ee en quelques secondes(� 5 s) ce qui traduit
l'�elasticit�e des châ�nes. Les �epingles s'ouvrent et seferment r�eversiblement lorsque
l'on op�ere des cycles de champ magn�etique.
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3.4 M�ethodes exp�erimentales

Montage

Les �laments sont observ�es directement en transmission �al'aide d'un micro-
scope droit Zeiss avec un objectif� 10, � 40 ou� 100. On enregistre les images via
une cam�era CCD (780� 512 pixels) reli�ee �a un ordinateur (logiciel NIH image).
Quatre bobines sont dispos�ees en croix sur le microscope perpendiculairement �a
l'axe optique (Fig.3.6). Ce montage a �et�e r�ealis�e par Patrice Jen�er (Laboratoire
PMMH, ESPCI, Paris). Les caract�eristiques concernant lesbobines sont d�etaill�ees
en Annexe 7.
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Fig. 3.6 { Quatre bobines sont dis-
pos�ees en croix sur un microscope.
On peut ainsi appliquer un champ
selon deux directions perpendicu-
laires (perpendiculairement �a l'axe
optique). Montage P. Jen�er (Labo-
ratoire PMMH, ESPCI, Paris).

Description de l'exp�erience

Les particules magn�etiques nous ont �et�e fournies par la soci�et�e Ademtech
(Emulsion V2G, Ademtech ). Elles ont �et�e form�ees �a partir d'une �emulsion ca-
libr�ee de ferro
uide (grains d'oxyde de fer dispers�es dans de l'octane). Elles ont
subi un traitement thermique a�n d'�evaporer l'octane. Le diam�etre des particules
ainsi obtenues est de 0.75� m.

Ces particules sont lav�ees cinq fois dans une solution de NP10 0.1% en masse.
Elles sont ensuite dispers�ees dans un tube eppendorf, �a une fraction volumique
de 0.1%, dans une solution aqueuse contenant 0.1% en masse dePAA et 0.1%
en masse de NP10. Le tube eppendorf est plac�e au centre d'unebobine pendant
5 minutes �a 25 mT. Dans ces conditions d'exp�eriences, la longueur des châ�nes
est comprise entre 50 et 100� m. Les bobines install�ees sur le microscope ne per-
mettent pas d'obtenir un champ magn�etique su�sant pour obtenir des châ�nes
irr�eversibles (> 15 mT). Elles sont donc �elabor�ees �a l'aide d'une bobine annexe.
Les châ�nes sont ensuite transf�er�ees entre lame/lamelle �a l'aide d'une micropi-
pette. On a pris soin de v�eri�er que ce transfert ne d�et�eriorait pas les châ�nes.

Les �laments obtenus avec des liens biologiques sont fragiles. Pour être sûr de
ne pas les cisailler, il est pr�ef�erable de les fabriquer directement dans la cellule
d'observation. On utilise alors des capillaires de sectioncarr�ee 200� m� 200� m.
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On laisse l'�emulsion s�edimenter a�n d'avoir toutes les particules dans le même
plan. On pose le capillaire sur une lamelle de microscope et on le scelle avec une
colle qui r�eticule sous UV (Epotecny, ref 4M21) en s'�etantassur�e de prot�eger
l'int�erieur du capillaire des rayons UV. Le tout est plac�e perpendiculairement �a
un champ magn�etique de 25 mT pendant 5 min. On transf�ere ensuite la lamelle
+ capillaire sur le microscope du montage. La fraction volumique des particules
et la taille du capillaire ont �et�e optimis�ees pour que leschâ�nes n'interagissent pas
entre elles. Si les �laments sont trop rapproch�es, on obtient alors l'image Fig.3.7
sur laquelle on ne peut faire de traitement d'image.

20 µm


Fig. 3.7 { Filaments fabriqu�es di-
rectement dans la cellule d'observa-
tion (un capillaire de section carr�ee)
Les �laments sont trop proches ce
qui conduit �a la formation d'�epingles
imbriqu�ees les unes dans les autres.

Une fois introduites dans la cellule d'observation, on laisse les châ�nes
s�edimenter ce qui facilite leur observation (elles restent bien dans le plan focal).
On applique alors un champ magn�etique (� 0.5 mT) a�n d'aligner compl�etement
les �laments. Ils sont ensuite soumis �a un champ magn�etique appliqu�e �a 90�du
pr�ec�edent. Suivant leur longueur, les �laments adoptent trois types de con�gu-
rations : les petits pivotent et s'alignent totalement dansla direction du champ,
les moyens se plient en forme d'�epingle �a cheveux et les plus grands forment des
�epingles multiples.

On s�electionne, dans notre champ d'observation, une �epingle isol�ee ne
pr�esentant pas de d�efauts. On retient une �epingle d'une particule d'�epaisseur,
non attach�ee au verre. L'�epingle ne doit pas pr�esenter depoints anguleux syno-
nymes de cassure du lien. On fait alors varier l'intensit�e du champ magn�etique
de 2.5 mT �a 0.5 mT. On enregistre l'image de l'�epingle pour chaque valeur du
champ appliqu�e. Ces images seront ensuite trait�ees (voirparagraphe suivant)
pour obtenir le rayon de courbure de l'�epingle en fonction de la valeur du champ.

On v�eri�e que le �lament s�electionn�e a bien un comportement �elastique : (i)
en coupant le champ et en observant le �lament revenir �a une forme along�ee et (ii)
en s'assurant que son comportement sous champ est reproductible. On e�ectue
ce travail sur plusieurs �epingles. Apr�es traitement des images pour obtenir la
courbure, on reporte la moyenne des courbures en fonction duchamp magn�etique.

Traitement des images

Les images acquises sont d'abord seuill�ees a�n d'obtenir une image binaire,
ce qui n�ecessite d'avoir des images bien contrast�ees. P. Jop et M. Fermigier ont
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con�cu un programme qui op�ere de fa�con it�erative a�n de r�eduire la largeur des
�laments �a 1 pixel ( squelettisation). Les coordonn�ees des pixels sont analys�ees
et la courbe r�eguli�ere est ajust�ee par des splines cubiques [Dierckx, 1993] a�n
d'extraire la courbure de la châ�ne en fonction de l'abscisse curviligne. Lors de
cette derni�ere �etape, un param�etre delissagedoit être sp�eci��e. Il d�e�nit le degr�e
d'�egalisation des irr�egularit�es. Ce choix s'est e�ectu�e en comparant les r�esultats
du traitement d'�epingles de rayon constant.

3.4.1 Description th�eorique

On va dans un premier temps d�ecrire l'�elasticit�e d'une châ�ne et d�eterminer
la d�ependance du rayon de courbure de la châ�ne avec le champ magn�etique. On
montrera ensuite que la connaissance du rayon de courbure dela châ�ne permet
de remonter �a l'�elaticit�e du lien.

3.4.1.a Elasticit�e d'une châ�ne

L'�energie totale de l'�epingle est la somme d'un terme �elastique dû �a la courbure
et d'un terme d'�energie magn�etique.

L'�energie �elastique est assimil�ee �a celle d'une poutreen 
exion, caract�eris�ee
par le module d'Young du mat�eriau E et son moment d'inertie I . L'�energie
�elastique est donn�ee par :

U�el = EI
Z L

0

ds
R2(s)

(3.1)

o�u s est l'abscisse curviligne,R(s) le rayon de courbure local etL la longueur de
la poutre (Fig.3.8). Si � est l'angle entre la direction locale de la châ�ne et une
direction de r�ef�erence, l'�energie �elastique s'�ecrit aussi :

U�el = EI
Z L

0

�
d�
ds

� 2

ds (3.2)

L'�energie magn�etique est la somme des �energies d'interaction magn�etique entre
les particules qui composent la châ�ne (en ne consid�erantque les interactions
entre plus proches voisins), soit :

Umag =
1

4�� 0

N � 1X

1

m2

(2a)3
(1 � 3 cos2 � ) (3.3)

o�u N est le nombre de particules dans la châ�ne,m le moment dipolaire
magn�etique de chaque particule,a le rayon d'une particule et � l'angle entre
le champ magn�etique local et la direction de la châ�ne.



110 3.4. M�ETHODES EXP �ERIMENTALES

En passant �a une description continue de la châ�ne (dans lalimite N � 1),
l'�energie magn�etique devient :

Umag =
1

4�� 0

Z L

0

m2

8a3
(1 � 3 cos2 � )

ds
2a

(3.4)

Le moment magn�etique de chaque particule est :

m =
4
3

�a 3� 0�H (3.5)

o�u � est la susceptibilit�e magn�etique e�ective des particules (en tenant compte
de la forme sph�erique).

L'�energie totale est donc :

U =
Z L

0

"

EI
�

d�
ds

� 2

+
4�� 0

72
a3� 2H 2 (1 � 3 cos2 � )

2a

#

ds (3.6)

On d�e�nit : une abscisse curviligne adimensionnelles0 telle que s = 2as0;
la longueur de persistance de la châ�ne� p telle que : EI = � pkB T, et un pa-
ram�etre bH comme le rapport entre l'�energie d'interaction d'une paire de parti-
cules align�ees dans le champ et l'�energie thermiquekB T, tel que :

8�� 0

72
a3� 2H 2 = bH kB T

On obtient alors :

U = kB T
Z N

0

"
� p

2a

�
d�
ds0

� 2

+
bH

2
(1 � 3 cos2 � )

#

ds0 (3.7)

Avec les notations de la Fig.3.8.B. , l'�energie totale de lachâ�ne est de la
forme :

U /
Z N

0
[� 02 + cH f (� )]ds0 =

Z
F (� 0; � )ds0 (3.8)

o�u � 0 = d�=ds0, et cH = abH =� p. La forme d'�equilibre de la châ�ne� (s0) est donn�ee
par la minimisation de l'�energie totale, en tenant compte de la conservation du
nombre de particules et des conditions aux limites. Compte tenu de la sym�etrie
des �epingles, on peut consid�erer seulement la moiti�e d'une �epingle. A l'extr�emit�e
libre, la courbure de la châ�ne doit être nulle pour assurer l'�equilibre m�ecanique.
Au milieu de l'�epingle (s'=0), l'orientation est �x�ee ( � = � /2). Les conditions aux
limites sont donc :

d�=ds0 = 0 en s0 = N

� = �= 2 ens0 = 0
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En utilisant une m�ethode de calcul variationnel [Riley et al., 1997], si l'�energie
donn�ee par l'�equation 3.8 est minimale, alors la fonctionF ob�eit �a l'�equation
di��erentielle :

F � � 0@F
@�0

= Cte (3.9)

soit :
� 02 � cH f (� ) = C0 (3.10)

Si on ne tient pas compte de la r�efraction des lignes de champpar le mat�eriau
magn�etique, l'angle� est confondu avec l'angle� et f (� ) = 1 � 3 cos2 � . L'�equation
di��erentielle qui d�e�nit la forme de la châ�ne est alors :

� 02 � cH (1 � 3 cos2 � ) = C0 (3.11)

Dans le plan de sym�etrie de la châ�ne (� = �= 2), la courbure de la châ�ne est
donn�ee par : � 0 =

p
C0 + cH .

La valeur de la constanteC0 est �x�ee par la condition sur l'extr�emit�e libre
de la châ�ne. Lorsque la châ�ne est tr�es longue (devant lerayon de courbure dans
le plan de sym�etrie), les extr�emit�es libres de la châ�nesont parall�eles au champ
magn�etique (� = 0) et � 0 = 0 lorsque � = 0. Ceci conduit alors �a C0 = 2cH et �a
une �equation di��erentielle simpli��ee :

� 0 = �
p

3cH sin� (3.12)

Pour cette forme simpli��ee, la courbure maximale de la châ�ne (ens0 = 0, corres-
pondant �a � = �= 2) est

p
3cH , soit :

Rmin =
1

�H

s
3EI

�� 0a4
(3.13)

Dans cette approximation, lerayon de courbure adimensionn�e minimal de la
châ�ne doit êtreinversement proportionnel au champ magn�etique .

Notons qu'il est �egalement possible d'int�egrer num�eriquement l'�equation 3.11
[Jop, 2002].

3.4.1.b Elasticit�e du lien

La grandeur qui nous int�eresse est la rigidit�e de 
exion dulien. Nous allons
d�ecrire comment il peut être d�eduit du rayon de courbure de l'�epingle.

On note � la rigidit�e de 
exion d'un lien, de longueur l, tel que (Fig.3.10) :

E �el� lien =
�l
R2

p
(3.14)

Les particules �etant suppos�ees rigides, lad�eformation du �lament est seule-
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Fig. 3.8 { A : �lament magn�etique sous champ formant une �epingle B :
Repr�esentation du syst�eme de coordonn�ees pour la description de l'�epingle.

ment localis�ee dans les liens . Ainsi l'�energie �elastique du �lament (module de

exion not�e EI ) est la même que celle de ce même �lament pour lequel on aurait
enlev�e les particules (rigidit�e de 
exion not�e � ) (Fig.3.9.A).

Si on consid�ere deux particules de la châ�ne reli�ees par un lien sch�ematis�e par
un tube de longueurl (Fig.3.9B) on peut alors �ecrire :

U�el =
�l
R2

p
=

EI (2a + l)
R2

(3.15)

or, le rayon de courbure de l'�epingleR est reli�ee au rayon de courbure du lienRp

par la relation (Fig.3.10) :

� '
l=2
Rp

et � '
a + l=2

R
'

a
R

(3.16)

(On assimile le lien �a un segment droit.)

Rp = R(l=2a) (3.17)

La rigidit�e du lien et celle de la châ�ne sont donc reli�eespar la relation suivante :

� =
l

2a
EI (3.18)

En observant macroscopiquement la châ�ne, on peut ainsi re monter
aux propri�et�es m�ecaniques d'un lien submicronique.

Si on reporte 3.18 dans l'�equation 3.13, on obtient la courbure maximale (sans
dimensioni.e. Cmax = 2a=R) de l'�epingle :

Cmax = �H

r
�� 0a3l

6�
(3.19)
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Fig. 3.9 { A : Epingle sch�ematis�ee : les sph�eres repr�esentent les particules magn�etiques
et les parties noires, les liens. Les param�etres de l'�epingle sont R, le rayon de courbure
L , la longueur du �lament impliqu�ee dans la courbure et EI , la rigidit�e de 
exion. Si
on \enl�eve" les particules, on obtient le mat�eriau (en encart) ayant une longueur L l ,
un rayon de courbure Rl et une rigidit�e de 
exion � . Les particules �etant suppos�ees
rigides, la d�eformation du �lament est seulement localis�ee dans ses liens. Ainsi l'�energie
�elastique du �lament est la même que celle de ce même �lament pour lequel on aurait

enlev�e les particules. On peut ainsi �ecrire E �el =
�L l

R2
l

=
EIL
R2 . B : Si on consid�ere deux

particules de la châ�ne reli�ees par un lien sch�ematis�e par un tube de longueur l et de

rayon de courbureRp, on peut alors �ecrire U�el =
�l
R2

p
=

EI (2a + l)
R2 .

3.4.1.c Longueur critique LC

Consid�erons un �lament orient�e dans la direction du champ magn�etique.
Lorsque que la direction du champ tourne brusquement de 90�,selon sa longueur
(i) soit le �lament pivote et s'aligne dans la nouvelle direction du champ (ii) soit
il se d�eforme sous forme d'�epingles (Fig.3.11). A�n de d�eterminer la longueur cri-
tique L c du �lament pour laquelle l'instabilit�e apparâ�t, on e�ec tue un calcul de
stabilit�e lin�eaire. Consid�erons une petite perturbati on de la formey = � sinqx.

Avec les notations d�e�nies Fig.3.11, on a : sin� ' q� cosqx et
d�
ds

' � q2 sinqx 2.

L'�equation 3.6 devient :

U =
Z L=2

� L=2

"

EI
�

d�
ds

� 2

+
4�� 0

72
a3� 2H 2 (1 � 3 sin2 � )

2a

#

dx (3.20)

2Soit
��!
OM = x~i + y~j . ~t est d�e�ni par ~t =

d
��!
OM
ds

. On a alors ds2 = dx2 + dy2 = dx2(1 +

dy2=dx2) ' dx2 et ~t:~j = cos � =
dy
ds
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Fig. 3.10 { Relation entre le
rayon de courbure de l'�epingle
R et celui du lien Rp.
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Fig. 3.11 { Di��erentes �evolutions
possibles pour un �lament initiale-
ment rectiligne et parall�ele �a l'axe
x. Soit la con�guration de la per-
turbation a une �energie trop �elev�ee
et dans ce cas, le �lament ne peut
que tourner en bloc (�gure du haut).
Soit l'�energie de la con�guration
pli�ee est plus basse alors le �lament
forme des �epingles (�gure du bas).

soit

U = kB T
Z L=2

� L=2
q4"2 sin(qx) +

bH

4a

�
1 � 2q2"2 cos2(qx)

�
dx (3.21)

A cause des conditions aux limites, le vecteur d'ondeq doit être discret
(q = n�� p=L). Si on introduit les variables adimensionnellesq0 = q� p, � 0 = �=� p

et x0 = x=2a alors la di��erence d'�energie avec la châ�ne sans perturbation (� = 0)
s'�ecrit :

U � U0 =
2akB T"02q0 2

� p

Z N=2

� N=2
q02 �

�
q02 +

3� p bH

4a

�
cos2(2aq0x=� p)dx (3.22)

En int�egrant l'expression pr�ec�edente, on trouve :

U � U0 =
NakB T"02q02

� p

�
q02 �

3� p bH

4a

�
(3.23)

Il existe donc un vecteur d'onde critique :

q0
c =

r
3bH � p

4a
(3.24)
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Ce qui correspond �a une longueur critique :

L c =

s
12�EI

� 0� 2H 2a2
(3.25)

Si q0 < q0
c alors U < U0 : le �lament se plie sous forme d'�epingle.

On peut alors pr�evoir le comportement du �lament en fonction de sa longueur
L :
si L < L c, le �lament tourne en bloc,
si L > L c le �lament forme des �epingles.

3.4.2 R�esultats et discussion

La Fig.3.12.A montre un �lament �a di��erents champs magn�e tiques. Apr�es
traitement num�erique des images (Fig.3.12.B.), le programme mesure la courbure
maximale des �epingles. On e�ectue ce travail sur une dizaine d'�epingles et on
reporte la moyenne des courbures en fonction du champ magn�etique (Fig.3.13).
On v�eri�e que le comportement des châ�nes sous champ demeure inchang�e le
temps de l'exp�erience (quelques minutes �a une heure apr�es leur fabrication).

La courbure d'une �epingle, ayant subit di��erents cycles de champ magn�etique
(rampe d'intensit�es croissantes puis d�ecroissantes), est reproductible. A champ
nul, la châ�ne revient �a une courbure nulle. Ceci montre que le comportement
est �elastique. L'�equation 7 montre que la courbure de l'�epingle doit être pro-

A B10 mm




Fig. 3.12 { A : Evolution de la forme
d'une �epingle en fonction du champ (200
A.m -1< H< 1800 A.m-1). Superposition
des images brutes, B : apr�es les di��erentes
�etapes du traitement d'image (seuillage,
squelettisation, lissage)

portionnelle au champ magn�etique. Si l'on reporte la moyenne des courbures de
di��erentes �epingles en fonction du champ magn�etique (Fig.3.13.A), on observe
que les points sont align�es sur une même droite. Ceci valide donc notre mod�ele.
On va ainsi pouvoir l'utiliser pour acc�eder au module �elastique, � , du lien.
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Fig. 3.13 { A : Courbure maximale adimensionn�ee (2a=R) de l'�epingle en fonction du
champ magn�etique. Emulsion V2G (Ademtech) diam�etre 0.75 � m, PAA (M W =250 000
g.mol-1) 0.1% en masse, NP10 0.1%en masse.� : r�esultats exp�erimentaux ; - : r�esultats
th�eoriques. B : Pro�l force/distance pour une solution de PAA �a deux concentrations (�a
pH 4) : � 0.01% en masse,N 0.1% en masse,� NP10. La courbe correspondant �a PAA
0.1% en masse pr�esente un saut correspondant �a la formation de liens irr�eversibles. hc

est la distance d'approche minimale.h est la distance �a laquelle les châ�nes deviennent
irr�eversibles. Extrait de [Philip et al., 1997]
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D'apr�es l'�equation 7, la pente de la droite, ainsi obtenue, est proportionnelle �a
�=l . Pour avoir acc�es au module �elastique du lien,� , il faut connâ�tre la longueur
l du lien.

Pour mesurerl, on utilise la Magnetic Chaining Technique. Cette technique
d�etermine la distance entre particules par di�raction de la lumi�ere par des châ�nes
de particules magn�etiques orient�ees sous champ (voir paragraphe I.1.3). Connais-
sant la force magn�etique appliqu�ee, on peut alors directement tracer le pro�l
force/distance [Leal-Calderon et al., 1994].

On mesure tout d'abord le pro�l d'interactions entre des particules nues pour
obtenir hc, la distance d'approche minimale (correspondant au contact des sph�eres
dures). On r�ep�ete cette mesure en pr�esence du lien (PAA) et on d�etermine la
distance h �a laquelle les châ�nes deviennent irr�eversibles. La di��erence h � hc

correspond �a la longueurl du lien.
Pour le PAA, MW =250 000 g.mol-1, on trouve

l=10 nm

Si on ajuste la courbe, repr�esentant la variation de la courbure en fonction
du champ magn�etique, par une droite, on trouve que le rapport Cmax =H est �egal
�a 6.67 10-5. On en d�eduit que pour le PAA MW = 250 000 g.mol-1, le module de

exion est :

� = 7.8 10-26 J.m (�=l =7.8 10-18 J � 2000kB T)

Description de la colle : les r�esultats pr�ec�edents peuvent nous �eclairer
sur l'origine de l'�elasticit�e des �laments. En e�et, la va leur �elev�ee de l'�energie
�elastique, par rapport �a kB T sugg�ere que le polym�ere s'attache en plusieurs points
entre les particules.

Un polym�ere, de même longueur, attach�e seulement par sesextr�emit�es, aurait
une �elasticit�e en 
exion n�egligeable tant que sa forme d'�equilibre (soit la pelote
de rayon de girationRg) n'est pas modi��ee.

La conformation d'une châ�ne de polym�ere adsorb�e sur uneparoi r�esulte
de deux e�ets antagonistes (i) un abaissement de l'�energielibre de l'ordre de
kB T par site d'absorption. La nature des interactions polym�ere/surface peut être
�electrostatique, liaisons hydrog�enes, etc., (ii) une augmentation de l'�energie libre
dûe �a une perte d'entropie conformationelle. La proximit�e de la surface diminue
le nombre de conformations accessibles. [Semenov and Joanny, 1995] ont montr�e
qu'en bon solvant, un polym�ere s'adsorbe en faisant des \boucles, trains, queues"
(Fig.56). Dans nos exp�eriences, le PAA est en bon solvant dans l'eau (� =20�C),
il est pratiquement neutre (pH=3.4). Ainsi l'hypoth�ese selon laquelle l'adsorption
du PAA se fait en plusieurs points sur deux particules adjacentes est en accord
avec la description des polym�eres adsorb�es sur des surfaces .

A�n de comprendre l'origine de la 
exibilit�e de cette colle, nous devons attri-
buer des dimensions physiques au lien. Nous consid�erons alors un tube de rayony






































































































































































































































































