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RESUME

Ce travail de thése traite de [I'élaboration de nanoparticules luminescentes a base
d’organolanthanides pour des applications d’imagerie biomédicale ou de marquage pour la lutte anti
contrefacon. Les organolanthanides ont été incorporés sans liaison covalente afin de préserver leurs
remarquables propriétés de luminescence et leur stabilité chimique. Deux types de nanoparticules
ont été étudiés, des particules de latex et des billes de silice qui ont toutes les deux été synthétisées
en milieu hétérogene.

La silice a été synthétisée par un procédé sol-gel en microémulsion inverse. Deux organolanthanides
luminescents initialement dissous dans les micelles inverses ont été piégés physiquement dans la
silice amorphe pendant sa formation. Une nouvelle méthode basée sur la quantification de I'activité
d’'un isotope radioactif de [I'Eu(lll) a été développée pour étudier Iincorporation des
organolanthanides. Les propriétés physico-chimiques des organolanthanides influencent directement
leur localisation au sein des particules et I'efficacité d’incorporation. L'étude approfondie de ces
nanoparticules a permis de mettre en évidence une amélioration de la relaxivité d’un complexe de
Gd(Il) quand il est confiné dans la silice.

Les particules de latex ont été synthétisées par polymérisation radicalaire en miniémulsion directe.
Différents organolanthanides de structures ionique ou non ionique ont été incorporés efficacement
par simple dissolution dans le monomere. L'incorporation du complexe de structure ionique a
nécessité |'utilisation d’un tensioactif cationique afin de le maintenir a I'intérieur des gouttelettes et
garantir son incorporation dans les particules de latex. Ce systeme permet d’incorporer un grand
nombre de complexes et aucun relargage n’est observé apres plusieurs mois. Le ligand utilisé permet
en plus d’exciter jusqu’a dix terre rares simultanément. En faisant varier la nature et la quantité des
organolanthanides incorporés, il est ainsi possible de générer des codes optiques complexes sous
une excitation unique.

Mots-clefs : Nanoparticules, Luminescence, Microémulsion, Miniémulsion, Silice, Latex, Relaxivité,
Organolanthanides, Incorporation.
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Development of nano-tracers based on organolanthanides
for biological applications and materials tagging

ABSTRACT

This work deals with the elaboration of luminescent nanoparticles based on organolanthanides for
bioimaging and optical coding. The organolanthanides were embedded without covalent linking in
order to preserve their remarkable luminescent properties and chemical stability. Two different
types of nanoparticles have been studied: polymer latexes and silica particles that were both
synthesized in dispersed media.

The silica nanoparticles were synthesized by a reverse microemulsion-mediated sol-gel process. Two
luminescent lanthanide chelates originally dissolved into water droplets were physically trapped into
the amorphous silica during its formation. A novel method based on a radioactive Eu(lll) probe has
been developed to study the incorporation process. The physicochemical properties of the different
chelates had a strong influence on their localization within the particles and on the measured
incorporation efficiencies. This study finally allowed us to investigate the effect of Gd(lll) complexes
confinement into silica nanoparticles.

Luminescent polymer latexes based on organolanthanides have been synthesized by miniemulsion
polymerization. Several organolanthanides exhibiting a ionic structure or a non-ionic structure have
been efficiently embedded into latex particles by simple dissolution in the corresponding monomers.
For the ionic lanthanide chelate, a cationic surfactant was used to maintain the organolanthanide
complex inside the droplets and guaranty and efficient incorporation. The resulting polymeric
luminescent nanoparticles showed excellent stability over leakage and a high loading capacity. This
particular ligand is able to efficiently sensitize over ten luminescent lanthanides, emitting in the
visible, the NIR or both regions. This allowed us to generate a large variety of color codes based on
luminescence by tuning the emission signal using several lanthanide ions.

Keywords : Nanoparticles, Luminescent, Microemulsion, Miniemulsion, Silica, Latex, Relaxivity,
Organolanthanides, Incorporation.
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Introduction générale

Les matériaux de taille nanométrique tendent a occuper une place de plus en plus importante, que
ce soit dans le domaine de la recherche académique mais également dans notre vie quotidienne, ou
ils sont déja largement utilisés dans des produits de consommation courants [1]. Un tel engouement
est suscité par les propriétés uniques que peuvent apporter ce type de matériau. La dimension
«nano» permet en effet d’interagir au niveau moléculaire [2], d’augmenter le rapport
surface/volume ce qui peut permettre d’augmenter la réactivité aux interfaces [3], ou encore dans
certains cas de faire apparaitre des propriétés absentes a |’échelle macroscopique [4, 5]. C'est
pourquoi les nanomatériaux sont présents dans des disciplines de recherche diverses et variées et
peuvent étre mis en ceuvre pour bien des applications. Parmi eux, les nanoparticules luminescentes
ont été particulierement étudiées [6-9]. Elles peuvent étre luminescentes de nature [10, 11] ou par
dopage d’'un nanomatériau inerte par des molécules [12] ou des atomes [8] luminescents.
L'utilisation de ce type de nanoparticules connait un essor important depuis quelques années
notamment dans le secteur de [I'imagerie biomédicale [10, 13-16]. L'émergence des
nanotechnologies a en effet permis une avancée importante dans ce domaine en fournissant des
objets aux propriétés ajustables pouvant interagir avec des molécules d’intérét biologique et/ou
médical. De tels marqueurs luminescents ont par exemple été utilisés dans la lutte contre le cancer
[17] et la détection de cellules tumorales [18] ou plus généralement pour étudier des mécanismes
cellulaires [16]. Les nanoparticules luminescentes offrent donc de nouvelles opportunités aux
biologistes pour la compréhension de mécanismes biologiques ou pour la détection et le traitement
de maladies [19].

Ces objets invisibles de par leur taille mais pouvant étre détectés et identifiés grace a leur
luminescence suscitent également un intérét croissant pour la lutte anti-contrefacon. La capacité a
authentifier la provenance d’un produit, a ’heure ou le nombre d’articles contrefaits ne cesse
d’augmenter, est en effet devenue un sujet de préoccupation important pour les industriels. A ce
titre, I’élaboration de systémes d’identification basés sur un signal lumineux complexe, unique et
porté par un objet de taille nanométrique et dispersable dans différents milieux représente une
perspective particulierement séduisante [20-22].

Le développement de nouveaux systemes plus sensibles, plus réactifs ou plus stables, suscite donc un
intérét important. Il existe différents types de nanoparticules luminescentes, parmi lesquelles les
guantum dots [5], les nanocristaux d’oxydes de terre rare dopés [23], et les nanoparticules de silice
[24] ou de polymere [25] encapsulant ou fonctionnalisées par des molécules luminescentes. Le fait
de doper un matériau inerte par des molécules permet de modifier sa taille et sa réactivité sans que
cela n’affecte les propriétés globales de luminescence. Parmi les matériaux utilisés, la silice et les
latex sont certainement ceux qui ont été le plus étudiés. La silice amorphe est non toxique et
posséde une bonne stabilité chimique et thermique. Elle offre un support dont la taille peut étre
ajustée et dont la surface peut étre fonctionnalisée facilement par de nombreux groupements
chimiques différents [26]. Cette matrice est donc particulierement adaptée pour des applications
dans le domaine médical [9, 27]. Les particules de polymere (latex) sont également largement
étudiées pour la conception de nanoparticules luminescentes. Elles peuvent étre de taille
micrométrique [28] ou nanométrique [29] en fonction de la méthode de polymérisation, qui est



généralement effectuée en milieu dispersé. Les molécules luminescentes sont piégées dans la
matrice au cours de la synthése des particules ou a posteriori par gonflement du polymere et
diffusion des molécules a l'intérieur. Une autre méthode consiste a polymériser un monomere
luminescent ou a y greffer un fluorophore. De méme que la silice, ces particules peuvent ensuite étre
fonctionnalisées par des biomolécules. En ce qui concerne les particules de silice, elles sont
généralement synthétisées par voie liquide, soit par la méthode Stober soit par la voie micellaire
inverse. Ces deux techniques permettent d’obtenir des particules de taille controlée de 20 a 1000 nm
de diameétre, avec une faible distribution en taille. Les molécules luminescentes sont alors piégées
dans les pores de la silice lors de sa formation, ou greffées au sein du réseau en surface ou a
I'intérieur.

L'incorporation d’especes luminescentes dans des nanoparticules permet d’accroitre la sensibilité de
détection en augmentant localement, a I’échelle de la nanoparticule, le nombre de molécules. Ces
objets peuvent étre vus comme des containers pouvant incorporer des milliers de fluorophores et
dont l'action peut étre ajustée en jouant sur leur taille (diffusion ou non a travers les tissus,
membrane cellulaire...) ou sur leurs fonctions de surface (ciblage d’entités spécifiques). La matrice
peut également étre vue comme une couche protectrice garantissant I'intégrité de la molécule
incorporée et favorisant sa stabilité photochimique. A I'inverse, dans le cas d’objets luminescents
toxiques, leur incorporation dans une matrice biocompatible permet d’éviter une interaction de la
substance nocive avec les milieux biologiques [4].

Les propriétés de luminescence des nanoparticules dopées sont directement liées a celles de la
molécule incorporée. Les chromophores organiques classiques comme les rhodamines ou les
fluorescéines, sont parmi les premiéres molécules fluorescentes ayant été incorporées dans des
particules. Malgré un rendement quantique élevé et un colt relativement faible, leur faible
résistance face a la dégradation sous une excitation continue, (i.e. phénomeéne de photo-
blanchiment) constitue une limitation importante. De plus, la largeur de leur bande d’émission
empéche une utilisation simultanée d’'un grand nombre des molécules différentes, indispensable
pour la création de spectres d’émission complexes. La superposition de plusieurs spectres larges rend
vite l'identification de chaque espéce délicate a cause de leur recouvrement, réduisant les
possibilités de codage. C’'est pourquoi les organolanthanides ont également été particulierement
étudiés [30]. lls possedent une section d’absorption importante grace a leur partie organique et
peuvent émettre du visible au proche infrarouge en fonction du lanthanide utilisé. Les spectres
d’émission des lanthanides luminescents sont constitués de pics fins et caractéristiques de la terre
rare. Cette propriété est largement utilisée pour des applications de codage optique. Les
performances des organolanthanides dépendent de la nature du ligand qui doit, transférer
efficacement I'énergie absorbée vers le lanthanide, limiter les interactions de la terre rare avec le
solvant et assurer une coordination stable du lanthanide. Une autre application importante a
contribué au développement des organolanthanides. En effet dans la famille des lanthanides, un ion
en particulier est utilisé pour ses propriétés paramagnétiques uniques, le Gd(lll). Ainsi des chélates
de Gd(lll) sont utilisés comme agents de contraste pour I'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM)
[31]. De méme que pour les organolanthanides luminescents, I'incorporation de ces agents de
contraste dans des nanoparticules a récemment suscité un intérét important [32-38].

Dans ce contexte, cette these a pour objectifs de développer de nouveaux systemes nanométriques
basés sur des organolanthanides, pour des applications de marquage pour la lutte anti contrefacon



et pour l'imagerie biomédicale, par résonance magnétique ou par microscopie de fluorescence.
Différents organolanthanides développés par le Laboratoire de Reconnaissance lonique et Chimie de
Coordination du CEA de Grenoble ont ainsi été étudiés. Ces complexes figurent parmi les plus
performants et les plus stables de la littérature. C'est pourquoi afin de conserver ces excellentes
propriétés, ces organolanthanides seront incorporés aux nanoparticules sans modification chimique
préalable, et donc sans greffage covalent. Afin de répondre aux deux applications visées, deux types
de matériaux ont été choisis. D’'un co6té la silice qui est particulierement adaptée aux applications
pour la biologie, et d’'un autre c6té les polymeéres pour leur versatilité. Les organolanthanides n’étant

pas chimiquement liés a la matrice, ils doivent étre piégés dans la structure interne de cette derniere
pendant sa formation. La localisation de I'organolanthanide pendant la nucléation et la croissance
des particules est donc un point crucial. Les procédés de polymérisation en milieu hétérogéne (et en
particulier les techniques de polymérisation en miniémulsion et microémulsion) permettent un
certain confinement des espéces solubilisées dans des nanogouttelettes stabilisées par des
molécules de tensioactifs, qui deviennent alors le site principal de formation des particules. Nous
avons donc utilisé le procédé de polymérisation en miniémulsion dans le cas de l'incorporation
d’organolanthanides organosolubles dans des particules de latex tandis qu’en parallele la
microémulsion inverse a été choisie afin d’incorporer des organolanthanides hydrosolubles dans des
nanoparticules de silice. Ce travail de these a consisté a synthétiser, optimiser et a caractériser ces

nouveaux objets.

La these est constituée de deux parties principales qui ont été menées en paralléle : la synthese de
particules de latex d’une part, et la synthése de particules de silice d’autre part. Les particules de
latex ont été synthétisées au laboratoire de Chimie, Catalyse, Polymeéres et Procédés a Lyon, tandis
que la synthese des particules de silice a été réalisée au Laboratoire de Chimie et de Sécurité des
Nanomatériaux a Grenoble.

Le premier chapitre de cette thése dresse un rapide apercu des principales propriétés et applications
des nanoparticules en insistant sur le cas particulier des particules luminescentes. Il présente ensuite
qguelques généralités sur la chimie des lanthanides et sur les propriétés de luminescence des
complexes de lanthanide.

Le deuxieme chapitre est quant a lui consacré a I’étude de I'incorporation de deux organolanthanides
dans des nanoparticules de silice de deux tailles différentes obtenues par polycondensation
hydrolytique par voie sol-gel en milieu micellaire inverse. Afin de quantifier I'incorporation des
complexes de lanthanide dans les particules de silice, une nouvelle méthode basée sur I'utilisation
d’un isotope radioactif de I'europium a été développée. Le suivi de cette incorporation a permis
d’estimer l'efficacité de I'incorporation et sa stabilité au cours du temps. Elle a également permis de
mettre en évidence l'influence de la nature du ligand sur I'efficacité d’incorporation.

Le chapitre 3 traite de la synthése de particules de latex luminescentes par polymérisation
radicalaire en miniémulsion directe. L'incorporation d’organolanthanides possédant des structures
différentes dans des particules de polystyréne, de poly(méthacrylate de méthyle) et de poly(acrylate
de butyle) a été effectuée. L'incorporation d’'un complexe de lanthanide présentant une structure
ionique, encore jamais décrite dans la littérature, a été étudiée de facon détaillée. De méme que
pour la silice, I'efficacité de l'incorporation, la stabilité vis-a-vis du relargage, la morphologie des
particules et leurs propriétés de luminescence ont été caractérisées.



Le dernier chapitre tire parti du travail effectué lors des deux précédents chapitres et présente deux
systéemes présentant un intérét pour les applications visées. Le premier est issu du travail sur
I'incorporation d’'un complexe ionique dans les particules de latex. Le ligand utilisé est en effet
capable d’exciter simultanément la quasi-totalité des lanthanides. Ce systeme semble prometteur
pour la création d’'un grand nombre de codes optiques par superposition de I’émission des
différentes terres rares dans le cadre du marquage anti contrefacon. Le deuxiéme systeme tire parti
du travail sur lincorporation de complexes de lanthanide dans les particules de silice. La
caractérisation fine de ces particules dopées a permis d’étudier |'effet de confinement d’un chélate
de Gd(IIl) sur ses propriétés de relaxivité. Les résultats obtenus sont prometteurs en vue du
développement d’agents de contraste plus performants pour I'IRM.
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Chapitre 1 : Introduction aux nanoparticules luminescentes

Ce premier chapitre a pour objectif d’introduire les concepts généraux liés a I'utilisation de
nanoparticules. Apres avoir défini le terme « nano », les propriétés et les applications les plus
notables des nanoparticules seront brievement décrites. Les nanoparticules luminescentes pour des
applications de marquage et de tracage seront ensuite décrites en particulier.

1 Notions générales sur les nanoparticules

1.1 Introduction

Depuis les premiéres références aux « nanoparticules » dans les années 80 [1, 2] (alors désignées par
le terme « petites particules »), ce domaine de recherche connait un essor considérable. En effet en
I’espace de trente ans, le nombre de publications traitant de ce sujet a vu son nombre augmenter de
maniere exponentielle [3]. Cet engouement exceptionnel témoigne de I'intérét de ces objets dans de
nombreux domaines. Un apercu rapide des différentes applications et domaines de recherche liés
aux nanoparticules sera présenté dans cette partie.

Le terme « nano » vient du grec « nanos » qui signifie « nain ». Ces matériaux, invisibles a I'eeil nu,
possedent au minimum une dimension de taille nanométrique (10 m) (voir Figure 1). Plus
précisément, il est largement admis par la communauté scientifique que le terme nanoparticule est
réservé aux objets dont I'une des dimensions est inférieure a 100 nm. Cette définition est purement
arbitraire mais il s’avére qu’elle couvre bien le domaine dans lequel les propriétés de certains
matériaux deviennent dépendantes de leur taille.

Cellules Diametre
Hémoglobine E. Coli sanguines cheveu
1nm 10 nm 100nm 10 uym 100 pm

Nanomatériaux

Figure 1 Echelle de taille situant le domaine des nanomatériaux [3]

L'étude des nanomatériaux a beau étre relativement récente, leur utilisation remonte a I'époque
gréco-romaine ou des colloides d’or étaient introduits dans du verre, leur procurant une coloration
rouge-violette. En faisant varier la taille des particules d’or (entre 1 et 50 nm), une large gamme de
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teintes entre le rouge et le violet peut étre obtenue et utilisée pour teinter des verres ou des
porcelaines. Bien plus tard au XIXieme siecle, Faraday a mis en évidence le lien entre la taille des
particules d’or et la coloration des solutions colloidales [4]. Le cas de |'or est le premier mettant en
évidence des propriétés différentes entre le matériau a I'état massif (type « bulk ») et le matériau a
I'état divisé (propriétés optiques dans ce cas). De nos jours les nanoparticules d’or sont toujours
utilisées pour la coloration des verres, mais également dans le domaine de la catalyse, pour des
applications de marquage en biologie et en optique [5].

Aujourd’hui, une autre application répandue des nanoparticules, concerne les cremes solaires dans
lesquelles les agents absorbants I'UV sont des nanoparticules de TiO, ou de ZnO (50-80 nm) [6]. Leur
taille étant bien inférieure a celle de la longueur d’onde de la lumieére visible (380-780 nm), une fine
couche de creme solaire est transparente a I’ceil mais absorbe les rayonnements UV. D’une maniere
générale pour une quantité de matiére équivalente, plus les particules sont petites et plus les
solutions sont transparentes car elles diffusent moins la lumiére. Les nanoparticules sont également
intensément utilisées dans le domaine de la catalyse hétérogene ol les réactions se produisent
uniquement en surface [7, 8]. L'accessibilité et la surface spécifique du catalyseur conditionnent ainsi
directement I'efficacité des réactions catalytiques. La petite taille des nanoparticules leur confere
une surface spécifique trés élevée. Ainsi pour une méme quantité de matériau utilisée, la surface
développée sera d’autant plus importante que la taille des particules sera petite. Ceci est
particulierement intéressant dans le domaine de la catalyse hétérogene ou les catalyseurs sont
souvent des métaux nobles couteux (Pd, Pt...).

Les nanoparticules sont donc déja utilisées dans différents domaines a I’échelle industrielle, comme
cela a été illustré avec quelques exemples. Ces trois cas illustrent bien les différences de propriétés
notables liées a I'utilisation de nanoparticules par rapport au matériau massif (« bulk »). Ces
principales propriétés peuvent étre grossierement regroupées en trois catégories :

e La trés grande surface spécifique développée par les nanoparticules est a l'origine de
I"amélioration des propriétés par rapport au matériau massif. En effet a quantité de matiere
égale, I'objet nano présentera plus d’atomes/sites réactionnels en surface, et donc
accessibles. L’augmentation du ratio surface/volume permet d’exacerber les propriétés du
matériau massif.

e La taille nanométrique en elle-méme permet d’obtenir de nouvelles propriétés (films dopés
transparents) ou d’envisager de nouvelles applications (miniaturisation, diffusion a travers
les tissus biologiques, membranes cellulaires...).

e La diminution de la taille a I'échelle nano entraine une modification des propriétés du
matériau. La structure électronique du matériau est alors directement influencée par sa
taille. Les deux exemples les plus importants sont les nanoparticules d’or et les quantum dots
semi-conducteurs.
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1.2 Les différentes voies de synthése de nanoparticules

De nombreuses méthodes ont été développées pour la synthése de nanoparticules. Elles peuvent
étre classées en trois grands groupes : les méthodes de synthese par broyage, les méthodes de
synthése en phase gazeuse et celles en phase liquide. Ces différentes méthodes possedent leurs
avantages et leurs inconvénients, et peuvent étre plus ou moins adaptées a la synthése de certains
types de nanomatériaux. En effet pour obtenir des nanoparticules de qualité, compatibles avec une
application, la taille n’est pas I'unique paramétre a prendre en compte. Elles doivent en plus avoir
une distribution en taille étroite, étre stables vis-a-vis des phénomenes d’agglomération et avoir une
morphologie et une composition chimique contrélées.

Les méthodes de broyage [9] sont particulierement adaptées pour la synthése de grosses
qguantités de nanoparticules. Cependant elles permettent difficlement d’obtenir des tailles de
particules inférieures a 50 nm et la procédure de broyage peut provoquer I'agglomération des
particules. De plus, des problemes de contamination avec I'équipement de broyage peuvent
également intervenir. Ces méthodes ne sont donc pas adaptées a la synthése de nanoparticules de
tres hautes qualités, comme les particules hybrides structurées type cceur-coquille. Elles sont en
revanche tres utilisées en industrie car elles permettent une production importante de
nanoparticules a faible cout.

Les méthodes de synthéese en phase gazeuse [10] sont également trés répandues en industrie
pour la production de nanoparticules cristallines en continue. Cependant ce procédé requiert de
travailler a trés hautes températures (plus de 500°C) ce qui peut provoquer la formation irréversible
d’agrégats. De plus ces conditions de température peuvent étre rédhibitoires pour |'utilisation de
certains composés, notamment les espéces organiques.

Les méthodes de synthése en voie liquide [11, 12] sont en revanche particulierement
adaptées a la synthése de nanoparticules de taille et de morphologie controlées. En effet |'utilisation
de molécules organiques stabilisantes (composés a longues chaines alkyles, tensioactifs ou
polymeéres) permet de contrdler la croissance et I'agglomération des particules. Ainsi des
nanoparticules possédant des morphologies trés variées ont pu étre obtenues par cette voie de
synthese [11, 13]. C’est la méthode la plus largement utilisée au laboratoire car elle permet une tres
grande liberté quant a la composition, la taille, la forme ou la fonctionnalisation de surface des
nanoparticules. C'est la voie qui a été choisie dans cette these car c’est la technique la plus adaptée
pour la synthése de nanoparticules hybrides multifonctionnelles. Les méthodes de broyage ne
permettent pas d’obtenir des particules monodisperses de taille inférieure a 100 nm. Et celles en
phase gazeuse ne sont pas compatibles avec I'utilisation de molécules organiques comme les
organolanthanides. Il existe plusieurs types de synthéses en phase liquide : la voie solvo-thermale, le
procédé « sol-gel » (ou simplement « sol »), la méthode micro-ondes ou encore la microémulsion
[11, 12, 14-16]. Ces deux derniéres méthodes seront développées plus en détails dans le chapitre 2.
La synthése en voie liquide est basée sur la croissance/précipitation d’'une phase solide a partir d’'une
solution liquide initiale. D’'une maniere générale, I'obtention de nanoparticules de tailles contrélées,
monodisperses et individualisées (pas d’agglomération) est limitée par deux processus
fondamentaux : un contréle des étapes de nucléation et de croissance, et la suppression des
phénomeénes d’agglomération [3]. Si la nucléation est un procédé endothermique, la croissance des
germes et leur agglomération par mdrissement d’Ostwald sont quant a eux des phénomenes
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exothermiques. C’'est pourquoi I'agglomération et la croissance des particules seront toujours
favorisées. La synthese de gros objets en phase liquide (faible interface) est toujours plus favorable
énergétiquement que celle de nanoparticules (interface trés importante).

e Controle des étapes de nucléation et de croissance, selon le modele de LaMer [17]
(Figure 2): Pour initier la nucléation dans la phase liquide, une « sur-saturation »
(solution énergétiquement non stable) de I'espéce solubilisée doit étre imposée (phases |
et ll) [11, 12, 17]. Les nucléis formés subissent alors une étape de croissance par addition
des molécules (phase Il). Quand la concentration de I|'espéce solubilisée devient
inférieure a la concentration critique de « sur-saturation », il n’y a plus de nucléation et
seul le procédé de croissance par addition de molécules intervient (phase lllI). Ce
processus se poursuit jusqu’a ce que la quantité en molécules dans le milieu soit épuisée.
A ce stade, des particules relativement monodisperses peuvent étre obtenues en
stoppant la réaction rapidement, ou en rajoutant des molécules dans le milieu pour
rester au-dessus de la concentration critique Cs, et poursuivre la croissance.
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Figure 2 Modeéle de nucléation et de croissance de particules en phase liquide selon LaMer [17]

e En revanche si rien n’est fait a ce stade, le phénomeéne de Mirissement d’Ostwald
intervient : les grosses particules continuent a croitre en se « nourrissant » des plus
petites. A ce stade les particules sont tres polydisperses, a moins d’attendre
suffisamment longtemps jusqu'a ce que la totalité des plus petites particules soit
consommée. La taille des particules devient alors trés importante (tailles
micrométriques) [11].

Ce modele ne prend pas en compte les phénomeénes d’agrégation entre particules lors de I'étape de
croissance par addition de molécules a la surface des nucléis. Or la croissance de particules par
agrégation est bien plus rapide que celle par addition de molécules [11]. Les nanoparticules étant
naturellement instables de par leurs petites tailles, elles auront toujours tendance a s’agglomérer.
Donc pour obtenir des nanoparticules monodisperses, il est nécessaire d’avoir une nucléation rapide
et efficace (autant de nucléis initiaux que de particules finales) et séparée de I'étape de croissance.
Ceci peut par exemple étre obtenu avec un apport d’énergie [18]. Les nucléis doivent ensuite étre
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stabilisés par effets stériques ou électrostatiques afin de contrdler leur croissance et de supprimer les
phénoménes de mrissement d’Ostwald et d’agrégation [19]. La Figure 3 résume les différents
processus de croissance et de stabilisation des nanoparticules.

Temps de réaction

homogéne

Solution ° o .. . ’ .‘.‘

Nucléation Croissance Croissance Mirissement

contrélée incontrolée d’Ostwald

Agglomeration incontrdlee

l
—-— A g\ |/
L R

électrostatique
Nanoparticules Agglomérats/agrégats

Figure 3 Mécanismes de croissance et de stabilisations de nanoparticules synthétisées en phase liquide [3]

La stabilité des nanoparticules est donc un probleme majeur qui doit étre pris en considération
pendant la synthése, mais également avant chaque application. En effet I'agrégation des
nanoparticules est I'un des principaux obstacles a leur utilisation, car elle entraine souvent la perte
des propriétés associées a la dimension « nano ». Pour des applications biomédicales par exemple, la
déstabilisation des nanoparticules injectées peut entrainer une accumulation néfaste voire mortelle
(embolie) [20]. Contrairement aux nanoparticules synthétisées en voie seche qui s’agglomerent
facilement, celles obtenues en phase liquide peuvent étre stabilisées efficacement, ce qui facilite leur
mise en ceuvre. Les mécanismes d’agglomération et de stabilisation de nanoparticules dispersées,
issus de la chimie des colloides [21], sont détaillés dans la partie suivante.
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1.3 Stabilité des nanoparticules

La tendance naturelle des nanoparticules a s’agglomérer provient de deux phénomenes. Le premier,
d’origine thermodynamique, est lié a I'importante surface développée par rapport au volume des
nanoparticules qui est défavorable énergétiquement. La diminution de [linterface par
I'agglomération des particules permet d’atteindre un état plus stable, comme cela a déja été évoqué
précédemment. Le deuxieme, d’ordre cinétique, est lié au mouvement brownien auquel sont
soumises les particules en solution. Des collisions inter-particulaires pourraient également étre
induites par ce mouvement brownien, entrainant une agglomération. Cependant ces collisions ne
sont pas toujours effectives. En effet dans la majorité des cas, les surfaces sont chargées et en
contact avec les ions du milieu liquide, ce qui provoque une redistribution inégale des ions a
I'interface. Cette distribution inégale entraine |'apparition de charges opposées aux deux interfaces,
créant un potentiel et I'apparition d’'une double couche électrique [22]. Ce phénomeéne peut induire
une répulsion électrostatique entre les particules, empéchant leur collision. La stabilité des
nanoparticules est donc une compétition complexe entre des forces attractives et répulsives. Méme
si ces phénomeénes ne sont pas entierement compris, la théorie la plus utilisée pour modéliser ces
interactions est celle développée par Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek (i.e. théorie DLVO). La
stabilité colloidale est ainsi basée sur la compétition entre les forces attractives de van der Waals et
les forces répulsives électrostatiques.

1.3.1 Les forces de van der Waals
La portée des forces d’attraction de type van der Waals varie des distance atomiques jusqu’a des

distances colloidales. Ces forces de longue portée sont a I'origine des attractions inter-particulaires. A
I’échelle moléculaire, les forces de van der Waals regroupent les différentes interactions dipolaires
(entre dipdles induits et/ou permanents) entre molécules. A I’échelle des particules, les interactions
de van der Waals sont décrites par la théorie de Hamaker. Elle consiste a considérer toutes les paires
de molécules qui interagissent entre deux corps de dimensions macroscopiques. L'énergie
potentielle d’attraction entre particules colloidales est calculée en ajoutant les interactions a I’échelle
moléculaire [23]. Elle dépend de la nature des particules, de leur taille, du milieu dispersant et de la
distance inter-particulaire. Pour des particules sphériques identiques de rayon a, dont les centres
sont distants de R, I’énergie potentielle d’attraction (V,) selon le modele de Hamaker s’écrit :

A 2a? 2a? R? — 447

+—+In

Vy=—o ———
4 6 R2—4q2 ' RZ2 R2

A est la constante d’Hamaker qui dépend des particules et du milieu dispersant. Pour deux corps
identiques les forces de van der Waals sont toujours attractives [22].

1.3.2 Les forces électrostatiques : la double couche électrique
Les forces répulsives entre particules sont d’origine électrostatique, induite par la charge de surface

des particules. Plusieurs modeéles ont été proposés pour décrire ce phénomene : Helmholtz en 1879,
Gouy et Chapman au début des années 1900, et Stern en 1924 [24]. Ce dernier, qui combine les
précédents modeles est le plus utilisé. Il est aussi connu comme le modele de la double couche
électrique (Figure 4).
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Figure 4 Représentation schématique de la double couche électrique selon Stern [25]

Elle est constituée d’une couche compacte, dite de Stern, en interaction directe avec la surface et de
charge opposée. Au-dela il existe une deuxieme couche dite diffuse, composée de contre-ions (ions
de méme signe que la couche de Stern) et de co-ions (ions de méme signe que la surface chargée). La
concentration en contre-ions est nettement plus importante que celle en co-ions dans la double
couche électrique. Le potentiel électrostatique ainsi développé par des particules de méme charge
est répulsif. Dans le cas de faibles potentiels de surface, une approximation de I'énergie potentielle
de répulsion est donnée par I’équation suivante :

Vg = 2mea?ln 1+ e *P

Avec k' I'épaisseur de la double couche, € la constante diélectrique du milieu, a le rayon des
particules, D la distance entre la surface des particules et | le potentiel électrique.

U peut étre assimilé au potentiel zéta () qui représente le potentiel au niveau du plan de Helmholtz
entre la couche diffuse et la couche de Stern (Figure 4). Cependant il ne faut pas le confondre avec la
charge de surface de la particule. La mesure du potentiel zéta permet de prédire la force des
interactions répulsives et donc la stabilité colloidale selon la théorie DLVO.

1.3.3 La théorie DLVO
La théorie DLVO est basée sur la compétition entre les interactions attractives et répulsives. Ainsi la

stabilité d’un systeme colloidal dépend de I’énergie potentielle d’interaction totale (V), somme des
énergies potentielles de type van der Waals et électrostatique :

VT=VA+VR

La théorie DLVO permet de déterminer quelle interaction domine en fonction de la distance inter-
particulaire (Figure 5).
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Figure 5 Profil de I’énergie d’interaction totale entre deux surfaces séparées par D selon la théorie DLVO. Les courbes en
pointillées représentent les énergies potentielles d’attraction (van der Waals) et de répulsion (électrostatique). La courbe
en continu représente I'énergie potentielle issue de I'addition de ces deux interactions.

Les forces d’attraction prédominent quand la distance séparant deux particules est grande
(pour Vrq). En effet les forces électrostatiques diminuent trés rapidement avec la distance (e~?)
contrairement aux forces de van der Waals de longue portée. Ce phénomene d’attraction est ensuite
contrebalancé par les forces de répulsion a mesure que les particules se rapprochent (V). Deux cas
sont alors envisageables. Soit les forces électrostatiques sont suffisamment fortes pour empécher les
particules de se rapprocher d’avantage (grande barriére de potentiel). Soit les forces de répulsion ne
sont pas assez importantes par rapport aux forces d’attraction (pas de barriere de potentiel) et les
particules se rapprochent inexorablement. A tres faible distance, le puits de potentiel indique qu'’il
est quasiment impossible de re-dissocier deux particules en contact du fait des forces d’attraction
trés fortes (Vy3). La stabilité colloidale selon la théorie DLVO est donc fortement influencée par la
valeur de Vi qui est largement dépendante du potentiel zéta. Plus il sera élevé, plus la barriere de
potentiel sera haute et plus les particules seront stables vis-a-vis de I'agglomération. Il est important
d’ajouter que la force ionique du milieu influence également cette stabilité. En effet I'augmentation
de la concentration en ions dans la phase dispersante (et leur valence) provoque une contraction de
la double couche électrique et une diminution de V.

Afin d’obtenir des solutions colloidales stables, il faut donc contrebalancer efficacement les
interactions de van der Waals. Pour atteindre cet objectif, deux solutions peuvent étre envisagées :
induire des répulsions électrostatiques supplémentaires ou des répulsions stériques (ou combiner les
deux).
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1.3.4 Méthodes usuelles de stabilisation induite

Si le systeme colloidale utilisé (nature des particules et du solvant, force ionique, pH, concentration
massique...) ne permet pas en I'état une stabilisation électrostatique suffisante, il est alors possible
de l'augmenter en greffant ou en adsorbant des molécules chargées en surface. Il s’agit alors de
choisir judicieusement ces molécules pour qu’elles génerent un potentiel électrostatique
suffisamment élevé pour stabiliser les particules (Figure 6). Le principe de répulsion est identique a
celui de la double couche électrique.

T

Figure 6 Schéma de principe d’une stabilisation électrostatique par greffage et/ou adsorption de molécules chargées a la
surface de particules.

Le greffage de macromolécules a la surface des particules permet aussi de les stabiliser en
provoquant un fort encombrement stérique. Ces molécules servent ainsi d’écran impénétrable qui
empéche les deux particules de s’agglomérer (Figure 7). Ce type de stabilisation peut étre utilisé en

milieux aqueux et organique, contrairement a la stabilisation électrostatique, plutot réservée aux
phases aqueuses.

¢um—)

Répulsion
Stérique

Figure 7 Schéma de principe d’une stabilisation stérique par greffage et/ou adsorption de molécules non chargées a la
surface de particules.
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1.4 Conclusion

Les caractéristiques intrinseques des nanoparticules leur conférent des propriétés remarquables qui
sont déja largement utilisées a I’échelle industrielle. L'effort de recherche considérable effectué sur
ce sujet ces dernieres années permet également d’envisager de nouvelles applications. Le
développement de nouveaux équipements de caractérisation permet en effet une meilleure
compréhension de ces objets de taille nanométrique, et ouvre de nouvelles perspectives [26-28].
Cependant si la taille nanométrique de ces matériaux est un avantage en termes de propriétés, elle
est en contrepartie problématique vis a vis de leur stabilité, ce qui peut rendre leur mise en ceuvre

délicate. Les objets de cette taille ne sont en effet pas stables en I'état et ont tendance a
s’agglomérer pour retourner a des dimensions macroscopiques, plus favorables énergétiquement. La
synthése de nanoparticules de taille controlée, monodisperses, de composition homogéne et
individualisées est donc particulierement ardue. Cette difficulté est renforcée par le fait que la
caractérisation fine de particules de cette taille et la compréhension des mécanismes de synthese
n’est pas toujours aisée. De nombreux types de particules aux propriétés diverses et obtenues par
des voies de synthése multiples ont ainsi été décrits. La partie suivante se limitera a la description

des nanoparticules luminescentes.
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2 Nanoparticules luminescentes

Contrairement aux luminophores massifs, les nanoparticules luminescentes présentent I'lavantage de
pouvoir combiner les propriétés de luminescence et les propriétés liées aux dimensions
nanométriques des objets. Elles peuvent ainsi étre dispersées dans un support de manieére invisible
et émettre une luminescence uniquement sous une excitation adéquate. Ceci peut étre
particulierement intéressant si un matériau doit rester transparent quand il n’est pas excité. Cela
représente également un grand intérét quand le marquage doit rester indétectable a I'ceil nu pour
des raisons de sécurité. Un autre avantage des nanoparticules luminescentes concerne les
applications de tracage. En effet en mesurant la lumiére émise par ces particules il est possible
d’étudier le devenir de ces objets dans différents milieux. C'est un outil particulierement utile pour
étudier I"éventuelle toxicité des nanoparticules par exemple [29]. Ces nano-traceurs luminescents
peuvent également étre utilisés comme marqueurs spécifiques de molécules biologiques d’intérét
(anticorps, protéines...)[30].

2.1 Définition de la luminescence

Lorsqu’un atome ou une molécule absorbe un photon alors qu’elle était dans son état électronique
fondamental, elle passe a un état électronique d’énergie supérieure, dit « état excité ». Cet état
n’étant pas la configuration électronique de plus basse énergie, il n’est pas stable et la molécule va
chercher a regagner son état fondamental par un processus de désexcitation. La perte d’énergie
nécessaire pour se retrouver a I'état fondamental peut se faire soit, par des processus de relaxation
vibrationnelle (processus non radiatif), soit par émission d’un photon (processus radiatif). L'énergie
du photon émis correspond a la différence d’énergie entre le niveau excité et le niveau fondamental.
Les collisions des molécules avec le solvant et les échanges vibrationnels avec les molécules
environnantes a |’état solide sont a 'origine des processus de désexcitation non radiatifs (conversion
interne). Pour les mécanismes radiatifs, on distingue deux types de luminescence, principalement
différenciés par leurs temps caractéristiques d’émission :

e la fluorescence correspond a une désexcitation radiative entre deux états singulets. Elle
résulte de I'émission d’'un photon en association avec le transfert de spin de I'état singulet
excité vers un niveau vibrationnel excité de I'état fondamental. La durée de vie de I'état
excité est assez courte (de 10™2 2 10°s).

e La phosphorescence est une désexcitation radiative d’'un état triplet vers un état singulet.
Elle nécessite donc une inversion de spin d’un des électrons célibataires, qui est appelée
« croisement inter-systéme ». Ce mécanisme est théoriquement interdit, tout comme le
transfert entre des niveaux de multiplicité différente (T;=>So), c’est pourquoi la durée de vie
de phosphorescence est relativement longue (de 10° a 10 s). Le croisement inter-systéme
nécessaire a ce type de luminescence est favorisé par des atomes lourds comme les
lanthanides.

Les différents mécanismes de désexcitation sont schématisés par le diagramme de Perrin-Jablonski
(Figure 8).
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Figure 8 Diagramme de Perrin-Jablonski (S : état singulet ; T : état triplet ; v : niveaux vibrationnels).

L'efficacité d’une molécule luminescente est caractérisée par son rendement quantique. Il est défini
comme le rapport du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés pendant un
temps donné. Un rendement quantique inférieur a 100 % indique simplement qu’une partie de la
désexcitation s’effectue par un processus non radiatif. Il est fortement influencé par la position des
niveaux excités et est donc d’autant plus fort que les désexcitations non radiatives sont minimisées.
L'environnement du luminophore peut affecter fortement son rendement quantique [31]. Ainsi
certaines molécules adsorbées ou greffées a la surface des nanoparticules peuvent entrainer des
désexcitations non-radiatives (par les liaisons O-H ou N-H par exemple), entrainant une diminution
du rendement quantique. La surface développée par les nanoparticules étant trés importante, leur
rendement quantique est bien plus faible que celui des matériaux massifs (moins de 40 % contre plus
de 80 % respectivement) [3, 32]. Afin de minimiser ces effets, des stratégies d’enrobage des
nanoparticules luminescentes avec un matériau inerte (systéeme cceur-coquille) peuvent étre mises
en place [3].
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2.2 Les différents types de nanoparticules luminescentes

Les nanoparticules luminescentes peuvent étre grossiérement regroupées en trois catégories de
matériaux : les quantum dots semi-conducteurs, les particules inorganiques dopées par des métaux,
et les molécules organiques luminescentes incorporées dans des nanoparticules.

2.2.1 Les quantum dots
Ces semi-conducteurs dont la luminescence est fixée par leur taille ont été énormément décrits dans

la littérature [33-35]. Les propriétés de luminescence de ces matériaux sont directement affectées
par leur taille et leur état de surface. De nombreux travaux ont donc été entrepris pour contrdler ces
parameétres durant la synthese. Aujourd’hui la méthode de synthese a haute température en
présence de solvants fortement coordinants permet un contrdle précis de la taille et de I'état de
surface [18]. De nombreux quantum dots, de compositions différentes ont ainsi été obtenus de
maniere contrélée [36]. Le contréle de la taille permet aujourd’hui, a partir d’'une méme
composition, d’obtenir des nanoparticules émettant dans tout le domaine visible et dans I'infrarouge
(Figure 9) [37]. Il est ainsi possible d’ajuster I'émission de ces composés (en ajustant la taille ou la

composition des quantum dots) sous une méme longueur d’onde d’excitation.
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Figure 9 Quantum dots de CdSe de différentes tailles : a) en suspension dans le toluéne sous lumiére visible b) schéma du
diagramme de structure de bandes des semi-conducteurs en fonction de leur taille c) en suspension dans le toluéne sous
excitation UV [3].

Ces dernieres années le développement de nouveaux types de quantum dots avec une structure
cceur coquille est en pleine expansion [37]. Dans ce cas le quantum dot (cceur) est entouré par une
couche d’un matériau non-luminescent. Cette seconde couche (coquille) permet de diminuer les
phénoménes de désexcitation non radiatifs induits par les interactions entre le quantum dot et les
molécules adsorbées en surface. Le quantum dot a coeur est ainsi isolé du milieu extérieur et ses
propriétés de luminescence sont ainsi grandement améliorées. Il est aussi possible d’empécher les
électrons excités de quitter le coeur en choisissant judicieusement le matériau constituant la coquille.
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De tels systemes ont permis d’obtenir des matériaux avec des rendements quantiques compris entre
60 et 90 %, soit les plus élevés pour des nanoparticules luminescentes [38, 39]. Cependant la
complexité des mécanismes de synthése entraine des colts de production élevés. Les quantum dots
les plus utilisés a base de Cadmium sont de plus toxiques, non dispersables dans I'eau sans
traitement spécifique, peu stables chimiquement et leur luminescence est intermittente (« blinking
effect ») [40-43]. L'encapsulation des quantum dots dans des matrices de silice [44-46] ou de
polymeére [47], ou le greffage de macromolécules en surface [48] peuvent permettre de supprimer un
certain nombre de ces inconvénients.

2.2.2 Nanoparticules inorganiques dopées avec des métaux
Les nanoparticules inorganiques dopées par des métaux de transition ou des lanthanides ont

également été largement décrites [49]. Dans ce cas, la luminescence ne provient pas d’un effet
guantique de taille comme pour les quantum dots mais de I’émission des ions dopants le matériau.
Ces nanoparticules sont constituées d’'une matrice « héte » cristallisée dans laquelle sont inclus des
ions, pouvant étre des lanthanides ou des métaux de transition. La matrice sert également a
sensibiliser les ions inclus dans sa structure. En ajustant la composition de la matrice hote et la
nature/quantité des ions dopants, différents spectres d’émission peuvent étre obtenus [50-53]. Les
nano-cristaux présentant les meilleurs rendements quantiques (supérieurs a 50%) sont LaPO,:Ce,Tb
(vert) [54], ZnS :Mn (vert) [51, 55], YVO, :Eu (rouge) [52, 56]. L'intérét de ces particules est de pouvoir
utiliser différents ions dopants dans une méme matrice, et ainsi de pouvoir combiner différentes
émissions sous une méme excitation [56]. Contrairement aux quantum dots, ces nanoparticules ne
souffrent pas du phénomene de « blinking effect » [49]. En revanche, de méme que pour les

quantum dots, la synthése de ces nanoparticules doit étre parfaitement contrélée. En effet des
impuretés ou des défauts dans la structure des cristaux peuvent avoir des effets trés néfastes sur les
propriétés de luminescence. Dans ce cas aussi, des structures cceur-coquille ont été envisagées pour

améliorer les propriétés des nano-cristaux.

2.2.3 Nanoparticules dopées par des molécules luminescentes

Dans ce cas, des molécules luminescentes sont incorporées dans des nanoparticules de différentes
natures. Les molécules peuvent étre incorporées par liaisons covalentes aux nanoparticules [57], ou
par interactions faibles [58]. Contrairement aux deux autres catégories présentées précédemment,
les nanoparticules servent ici uniguement de support, ou de « réservoir» a luminophores. Le
confinement de ces molécules a I'échelle nanométrique présente plusieurs intéréts, en plus de
rendre des objets de taille nanométrique luminescents. En effet par rapport a l'utilisation de ces
molécules en solution, leur incorporation permetde les protéger du milieu extérieur, de les
solubiliser dans différents solvants et d’augmenter leur stabilité vis-a-vis du photo-blanchiment [59].
De plus, des milliers de molécules peuvent étre incorporées par nanoparticule, ce qui permet dans le
cas d’'un marqueur d’avoir une émission trés intense et donc une trés bonne sensibilité de détection.
Les matériaux les plus utilisés pour synthétiser ces nanoparticules sont la silice [60-62] et les
polyméres [63-65]. Ces particules ont des surfaces tres réactives qui permettent une
fonctionnalisation aisée. Contrairement aux deux autres catégories de nanoparticules, la « qualité »
des nanoparticules n’affecte pas les propriétés de luminescence, qui dépendent plutét de la
molécule incorporée. En revanche, les fluorophores se dégradent rapidement sous excitation et
perdent ainsi leur propriétés de luminescence, ce phénoméne est appelé photo-blanchiment.
Néanmoins elles restent largement utilisées car elles sont plus simples a synthétiser (non cristallisée,
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ré-enrobage non requis) et peu toxiques. Les molécules luminescentes incorporées peuvent étre
divisées en deux catégories : les chromophores organiques et les organolanthanides.

e De nombreux chromophores organiques sont disponibles commercialement, les principales
familles utilisées sont: les coumarines (~ 450 nm), les fluorescéines (~ 520 nm), les
rhodamines (~ 550 nm) et les cyanines (~ 830 nm). lls permettent de couvrir toute la largeur
spectrale du proche UV au proche infrarouge. lls possédent généralement des rendements
quantiques élevés dans le visible (92% pour la fluorescéine [66]). L’émission dans
I'infrarouge est en revanche moins intense car elle est plus sensible aux désexcitations non
radiatives (1,6 % pour les cyanines). Ces composés sont caractérisés par un temps de vie trés
faible (de I'ordre de la nanoseconde). La grande diversité de chromophores disponibles et
leur colt relativement faible rendent ces composés trés attractifs pour réaliser des
nanoparticules luminescentes. Cependant elles souffrent de plusieurs inconvénients qui
limitent leur utilisation pour certaines applications. Les spectres d’émission et d’excitation de
ces composés se chevauchent (faible déplacement de Stokes, i.e. différence entre les
longueurs d’onde d’excitation et d’émission) ce qui rend le filtrage entre la lumiére incidente
diffusée (excitation) et le signal émis difficile (Figure 10). De plus, ces spectres sont trés
larges rendant l'utilisation simultanée de différents composés difficile. Enfin ces molécules
sont trés sensibles au photo-blanchiment.

Spectre d'émission

Spectre d'excitation wi’

400 450 500 550 600

Lengueur d'onde (nm)

Figure 10 Spectres d’excitation (pointillé) et d’émission (continu) de la rhodamine 110 dans I’eau.

e Les organolanthanides sont en revanche caractérisés par des déplacements de Stokes tres
importants et par des temps de vie longs (de I'ordre de la milliseconde). Ils sont constitués
d’une partie organique et d’un atome de terre rare. En fonction du lanthanide utilisé il est
possible de couvrir toute la gamme spectrale, du visible a I'infrarouge. De plus les spectres
d’émission des terres rares sont composés de plusieurs pics extrémement fins,
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particulierement adaptés pour des applications de codage. Les propriétés remarquables de
cette famille d’atomes ont donc été tres utilisées [49, 67]. Cependant leur coefficient
d’extinction molaire trés faible et leur bande d’absorption trés étroite rendent leur
sensibilisation par excitation directe difficile [68]. Des méthodes alternatives de
sensibilisation ont donc été développées. Ce type de molécule étant celui choisi dans le cadre
de cette these, la section 3 de ce chapitre leur est consacrée. La partie suivante présente les
domaines d’application visés mettant en ceuvre des nanoparticules luminescentes.

2.3 Applications des nanoparticules luminescentes

Les différents types de nanoparticules communément utilisés ont été présentés précédemment. Ces
trois catégories de nanomatériaux luminescents ont été développées pour diverses applications et
notamment celles visées dans cette thése. Les concepts de tragage/marquage pour I'imagerie en
milieu biologique et pour la lutte anti-contrefacon sont présentés ci-dessous. A travers ces deux
exemples d’application, les propriétés requises pour la synthese de particules luminescentes
performantes seront définies.

2.3.1 Marquage de matériaux : lutte anti-contrefacon

L'Institut National de la Propriété Industrielle définit la contrefacgon comme «la reproduction,
I'imitation ou l'utilisation totale ou partielle d’'un droit de propriété intellectuelle sans I'autorisation
de son propriétaire. Il peut s’agir d’'une marque, d’un modele, d’'un brevet, d’un droit d’auteur, d’un
logiciel, d’un circuit intégré ou d’une obtention végétale ». En 2011, la douane francgaise a saisi prés
de 9 millions d'articles contrefaits (+ 42% par rapport a 2010). L'augmentation des produits ne
répondant pas aux normes en vigueur et potentiellement dangereux pour la santé et la sécurité est
inquiétante. Les principaux secteurs concernés sont le textile (1,9 millions), les produits de papeterie,
les articles de bricolage (1,3 millions), les parfums et cosmétiques, les produits alimentaires et la
téléphonie mobile. Autre tendance, la croissance des commandes particuliéres sur Internet va de pair
avec le renforcement des controles du fret express et postal : 16% des saisies réalisées. Pour lutter
contre ce phénomeéne, les industriels et les gouvernements s’organisent. En effet le nombre d’articles
contrefaits ne cessant d’augmenter, ils représentent une part de marché devenue non-négligeable,
et donc un manque a gagner important pour les entreprises. La problématique pour ces derniéeres est
donc de pouvoir faire la différence entre leur produit original et le méme produit contrefait. De plus,
le risque encouru par I'entreprise est grand puisque un tiers utilise son image/réputation pour
vendre un produit de plus mauvaise qualité, qui peut étre dangereux pour l'utilisateur dans certains
cas (médicaments, nourriture...). |l s’agit donc de pouvoir prouver la contrefacon pour les autorités
en cas d’enquéte/saisie, ou pour I'entreprise en cas de poursuite juridique par un consommateur.
L’enjeu majeur est donc de pouvoir fournir des systémes d’authentification fiables et difficilement
reproductibles/détectables pour les contrefacteurs, tout en conservant une compétitivité
économique. Il existe différentes techniques de marquage pour la lutte anti-contrefacon. Certaines
sont visibles a I’ceil nu ce qui permet une authentification immédiate avec un équipement de lecture
adapté. Dans ce cas le type de marquage, visible de tous, doit étre particulierement difficile a
reproduire. C'est notamment le cas des codes-barres (linéaires ou a deux dimensions), des
hologrammes ou des étiquettes RFID (Radio Frequency IDentification). D’autres en revanche sont
invisibles, et seules les personnes initiées peuvent alors vérifier sa présence. Les marqueurs a ADN
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par exemple, et bien s(r les nanoparticules luminescentes appartiennent a cette catégorie. Un
apercu plus complet des techniques de lutte anti contrefacon est dressé dans la thése de J. Samuel
[69].

Les nanoparticules luminescentes peuvent ainsi étre dispersées dans différents matériaux en ajustant
leur réactivité par fonctionnalisation de leur surface. Du fait de leur petite taille ils sont invisibles, ce
qui permet un meilleur niveau de sécurité, tout en conservant I'apparence du produit marqué. De
plus la luminescence des trois types de nanoparticules présentées précédemment peut étre ajustée.
Cette propriété remarquable est particulierement adaptée quand il s’agit de créer des codes
optiques. En effet le fait d’avoir acces a des signaux d’émission différents permet de créer des codes
complexes et originaux difficilement reproductibles. Il permet également d’introduire de
I'information en associant un code spécifique a une donnée. Le principe de base est de combiner
plusieurs signaux d’émission en utilisant des composés différents a différentes concentrations. Le
code est alors basé sur la superposition de spectres d’émission d’intensités et de longueurs d’ondes
variables. Le principe de code optique est schématisé a la Figure 11.
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Figure 11 Schéma de principe pour la création de codes optiques a base de nanoparticules luminescentes. Les trois
couleurs représentent des spectres d’émission différentiables. [47]

Ainsi il est théoriquement possible de générer un trés grand nombre de codes a condition d’étre
capable de pouvoir différencier les différents signaux d’émission (i.e. peu ou pas de superposition des
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spectres), et de controler I'intensité de luminescence sur une large gamme (i.e. quantité incorporée)
[70]. Plusieurs études ont démontré ce concept en utilisant par exemple des quantum dots [47], ou
des terres rares [71].

2.3.2 Imagerie en milieu biologique

L'un des domaines d’application des nanoparticules luminescentes suscitant le plus d’intérét est
certainement celui de I'imagerie biomédicale. Le concept de base est d’utiliser la taille nanométrique
de ces objets pour interagir avec des molécules d’intérét biologique et de révéler leur localisation par
luminescence, soit pour étudier des mécanismes de métabolisation, soit en vue de faire de la
thérapie ciblée. La premiére utilisation d’un agent exogene (i.e. extérieur) pour I'’étude biologique a
été effectuée par Yalow et Berson [72] avec un marqueur radioactif. Les nanoparticules
luminescentes, d’utilisations moins contraignantes, I'ont depuis largement supplanté et le nombre de
travaux traitant de ce sujet ne cesse d’augmenter [33, 49, 60, 73-77]. La luminescence peut étre par
exemple utilisée pour suivre le devenir des nanoparticules dans un organisme biologique afin
d’étudier une éventuelle toxicité [29, 78] (Figure 12, exemple de gauche). Les nanoparticules
luminescentes peuvent également étre fonctionnalisées pour se greffer spécifiquement (i.e.
vectorisation) sur des biomolécules comme des anticorps, des peptides, des cellules tumorales ou
des oligonucléotides par exemple [30, 75] (Figure 12, exemple de droite). Les fonctions de surface les
plus couramment utilisées sont les thiols, les amines et les acides carboxyliques [62]. En ajustant la
taille des objets il est aussi possible de contrbler leur diffusion a travers des tissus/membranes
biologiques.

Figure 12 Exemples d’images in vivo. A gauche étude de la diffusion de nanoparticules de silice rendues luminescentes
par dopage (rouge) injectées dans une souris. Evolution de la concentration en nanoparticules dans les différents organes
au cours du temps : A) 1 minutes B) 1,5 heures C) 3 heures D) 24 heures apres l'injection (F=foie ; V=vessie) [78]. A droite

des quantum dots fonctionnalisés (rouges) permettent de réagir spécifiquement avec une tumeur cancéreuse et de la

mettre en évidence [75].

Les nanoparticules peuvent également étre percues comme des nano-réservoirs. Ainsi de
nombreuses molécules peuvent étre incorporées, comme par exemple des médicaments (relargage
contr6lé) [79], des agents de contraste (analyses IRM) [20, 80-82] ou encore des luminophores [57,
60, 74, 77, 83]. Pour ce dernier exemple, le fait d’'incorporer une grande quantité de matériaux
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luminescents dans une particule permet d’obtenir un signal d’émission trés intense, et ainsi
d’augmenter la sensibilité de I'analyse (Figure 13) [61]. Le principe de codes optiques, présenté dans
la partie anti-contrefacon (2.3.1), a aussi été utilisé pour I'analyse biomédicale. Le terme
« multiplexing » est alors employé [47, 64, 84-86]. Le principe de base est de pouvoir détecter
simultanément plusieurs sites/molécules biologiques spécifiques : le code optique porté par la
nanoparticule est caractéristique de sa fonction de surface, et donc de sa réactivité vis-a-vis de la
molécule ciblée. Ce type d’analyse permet d’avoir acceés a plusieurs informations simultanément et
donc de réduire le nombre d’injections nécessaires.

Une nanoparticule contenant un grand
nombre d’entités luminescentes par cible
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Figure 13 Différence d’intensité entre I'utilisation d’une entité luminescente seule et d'une nanoparticule pouvant en
contenir plusieurs milliers [61]

La fluorescence intrinseque du milieu biologique engendre un bruit de fond qui parasite la qualité de
I'analyse en se superposant au signal de la sonde luminescente nanométrique. Pour pallier a ce
probleme, la fluorescence en temps résolu a été utilisée. Il s’agit d’utiliser un chromophore avec un
temps de vie largement supérieur a celui du milieu biologique (typiquement les terres rares) et
d’acquérir le signal émis aprés un délai qui permet de s’en affranchir (Figure 14). Les nanoparticules
luminescentes émettant dans l'infrarouge sont également privilégiées car les tissus biologiques
absorbent trés peu entre 700 et 1100 nm. Enfin pour étre applicables, les particules doivent
évidemment étre non toxiques et de taille contrélée pour éviter les risques d’embolie. Une attention
particuliere doit également étre portée sur I’évacuation de ces nanoparticules une fois I'analyse
effectuée. Les particules qui se métabolisent avec le temps ou qui s’évacuent par les voies naturelles
sont donc privilégiées.
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Figure 14 Principe de la luminescence en temps résolu

2.3.3 Caractéristiques d'un traceur luminescent performant
Les qualités requises d’un traceur luminescent performant pouvant étre appliqué dans les domaines
de I'imagerie biomédicale et de la lutte anti contrefagon sont résumées ci-dessous :

e Non-toxique : pour les applications en milieu biologique, cette caractéristique est
évidente. Pour la lutte anti contrefacon elle est également souhaitable sachant que le
marquage peut intervenir sur des matériaux en contact avec des produits consommables.

e Dispersion contrélée dans différents milieux : les nanoparticules doivent étre stables
dans le sérum physiologique pour les tests biologiques. Pour le marquage anti-
contrefacon il est important d’étre capable d’'insérer le code d’authentification dans
différents matériaux pour répondre aux attentes diverses des industriels.

e Fonctionnalisation de surface: elle est surtout importante pour les applications de
vectorisation en biologie. Ce point est directement lié au précédent. En effet, la stabilité
des nanoparticules peut étre obtenue en choisissant judicieusement la nature chimique
des particules ou leurs fonctions de surface. Il en est de méme pour le marquage de
matériaux.

e Rendement quantique élevé: peu importe le type d’application, les systémes
luminescents les plus efficaces (i.e. avec le rendement quantique le plus élevé et une
absorption importante) seront privilégiés.

e Long temps de vie : cette caractéristique est surtout importante pour s’affranchir de la
fluorescence du milieu biologique. Pour la lutte anti-contrefacon, les temps de vie
(différents pour chaque composé) pourraient étre envisagés pour ajouter un niveau de
codage. En effet en plus de générer des codes en ajustant le nombre et la quantité de
composés, I"évolution de I’émission au cours du temps pourrait étre utilisée. Le ratio des
pics d’émission entre les différents composés va évoluer en fonction des temps de vie
caractéristiques de chacun d’entre eux. Un temps de vie important favoriserait aussi ce
type de codage. De plus, comme pour le milieu biologique, le produit marqué peut
également étre fluorescent.

e Résistance au photo-blanchiment: le systéme Iluminescent doit résister a des
irradiations continues (celle du soleil et de sa longueur d’onde d’excitation) sans perdre
ses propriétés de luminescence initiales. Ceci est particulierement important pour I'anti
contrefacon ou l'intégrité du code (basé en parti sur l'intensité de luminescence) doit
étre garantie pendant la durée de vie du produit.
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e Stabilité chimique : le systéme ne doit pas étre altéré par le milieu environnant. Une
réaction chimique (dissolution, production de sous-produits, relargage d’espéces
nocives...) peut en effet modifier les propriétés ou la structure de la sonde luminescente.
Dans ce cas, les propriétés de luminescence peuvent étre perdues/modifiées. Certaines
réactions chimiques peuvent également entrainer la formation/libération d’espéces
toxiques.

e (Capacité a générer des codes: pour générer un nombre important de spectres
d’émission originaux et variés, I'entité luminescente de base doit présenter un spectre
d’émission fin et un déplacement de Stokes important. En effet la superposition des
spectres est le principal obstacle pour générer un nombre important de codes. Le cas
idéal est de pouvoir détecter simultanément différents spectres d’émission sous une
méme longueur d’onde d’excitation.

e Colt: il peut en effet étre rédhibitoire pour certaines applications industrielles. Il est
directement lié¢ au choix des matériaux, mais également a celui du rendement de
production, de la difficulté/temps de synthése et de sa mise en ceuvre.

Par rapport a ces prérequis, le systeme le plus adapté entre les trois catégories de nanoparticules
luminescentes présentées au paragraphe 2.2 a été choisi. Il n’y a bien s(rr pas de systéeme idéal et les
trois types auraient pu étre utilisés. Cependant la difficulté liée a I'obtention de nano-cristaux de
forme parfaitement contrélée entraine des étapes de préparation supplémentaires. Méme si
aujourd’hui des solutions existent pour contourner ces problemes, elles imposent aussi des
modifications chimiques supplémentaires (ré-enrobage, fonctionnalisation de surface). D’un point de
vue général, la synthése de quantum dots ou des nano cristaux dopés par des métaux semble plus
complexe et nécessite systématiquement une modification de leur surface. En conséquence, méme
si leurs propriétés de luminescence sont adaptées pour les deux applications envisagées dans cette
these, I'incorporation de molécules luminescentes dans des matrices de taille nanométrique semble
plus adaptée. Il s’agit a présent de définir le type de molécule a incorporer. Les chromophores
organiques ne répondent pas aux prérequis (photo stabilité et temps de vie faibles, spectres
d’émission larges et déplacement de Stokes faible) contrairement aux organolanthanides. De fagon
générale, les terres rares sont trés utilisées pour leurs remarquables propriétés [49, 67]. Leur
principale limitation est liée a leur sensibilisation directe difficile. Une des méthodes décrites pour
exciter efficacement les lanthanides consiste a utiliser une molécule organique qui sert
d’ « antenne » [68]. La partie suivante est consacrée aux lanthanides et a ce mode de sensibilisation.
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3 Les organolanthanides

3.1 Chimie des lanthanides

On appelle lanthanide (ou terre rare) les 15 éléments de la premiére période du bloc f du tableau
périodique qui vont du lanthane (Z = 57) au lutécium (Z = 71) (voir Figure 15). A I'exception du

. La perte d’un électron

lanthane, ces éléments adoptent majoritairement la configuration [Xe]6s°4
4f et des deux électrons 6s conduit a I'ion lanthanide trivalent qui est le degré d’oxydation le plus

stable pour toute la série. Ces ions sont notés Ln(l1) ou Ln*".

138,92 | 140,12 | 140,91 144,24 15036 | 151,97 | 157,25 | 158,93 | 162,50 | 164,93 | 167,26 | 16893 | 173,04
La Ce Pr Nd Pm* Sm Eu Gd Th Dy Ho Er Tm Yh
57 58 59 60 6l 62 63 o4 65 66 67 68 69 70

Figure 15 Série des lanthanides

Les orbitales 4f sont protégées des perturbations extérieures par les couches externes 5s°5p°. Les
électrons de valence 4f sont donc peu sensibles a leur environnement chimique et la formation d’'une
liaison chimique par interaction covalente impliquant des électrons 4f est impossible [31].
L'interaction métal-ligand dans les complexes de Ln(lll) est donc décrite par un modele purement
ionique. Les ions lanthanides sont des acides durs, c'est-a-dire des acides de Lewis dont le centre
accepteur d’électrons est peu polarisable. Ils interagissent préférentiellement avec des ligands durs,
contenant par exemple des atomes d’oxygene donneurs (eau, carboxylates, phosphinates,
phosphonates...). On parle de leur caractére « oxophile ». A cause du caractére oxophile des ions
lanthanides, seuls les ligands durs peuvent déplacer les molécules d’eau fortement liées a I'ion Ln(l11)
pour former des complexes stables en solution aqueuse. Une autre conséquence de I’'enfouissement
des orbitales f dans le nuage électronique est le faible effet du champ des ligands. Ainsi
contrairement aux métaux de transition d, les niveaux d’énergie des complexes de Ln(lll) sont trés
proches de ceux de 'ion libre.

Les ions Ln (Ill) possedent généralement un nombre de coordination compris entre 8 et 10 qui a
tendance a diminuer le long de la série. Ce phénomeéne est associé a une diminution progressive du
rayon ionique due a la contraction des orbitales 5s et 5p, appelée « contraction lanthanidique ». Les
ions lanthanides s’adaptent donc a différents environnements, rendant le contréle de leur polyhedre
de coordination difficile.

Tous les ions lanthanides, exceptés le La(lll) et le Lu(lll) (de configurations respectives 4f° et 4f'*) sont
luminescents. En théorie, les transitions f-f sont interdites par les regles de sélection électrique
dipolaire (régle de Laporte et regle du Spin). C’'est pourquoi ils possédent un coefficient d’extinction
molaire faible (entre 1 et 10 L.mol™.cm™) et une durée de vie d’émission de luminescence longue
pour certains lanthanides (de I'ordre de la milliseconde pour les ions Eu(lll) et Th(lll)).

Au cours de la série des lanthanides, différentes efficacités de luminescence sont observées en
fonction de la différence d’énergie entre les niveaux excités et le niveau fondamental (Figure 16).
Plus la différence d’énergie est faible, plus les processus de désexcitation non radiatifs sont
probables. Actuellement les ions les plus utilisés comme sondes luminescentes pour l'imagerie
médicale sont le Tb(lll) et I'Eu(lll) qui ont des temps de vie raisonnables et émettent dans le visible
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(vert et rouge respectivement) [31, 87]. Les ions Nd(lll) et Yb(Ill) qui émettent dans I'infrarouge sont
guant a eux utilisés dans le développement de fibres optiques, de lasers et d’amplificateurs pour les
télécommunications [88]. Mais leur utilisation en tant que sonde pour I'imagerie est actuellement en
plein essor. En effet, les molécules présentes dans le milieu biologique deviennent transparentes aux
longueurs d’ondes supérieures a 720 nm. Le fait de pouvoir déplacer I'émission vers I'infrarouge
suscite donc un tres grand intérét a I'heure actuelle pour I'imagerie biomédicale. L'ion Gd(lll) qui
émet dans l'ultraviolet est en revanche tres peu utilisé car son émission interfére avec les processus
d’absorption et d’émission des composés organiques biologiques. Il est plutot utilisé comme agent
de contraste [80, 89].
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Figure 16 Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln(lll) en milieu aqueux (les niveaux d’émission sont représentés en
couleur) [68]

En plus de leurs propriétés de luminescence, les ions Ln(lll) sont paramagnétiques (sauf La(lll) et
Lu(l11)). Le Gd(Ill) est particulierement intéressant du fait, de ses sept électrons non appariés (S = 7/2)
qui lui conferent un moment magnétique élevé, et de son temps de relaxation électronique long
comparé aux autres Ln(lll). Les complexes de Gd(lll) sont donc beaucoup utilisés comme agents de
contraste pour I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM) [90, 91], comme cela sera détaillé au
chapitre 4.
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3.2 Sensibilisation des lanthanides par effet d’antenne

Le faible coefficient d’extinction molaire des Ln(lll) représente cependant un inconvénient majeur a
leur utilisation. En effet ils ne peuvent étre excités que par des sources laser dont la puissance n'est
pas compatible avec des applications biologiques. Une des solutions utilisées est de les incorporer
dans des complexes organiques adaptés, permettant ainsi de les exciter au moyen de sources
lumineuses classiques. Un ou plusieurs chromophores organiques jouant le role d’antennes sont ainsi
incorporés au ligand. Apres excitation du complexe, un transfert d’énergie vers le Ln(lll) permet
d’exciter ce dernier et I’émission de la terre rare est ainsi observée (Figure 17). Le mécanisme de
transfert d’énergie se déroule en plusieurs étapes mettant en jeu les états triplets. Aprés absorption
du photon, le chromophore organique se trouve dans son état excité singulet, puis triplet par un
croisement intersystéme. Il y a ensuite transfert d’énergie de I'état triplet du ligand vers celui du
lanthanide, et enfin relaxation du métal par phosphorescence. Le ligand doit donc étre compatible
avec les phénomenes décrits ci-dessus pour que le systeme soit efficace.

Excitation UV

N

Emission du
lanthanide

Ligand
organique

Figure 17 Principe de la sensibilisation de Ln(lll) par « effet d’antenne ».

En plus des propriétés nécessaires pour sensibiliser efficacement le lanthanide, d’autres parametres
entrent en considération pour la conception des ligands. Les désexcitations non radiatives liées aux
liaisons O-H du solvant ou aux vibrations de celles du ligand doivent étre minimisées. En interagissant
avec les niveaux électroniques des états excités du lanthanide, ces processus entrainent une baisse
de la luminescence. Ce phénomene est d’autant plus faible que la différence d’énergie entre I'état
fondamental et I'état excité du lanthanide est grande (plus marqué pour Eu(lll) que pour Th(lll) par
exemple). Les complexes dont la sphére de coordination est saturée sont ainsi privilégiés car ils
empéchent la coordination de molécules d’eau avec le lanthanide. La stabilité chimique de ces
complexes est également primordiale, une décoordination du lanthanide, en plus des problémes de
toxicité, provoquerait une perte de la luminescence.

Il est ainsi théoriquement possible d’utiliser les spectres d’émission des différents lanthanides pour la
génération de codes optiques. Ces systemes présentent en effet toutes les propriétés de
luminescence requises : spectres d’émission fins, allant du visible a I'infrarouge en fonction du
lanthanide utilisé (Figure 18), déplacement de Stokes et temps de vie importants.
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Figure 18 Spectres de luminescence de quelques complexes de lanthanides a base de tris(B-dicétones) [87]
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4 Conclusion

Ce premier chapitre a été I'occasion de dresser un rapide apercu des différents types de
nanoparticules, de leur synthese, de leurs propriétés et de leurs applications. Les contraintes
inhérentes a I'utilisation de tels systemes et les solutions associées ont également été présentées.
Différents matériaux ont été considérés pour le développement de nanoparticules luminescentes
dédiées a des applications de marquage pour la lutte anti-contrefacon ou I'imagerie biomédicale. Le
dopage de nanoparticules sphériques par des complexes de lanthanide a été retenu. En effet, les
propriétés de luminescence de ce type de complexes sont adaptées pour les applications visées :
raies d’émission fines du visible a I'infrarouge, large déplacement de Stokes, temps de vie long... De
plus, le fait de pouvoir choisir la nature des nanoparticules permet de diversifier les propriétés des
objets luminescents finaux. Ainsi deux types de matériaux ont été choisis dans cette étude. La silice
amorphe et les polyméres dont les procédés de synthése ont été largement décrits, et qui sont
fréquemment utilisés pour la synthése d’objets similaires. Les particules de silice amorphe n’étant
pas toxiques et trés facilement fonctionnalisables [61, 77, 91], c’est un matériau incontournable pour
les applications biomédicales [61, 73, 74, 85]. Les particules de polymere, qui sont également
utilisées en biologie [64, 86, 92-94], présentent en plus une grande flexibilité d’utilisation et de mise
en forme. Il s’agit ainsi de maitriser I'incorporation non covalente de différents complexes de
lanthanides dans des nanoparticules de silice ou de polymeére. La stabilité de l'incorporation a
également été étudiée, car si la matrice est biocompatible, il n’en est pas forcément de méme pour
les molécules encapsulées qui sont susceptibles de diffuser a I'extérieur. La description des
synthéses et les caractérisations des nanoparticules luminescentes de silice et de polymeére sont
présentées respectivement aux chapitres 2 et 3. Le dernier chapitre est consacré a I'étude de deux
types de nanoparticules développés pendant ce travail de thése : des nanoparticules de polymere
multi-luminescentes (multiplexing) et des nanoparticules de silice dopées par un complexe de Gd(lll)
(agent de contraste).
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Chapitre 2 : Nanoparticules hybrides a base de silice : la

voie sol-gel

L'intérét et les applications liées aux nanoparticules de silice luminescentes ont été exposés
dans le premier chapitre. Elles permettent d’obtenir un signal de luminescence élevé grace a la
possibilité d’y incorporer une grande quantité de molécules. L'encapsulation de molécules
luminescentes dans des particules inorganiques augmente également la photostabilité de ces
molécules vis-a-vis du milieu environnant du fait du role protecteur de la matrice de silice. De plus, la
chimie du silicium permet d’effectuer des modifications de surface avec différents groupements
chimiques en fonction des besoins spécifiques de I'application. Ces nanoparticules hybrides aux
propriétés nouvelles sont utilisées dans des dispositifs optiques, par exemple en bio-imagerie, ou il
existe une demande importante en matériaux luminescents ultrasensibles, biocompatibles et
photostables.

Dans ce chapitre nous détaillerons les travaux effectués sur I'incorporation non covalente de
deux complexes de lanthanide dans des nanoparticules de silice. Le but de cette partie est de
développer des nouveaux traceurs luminescents pouvant étre utilisés dans le domaine de l'imagerie
biomédicale. Un certain nombre de parametres inhérents aux applications biologiques devront donc
étre maitrisés. Les nanoparticules de silice devront ainsi étre de petites tailles et monodisperses afin
d’éviter les risques d’embolie. L'encapsulation des organolanthanides devra de plus étre stable, sans
risque de « fuites » dans le milieu environnant, au risque de perdre la luminescence et pour des
questions de toxicité. Ce point est particulierement important dans notre cas ol l'incorporation est
non covalente. Cette méthode permet de s’affranchir d’'une étape de modification chimique qui peut
étre complexe, mais surtout préjudiciable aux propriétés photochimiques de la molécule incorporée.
En revanche elle est beaucoup plus sujette au phénomeéne de relargage, et le taux de dopage est
généralement plus faible. Ainsi malgré des avantages indéniables ces limitations freinent son
développement. Afin de mieux comprendre les paramétres influencant la stabilité et I'efficacité
d’une incorporation non covalente, deux organolanthanides solubles et stables dans I'eau mais
présentant des propriétés physicochimiques différentes ont été étudiés. Cette étude a donc
nécessité le développement de méthodes de quantification fiables permettant de caractériser le
comportement de ces deux complexes de lanthanide lors de leur incorporation.

Dans un premier temps un rappel bibliographique sur les nanoparticules de silice dopées par des
molécules luminescentes est présenté et le choix du procédé sol-gel par microémulsion inverse
détaillé. Dans un deuxiéme temps les protocoles de microémulsion étudiés dans ce chapitre sont
introduits. Deux systémes différents ont été utilisés afin de viser deux gammes de tailles. La suite du
chapitre est consacrée a la caractérisation des processus d’incorporation mettant en jeu les deux
organolanthanides choisis. Dans cette optique, une méthode de quantification originale a été
développée et utilisée pour déterminer l'influence de la nature des complexes de lanthanide sur
I’efficacité et la stabilité du dopage. Pour finir, I'influence de certains parametres affectant la taille ou
la morphologie de la silice sur le comportement des organolanthanides est brievement étudié.
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1 Synthése de nanoparticules de silice par le procédé sol-gel

1.1 Le procédé sol-gel

De nombreuses études traitent de la synthése en phase liquide de nanoparticules de silice
sphériques de diametre compris entre 10 nm et quelques microns. La plupart de ces travaux sont
basés sur le procédé sol-gel décrit par le Francais Ebelmen en 1845 qui permet de préparer des «
polymeéres d’oxyde » tels que la silice [1]. La réaction sol-gel repose sur une succession de réactions
d’hydrolyse-condensation de précurseurs, principalement des alcoxydes M(OR)n, dans lesquels
I'atome métallique M est lié a des groupements alcoxy OR ol R est un groupement alkyle. Dans le cas
de la silice, les réactions d’hydrolyse-condensation mettent en jeu des précurseurs d’alcoxysilanes de
formule générale Si(OR); qui entrainent la formation d’especes de plus en plus condensées et
conduisent a des particules de silice colloidales. Elles sont susceptibles de former des sols puis des
gels d’ol le nom de procédé « sol-gel ».

L’hydrolyse

Le processus de formation des nanoparticules de silice par voie sol-gel est amorcé par I’hydrolyse du
précurseur alcoxysilane par addition d’eau ou d’'un mélange eau/alcool. Elle conduit a la formation
de groupements silanols, Si-OH, selon la réaction suivante :

Si(OR), + 4 HO —H - Si(OH), + 4 HO — R

Le mécanisme réactionnel est une substitution nucléophile qui peut étre accélérée par I'ajout d’un
catalyseur acide ou basique.

La condensation

Les groupements hydroxyle résultant de la réaction d'hydrolyse, réagissent pour former par
condensation des ponts Si-O-Si. Ce processus commence souvent avant que I’hydrolyse ne soit
completement achevée. Ainsi deux réactions peuvent étre en concurrence selon le degré d’hydrolyse
des précurseurs alcoxysilane. Dans la premiére, appelée alcoxolation, la réaction se produit entre un
groupement alcoxy et un groupement silanol pour libérer une molécule de I'alcool parent :

Si—OR+HO—-Si »Si—0—-Si+HO—-R

Dans la deuxiéme, appelée oxolation, la réaction se produit entre deux groupements silanols et le
groupe partant est cette fois-ci une molécule d’eau :

Si—OH+ HO —-Si - Si—0—Si+H,0
Comme pour I'hydrolyse, le mécanisme réactionnel de la condensation est une substitution

nucléophile qui peut étre accélérée par I'ajout d’un catalyseur acide ou basique.

Ces réactions donnent naissance a un « sol » colloidal c’est a dire une dispersion de matiere solide
dans un solvant liquide. Ces particules dispersées en croissance s’agrégent progressivement et
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occupent ainsi un volume toujours plus important. La viscosité augmente pendant cette étape et le
liquide finit pas se figer : c’est la gélification. Solide et transparent le gel obtenu est constitué d’un
réseau polymérique poreux de silice emprisonnant le solvant. Aprés la gélification les réactions
chimiques se poursuivent et densifie le gel en modifiant la distribution en taille des pores.
L'obtention d’'un matériau a partir du gel est ensuite effectuée en éliminant le solvant par séchage.
Les matériaux obtenus sont alors trés poreux. Une étape de séchage a trés haute température
permet I'élimination des pores et la fusion du gel en verre de silice. Dans certains cas il peut étre
intéressant de stopper la réaction avant la gélification. C’est notamment le cas pour les particules de
silice ou la réaction est stoppée au moment de |'obtention d’'un « sol ».

1.2 Syntheése de nanoparticules de silice

Stober et al [2] ont été les premiers a utiliser le procédé sol-gel pour I"élaboration de nanoparticules
de silice. Ils ont montré qu’en présence d’eau et d’'ammoniaque, I’hydrolyse puis la condensation du
tétraéthoxysilane (TEOS) mis en solution dans I’éthanol conduit a la formation de particules de silice.

Deux modeles ont été proposés pour décrire le processus de formation des nanoparticules. Ils sont
tous les deux basés sur les phénomeénes de nucléation et de croissance de germes de silice.

Le premier décrit par Matsoukas et Gulari [3] est similaire au mécanisme de La Mer décrit au
chapitre 1 [4]. Une étape de nucléation induite par une sursaturation de monomeres de TEOS
hydrolysés (Si(OH);) est suivie d’une période de croissance qui s’effectue par adjonction de
monomeres de TEOS hydrolysés a la surface des germes de silice.

Le second modeéle proposé par Bogush et Zukoski [5] s’appuie sur la théorie de Flory-Stockmayer qui
propose que la « nucléation » se produit quand une chaine en croissance devient insoluble et
précipite. Dans ce modeéle, la « nucléation » se produit en permanence et la croissance des billes de
silice est le résultat de I'agrégation des chaines entre elles et/ou avec de plus gros agrégats.

D’autres comme van Blaaderen [6, 7], Harris et al. [8, 9] ou encore Giesche [10] pensent que les deux
mécanismes sont responsables de la croissance : le phénomeéne d’agrégation est le premier a se
mettre en place mais il est suivi par I’adjonction de monomeres de TEOS hydrolysés a la surface des
agrégats.

Les différentes investigations menées sur la formation des billes de silice par la méthode Stober
s’accordent toutefois sur le fait que le diametre des particules de silice dépend des parametres
suivants : les concentrations en TEQS, eau et ammoniaque, la température, la nature de I'alcool ainsi
que la force ionique de I’eau. En revanche le premier modéle stipule que la distribution en taille est
d’autant plus étroite que la période de nucléation est courte devant I'étape de croissance, tandis que
le second modeéle préconise plutét un controle de I'agrégation pour limiter la polydispersité.
Cependant, malgré le nombre d’études effectuées et les prévisions en général empiriques [11] qui
ont été établies, il est difficile de prédire la taille finale et la distribution en taille des particules
obtenues par cette méthode. La difficulté repose principalement sur le fait qu’il est délicat de
contréler le processus de nucléation des germes d’autant que dans la plupart des cas, les réactifs
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sont mélangés d’un seul coup. Plusieurs variantes ont alors été proposées comme |'ajout progressif
de TEOS [12], ou l'utilisation d’acides aminés comme cela a été récemment décrit par Yokoi et al.
[13]. Cette derniére méthode permet de synthétiser des particules monodisperses d’une dizaine de
nanometre en utilisant la lysine ou l'arginine comme catalyseur pour les réactions
d’hydrolyse/condensation du TEOS [13-15]. L'utilisation de milieux organisés comme les
microémulsions a également été proposée afin de mieux contrdler la synthese des nanoparticules de
silice.

1.3 Procédé sol-gel en milieu confiné : La Microémulsion Inverse

Les émulsions ainsi que les microémulsions sont des dispersions de type « liquide-liquide ». Les
systemes huile dans eau ou eau dans huile peuvent étre distingués en fonction de la nature des
phases dispersées/dispersantes. Les émulsions sont caractérisées par une phase dispersée de taille
généralement comprise entre 200 et 10000 nm et d’une phase dispersante non miscible. L'interface
importante générée par ces deux liquides non miscibles rend ces systemes instables
thermodynamiquement. lls tendent donc a revenir a un état plus stable ou les deux phases non
miscibles démixent. L'ajout de tensioactif permet de stabiliser ces systemes. Ces molécules
amphiphiles, sont localisées a l'interface eau/huile et permettent d’abaisser la tension interfaciale
développée par les deux liquides non miscibles et d’empécher leur démixtion. La microémulsion est
un type d’émulsion qui a la particularité d’étre stable thermodynamiquement. Dans un tel systéme si
la formulation est adéquate, une tension interfaciale trés faible peut étre atteinte ce qui permet la
coexistence des phases eau et huile a I’échelle quasi moléculaire grace au tensioactif. Une simple
agitation magnétique est ainsi suffisante pour former une microémulsion, qui est généralement
transparente et de faible viscosité. La microémulsion présente des microdomaines, pas
nécessairement sphériques, de petites tailles, typiquement entre 10 et 100 nm, fluctuant rapidement
dans le temps et dans I'espace. Plusieurs structures micellaires peuvent étre observées en faisant
varier les quantités d’huile, d’eau ou/et de tensioactif. Le diagramme de phase reporté a la Figure 19
présente les différentes structures accessibles en fonction du rapport des constituants d’un systéme
ternaire eau/huile/tensioactif.
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Figure 19 Diagramme de phase d’un systéme ternaire eau/tensioactif/huile [16]

Le phénomeéne de microémulsion a été découvert dans les années 40 par hasard par deux chercheurs
Américains: Hoar et Schulman [17]. Il est resté pendant longtemps une curiosité de laboratoire
jusque dans les années 70, ou la crise pétroliere pousse les industriels a s’intéresser a une propriété
remarquable des microémulsions : une tension superficielle extrémement faible. Elle a été mise a
profit notamment dans la récupération améliorée du pétrole dans les roches. A partir de ce moment-
la, un grand nombre d’études ont été menées pour tenter de comprendre ce phénomeéne d’un point
de vue fondamental, ainsi que pour trouver d’autres applications. Ainsi le pouvoir des
microémulsions a solubiliser des composés hydrophiles et lipophiles est utilisé pour Ia
décontamination des sols, pour la fabrication de parfums sans alcool ou encore dans l'industrie
textile [18]. Enfin la présence de microdomaines aqueux ou huileux est mise a profit pour conduire
des réactions enzymatiques en milieu confiné ainsi que pour la synthese de nanoparticules [19, 20].
En effet les micelles formées en microémulsion peuvent étre utilisées comme milieu de synthése
dont la géométrie est fixée par le rapport entre les différents constituants du milieu. Les micelles
inverses (Figure 20) ont été particulierement utilisées pour la synthése de nanoparticules de taille
controlée.
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Figure 20 Représentation schématique d’'une micelle inverse

Les synthéses de nanoparticules en voie micellaire inverse peuvent étre divisées en deux catégories.
Dans le premier cas, deux microémulsions contenant chacune un des réactifs de la synthése sont
formées séparément puis mélangées (Figure 21). La réaction s’amorce dans les micelles grace aux
échanges de matiere qui interviennent lors des collisions multiples entre les micelles inverses, créées
par le mouvement brownien.
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Figure 21 Schéma de principe de la synthése de nanoparticules a partir d’'un systéme a deux microémulsions

Dans le deuxiéme cas une seule microémulsion est formée et le réactif est introduit dans la phase
continue (Figure 22). Apres diffusion vers les micelles, il réagit ensuite de la méme maniere avec le
contenu des micelles inverses. C'est cette méthode de synthese par micelles inverses qui sera

exclusivement étudiée dans ce chapitre.
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Figure 22 Schéma de principe de la synthése de nanoparticules a partir d’'un systéme a une microémulsion

La morphologie finale des objets est ainsi directement liée aux propriétés des micelles inverses qui
peuvent étre ajustées. C’'est pourquoi depuis les années 80, un grand nombre des nanomatériaux de
natures différentes ont été synthétisés en microémulsion [4, 21-25], dont la silice. Dans ce cas la
phase aqueuse sous forme de gouttelettes nanométriques sert aussi de réactif.

La synthése de nanoparticules de silice par voie sol-gel en microémulsion a été reportée pour la
premiere fois dans les années 90 par Arriagada et Osseo-asare [26-30]. Les auteurs ont décrit la
réaction d’hydrolyse-condensation du TEOS dans un systeme micellaire inverse ternaire composé
d’un mélange Eau/Cyclohexane/Igepal CO-520 en présence d’ammoniaque. Les micelles inverses
formées sont des gouttelettes d’eau de taille nanométrique entourées d’une monocouche de
tensioactif. Ce film de tensioactif se comporte comme un écran qui isole les nanogouttelettes d’eau
les unes des autres et empéche ainsi leur coalescence. Ainsi les nanogouttelettes sont bien distinctes
et leur dimension varie principalement selon la quantité d’eau solubilisée qui peut étre contrélée par
le rapport molaire entre I'eau et le tensioactif (noté R). Les gouttelettes ne sont cependant pas
strictement confinées puisqu’elles sont également soumises au mouvement brownien. Cette
diffusion brownienne conduit a des collisions au cours desquelles les gouttelettes peuvent
s'interpénétrer pour former des structures transitoires d’'une durée de vie de l'ordre de la
microseconde, ce qui permet un échange de contenu sans passer par la phase continue d’huile [31].
Toutefois lorsque les particules atteignent une certaine taille, I'’échange de contenu est entravé parce
gu’il nécessiterait un grand changement dans la courbure du film de tensioactif entourant les
micelles inverses, ce qui n'est pas favorable énergétiquement. Les molécules tensioactives
s'adsorbent a la surface des particules, les stabilisent donc et les protégent contre une nouvelle
croissance [32]. Par conséquent, les nanoparticules obtenues dans un tel milieu sont généralement
bien distinctes et caractérisées par une faible distribution en taille.

La formation des billes de silice repose sur la diffusion de I'alcoxyde de silicium de la phase huileuse
vers les nanogouttelettes d’eau stabilisées par le tensioactif. Les molécules de TEOS hydrophobes
viennent d’abord s’hydrolyser a linterface eau/huile des micelles inverses. A mesure que les
molécules de TEOS s’hydrolysent, elles deviennent plus hydrophiles et pénétrent dans la phase
aqueuse dans laquelle les réactions de condensation peuvent avoir lieu (alcoxolation ou oxolation
suivant leur degré d’hydrolyse). Ces deux réactions sont confinées a l'intérieur des micelles, c’est

pourquoi les gouttes d’eau dispersées dans la phase huileuse sont apparentées a des nano-réacteurs.
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Comme pour le procédé Stober, la croissance des particules est ensuite régie par deux mécanismes :
d'une part, par addition de monomere (i.e. molécules de TEOS partiellement ou totalement
hydrolysées) sur des particules existantes, et d'autre part par agrégation notamment lors des
contacts intermicellaires. L’'étape initiale induite par les collisions inter-gouttelettes est donc
déterminante sur la taille finale des particules puisqu’elle fixe le nombre de germes formés
initialement. Les propriétés des micelles et leur dynamique d’échange ont donc un réle crucial. La
nature du tensioactif a une influence directe sur ce phénomene : un film de tensioactif difficilement
déformable ou fortement lié aux gouttelettes d’eau limitera fortement la création de canaux inter-
gouttelettes. La vitesse d’hydrolyse de I’alcoxyde de silicium a également une grande influence sur le
nombre de nucléis formés initialement. L'accés aux gouttelettes d’eau par I'alcoxyde de silicium
(directement liée aux propriétés des micelles inverses), le pH, la concentration en réactifs et en
catalyseur et la nature de 'alcoxyde sont autant de parametres influencant les vitesses de réaction.

Un grand nombre de parameétres influencent donc la taille et la morphologie des particules finales.
Un petit apercu non-exhaustif des effets observés en faisant varier certains de ces parametres est
dressé ci-dessous [33]. Ces effets seront par ailleurs étudiés plus en détails dans la partie 5 de ce
chapitre.

- L'un des parameétres les plus importants est le rapport molaire R = [eau/tensioactif]. L'eau
doit étre en exceés par rapport au tensioactif pour permettre une hydrolyse totale de
I'alcoxyde. Pour des faibles valeurs de R, I'eau est essentiellement liée au tensioactif [34].
Ce sont les collisions entre micelles et I'échange de matiere qui permettent la
condensation et donc la nucléation, or elles sont plus hombreuses quand le rapport R
augmente [28]. Cette augmentation conduit a une diminution de la taille des particules. En
revanche si le taux d’échange inter-micellaire continue d’augmenter, les particules
s’agglomeérent. Dans le cas de I'lgepal CO-520 par exemple, la taille des particules est
minimale pour R compris entre 0,4 et 6,7.

- Selon la nature du précurseur de silice, la vitesse d’hydrolyse varie: le TMOS
(tétraméthylorthosilicate) s’hydrolyse plus rapidement que le TEOS [34]. Une forte
concentration en TEOS induit une faible taille de particule. En effet la nucléation débute
guand la quantité d’espéces hydrolysées dépasse le seuil de nucléation dans chaque
goutte. Or plus il y a de noyaux formés et plus la taille des particules finales sera faible
[28].

- Lanature du tensioactif a une influence sur la taille et la forme des micelles (sphériques ou
lamellaires par exemple). En effet une structure lamellaire favorise les échanges
micellaires, ce qui conduit a une nucléation plus rapide, et donc a des particules de plus
petite taille [35].

- La concentration en ammoniaque (catalyseur) influence la taille des particules de maniere
complexe. En effet son effet est variable en fonction du rapport R. La quantité en
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ammoniaque peut ainsi entrainer une augmentation ou une diminution de la taille selon
des mécanismes qui ne sont pas toujours bien compris [28]. De plus il a été montré que
pour un rapport R fixé, la forme des particules devenait irréguliére a faible concentration
en ammoniaque [28].

- Le choix d’un catalyseur acide (HCI) ou basique (NH;OH) a également une influence. Finnie
et al. [34] ont montré que I'hydrolyse du TMOS était bien plus rapide a pH acide
(entierement hydrolysé aprés 30 minutes) qu’a pH basique (70% hydrolysé). lls ont de plus
montré que, pour ce méme précurseur de silice, les particules formées par catalyse acide
étaient moins denses, plus petites et moins homogéenes qu’en milieu basique.

La température, la vitesse d’agitation et le temps de réaction sont également des parametres qui
affectent la taille et la morphologie des particules. La synthése en microémulsion est donc sujette a
de nombreuses variables interdépendantes dont les effets sont difficilement prédictibles. Les études
et les observations sont menées a partir de cas empiriques et il n’y a donc pas de regles absolues
pour interpréter completement les mécanismes mis en jeu pendant la synthése. Malgré cela, cette
méthode est trés utilisée car elle est facile a mettre en ceuvre et offre une grande liberté dans le
choix des tailles de particule. L'ensemble des études menées sur le sujet cherche a pouvoir
synthétiser des particules sur mesure a I’échelle nanométrique. L’homogénéité, les tailles de
particule atteintes ou encore le controle de leur structure représentent en effet un intérét
considérable dans de nombreux domaines.

Dans la littérature, on distingue donc principalement deux voies pour la synthése de nanoparticules
de silice : le procédé Stober [2, 36, 37] et la méthode par voie micellaire inverse en microémulsion
[38] . Pour rappel, le procédé Stdber consiste a faire croitre des particules a partir de germes de silice
par réaction sol-gel dans un milieu comprenant de I’eau, un alcool, un précurseur de silice et une
base. La taille des particules n’est pas contrélée par I'ajout de tensioactifs contrairement au procédé
microémulsion mais par le rapport entre les différents constituants précités. Cette méthode, tres
utilisée pour synthétiser des nanoparticules de silice homogénes en taille, montre cependant
quelques limitations quand elle est utilisée pour faire de I'encapsulation [39]. Le procédé
microémulsion, quant a lui permet d’obtenir des particules plus petites (10-100 nm), monodisperses
avec un meilleur contréle de la taille. Cette méthode offre plus de liberté sur la gamme de tailles
visée pour les applications recherchées (notamment en biologie ou le controle de la taille est
primordial pour éviter les risques d’embolies). De plus, le fait que la croissance de la silice soit
confinée dans des « nano-réacteurs » aqueux est un gros avantage pour |I'encapsulation de molécules
hydrosolubles. La partie suivante détaille les principales différences entre ces deux méthodes pour
I'incorporation de molécules luminescentes a travers des exemples de la littérature. L'objectif de
cette thése étant de travailler avec des organolanthanides, seuls les systémes traitant de
I'incorporation de molécules seront abordés. Cependant la silice est aussi utilisée pour encapsuler
des particules de différentes natures comme des nanocristaux par les mémes procédés de synthese
[40-44].
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2 Synthese de nanoparticules de silice luminescentes

La microémulsion inverse et le procédé Stober ont été tous les deux utilisés pour synthétiser des
nanoparticules de silice luminescentes. Dans les deux cas, la silice sert de support pour I'introduction
de molécules luminescentes. Ces molécules peuvent étre soit greffées en surface des particules [45,
46], soit incorporées de maniére covalente [47, 48] ou non [49], a I'intérieur de la matrice de silice.
Cette partie décrit les principales différences entre les deux méthodes.

2.1 Elaboration de particules luminescentes par voie Stober

D’une maniére générale deux types d’incorporation peuvent étre distingués :

Le premier procédé consiste a modifier chimiquement le colorant afin de permettre une
liaison covalente entre les molécules fluorescentes et la matrice de silice. Cette méthode permet
d’obtenir un bon taux d’incorporation et une stabilité accrue vis-a-vis du phénomeéne de relargage de
la molécule a I'extérieur de la particule. C'est le procédé le plus utilisé pour la production de
nanoparticules de silice luminescentes par voie Stéber. En effet la formation des billes de silice
s’effectuant en milieu homogene, les molécules doivent étre rendues réactives vis a vis de la silice
pour s’assurer de leur incorporation. La méthode la plus courante pour fonctionnaliser les molécules
luminescentes est d’utiliser un agent de couplage, typiquement le 3-aminopropyltriéthoxysilane
(APTES). L'agent de couplage, en réagissant avec la molécule luminescente par sa fonction amine,
permet d’y introduire une fonction silane, créant ainsi un alkoxyde de silicium luminescent. La
molécule doit évidemment posséder un groupement pouvant réagir avec I'amine, comme par
exemple la fonction isothiocyanate (isothiocyanate de fluorescéine [47] ou de rhodamine [48] par
exemple). Van Blaaderen et Vrij [46] ont été les premiers a décrire ce procédé de greffage covalent
(Figure 23). Depuis, de nombreuses études ont suivi et beaucoup d’autres types de molécules
luminescentes ont été incorporés [47, 48, 50-56], notamment des organolanthanides [57, 58]. Deux
études trés récentes ont ainsi décrit le greffage d'acide diéthyléne triamine penta acétique (DTPA) a
la surface de nanoparticules préalablement fonctionnalisées par I’APTES. Le DTPA a ensuite été
utilisé pour complexer des atomes de Tb(lll), Eu(lll) et Gd(III) afin d’obtenir une sonde bi-modale [57,
58]. Des méthodes de greffage alternatives (modification chimique de la molécule sans utilisation de
I’APTES) ont également été développées [45, 59, 60]. Une revue récente en dresse un bon apergu
[61]. Le principal inconvénient du greffage covalent est la limitation du nombre de molécules
utilisables a celles dont la fonctionnalisation est possible.
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Figure 23 Schéma de principe de la formation d'une liaison covalente entre l'isothiocyanate de fluorescéine et la silice
apres réaction avec I'agent de couplage APTES [46]

Le second procédé consiste a incorporer les molécules fluorescentes d'intérét par simple affinité
physico-chimique (liaisons faibles ou électrostatiques) ou effet stérique [51, 62], sans greffage
covalent a la silice. Ce procédé est plus simple puisqu’il ne nécessite aucune modification chimique
de la molécule a encapsuler. La molécule doit cependant étre de masse molaire assez élevée et
posséder une bonne affinité pour la silice [62]. De plus dans ce cas, les taux d’incorporation sont plus
faibles et des probléemes de stabilité vis a vis du relargage peuvent avoir lieu [62]. Ainsi méme si
I'incorporation de molécules luminescentes sans liaison covalente a été réalisée par voie Stober dans
quelques cas isolés [49, 63], ce procédé reste dans |'ensemble assez peu utilisé. De plus lors de
I'incorporation de molécules par cette méthode, les nanoparticules obtenues peuvent étre assez
polydisperses. Shibata et al. [49] en ont par exemple fait I'expérience en encapsulant deux molécules
fluorescentes solubles dans I'eau (la porphyrine et le bleu de Nile) par cette méthode. Afin d’obtenir
des particules homogenes, il est donc souvent nécessaire de fonctionnaliser la molécule a incorporer
avec un agent de couplage silane, comme I'a notamment montré le groupe de Wiesner U. [39, 52,
53].

En milieu non confiné, la méthode la plus efficace est donc I'utilisation de molécules fonctionnalisées
possédant des groupements silanes permettant leur greffage covalent a la silice. Cela limite le choix
des molécules utilisables. L'incorporation non covalente en revanche permet une plus grande liberté
de choix. Dans ce cas, les molécules doivent cependant posséder une forte affinité pour la silice
puisqu’elles sont initialement solubilisées dans I’ensemble du milieu réactionnel. Sinon elles n’ont en
effet pas de raison particuliére de se retrouver piégées dans le réseau de silice. La microémulsion
inverse, avec son concept de « nano-réacteurs » aqueux semble, en revanche, une méthode plus
adaptée pour l'incorporation de molécules sans liaison covalente. En effet le confinement des
molécules dans les gouttelettes d’eau, siege de la formation des particules de silice, devrait
permettre une incorporation plus efficace.
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2.2 Elaboration de particules luminescentes par voie micellaire inverse

L'incorporation de molécules luminescentes dans des particules de silice obtenues par voie
sol-gel en microémulsion inverse a été décrite a plusieurs reprises dans la littérature. Ainsi différents
types de molécules [1, 35, 64-67] ont été incorporés avec succes sans formation de liens covalents.
Parmi ces molécules, les complexes de ruthénium ont particulierement été étudiés, notamment par
le groupe de W. Tan [35, 62, 65, 68]. Méme si la microémulsion inverse est particulierement adaptée
pour l'incorporation de molécules sans liaison covalente, de nombreuses études se sont également
intéressées a l'incorporation covalente et au greffage en surface [69-81]. En effet un inconvénient
majeur de l'incorporation non covalente est la stabilité des molécules incorporées vis-a-vis du
relargage [72]. Les organolanthanides sont le type de molécules ayant suscité le plus d’intérét pour la
synthése de nanoparticules de silice luminescentes en microémulsion [57, 58, 71-79, 81-91]. Dans la
suite de cette partie, nous nous intéresserons donc exclusivement aux études traitant des
organolanthanides. Dans un premier temps, nous dresserons un apercu des systéemes mettant en jeu
des organolanthanides fonctionnalisés par un groupement silane en microémulsion avant de se
concentrer sur les méthodes d'incorporation sans liaison covalente.

2.2.1 Incorporation par voie chimique : greffage covalent

De méme que pour le procédé Stéber, cette méthode permet d’une part de s’assurer qu’une grande
quantité de complexe est effectivement encapsulée, et d’autre part que les particules hybrides
formées sont stables, sans risque de relargage de I'organolanthanide. Le complexe de lanthanide doit
donc posséder un groupement silane hydrolysable permettant son inclusion dans le réseau de silice
(ou son greffage a la surface des particules).

L’équipe de J. Yuan [74] a été la premiére a incorporer un complexe d’europium (structure chimique
détaillée a la Figure 24) lié chimiquement a I'intérieur de nanoparticules de silice par voie micellaire
inverse. Cette étude est consécutive a l'incorporation non covalente du méme complexe en
microémulsion inverse quelques mois auparavant par la méme équipe [83]. Afin d’augmenter la
stabilité du complexe incorporé, ils ont ainsi proposé d’utiliser I’APTES afin de lier chimiquement le
complexe a la matrice de silice. Des caractérisations par microscopie électronique en transmission
ont permis de révéler que l'incorporation était bien homogene. Les différentes étapes du procédé
sont décrites a la Figure 24.
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Figure 24 Schéma de principe de I'incorporation covalente d’'un complexe de ter-phényle d’Europium dans des particules
de silice par voie micellaire inverse aprés modification du complexe par ' APTES [74].

A la suite de ces travaux datant de 2004, un certain nombre d’autres études ont été effectuées. Par
exemple, H. Zhang et al. [77] ont reporté une méthode similaire en utilisant I"'aminopropyl
(triméthoxy) silane (APTMOS) pour modifier le ligand (Figure 25). lls ont ainsi été capables
d’incorporer de maniére covalente des complexes de terbium et d’europium dans des nanoparticules
de silice, démontrant par la méme occasion qu’il était possible d’ajuster le signal d’émission en
jouant sur le rapport Eu/Tb. De plus, ils ont démontré, la trés grande stabilité des particules obtenues
vis a vis du relargage a travers des analyses ICPMS des surnageants. Comme cela avait été
précédemment observé, les images MET montrent que les complexes sont distribués de fagon
homogéne au sein des particules.
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Figure 25 Schéma de principe de la modification chimique du ligand 2,9-bis[N,N-bis(carboxyméthyle)aminométhyle]-1,10-
phenanthroline par TATMOS et son incorporation dans des particules de silice aprés complexation avec Eu(lll) ou Th(lll) [77] .
Le greffage covalent permet également d’incorporer des organolanthanides hydrophobes par
microémulsion inverse comme I'ont montré Y. Guan et al. [78, 82] (Figure 26). lls ont également mis
en évidence l'influence de la nature du solvant sur les propriétés de luminescence. En effet I'émission
est plus intense dans le cas de solvants peu polaires et faiblement coordinants. Cela vient
probablement d’une décoordination partielle du complexe due a une compétition avec les solvants
polaires (par leurs atomes d’oxygene).
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Figure 26 Schéma de principe de la modification du ligand B-dicétone par I’'agent de couplage APTES suivi de
I'incorporation du complexe hydrophobe résultant dans des particules de silice par voie sol-gel en microémulsion
inverse. [78]

L. Lu et al. [79] ont mis au point un marqueur luminescent pour la détection de I'anthrax en
combinant la luminescence de la Fluorescéine Isothiocyanate, incorporée au cceur des particules, et
celle d’'un complexe d’europium greffé a la surface des particules qui avaient été préalablement
fonctionnalisées par I’APTES (réaction entre I'amine et la fonction anhydrique du ligand). L'anthrax
est identifié par le dipicolinate de calcium qui, en remplagant les molécules d’eau de la sphére de
coordination du complexe d’europium, entraine une augmentation de son rendement quantique
(diminution du quenching induit par les molécules d’eau). Des études trés récentes s’intéressent a de
nouvelles voies de greffage en surface ou a coeur, par « click chemistry » par exemple [81], ou en
synthétisant des ligands possédant une fonction silane [71].

L'insertion par voie chimique d’organolanthanides dans le réseau de nanoparticules de silice
présente donc de nombreux avantages : homogénéité du dopage au sein des particules, quantités
incorporées plus importantes et stabilité accrue vis a vis du relargage. A ce titre, I'influence et
I'importance d’une incorporation covalente sur les propriétés des matériaux hybrides (type « bulk »)
synthétisés par voie sol-gel a été largement discutée dans la littérature [72, 92-97]. Les mémes effets
ont été observés quand le procédé sol-gel est transposé a la synthése de nanoparticules en milieu
confiné. Cependant la modification nécessaire du ligand, en plus de compliquer le procédé de
synthése, peut provoquer une diminution des performances du complexe formé. En effet la synthese
de complexes avec une bonne stabilité (chimique et face au photoblanchiment), qui s’excitent dans
le visible, tout en présentant des propriétés de luminescence intéressantes (haut rendement
guantique, sensibilisation de plusieurs terres rares, émission dans l'infra-rouge...) est trés ardue et
toujours en développement [98-100]. L’ajout d’une contrainte supplémentaire pourrait donc
restreindre les futures améliorations, ou l'utilisation de certains complexes tres performants mais ne
pouvant pas étre fonctionnalisés.
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2.2.2 Incorporation par voie physico-chimique : sans greffage covalent

L'incorporation sans liaison covalente a la matrice, malgré les limitations actuelles précitées, permet
néanmoins d’utiliser les organolanthanides tels quels sans avoir recours a une modification chimique
préalable. Au-dela d’une mise en ceuvre plus simple, une plus grande variété de ligands est ainsi
accessible.

Comme cela a déja été évoqué précédemment, dans le premier exemple d'incorporation
d’organolanthanides dans des nanoparticules de silice par microémulsion inverse, le complexe n'était
pas lié a la matrice. En 2004, J. Yuan et al. [83] ont ainsi décrit I'incorporation d’un complexe
d’europium dans des particules de différentes tailles en jouant sur la nature du co-tensioactif. Les
images MET ont révélé que les complexes étaient incorporés sous forme de petits agrégats non
cristallisés au sein de la silice. En revanche lors de I'incorporation covalente de ce méme complexe,
aucun point de contraste n’avait été observé, laissant penser que les molécules étaient réparties de
maniere homogene au sein de la matrice. Un comportement similaire avait déja été observé lors du
dopage de gels de silice [72, 92-97], ou lors de l'incorporation non covalente d’'un complexe de
ruthénium par voir micellaire inverse [68]. Deux autres complexes différents, un de terbium [101] et
I"autre d’europium [102] ont été incorporés par la méme équipe trés peu de temps apres. Les images
MET ont également montré des petits agrégats de complexe a I'intérieur des particules et méme une
agrégation a coeur dans le cas du complexe au terbium (Figure 27). Les spectres d’émission et
d’excitation des complexes libres et des nanoparticules dopées sont par ailleurs identiques. Le
rendement quantique des complexes incorporés est en revanche bien plus faible que quand ils sont
en solution. La cause de cette diminution a été attribuée a I'absorption de la silice. Aucune
investigation n’a en revanche été menée pour détecter un éventuel phénomeéne de relargage dans
ces trois études. Le nombre de complexes incorporés a été estimé a partir de l'intensité de
luminescence des complexes libres.

——
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Figure 27 Image MET des nanoparticules de silice dopées par un complexe de Terbium sans liaison covalente par
microémulsion inverse. Les points noirs a coeur représentent les complexes qui se sont agglomérés pendant la croissance
de la silice [101]

Y. Chen et al. [89] ont utilisé la méme méthode pour estimer la quantité d’'un complexe de terbium
encapsulé. Ils ont ainsi montré que les nanoparticules de silice contenaient environ 340 complexes et
que leur intensité de luminescence était environ 100 fois plus importante que celle d'un
chromophore classique (la fluorescéine isothiocyanate). Le ligand utilisé est composé de deux
entités, I'une permettant d’augmenter sa solubilité dans I'eau et I'autre jouant le role d’«antenne ».
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lIs ont estimé qu’il n'y avait pas de relargage de leur complexe en se basant sur I'absence de
luminescence dans les surnageants. Les images MET ne montrent en revanche pas d’agrégation du
complexe a lI'intérieur des particules de silice.

Depuis, deux études plutot orientées sur les propriétés de luminescence des particules, ont décrit
I'incorporation de ligands permettant d’exciter a la fois I’europium et le terbium par voie micellaire
inverse [87, 90]. La non plus, aucun relargage n’a été observé. La quantité de complexe par particule
a été estimée en faisant I’hypothése que l'incorporation était totale, mais aucune caractérisation
guantitative n’a été effectuée.

Récemment au laboratoire, le travail de these de J. Samuel a permis d’encapsuler avec succes deux
organolanthanides dans des nanoparticules de silice sans liaison covalente [91]. Les ligands tripodes
utilisés sont présentées a la Figure 28. Les complexes formés hydrosolubles présentent une tres
bonne stabilité chimique et des propriétés de luminescence remarquables dans le visible et dans le
proche infra-rouge [103, 104]. Les auteurs ont ainsi été capables d’ajuster |’émission des
nanoparticules en incorporant des complexes de différentes terres rares (Nd, Yb, Eu, Th). Des
caractérisations microscopiques poussées ont permis de mettre en évidence des différences de
comportement en fonction des propriétés physico-chimique du ligand. Le complexe le moins
hydrosoluble se retrouve en effet a la surface des particules alors que l'autre se situe au coeur.
Aucun relargage n’a été observé dans les deux cas, et pour la premiére fois I'incorporation a été
quantifiée par ICPMS.
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Figure 28 Structure chimique des ligands tripodes possédant un environnement de coordination rigide. Ln-tpatcn (Ln =
Eu, Th, Nd) et Yb-thqtcnSO; ont été incorporés dans des particules de silice par voie micellaire inverse sans formation de
liaisons covalentes [91]

L'incorporation des complexes de lanthanide dans des nanoparticules de silice sans liaison covalente
a été peu décrite dans la littérature. L'incorporation chimique permet en effet de résoudre toutes les
limitations actuelles de I'incorporation par voie physico-chimique. Néanmoins pour pouvoir utiliser
les avantages du confinement dans des nanoparticules, tout en utilisant des organolanthanides
possédant des propriétés intrinséques supérieures (stabilité, efficacité), la seconde voie semble étre
prometteuse bien que plus ardue. La synthése par voie micellaire inverse étant la plus adaptée pour
ce type d’incorporation, c’est celle qui a été étudiée dans cette thése. Cependant il s'avére que tres
peu d’études ont quantifié avec précision le relargage des complexes incorporés et surtout
I'efficacité de cette incorporation. En effet, déterminer le nombre de complexes incorporés a partir
de l'intensité de luminescence des complexes en solution est une méthode approximative qui ne
prend pas en compte I'influence du confinement dans la silice. Or de nombreuses études ont montré
que la quantité de molécules incorporés et I'effet d’ « écrantage » de la silice pouvaient avoir une
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influence sur les propriétés de luminescence [52, 53, 83, 86, 90, 101]. Une récente étude a d’ailleurs
mis en évidence ce probleme dans le cas de lincorporation de complexes de ruthénium et
d’ytterbium [86]. Des concentrations différentes ont ainsi été obtenues entre la méthode basée sur
la luminescence et une quantification par spectrométrie d’émission atomique couplée a une torche
plasme (ICP-AES, Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy). Le manque de moyen
de quantification fiable est aujourd’hui un frein pour le développement et 'optimisation de tels
systemes. Un des objectifs de cette partie est donc de développer une méthode de quantification
permettant de caractériser finement les particules dopées. Ce point sera abordé dans la section 4
mais auparavant, il s’agit déja de s’assurer que les organolanthanides choisis peuvent effectivement
étre encapsulés (au moins une partie) dans le réseau de silice par microémulsion inverse.
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3 Incorporation d’organolanthanides dans des nanoparticules de
silice par voie micellaire inverse sans liaison covalente

3.1 Présentation des organolanthanides utilisés

Les deux organolanthanides utilisés dans cette partie ont été développés dans le cadre de la
thése d’A. Nonat effectuée au Laboratoire de Reconnaissance lonique et Chimie de Coordination de
Grenoble [105]. Les structures chimiques des ligands Hiebpatcn et Hitpatcn sont présentées a la
Figure 29. La synthese de ces deux ligands a été effectuée suivant les protocoles décrits par A. Nonat
dans sa thése et publiés [103, 106].
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Figure 29 Structure chimique des ligands H;Tpatcn [103] (a gauche) et HsEbpatcn [106] (a droite)

Les complexes de lanthanide ont ensuite été préparés in situ en dissolvant des quantités
équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf); dans H,0. Le pH a été ajusté par des solutions
de KOH (1 M et/ou 0,1 M). Aprés la formation du complexe, le pH est ajusté a pH=6,5. Pendant toute
cette thése, des complexes [Eu(tpatcn)] et [Tb(ebpatcn)H,0] & une concentration de 10 M seront
utilisés. (Remarque : par la suite le complexe [Tb(ebpatcn)H,0] sera noté [Tb(ebpatcn)]). Les deux
complexes sont parfaitement solubles dans I'eau a cette concentration et présentent une bonne
stabilité. Ce dernier point est primordial afin de s’assurer que le lanthanide est bien coordonné au
ligand et gqu’il ne risque pas de se retrouver libre dans le milieu biologique. En plus du risque de
toxicité, la luminescence serait perdue. En cas de décoordination partielle, les performances de
luminescence seraient aussi affectées par interaction entre le lanthanide et le solvant. Il s’agit donc
de s’assurer que les complexes formés resteront stables et conserveront leur structure dans les
conditions de synthése utilisées. La stabilité d’'un complexe est évalué par le pL qui est égal a —log|[L]
ou L est la concentration en lanthanide libre, restant non coordonné, mesuré dans des conditions
normalisées [105]. Plus le pL est élevé et plus la coordination est forte. Pour le ligand Hiebpatcn cette
valeur a été déterminée avec le Gd(lll) et est égal a 13,1 [106]. Pour Hstpatcn c’est le Tb(lIl) qui a été
utilisé et cette valeur pour ce complexe est de 14,9 [105]. Du fait de la proximité des atomes de
Tb(II1), Eu(lll) et Gd(III) dans le tableau périodique, on peut penser que leurs pL sont similaires. Ces
valeurs dénotent d’une forte coordination qui permet d’utiliser ces complexes en solution et de les
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injecter dans des animaux de petites tailles [105]. En revanche ils ne sont pas suffisamment stables
pour étre utilisé chez I’humain. Le fait de les confiner dans une nanoparticule pourrait par exemple
permettre d’améliorer cette stabilité. La stabilité des complexes de lanthanide est également
dépendante du pH. Pour des valeurs de pH inférieures a 3 une dissociation des complexes
[Eu(tpatcn)] et [Tbh(ebpatcn)] a été observée [105]. C'est pourquoi les particules de silice seront
exclusivement formées sous catalyse basique.

Ces deux ligands sélectionnés sont dérivés du picolinate et permettent de sensibiliser les ions Eu(lll)
et Tb(lll) [103, 105, 106]. Cependant dans la cadre de cette thése, nous étudierons seulement deux
complexes parmi les quatre : [Eu(tpatcn)] et [Tb(ebpatcn)]. En effet, I'objectif ici est d’étudier
I'incorporation des complexes dans des nanoparticules de silice. Or vu la proximité de Eu(lll) et Tb(lIl)
dans le tableau périodique, la complexation de I'un ou de l'autre de ces deux ions lanthanides ne
devrait pas affecter les mécanismes d’incorporation, basés avant tout sur la nature du ligand.
L'utilisation de deux terres rares permettra en revanche de pouvoir aisément distinguer I'émission de
I'un ou de l'autre. Les spectres d’excitation et d’émission de ces deux complexes en solution sont
présentés a la Figure 30.
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Figure 30 Spectres d’excitation et d’émission des complexes [Eu(tpatcn)] (rouge) et [Tb(ebpatcn)] (vert) en solution dans
'eau a 0,01 M.

Les rendements quantiques dans I'eau de [Eu(tpatcn)] et [Tb(ebpatcn)] sont respectivement de 9,0 %
[105] et de 39 % [106]. Les temps de vie sont quant a eux de 1,08 ms [105] et de 1,60 ms [106]
respectivement. En effet, les complexes formés a partir de ligands tripodes basés sur le pivot 1,4,7-
triazacyclononane présentent une grande stabilité en solution aqueuse (pour des pH supérieurs a 3)
et conduisent a des rendements quantiques tres élevés. La rigidité et la symétrie des complexes
formés jouent notamment un réle sur ces excellentes propriétés [103, 105]. L'un des objectifs de
cette these est ainsi de pouvoir maitriser l'incorporation de ces complexes, parmi les plus
performants de la littérature, sans avoir a les modifier chimiquement.
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3.2 Protocoles de synthése des nanoparticules

Les particules de silice ont donc été synthétisées par voie micellaire inverse (ou
microémulsion). C’'est une méthode relativement simple a mettre en ceuvre qui ne nécessite pas des
conditions extrémes de température et de pression. De plus, la taille et la forme des particules
peuvent étre facilement controlées en modifiant les paramétres de synthese tels que : le rapport
eau/tensioactif, la nature du tensioactif, la concentration et la nature des réactifs. Cette grande
flexibilité a permis de synthétiser des particules de différentes tailles tout en utilisant la méme
méthode. Deux protocoles de synthése issus de la littérature et adaptés a I’encapsulation des
complexes de lanthanide, ont été ainsi étudiés. Le premier systeme est une microémulsion
quaternaire constituée d’'un mélange TX-100/Hexanol/Cyclohexane/Eau qui permet de synthétiser
des nanoparticules de silice avec une taille d’environ 50 nm [35, 91]. Le deuxieme systéme étudié
permet quant a lui d’obtenir des particules plus petites, d’environ 15 nm, grace a un équilibre
ternaire Igepal CO-520/Cyclohexane/Eau [35]. Nous avons choisi d’étudier ces deux systémes afin de
mettre en évidence une éventuelle influence de la nature du tensioactif ou de la taille des particules
de silice sur I'incorporation. De plus, le fait de disposer de particules dans des gammes de tailles
différentes pourrait également étre intéressant pour des études de toxicité. En effet la taille, et la
morphologie, sont en général des paramétres importants pour évaluer la toxicité des nanoparticules
[107].

3.2.1 Systéme quaternaire

Le premier systéme utilisé est une microémulsion basée sur un équilibre quaternaire Triton X-
100/Hexanol/Eau/Cyclohexane. Dans ce mélange, le tensioactif de nom usuel Triton X-100 est I'éther
de poly(éthyléneglycol) et d’octylphénol (Figure 31). C’est un tensioactif non ionique de la famille des
polyoxyéthyléene alkylphénol éthers. Le Triton X-100 (HLB= 13,6) est trés utilisé dans le domaine de la
chimie analytique, la pharmacie ainsi que la biochimie pour la solubilisation des protéines
membranaires [108]. Le deuxieme composant trés important du mélange est I’hexanol désigné par le
terme de co-tensioactif. Introduits dans une solution micellaire, les co-tensioactifs, entrainent
I’abaissement de la tension interfaciale ainsi que de la concentration micellaire critique [19]. Peu
solubles dans l'eau et I'huile, ils s’incorporent dans la structure des micelles et ont des effets
importants sur la stabilité et la perméabilité des agrégats formés. Leur présence conduit a
I'augmentation du nombre de micelles et a une meilleure pénétration des additifs entre les chaines
aliphatiques du tensioactif. En outre, les co-tensioactifs permettent d’augmenter la quantité d'eau
solubilisée dans les solvants organiques non polaires par des agents tensioactifs [109]. L’hexanol est
le co-tensioactif le plus efficace pour jouer ce réle [1]. Par conséquent la présence de I’hexanol dans
le mélange favorise I'obtention de I'état d’équilibre entre I'affinité hydrophobe du Triton X-100 pour
le cyclohexane et le caractére hydrophile des fractions polaires destinées a la solubilisation de la
phase aqueuse du mélange.

Toutes ces caractéristiques intrinséques au Triton X-100 et a I'hexanol permettent de générer a partir
du mélange Triton X-100/Hexanol/Eau/Cyclohexane un systéme micellaire inverse efficace pour
réaliser la réaction d’hydrolyse/condensation de précurseurs alcoxysilanes qui va conduire a la
formation de nanoparticules de silice.
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Figure 31 Structure chimique du tensioactif non-ionique Triton X-100

Le protocole utilisé pour la synthése de nanoparticules de silice en microemulsion quaternaire est
inspiré de celui décrit par R. Bagwe et al. pour l'incorporation non covalente d’un complexe de
ruthénium [35]. Cette méthode a été reprise avec succés plus récemment au laboratoire par J.
Samuel avec des organolanthanides [91]. La composition d’'une microémulsion quaternaire utilisée
de facon standard au cours de cette these est résumée au Tableau 1.

Tableau 1 Composition de la microémulsion quaternaire : Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane/Eau

Composés Volume (mL)
Triton X-100 1,65
Hexanol 1,60
Cyclohexane 7,5
Eau 0,48
TEOS 0,1
NH;OH (28-30 %) 0,1

Les tensioactifs et le cyclohexane sont mélangés dans un ballon de 50 mL jusqu’a ce que la solution
soit bien homogéne. L'eau et 'ammoniaque sont ensuite ajoutés et le mélange est laissé sous
agitation magnétique pendant 30 minutes avant d’ajouter le TEOS. Apres 24 h d’agitation, les
particules de silice sont récupérées par centrifugation apres les avoir déstabilisées par un ajout
d’acétone (3 a 4 fois le volume total de la microémulsion). Les particules sont ensuite lavées trois
fois a I’éthanol et une fois a I'eau par centrifugation et redispersion successives (au bain a ultrasons).
Les particules finales sont dispersées dans I'eau et leur morphologie est caractérisée par MET. Pour
cela une goutte de la solution colloidale est déposée sur la grille en cuivre recouverte d’un film
carbone, et évaporée a I'air libre. Les images MET sont présentées a la Figure 32.

Figure 32 Images MET des nanoparticules de silice obtenues a partir de la microémulsion quaternaire

Les particules sont sphériques et monodisperses avec un diameétre moyen de 50 + 4 nm.
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3.2.2 Systeme ternaire

Le deuxiéme systéme utilisé est une microémulsion basée sur un équilibre ternaire Igepal CO-
520/Cyclohexane/Eau. L’lgepal CO-520 (Figure 33) est en tensioactif non-ionique (HLB=10) qui a
beaucoup été étudié, en particulier par F. J. Arriagada et K. Osseo-Asare [26, 28-30, 110]. Ce
tensioactif a été utilisé pour la synthese de nanoparticules de silice de petites tailles, d’environ 15 nm
de diamétre [35]. L'influence de la nature du tensioactif sur la taille finale des particules dans ce cas a
été explicitée par Bagwe at al. [35]. En effet la structure des micelles formées par I'lgepal CO-520, est
lamellaire [35, 110]. Cette géométrie favorise les échanges entre gouttelettes ce qui augmente la
vitesse de nucléation et induit des tailles de particules relativement faibles (plus de nucleis sont
formés initialement, et donc moins de TEOS est disponible pour la phase de croissance). Les
particules de silice formées a partir de I'lgepal CO-520 sont donc plus petites que celles obtenues
avec le Triton X-100.

-Bu
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Figure 33 Structure chimique du tensioactif non-ionique Igepal CO-520

Le protocole pour la synthése de nanoparticules de silice en microemulsion ternaire est issu de la
méme étude que celle mentionnée plus haut pour les microémulsions quaternaires [35]. La
composition d’'une microémulsion ternaire utilisée de fagon standard dans cette these est résumée
au Tableau 2.

Tableau 2 Composition classique de la microémulsion ternaire : Igepal CO-520/Cyclohexane/Eau

Composés Volume (mL)
Igepal CO-520 1,3
Cyclohexane 10
Eau 0,48
TEOS 0,1
NH,OH (28-30 %) 0,1

L'lgepal CO-520 et le cyclohexane sont mélangés dans un ballon de 50 mL jusqu’a ce que la solution
soit bien homogéne. L'eau et 'ammoniaque sont ensuite ajoutés et la microémulsion ainsi formée
est laissée sous agitation magnétique pendant 30 minutes avant d’ajouter le TEOS. Aprés 24 h
d’agitation, les particules de silice sont récupérées par centrifugation aprés les avoir déstabilisées par
un ajout d’acétone. Les particules sont ensuite lavées trois fois a I’éthanol et une fois a I'eau par
centrifugation et re-dispersion successives (au bain a ultrasons). Les particules finales sont dispersées
dans I'eau et leur morphologie est caractérisée par MET (Figure 34).
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Figure 34 Images MET des nanoparticules de silice obtenues a partir de la microémulsion ternaire

Les particules sont sphériques avec un diamétre moyen de 13 + 4 nm. Elles sont plus agglomérées
que celles obtenues précédemment. Cependant, elles semblent bien individualisées et
I'agglomération intervient probablement lors de la préparation de la grille MET. De plus, du fait de
leur petite taille, le contraste est moins marqué que pour les particules de 50 nm. La technique de
MET utilisée ne permet pas néanmoins d’avoir une meilleure résolution.

3.3 Caractérisations préliminaires des nanoparticules dopées

Le procédé d’incorporation des deux organolanthanides consiste simplement a remplacer la
phase aqueuse des systemes micellaires précédents (480 pL) par une solution de 400 pL d’eau plus
80 pL d’une solution aqueuse de complexe a 0,01 M. Les protocoles de synthése et de récupération
des billes de silice sont par ailleurs en tous points identiques a ceux décrits précédemment.
Cependant, afin de s’assurer que tous les complexes sont bien incorporés et qu’ils ne désorbent plus,
une étape de lavage supplémentaire a été effectuée. Une fois redispersées dans I'eau, les solutions
colloidales finales ont ainsi été dialysées (MWCO= 3,5 kDa) pendant une semaine (avec changement
des eaux de dialyse tous les jours). Il s’agit dans un premier temps de vérifier si I'incorporation des
complexes sans liaison covalente a été réalisée avec succés et si une quantité suffisante de complexe
a été effectivement piégée a l'intérieur des particules a l'issu du lavage. Les propriétés de
luminescence des solutions colloidales dialysées seront ensuite comparées a celles des complexes
libres en solution (dans I’eau) afin d’étudier l'influence de l'incorporation sur l'intégrité des
complexes. L'influence de I'incorporation sur la morphologie et |a taille des particules sera également
déterminée par MET.

3.3.1 Cas du systéeme quaternaire

Les nanoparticules de silice synthétisées a partir de la microémulsion quaternaire et dopées avec
[Eu(tpatcn)] ou [Th(ebpatcn)] sont toujours luminescentes apres une semaine de dialyse. Les spectres
d’émission et d’excitation enregistrés sont identiques a ceux des complexes en solution (Figure 35).
Ceci confirme que les complexes sont bien incorporés et que la symétrie des chélates est conservée
dans les particules de silice. Il n’y a donc pas d’interaction entre I'ion lanthanide et la matrice de
silice. Une légére différence peut néanmoins étre observée sur les spectres d’excitation avec la
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disparition de I'’épaulement a 285 nm quand le complexe est encapsulé, vraisemblablement di a
I"absorption de la silice.
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Figure 35 Spectres d’émission et d’excitation normalisés des complexes en solution (vert et rouge pour le Tb(lll) et
I’Eu(lll) respectivement) et incorporés (bleu et orange pour le Th(lll) et I’'Eu(lll) respectivement) dans les nanoparticules
de silice pour le systéme quaternaire Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane/Eau. Pour [Th(ebpatcn)], les longueurs d’onde
maximales d’excitation et d’émission sont respectivement égales a 275 et 542 nm. Pour [Eu(tpatcn)], elles sont
respectivement égales a 275 et 614 nm.

En outre, le temps de vie de [Eu(tpatcn)] est identique a celui du complexe en solution, indiquant que
la couche de silice « protége » les ions lanthanide de leur environnement et empéche les processus
de désexcitation non radiatifs (Tableau 3). Pour [Tbh(ebpatcn)] une légere augmentation du temps de
vie est observée quand le complexe est incorporé dans la silice. Cet effet, déja remarqué [91], est
probablement d{ a une « rigidification » du complexe par le réseau de silice. En revanche une nette
diminution des rendements quantiques est observée quand les complexes sont incorporés dans les
particules. Cet effet avait également été observé précédemment [102]. Ceci s’explique par
I'absorption importante de la silice a 275 nm qui est en large excés par rapport a la quantité de
complexe dans la particule (les rendements quantiques des complexes en solution et incorporés ont
en effet été mesurés dans les méme conditions).
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Tableau 3 Résumé des temps de vie et des rendements quantiques mesurés pour les complexes libres en solution et
incorporés dans les particules de silice obtenues par microémulsion inverse en systéme quaternaire

[Tb(ebpatcn)] [Eu(tpatcn)]
libre incorporé libre incorporé
A (émission) (nm) 542 542 614 614
A (excitation) (nm) 275 275 275 275
Rendement quantique (%) 39 11,2 9,0 3,1
1,60 £ 0,02 2,24+ 0,03 1,08 £ 0,01 1,07 £ 0,02

Temps de vie (ms)

L'influence de I'incorporation sur la taille et la morphologie des particules a ensuite été étudiée par
MET (Figure 36 et Figure 37 pour [Tbh(ebpatcn)] et [Eu(tpatcn)] respectivement). Les tailles moyennes

des particules dans chaque cas sont résumées au Tableau 4.

Figure 36 Images MET des nanoparticules de silice obtenues par microémulsion inverse en systéme quaternaire avec une

quantité introduite en [Th(ebpatcn)] égale a 0,8 umol.

Figure 37 Images MET des nanoparticules de silice obtenues par microémulsion inverse en systéme quaternaire avec une

quantité introduite en [Eu(tpatcn)] égale a 0,8 pumol.
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Tableau 4 Influence de la présence des complexes (0,8 umol introduite) sur la taille des particules de silice synthétisées
par microémulsion inverse en systéme quaternaire (déterminée a partir des clichés MET)

Echantillon Diameétre moyen des particules
[Tb(ebpatcn)]@SiO, 54 +6 nm
[Eu(tpatcn)]@SiO, 50 £6 nm
SiO, 50+4 nm

La taille et la morphologie des particules n’évoluent pas de maniere significative lors de
I'incorporation des complexes a cette concentration. Les particules restent sphériques avec une
distribution en taille étroite. Pour le [Tb(ebpatcn)], une légere augmentation du diametre moyen des
particules semble néanmoins se produire méme si cette variation est tres faible. De plus aucun point
de contraste indiquant la position des organolanthanides n’est observé sur les clichés de MET. Afin
d’obtenir plus d’informations quant a la localisation des complexes au sein des particules, des
caractérisations microscopiques plus fines ont été effectuées. Ainsi un MET haute résolution et
permettant de travailler en mode balayage en champ sombre a hauts angles (High Angle Annular
Dark Field, HAADF) a été utilisé. Cette derniere technique permet d’exacerber le contraste des
atomes lourds comme les lanthanides. Grace a cette technique de caractérisation plus puissante, des
points de contraste représentant des petits agrégats de complexes de terbium ont pu étre révélés
(Figure 38). lls sont répartis de maniére homogéne sur toute la surface et/ou le volume des
particules. Ce résultat est similaire a celui déja observé dans le cas d’incorporation non covalente [68,
83], comme cela a déja été présenté dans l'introduction de cette partie. Pour [Eu(tpatcn)], une
précédente étude de J.Samuel avait montré que les complexes étaient localisés a la surface des
particules [91].

En comparant les clichés en champ sombre, une premiére différence de comportement entre les
deux complexes a pu étre observée. Le complexe [Tb(ebpatcn)], plus hydrophile, semble réparti de
maniére homogeéne dans le volume de la particule (Figure 38) alors que [Eu(tpatcn)], plus
hydrophobe, est préférentiellement localisé en surface (Figure 39). Ainsi méme si les deux complexes
sont solubles dans I'eau, des différences notables peuvent intervenir lors de leur incorporation
comme cela avait déja été reporté dans la littérature [91].

72



S

Figure 38 Images MET en balayage en mode HAADF (en haut) et en haute résolution (en bas) des particules de silice
obtenues par microémulsion inverse en systéme quaternaire avec une quantité introduite en [Tb(ebpatcn)] égale a 0,8
pmol.

Figure 39 Images MET en balayage en mode HAADF des particules de silice obtenues par microémulsion inverse en
systéme quaternaire avec une quantité introduite en [Eu(tpatcn)] égale a 0,8 umol. [91]
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3.3.2 Cas du systéeme ternaire

Des résultats analogues a ceux observés pour le systéme quaternaire, ont été obtenus. Les spectres
d’émission et d’excitation, et les temps de vie des complexes ne sont pas modifiés apres
encapsulation (a I'exception de [Tb(ebpatcn)], dont le temps de vie a augmenté légerement une fois
incorporé dans les particules de silice, comme observé pour les billes de 50 nm) (Figure 40 et Tableau
5). Il semble donc que le changement de systéme de tensioactif, et donc des mécanismes de
croissance de silice, ne modifient pas les propriétés de luminescence des complexes. Ceci confirme
leur stabilité remarquable vis-a-vis de leur environnement. En effet, il a été montré dans la littérature
gue des complexes moins stables comme le Ru(bpy) sont sensibles au changement de tensioactif
[35]. Tout comme précédemment, on observe par ailleurs une diminution des rendements
guantiques apres incorporation dans les billes de silice.
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Figure 40 Spectres d’émission et d’excitation des complexes [Th(ebpatcn)] (vert) et [Eu(tpatcn)] (rouge) incorporés dans
des nanoparticules de silice de 15 nm et de 50 nm. Pour [Tb(ebpatcn)], les longueurs d’onde maximales d’excitation et
d’émission sont respectivement égales a 275 et 542 nm. Pour [Eu(tpatcn)], elles sont respectivement égales a 275 et 614
nm.
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Tableau 5 Résumé des temps de vie et des rendements quantiques mesurés pour les complexes libres et incorporés dans
les particules de silice obtenues par microémulsion inverse en systéme ternaire

[Tb(ebpatcn)] [Eu(tpatcn)]
libre incorporé libre incorporé
A(émission) (nm) 542 542 614 614
A(excitation) (nm) 275 275 275 275
Rendement quantique (%) 39 7,7 9,0 2,5
Temps de vie (ms) 1,60 £ 0,02 1,86 £ 0,03 1,08 £ 0,01 1,15+ 0,01

La taille et la morphologie des particules obtenues a également été étudié par MET (Figure 41 et
Figure 42 pour [Tb(ebpatcn)] et [Eu(tpatcn)] respectivement). Les tailles moyennes des particules

dans chaque cas sont résumées au Tableau 6.

Figure 41 Images MET des nanoparticules de silice obtenues a partir de la microémulsion ternaire avec une quantité
introduite en [Th(ebpatcn)] égale a 0,8 umol.

Figure 42 Images MET des nanoparticules de silice obtenues a partir de la microémulsion ternaire avec une quantité
introduite en [Eu(tpatcn)] égale a 0,8 umol.
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Tableau 6 Influence de la présence des complexes sur la taille des particules synthétisées par microémulsion inverse en
systeme ternaire

Echantillon Diameétre moyen des particules
[Tb(ebpatcn)]@SiO, 15 +4 nm
[Eu(tpatcn)]@SiO, 13+5nm
SiO, 13+4 nm

De méme que pour les particules de 50 nm, la taille et la morphologie des particules n’évoluent pas
de maniere significative lors de l'incorporation des complexes a cette concentration. Un phénomene
d’agrégation similaire est observé pour les particules de silice non dopées. L'augmentation de la taille
des particules pour [Tb(ebpatcn)] étant tres faible, il est difficile de se prononcer surtout vu la qualité
des clichés MET. La résolution du MET utilisé ne permet pas de mettre en évidence d’éventuels
points de contraste au sein des particules.

3.4 Conclusion

Le [Tb(ebpatcn)] et le [Eu(tpatcn)] ont été incorporés avec succés dans des billes de silice de
deux tailles différentes, ce qui permet de valider I'un des objectifs de cette these. Dans chaque cas,
les propriétés de luminescence des complexes sont conservées apres incorporation dans les
particules, mis a part une baisse du rendement quantique due a I’'absorption de la silice. En outre, la
morphologie des particules ne semble pas affectée par la présence du complexe a la concentration
testée. Dans tous les cas, les particules obtenues sont sphériques, monodisperses et de tailles
équivalentes a celles synthétisées en I'absence de complexe. Méme si les deux complexes ont pu étre
incorporés avec succes, des comportements différents ont néanmoins été observés. En effet, les
images STEM en mode HAADF ont révélé que les complexes n’étaient pas localisés au méme endroit
pour les billes de 50 nm. Méme si un comportement analogue devrait a priori étre observé pour
celles de 15 nm, il n’a pas été possible de le confirmer a cause d’une résolution insuffisante. Les
mécanismes d’incorporation sont donc différents pour les deux organolanthanides. Les complexes
n’étant pas liés a la matrice de silice, I'incorporation est basée sur I'affinité des complexes pour le
« nano-réacteur » d’eau et la silice. Ces différences de comportement ont un impact direct sur les
propriétés finales des particules. Afin d’étudier plus précisément ces phénomenes et d’envisager une
application, il est nécessaire de caractériser précisément le nombre de complexes incorporés par
particule. En effet 'analyse des surnageants a révélé la présence de complexes libres dans tous les
cas. Ainsi I'incorporation n’est pas totale et une partie du complexe est perdue lors des étapes de
lavages par centrifugation. De plus il s’avére que ces surnageants contiennent également des
particules de silice, indiquant que la séparation par centrifugation ne permet pas de récupérer la
totalité des billes de silice. Au vu de ces résultats, il est apparu nécessaire de mettre au point une
méthode de quantification fiable nous permettant de caractériser plus finement le mécanisme
d’encapsulation des complexes de lanthanide et d’identifier de possibles améliorations.
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4 Quantification du processus d’incorporation

La partie précédente a décrit le procédé d’incorporation et son influence sur la taille et la
morphologie des particules. L'effet de l'incorporation sur les propriétés de luminescence des
complexes a aussi été étudié par spectrofluorimétrie. Ces mesures ont permis de confirmer
qualitativement le succes de l'incorporation. En effet les solutions colloidales étant toujours
luminescentes apres les multiples étapes de lavage et de dialyse, nous avons considéré qu’une partie
des complexes était effectivement piégée a I'intérieur des particules de silice (comme cela avait été
précédemment démontré pour [Eu(tpatcn)] [91]). Cependant ces premiers résultats ne permettent
pas de déterminer la quantité exacte de complexes incorporés. Cette information est capitale d’une
part pour caractériser completement les particules finales, mais également pour évaluer I'efficacité
de lincorporation. Jusqu’a maintenant, trés peu d’études se sont intéressées a quantifier
précisément le nombre d’organolanthanides incorporés dans des particules de silice. En effet
contrairement aux molécules organiques usuelles (rhodamine, flavine, fluorescéine...) les complexes
de lanthanide absorbent dans la méme région que la silice. Ainsi la spectrophotométrie d’absorption,
couramment utilisée pour déterminer le taux d'incorporation avec les fluorophores classiques [1, 33],
n’est pas applicable dans le cas des organolanthanides. C'est pourquoi la majorité des études se
limitent a vérifier I'absence de « fuites » (ou relargage) des complexes hors des particules aprés la
synthése. Le nombre de complexes par particule est généralement estimé en utilisant I'intensité de
luminescence (par comparaison avec la luminescence du complexe libre)[89]. Cependant cette
méthode peut induire des déviations car elle ne prend en compte ni I'effet d’écrantage de la silice ni
d’éventuels phénomeénes de quenching dus au confinement des molécules [86, 90]. Dans le cas des
procédés d’incorporation par voie covalente, il est raisonnable d’admettre que la majorité des
molécules est effectivement incorporée dans les particules. En revanche, pour les processus
d'incorporation sans liaison covalente, la molécule n’ayant pas de réactivité particuliére vis-a-vis de la
silice, il est probable qu’une partie des molécules soit perdue lors des étapes de lavage. C’est ce qui a
été observé dans notre cas. En effet les caractérisations au spectrofluorimetre des eaux de lavage ont
révélé la présence de complexes libres, que ce soit pour [Eu(tpatcn)] ou [Tb(ebpatcn)], indiquant que
I'incorporation n’est pas totale. C’'est pourquoi, afin d’estimer I'efficacité de l'incorporation de
[Eu(tpatcn)] et [Tbh(ebpatcn)], un spectrométre de masse couplé a une torche plasma (ICPMS) a été
utilisé pour déterminer précisément la concentration en lanthanide dans les particules finales.

4.1 Quantification par ICPMS

L'ICPMS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) est un instrument de quantification
atomique tres précis et accessible au laboratoire. C'est une méthode qui consiste a ioniser
I’échantillon a analyser dans un plasma d’Argon. L'utilisation de cette méthode pour I'analyse de
nanoparticules n’est cependant pas triviale, comme I'attestent les nombreux travaux décrits dans la
littérature [111, 112]. En effet ces dernieres années, I'utilisation croissante des nanoparticules par les
industriels, impose le développement de méthodes de quantification, en particulier pour des
guestions de toxicité, risques sanitaires ou environnementaux [112-116]. Ces études ont révélé que
de nombreux facteurs influencaient le résultat des analyses. En effet des déviations importantes
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peuvent étre observées si le protocole de préparation n’est pas adapté. L'analyse dépend des
conditions opératoires et de fonctionnement de I'lCPMS [117], mais aussi du type d’élément a
caractériser, de sa taille et de sa concentration [118, 119]. L'analyse par injection directe de
nanoparticules est par ailleurs souvent trés complexe [113, 120]. C’est pourquoi cette méthode
d’analyse nécessite trés souvent une méthode de "digestion" des particules par dissolution préalable
de la silice par exemple [121]. Or la méthode de dissolution peut également avoir un impact sur le
résultat final [111, 122]. Une récente étude a par ailleurs mis en évidence que les terres rares
pouvaient induire des interférences lors de I'analyse (formation d’oxydes et d’hydroxydes) [123].
Face a toutes ces possibles interférences, I'utilisation conjointe de différentes techniques d’analyse
est généralement requise afin d’optimiser/valider les protocoles expérimentaux [124].

Ainsi, méme si I'ICPMS est une technique d’analyse trés sensible, la nature de nos échantillons
pourrait entrainer quelques complications. Ce sentiment est renforcé par le fait que tres peu de
nanoparticules dopées avec des organolanthanides ont été caractérisées par ICPMS dans la
littérature. En effet, si les particules de silice ne sont pas détruites dans la torche plasma, il est
possible qu’elles empéchent 'ionisation de tous les lanthanides présents dans I’échantillon, faussant
ainsi le résultat de la mesure. C'est pourquoi, afin de mettre en évidence un éventuel effet de la
matrice de silice sur la quantité finale de lanthanides incorporés, différents protocoles d’analyse ont
été testés. Ainsi les nanoparticules de silice ont été soit directement injectées dans I'lCPMS, soit un
traitement préalable ayant pour but de dissoudre la silice a été effectué. Un traitement a I'acide
fluorhydrique est la méthode classique et la plus efficace pour dissoudre la silice. Cependant I'lCPMS
utilisé au laboratoire n’est pas compatible avec de telles conditions. L’utilisation de [I'acide
fluorhydrique est de plus restreinte au CEA. Une méthode alternative de dissolution doit donc étre
utilisée. Les solutions fortement alcalines peuvent également entrainer la dissociation des liaisons
siloxanes. Les échantillons préalablement séchés a 120 °C, ont ainsi été redispersés dans une solution
de potasse & 10% M pendant une semaine avant I'analyse. Il n’était pas possible d’utiliser une
solution plus concentrée. En effet, les analyses en ICPMS s’effectuent sur des solutions fortement
acides afin de faciliter I'ionisation dans la torche plasma (I’acide nitrique est communément employé
car il n’interfére pas avec I'analyse). Or il existe une limite de concentration en ions secondaires au-
dela de laquelle des interférences peuvent intervenir, faussant ainsi les résultats. La solution de
potasse n’est donc peut-étre pas assez concentrée pour dissoudre la silice mais nous espérons
cependant que ce sera suffisant pour la « fragiliser ». Enfin, une série d’échantillons a été analysée
par un laboratoire extérieur équipé d’un ICPMS compatible avec I'acide fluorhydrique afin de valider
le traitement a la potasse. La concentration en lanthanide dans les échantillons finaux (apres dialyse)
a donc été déterminée par ICPMS de trois manieres différentes :

- L’échantillon a analyser (dilué) est préparé directement a partir de la solution colloidale. Il est
acidifié par une solution d’acide nitrique a 65 % (1 % en volume) avant I’analyse.

- La solution colloidale est séchée puis traitée pendant une semaine par une solution de
potasse. L'échantillon a analyser (dilué) est préparé a partir de cette solution et acidifié par
une solution d’acide nitrique a 65 % (1 % en volume).

- La solution colloidale est traitée par une solution d’acide fluorhydrique a 49 % (10 % en
volume). L’échantillon a analyser (dilué) est préparé a partir de cette solution et acidifié par
une solution d’acide nitrique a 65 % (1 % en volume).
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Dans un premier temps, seules les nanoparticules dopées avec [Tb(ebpatcn)] et synthétisées a partir
de la microémulsion quaternaire ont été caractérisées. Les résultats des différentes analyses sont
résumés au Tableau 7. Le rendement d’incorporation (%) est défini comme suit :

Nombre de mole de Th déterminé par ICPMS

Rend td'i ti %) = X 100
endement d’incorporation (%) Nombre de mole de Th introduite

Tableau 7 Résumé des rendements d’incorporation calculés a partir des mesures ICPMS pour les différentes méthodes de
préparation des échantillons

Méthode de préparation Rendement d’incorporation (%)

Sans traitement 2,0+1,8
Traitement KOH 1,8+1,7
Traitement HF 9,7

Les résultats obtenus a partir de I'lCPMS du laboratoire (sans traitement et traitement au KOH) ne
sont pas reproductibles et bien plus faibles que la valeur trouvée apres traitement a l|'acide
fluorhydrique. Cela semble indiquer que la coquille de silice influence énormément I'analyse et que
la méthode de traitement a la potasse n’est pas efficace pour dissoudre la silice. A ce stade, plusieurs
raisons peuvent étre avancées pour expliquer de tels résultats. La silice n’est pas détruite par la
torche plasma et les ions de terbium contenus a l'intérieur sont protégés. Ceci conduirait a sous-
estimer la quantité effectivement incorporée et expliquerait ces valeurs trés faibles. Il est aussi
possible que le protocole de synthése et de récupération des nanoparticules (lavages et dialyse) ne
soient pas reproductibles. Enfin la préparation des échantillons pour les analyses ICPMS pourrait
également induire des incertitudes de mesure. Pour vérifier ces deux derniers points, il faudrait
pouvoir vérifier la reproductibilité des résultats obtenus apres dissolution a I’HF (discriminant ainsi
I'effet de la silice). Ces analyses ne sont pas accessibles au laboratoire et leur colt important n’a pas
permis de les reproduire. De plus, la quantification de I'incorporation étant un des objectifs majeurs
de cette thése, nous avons di trouver une méthode alternative a I'lCPMS. En effet les restrictions
d’utilisation de I'acide fluorhydrique au laboratoire et le prix des analyses sur un ICPMS compatible
rendent cette technique de caractérisation tres contraignante et non adaptée pour des analyses de
routine. Le laboratoire a en revanche une grande expérience dans |'utilisation de radio-isotopes pour
des activités de tracage, et les équipements nécessaires a disposition. Comme nous allons le voir par
la suite, cette technique a permis, en plus de déterminer la quantité finale incorporée, de suivre
I’évolution des pertes pendant les étapes de lavage. La partie suivante est consacrée a la mise au
point et a la présentation des résultats obtenus par cette technique d’analyse.
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4.2 Quantification par tracage radioactif 1

Les isotopes radioactifs ont été tres utilisés pour des applications de tracage dans des
domaines divers et variés tels que: lindustrie chimique [125], l'industrie pétroliere [126],
I’électronique [127] ou encore pour des problemes sanitaires et environnementaux [128]. Cette
méthode de tracage est en effet tres sensible et permet une grande flexibilité d’utilisation avec des
contraintes d’analyse moindre comparées aux méthodes chimiques conventionnelles [129, 130]. Elle
ne nécessite en effet pas d’étape de préparation particuliere avant I'analyse et c’est une méthode
non destructive. Un suivi quantitatif en temps réel peut ainsi étre effectué rapidement.

4.2.1 Essais préliminaires : présentation du protocole

Dans cette étude, nous avons utilisé le radio-isotope Eu(152) qui possede un temps de demi-vie de
13,5 ans. Ce radioélément artificiel est un émetteur gamma. A partir de cette activité mesurable, la
guantité de complexes radioactifs incorporés pourra étre déterminée trés directement. En effet le
rayonnement gamma émis ne sera pas influencé ni par la matrice de silice ni par le type de solvant.
C’est donc une méthode directe d’analyse qui ne nécessite ni la destruction de I’échantillon, ni une
étape de préparation pouvant induire des incertitudes expérimentales. En revanche ['utilisation
d’objets radioactifs impose certaines limitations et précautions particuliéres, notamment au niveau
de la dose radioactive émise. C’est pourquoi seulement une partie des ligands sera complexée par
des atomes d’europium radioactifs. Le méme protocole présenté précédemment a donc été utilisé,
mais les ligands ont été complexés avec un mélange d’europium actif et inactif. La source
d’europium(152) est une solution de 1 mL d’EuCl3(H,0)s a 10 pg/mL. Le rapport molaire d’europium

actif et inactif de cette solution est égal a 4,6%¥10%. U

activité de la solution en complexe introduite
pour chaque synthése (80 pL a 10°° M) représente environ 2,5*10°* GBq (i.e. 1 Becquerel correspond
a une désintégration par seconde). Le ligand Hiebpatcn a été également complexé avec le méme
mélange. En effet, le terbium avait précédemment été utilisé avec ce ligand du fait du bon
rendement quantique du complexe [Th(ebpatcn)]. Les propriétés de luminescence n’étant pas utiles
dans cette partie et comme nous ne disposions pas de source radioactive de terbium, la
guantification de l'incorporation a été réalisée avec le complexe [Eu(ebpatcn)]. Nous avons admis
que le fait de remplacer du terbium par I'’europium ne modifierait pas le mécanisme d’incorporation,
qui est avant tout dépendant de la nature du ligand. Une premiere série d’incorporation de
I'[Eu(ebpatcn)] dans des billes de 50 nm a été effectuée afin de vérifier la pertinence de ce systéme
de quantification. L'organolanthanide radioactif [Eu(ebpatcn)] a ainsi été incorporé dans des billes de
silice de 50 nm en suivant les mémes protocoles de synthése et de lavage présentés précédemment.
Pour rappel, la microémulsion est déstabilisée par un ajout d’acétone et la silice est récupérée par
centrifugation. Le surnageant récupéré est appelé 1% lavage. Le culot de silice est ensuite redispersé

éeme

aux ultrasons dans de I’éthanol et centrifugé. Le surnageant récupéré correspond alors au 2

éme

lavage. Ainsi la silice sera successivement lavée encore deux fois a I’'éthanol (3°™¢ et 4°™ lavage) et

une fois a I’eau (5°™ lavage). La silice redispersée dans I’eau est alors dialysée dans I’eau. L'activité

Article « Radioactive Europium Chelates-Based Silica Nanoparticles as Probe for Stability,
Incorporation Efficiency and Trace Analysis » N. Wartenberg, O. Raccurt, E. Bourgeat-Lami, M.
Mazzanti, D. Imbert. Soumis dans Eur. J. Inorg. Chem.
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des différents surnageants, des eaux de dialyse, de la membrane de dialyse (vide) ainsi que la
solution colloidale de silice finale est enregistré en nombre de coups/min par un compteur gamma.
Le suivi des pertes de complexe au cours des différentes étapes de lavage est quantifié en calculant
le pourcentage représenté par l'activité de la solution analysée par rapport a l'activité totale
introduite initialement (en coups/min). Trois synthéses ont ainsi été caractérisées afin de vérifier la
reproductibilité de cette méthode. Les résultats sont présentés au Tableau 8.

Tableau 8 Répartition des pertes en [Eu(ebpatcn)] lors de leur incorporation dans des particules de silice en
microémulsion stabilisée par le systéme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane. L’activité de chaque échantillon est calculée
en pourcent par rapport a I'activité totale introduite.

Echantillon analysé  Activité gamma (%)
ler lavage (Acétone) 2,5 2,2 1,8

2e lavage (Ethanol) 18,4 17 19,2
3e lavage (Ethanol) 8,0 8,4 7,8
4e lavage (Ethanol) 9,1 9,0 8,9
Se lavage (eau) 11,3 11,2 101
Eau de dialyse 5,5 6,8 6,2
Membrane de dialyse 11,2 23,6 189
Echantillon final 33,0 20,1 25,2
Total compté 99 98,3 98,1

Dans les trois cas, la somme des activités comptées dans les différents échantillons correspond
quasiment a I'activité de la solution d’[Eu(ebpatcn)] introduite initialement. Ceci indique que trés peu
de pertes interviennent lors de la quantification et que nous avons donc réussi a identifier la
répartition des ions Eu(152) (et donc des complexes) au cours des différentes étapes de lavage avec
moins de 2% d’erreur globale sur cette série. Cependant des écarts de plus de 10 % sont observés sur
I'échantillon final, c'est a dire sur le rendement final d’incorporation. Ces écarts proviennent de la
membrane de dialyse ou les activités comptées ne sont clairement pas reproductibles. L'activité
résiduelle de ces membranes a été mesurée apres avoir vidé la solution colloidale dialysée pendant
une semaine, et correspond donc probablement a des particules de silice adsorbées sur la
membrane. On observe que non seulement cela induit des variations tres importantes, mais
également que cette perte est trés importante (supérieure a la quantité de complexe désorbée
pendant la dialyse). Méme en ringant la membrane de dialyse a I’'eau, a peine 10 % de la quantité
adsorbée a pu étre récupérée. C'est pourquoi nous avons décidé de remplacer cette étape de dialyse
par un lavage a l'eau supplémentaire. Les étapes de lavage par centrifugation étant plus
reproductibles, il devrait étre possible d’avoir une valeur plus précise de la concentration en
organolanthanides dans I’échantillon final.

Les valeurs obtenues par cette méthode sont par ailleurs bien plus élevées que celles qui ont été
obtenues initialement par ICPMS, méme lorsque la silice est dissoute par un traitement a I'acide
fluorhydrique. L'étape de dialyse ne suffit pas a expliquer un tel écart. Il semble donc que les
problémes rencontrés en début de these lors de la quantification par ICPMS étaient plus dues a la
qualité des échantillons qu’a un probléme de méthode de quantification.
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4.2.2 Cas du systéme quaternaire

Le protocole de lavage comprend donc a présent, un lavage a I'acétone, trois lavages a I’éthanol et
deux lavages a I'eau. Les particules finales sont dispersées dans I'eau. L'incorporation des complexes
actifs de [Eu(tpatcn)] et d’[Eu(ebpatcn)] a ainsi été étudiée suivant ce protocole de lavage (le
protocole de synthése reste en revanche le méme). L'activité de chaque surnageant et celle de la
solution finale est enregistrée. A partir de l'activité de la solution de complexe initialement
introduite, il est ainsi possible de quantifier les pertes et leur répartition au cours du procédé de
récupération et de lavage des billes de silice. Les résultats sont résumés au Tableau 9 et a la Figure
43,

Tableau 9 Répartition des pertes en complexe lors de leur incorporation dans des particules de silices obtenues en
microémulsion inverse stabilisée par le systéme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane. L’activité de chaque échantillon est
calculée en pourcent par rapport a I'activité totale introduite.

Activité [Eu(ebpatcn)] (%) Activité [Eu(tpatcn)] (%)
1¥" (acetone) 39+1,2 31,5+8,8
2° (éthanol) 23,8+3,0 47,3+8,1
3° (éthanol) 9,8+0,7 8,0+1,0
4° (éthanol) 9,6+0,8 3,6+0,5

5° (eau) 11,5+ 0,6 29+1,1
6° (eau) 7,5+4,0 1,3+0,7
Echantillon final 33,2+2,3 49+0,7
Activité totale comptée 99,2+1,4 99,5+0,4
P 100 -+
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g 80 -
9 $ 60 -
g% 50
Q @ i
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Figure 43 Evolution de I'activité gamma des nanoparticules récupérées aprés chaque lavage pour le systéeme Triton X-
100/Hexanol/Cyclohexane.

La somme des activités comptées dans les différentes solutions est quasiment égale a celle
introduite, indiquant qu’il n’y a pas de perte pendant la quantification. Ce procédé de récupération
et de lavage des nanoparticules de silice semble de plus reproductible, comme en atteste les faibles
écarts observés dans chaque cas (Tableau 9). La Figure 43 représente la diminution de |'activité des
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billes de silice au cours des différents lavages. Le comportement des deux complexes s’avere tres
différent. Comme on pouvait s’y attendre, les pertes du complexe [Eu(tpatcn)], hydrophobe, sont
bien plus importantes que celles de [Eu(ebpatcn)] qui est plus hydrophile. En effet les images STEM
en mode HAADF avaient déja mis en évidence que la différence d’hydrophilicité entre les deux
complexes entrafnait une localisation en surface pour I'[Eu(tpatcn)], et en volume pour
[Eu(ebpatcn)]. Les résultats obtenus ici confirment donc ces précédentes observations. L’activité
finale présentée ici permet de connaitre la concentration finale en complexe dans les nanoparticules
de silice aprés ce procédé spécifique de récupération/lavage. Néanmoins, cette premiére
guantification n’est pas suffisante pour caractériser complétement I'incorporation des complexes. En
effet comme cela a été abordé précédemment toutes les particules de silice ne sont pas récupérées
lors de la centrifugation. Une partie des pertes de complexe n’est donc pas due au mécanisme
d’incorporation mais aux limitations de la centrifugeuse. Il est donc nécessaire de différencier la part
de complexe libre en solution qui résulte de leur désorption, et celle imputable aux particules
présentes dans le surnageant. En effet I'évolution de I'activité présentée a la Figure 46 diminue
continuellement tout au long du lavage, semblant indiquer un relargage permanent des complexes.
Or si les complexes étaient effectivement piégés a l'intérieur de la matrice de silice, les pertes
devraient étre inexistantes apreés I’élimination des complexes adsorbés/faiblement liés. On observe
effectivement que la majorité des pertes intervient lors des deux premiers lavages. Cependant des
quantités non négligeables sont perdues jusqu’a la derniere étape de lavage. Afin d’identifier
I'origine de cette perte, les surnageants ont été filtrés a I'aide d’un vivaspin (i.e. tube de
centrifugation équipé d’'une membrane de dialyse séparant deux compartiments) par centrifugation
(MWCO = 5000 Da, 6500 rpm, 15 minutes) (le premier lavage n’est pas filtré du fait de la présence
importante de tensioactif et de I'incompatibilité chimique entre le tube et I'acétone). Ainsi nous
avons pu estimer la composition des surnageants et faire la part entre les complexes en solution et
ceux incorporés dans les particules de silice qui n"ont pas pu étre séparées par centrifugation. La
composition de chaque surnageant est ainsi résumée au Tableau 10, a la Figure 44 et a la Figure 45
pour I'[Eu(ebpatcn)] et I’ [Eu(tpatcn)] respectivement.

Tableau 10 Composition des surnageants récupérés au cours des différents lavages pour le systeme Triton X-

100/Hexanol/Cyclohexane : Une partie de 'activité provient des complexes libres (en solution) qui ont désorbés lors du
lavage et I'autre partie est attribuable a des particules de silice n’ayant pas été récupérées par centrifugation.

Activité [Eu(ebpatcn)] (%) Activité [Eu(tpatcn)] (%)
libre incorporé libre incorporé
1% (acetone) 3,9 31,5
2° (éthanol) 20,6 3,2 46,1 1,3
3° (éthanol) 4,0 5,7 6,7 1,4
4° (éthanol) 1,4 8,3 2,0 1,6
5° (eau) 2,7 8,8 0,9 2,0
6° (eau) 0,5 7,0 0,3 1,0
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Figure 44 Composition des surnageants dans le cas de [Eu(ebpatcn)] et du systéme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane.
Répartition entre les pertes en particules de silice et en complexe libre.

Dans le cas de I'[Eu(ebpatcn)] (Figure 44) la majeure partie du complexe est désorbée lors du premier
lavage a I’éthanol. En effet, la faible affinité du complexe pour I'acétone n’entraine quasiment pas de
désorption, méme pour les complexes les plus faiblement liés. En revanche I’éthanol étant un
meilleur solvant, les complexes adsorbés a la surface des particules sont éliminés efficacement. En
effet, pour les lavages suivants, la perte enregistrée est essentiellement due a la présence de
nanoparticules dans les surnageants. On peut néanmoins noter une petite augmentation de la
proportion de complexe désorbé lorsque I’éthanol est remplacé par I'eau, du fait d’une affinité plus
importante du complexe pour le solvant. La composition du dernier surnageant montre bien que ce
protocole de lavage permet d’éliminer efficacement tous les complexes faiblement liés a la particule
de silice. De plus, cela prouve que la quantité de complexe restante est bien piégée a I'intérieur des
particules de silice.

Pour confirmer la stabilité de cette incorporation sans liaison covalente, différents préléevements de
I’échantillon final ont été effectués au cours du temps et filtrés par centrifugation (MWCO=5 kD,
6500 rpm, 15 minutes). A partir de I'activité des filtrats récupérés (phase aqueuse sans particule), il
est alors possible de quantifier le pourcentage de complexe libre par rapport a la quantité incorporée
dans I’échantillon apres le procédé de lavage. La Figure 46 montre que |'activité n’évolue pas
sensiblement sur deux mois. L'incorporation de I’'[Eu(ebpatcn)] dans des nanoparticules de silice est
donc stable sur au moins deux mois. L'activité des filtrats, méme si elle semble stable, n’est
cependant pas strictement nulle. Ce phénoméne peut s’expliquer par I'étape de filtration par
centrifugation, plus agressive, et qui entraine la désorption des derniers complexes encore présents
apres le dernier lavage.

84



o
I I

= NN W W
o
I

[N
o un
1 1

Activité des complexes dans les
surnageants (%)

o n
-]
N
3
Q
[l

[ 3

ler 2e 3e de 5e (eau) 6e (eau)
(acetone) (éthanol) (éthanol) (éthanol)

M tpatcnEu libre tpatcnEu@silice

Figure 45 Composition des surnageants dans le cas de [Eu(tpatcn)] et du systéme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane.
Répartition entre les pertes en particules de silice et en complexe libre.

Dans le cas de I'[Eu(tpatcn)] plus de 75 % de I'activité totale est perdue lors des deux premiers
lavages (Figure 45 et Tableau 10). Contrairement a I’'[Eu(ebpatcn)] une grande partie est perdue dés
le premier lavage a I'acétone. Ceci indique vraisemblablement qu’une grande partie de [Eu(tpatcn)]
n’est méme pas adsorbé a la surface de la silice. Ce résultat est en accord avec les précédentes
observations faites en microscopie. En effet, étant donné le positionnement en surface de
I'[Eu(tpatcn)], il est probable que les complexes soient localisés a I'interface des gouttelettes d’eau et
du cyclohexane pendant la croissance de la silice. Ainsi il semble qu’une grande partie du complexe
introduit soit en exces et libre des I'étape de synthése en microémulsion. Ensuite, comme
précédemment observé pour [Eu(ebtatcn)], un important phénomene de désorption est observé au
premier lavage a I'éthanol. La perte de complexe a cette étape est plus importante que celle
observée pour I'[Eu(ebpatcn)]. En effet [Eu(tpatcn)] étant essentiellement localisée en surface, il est
vraisemblable qu’une plus grande proportion de complexe soit simplement adsorbé et non piégé a
I'intérieur des pores de la silice. La désorption des complexes se poursuit ensuite continuellement au
cours des différentes étapes de lavage. En revanche contrairement a I’'[Eu(ebpatcn)], cette perte ne
semble pas étre majoritairement due a la présence de particules de silice dans les surnageants. Cette
perte continue semble donc indiquer une désorption progressive et plus lente que celle observée
pour I'[Eu(ebpatcn)]. [Eu(tpatcn)] étant plus hydrophobe que le [Eu(ebpatcn)], il possede une affinité
plus faible pour les solvants utilisées dans le protocole de lavage et est donc désorbé plus
difficilement. Il semble donc que la désorption de la totalité des complexes non piégés soit plus
longue, comme le montre la Figure 46 ol la désorption semble se poursuivre. En effet une
précédente étude a montré que le [Eu(tpatcn)] ne diffusait pas a I'extérieur des nanoparticules de
silice une fois correctement lavées (dialyse dans ce cas) [91]. L’évolution de I'activité dans les filtrats
observée provient donc vraisemblablement d’'un mécanisme de désorption et non d’une diffusion
des complexes incorporés a I'extérieur des particules. De plus, comme cela a déja été mentionné, la
méthode de filtration par centrifugation est plus agressive qu’un lavage par dialyse et peu donc
entrainer une désorption supplémentaire qui n’est pas observée avec la dialyse. Ceci peut étre
corrélé avec le fait que le [Eu(tpatcn)] ayant moins d’affinité pour I'eau, il est plus difficilement
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désorbé comme cela a déja été discuté. Enfin le pourcentage de I'activité dans le sérum est calculé a
partir de la concentration en complexe dans I’échantillon final, qui est tres faible dans ce cas, la
sensibilité de la mesure est donc moins bonne que pour le [Eu(ebpatcn)]. Quoi qu’il en soit, il est clair
que la méthode de récupération/lavage des billes de silice influence fortement l'incorporation non
covalente, de méme que les propriétés physico-chimiques des complexes.
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Figure 46 Evolution de I'activité des filtrats (i.e. sérum, phase aqueuse sans particule) récupérés par centrifugation sur
Vivaspin (MWCO=5 kD) au cours du temps. Le pourcentage représente le rapport entre I'activité du sérum et celle de
I’échantillon final (apreés le protocole de lavage) comptée précédemment.

Le pourcentage de complexes incorporés dans I’échantillon final mesuré ne prend pas en compte le
fait qu’une partie des pertes est due a des nanoparticules de silice non récupérées par centrifugation.
Ainsi cette valeur ne peut pas étre définie comme l'efficacité « réelle » de I'incorporation. En effet
elle correspond plutét a lefficacité de [lincorporation suivant ce protocole spécifique de
récupération, qui dépend du temps et de la vitesse de centrifugation. C'est pourquoi I'efficacité
« réelle » de l'incorporation a été estimée en considérant que toutes les particules de silice sont
récupérées. Pour cela il faut aussi estimer la quantité de complexe qui aurait été désorbée de ces
particules perdues si elles avaient subi les étapes de lavage suivantes. Ainsi une valeur corrigée a été
calculée. Sur la quantité de complexes incorporés perdue au lavage n (Tableau 10, perte due aux
nanoparticules présentes dans le surnageant), une partie correspondante a la perte en complexe
libre au lavage n+1 doit étre retranchée. Prenons par exemple I'activité correspondante a la perte en
particules dans le deuxiéme surnageant. Si on considere que ces particules ne sont pas perdues
pendant la centrifugation, une partie des complexes va se désorber pendant le lavage 3. Il faut donc
en tenir compte et retrancher cette perte a I'activité des particules perdues dans le surnageant au
lavage 2. Cette perte peut étre estimée a partir du pourcentage en complexe libre dans le surnageant
3 (Tableau 10). Une activité corrigée correspondante a la quantité de silice perdue au lavage 2 ayant
subi le lavage 3 est ainsi estimée. En répétant la méme procédure jusqu’au dernier lavage il est ainsi
possible d’estimer la quantité de complexes supplémentaires qui pourrait étre récupérée s’il n’y avait
pas eu de pertes de particules pendant la centrifugation. Les valeurs corrigées des pertes en silice
lors de la centrifugation sont ainsi calculées pour chaque surnageant. La somme de ces pertes de

particules corrigées plus I'activité de I’échantillon final donne I'efficacité « réelle » de I'incorporation.

Les résultats sont résumés au Tableau 11.
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Tableau 11 Répartition des pertes en complexe lors de leur incorporation dans des particules de silice obtenues en
microémulsion inverse stabilisée par le systéeme Igepal CO-520/Cyclohexane. L’activité de chaque échantillon est calculée
en pourcent par rapport a I'activité totale introduite.

[Eu(ebpatcn)] [Eu(tpatcn)]

Activité de I’échantillon final aprés le protocole de lavage (%) 33,2 49
Total des pertes en particules dans les surnageants (%) 31,0 7,3
Total des pertes en particules corrigé (%) 26,5 7,1

Efficacité de I'incorporation (%) 59,7 12,0

Si les particules de silice étaient entierement récupérées par centrifugation, nous avons estimé que
respectivement 59,7% et 12,0% de la quantité introduite en [Eu(ebpatcn)] et en [Eu(tpatcn)] était
effectivement incorporée. L'efficacité de I'incorporation en [Eu(ebpatcn)] est tout a fait remarquable
pour un greffage non covalent. Ces résultats soulignent aussi I'importance de la méthode de
récupération. Une solution simple pour limiter la perte en organolanthanide consisterait a utiliser
une ultracentrifugeuse pour récupérer plus efficacement les particules.

4.2.3 Cas dela microémulsion ternaire

La méme étude a été effectuée pour le systéme ternaire Igepal CO-520/Cyclohexane/Eau. Les
protocoles de synthése et de lavage sont identiques a ceux présentés précédemment. L'activité de
chaque surnageant et celle de la solution finale ont été enregistrés. A partir de l'activité de la
solution de complexe initialement introduite, il est ainsi possible de quantifier les pertes et leur
répartition au cours du procédé de récupération et de lavage des billes de silice. Les résultats sont
résumés au Tableau 12 et a la Figure 50.

Tableau 12 Répartition des pertes en complexe lors de leur incorporation dans des particules de silice obtenues par
microémulsion inverse stabilisée par le systeme Igepal CO-520/Cyclohexane. L’activité de chaque échantillon est calculée
en pourcent par rapport a I’activité totale introduite.

Activité [Eu(ebpatcn)] (%) Activité [Eu(tpatcn)] (%)
1* (acetone) 1,2 +0,4 5,8+1,0
2" (ethanol) 39,7 +2,4 65,1+1,0
3" (ethanol) 14,5+ 1,4 16,6 1,4
4™ (ethanol) 9,9+4,5 6,4+0,1
5% (eau) 11,4+0,8 4,8+0,6
6™ (eau) 6,3+1,5 1,2+0,2
Echantillon final 15,5+ 2,2 1,9+0,2
Activité totale comptée 98,5+2,1 99,8+ 1,6
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Figure 47 Evolution de I'activité gamma des nanoparticules récupérées aprés chaque lavage pour le systéme Igepal CO-
520/Cyclohexane.

De méme que pour les billes de 50 nm, la somme des activités comptées dans les différentes
solutions est quasiment égale a celle introduite, indiquant qu’il n’y a pas de perte pendant la
quantification. Ce procédé de récupération et de lavage des nanoparticules de silice semble de plus
reproductible comme en atteste les faibles écarts observés dans chaque cas (Tableau 12). La Figure
47 représente la diminution de I'activité des billes de silice au cours des différents lavages. Une fois
encore le comportement des deux complexes s’avere tres différent. D'autre part, I'incorporation
semble étre moins importante dans les billes de 15 nm que dans les billes de 50 nm. On ne peut
cependant pas directement comparer ces deux systémes étant donné que des masses de silice
différentes sont récupérées aprés le protocole de lavage (environ deux fois moins de matiére
récupérée pour les plus petites billes). L’évolution de I'activité des particules au cours des différents
lavages est similaire a celle observée pour les billes de 50 nm. Cependant comme cela a été expliqué
au paragraphe précédent, il faut estimer l'origine de cette perte pour s’assurer qu’une partie des
complexes est bien incorporée dans les billes de 15 nm. Ainsi les surnageants ont été filtrés par
centrifugation de la méme maniere que précédemment pour estimer la quantité de nanoparticules
non récupérées lors de la centrifugation. La composition de chaque surnageant (a I’exception du
premier a I'acétone) est résumé au Tableau 13, a la Figure 48 et a la Figure 49 pour I'[Eu(ebpatcn)]
et I’ [Eu(tpatcn)] respectivement.
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Tableau 13 Composition des surnageants récupérés lors de I'incorporation par le systéeme Igepal CO-520/Cyclohexane :
Une partie de I'activité est induite par des complexes libres (en solution) qui sont désorbés lors du lavage et 'autre partie
est attribuable a des particules de silice n’ayant pas été récupérées par centrifugation.

Activité [Eu(ebpatcn)] (%) Activité [Eu(tpatcn)] (%)
libre incorporé libre incorporé
1¥" (acetone) 1,2 5,8
2° (éthanol) 36,9 2,9 63,0 2,1
3° (éthanol) 10,0 4,5 14,9 1,7
4° (éthanol) 3,6 6,3 5,5 0,9
5° (eau) 5,4 6,0 3,5 1,3
6° (eau) 0,9 5,4 0,3 0,9
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Figure 48 Composition des surnageants dans le cas de [Eu(ebpatcn)] et du systéme Igepal CO-520/Cyclohexane.
Différenciation entre les pertes en particules de silice et en complexe libre.

Dans le cas de [Eu(ebpatcn)] (Figure 48 Composition des surnageants dans le cas de [Eu(ebpatcn)] et
du systéme Igepal CO-520/Cyclohexane. Différenciation entre les pertes en particules de silice et en
complexe libre.Figure 48), I'évolution des pertes dans les surnageants et leur composition sont trés
similaires a celles observées pour le systéeme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane. Une désorption plus
importante est cependant mesurée lors du deuxieme et du troisieme lavage. Cela peut s’expliquer
par le fait que comme la surface développée par les nanoparticules de 15 nm est plus importante que
celle des particules de 50 nm, une quantité plus importante de complexe est adsorbée en surface.
Cela dit apres le troisieme lavage, la majorité des pertes est attribuable aux nanoparticules présentes
dans les surnageants. Comme pour les billes de 50 nm, une légére augmentation de la quantité de
complexe désorbée est également observée quand on remplace I’éthanol par I'eau (5° lavage). La
quasi-totalité de l'activité du dernier lavage provient de la présence de nanoparticules dans le
surnageant, indiquant que le protocole de lavage a permis d’éliminer efficacement les complexes
non incorporés et simplement adsorbés. La Figure 50 montre que I'activité n’évolue pas
sensiblement au cours du temps, comme cela avait été observé pour les particules de 50 nm.
L'incorporation sans liaison covalente de I'[Eu(ebpatcn)] dans des nanoparticules de silice de 15 nm
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semble donc également stable. L'activité des filtrats n’est pas strictement nulle dans ce cas non plus.
Les valeurs étant similaires entre les deux tailles de bille, cela semble confirmer que la filtration par
centrifugation est une méthode plus agressive qui entraine la désorption des derniers complexes
encore présents aprées le dernier lavage.
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Figure 49 Composition des surnageants dans le cas de [Eu(tpatcn)] et du systéme Igepal CO-520/Cyclohexane.
Différenciation entre les pertes en particules de silice et en complexe libre.

Comme cela avait été observé pour les billes de 50 nm, dans le cas de [Eu(tpatcn)], la proportion de
complexe désorbé (libre) est plus importante que pour le complexe plus hydrophile (Figure 49). En
revanche la quantité de complexe perdu au premier lavage est bien moins importante pour les billes
de 15 nm que pour celle de 50 nm. Ceci peut s’expliquer par le fait que I'interface développée par les
billes de 15 nm est plus importante que pour celles de 50 nm. Il est donc probable qu’une plus
grande quantité de Eu(tpatcn)] soit adsorbée et donc retenue lors de ce premier lavage. En revanche,
ces complexes faiblement liés a la silice ne résistent pas au second lavage a I’éthanol ou environ 60 %
de l'activité totale est perdue. La désorption des complexes se poursuit ensuite continuellement au
cours des différentes étapes de lavage. Comme cela avait été observé pour les billes de 50 nm, cette
perte n’est pas majoritairement due a la présence de particules de silice dans les surnageants. |l
semble donc également que du fait de la moins bonne affinité pour les solvants utilisés dans le
protocole de lavage, la désorption de la totalité de [Eu(tpatcn)] soit plus longue. La désorption des
complexes semble cependant plus efficace que pour les particules de 50 nm. En effet I’évolution au
cours du temps de l'activité dans le sérum (Figure 50) est similaire a celle observée pour
[Eu(ebpatcn)], indiquant que quasiment tous les complexes [Eu(tpatcn)] adsorbés ont bien été
éliminés pendant le procédé de lavage.
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Figure 50 Evolution de I'activité des filtrats (i.e. sérum, phase aqueuse sans particule) récupérés par centrifugation sur
Vivaspin (MWCO=5 kD) au cours du temps. Le pourcentage représente le rapport entre I'activité du sérum et celle de
I’échantillon final (apreés le protocole de lavage) comptée précédemment.

L'efficacité « réelle » de l'incorporation des complexes [Eu(tpatcn)] et [Eu(ebpatcn)] dans des
nanoparticules de silice de 15 nm a été estimée comme précédemment. Les rendements qui auraient
d( étre atteints si toutes les particules de silice avaient été récupérées par centrifugation sont
présentés au Tableau 14.

Tableau 14 Estimation de I'efficacité « réelle » de I'incorporation de [Eu(tpatcn)] et [Eu(ebpatcn)] pour le systeme Igepal
CO-520/Cyclohexane.

[Eu(ebpatcn)] [Eu(tpatcn)]

Activité de I"échantillon final aprés le protocole de lavage (%) 15,5 1,9
Total des pertes en particules dans les surnageants (%) 27,8 6,9
Total des pertes en particules corrigé (%) 25,0 6,7

Efficacité de I'incorporation (%) 40,5 8,6

Les efficacités d’incorporation pour les deux complexes s’averent un peu plus faibles que celles
obtenues pour les nanoparticules de silice de 50 nm. Ceci s’explique probablement par I'interface
plus importante développée par les particules de 15 nm. On peut alors penser que dans ce cas, un
peu plus de complexe est adsorbé ou situé trés proche de la surface et donc plus faiblement lié a la
silice.
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4.3 Comparaison des deux méthodes de quantification

Les quantités incorporées varient sensiblement entre la méthode radioactive et I'lCPMS. Cela
ne semble pas étre di a la matrice de silice puisque méme apres sa dissolution par une solution d’HF,
la valeur trouvée par ICPMS est environ trois fois plus faible que celle déterminée par la méthode
radioactive. Le protocole de récupération/lavage a certes légérement été modifié et nous avons vu
que les pertes sur la membrane de dialyse pouvait conduire a des écarts importants. Cependant ces
déviations ne semblent pas suffisantes pour expliquer une telle différence. Il est donc probable que
les problemes rencontrés lors des premiéres analyses viennent de la qualité des échantillons, et non
de la méthode de quantification par ICPMS. En effet ces analyses ont été effectuées en tout début de
these, et il est possible que les méthodes de synthése n’étaient alors pas totalement maitrisées, en
particulier I'’étape de récupération. Afin de s’en assurer, nous avons caractérisé une nouvelle série
d’échantillons préparés suivant la méme méthode que celle utilisée pour le tracage radioactif par
ICPMS. Les échantillons analysés ont été préparés a partir des solutions colloidales finales et acidifiés
par HNOs avant d’étre injectés. Le Tableau 15 résume les résultats obtenus par ICPMS et par dosage
radioactif pour cette nouvelle série d'échantillons.

Tableau 15 Comparaison des mesures de I'efficacité d’incorporation déterminées par ICPMS et par comptage radioactif

TX-100/Hexanol/Cyclohexane Igepal CO-520/Cyclohexane
[Eu(tpatcn)] [Tb(ebpatcn)] [Eu(tpatcn)] [Tb(ebpatcn)]
Radioactif 4,9 % 33,2 % 1,9 % 155%
ICPMS 53 % 40,0 % 2,4% 16,0 %

Les valeurs obtenues par ICPMS sont cette fois ci bien plus cohérentes et comparables a celles
déterminées par comptage gamma. Contrairement a ce que nous pensions au début, la
guantification du taux d’incorporation dans des nanoparticules de silice peut étre effectuée par
ICPMS : la matrice de silice est bien détruite par la torche plasma. Ceci confirme que les résultats
obtenus en début de these étaient faux, probablement a cause de la qualité des échantillons. Cette
différence peut étre imputée soit a une mauvaise préparation des échantillons, soit a une mauvaise
maitrise du procédé de récupération en début de these. Cependant ces analyses (radioactives et
ICPMS) sont bien reproductibles et montrent des résultats cohérents ce qui permet de considérer les
valeurs du Tableau 15 comme fiables. Cela dit, étant donné le peu d’exemple détaillant 'utilisation
de I'ICPMS pour la caractérisation de tels systemes, il était important de pouvoir confirmer la validité
des résultats obtenus par ICPMS avec une méthode alternative. D’autant plus qu’a l'inverse, de
nombreuses études traitent des difficultés liées a la caractérisation de nanoparticules par ICPMS. Le
bon accord entre les valeurs obtenues permet ainsi de valider la pertinence des deux techniques
d’analyse.
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4.4 Conclusion

L’étude de l'incorporation par comptage de I'activité gamma a permis non seulement de
quantifier précisément la proportion de complexe effectivement piégé a l'intérieur des billes de
silice, mais également d’estimer I'influence du protocole de récupération/lavage des nanoparticules.
Que ce soit pour les billes de 15 ou de 50 nm, le complexe [Eu(ebpatcn)] présente une efficacité
d’incorporation bien plus importante que pour I'[Eu(tpatcn)]. L'écart mesuré s'explique par le fait
que le [Eu(ebpatcn)] est plus hydrophile que le [Eu(tpatcn)]. En effet comme cela avait été révélé par
les précédentes caractérisations en microscopie, cette différence d’hydrophilicité induit une
localisation différente du complexe au sein des particules. Dans le cas de I’'[Eu(ebpatcn)], le complexe
est réparti de maniere homogéne dans les particules. Une proportion trés importante du complexe
introduit est donc efficacement confinée a l'intérieur du réseau de silice. En revanche le [Eu(tpatcn)]
est majoritairement localisé en surface, ce qui expliqgue qu’une tres grande partie de ces complexes
soit simplement adsorbée a la surface des particules de silice. Ces derniers n‘étant pas suffisamment
enfouis dans la silice, ils sont progressivement désorbés au fur et a mesure des lavages. L'étude a par
ailleurs mis en évidence que du fait d’'une affinité moins importante pour les solvants polaires utilisés
lors des lavages, la désorption des derniers complexes [Eu(tpatcn)] était plus longue et moins efficace
que pour [Eu(ebpatcn)]. Ces phénomeénes sont observés pour les deux tailles de particule.

L’analyse des surnageants a également permis de confirmer qu’une partie des pertes en complexe
lors du procédé de lavage était due au fait que la centrifugation (aux vitesses testées) ne permet pas
de récupérer la totalité des nanoparticules de silice. Il est de plus trés clair qu’en plus des propriétés
intrinséques des complexes, le choix du protocole de lavage (nombre de lavage, choix des solvants,
dialyse...) influence grandement I'efficacité de l'incorporation finale. Dans cette partie nous nous
sommes surtout efforcés d’utiliser un protocole permettant d’obtenir des mécanismes
d’incorporation reproductibles permettant une discussion. Certains points peuvent cependant étre
remis en question, notamment la séparation des complexes libres et incorporés dans les
surnageants par filtration par centrifugation. En effet cette méthode de séparation semble induire
une nouvelle désorption, particulierement pour le [Eu(tpatcn)]. C’est pourquoi on peut se demander
si la mesure de la composition dans chaque surnageant est rigoureusement représentative de la
réalité. Il est possible que la proportion en complexe libre soit |égérement surestimée, spécialement
pour le [Eu(tpatcn)]. Ceci soulighe qu’en fonction de la méthode de traitement utilisée, les
observations peuvent étre légerement différentes.

Néanmoins cette méthode s’est montrée particulierement fiable et reproductible sur toutes les
séries testées. Elle a permis de définir précisément le pourcentage de complexes incorporés pour ce
protocole de récupération/lavage, que ce soit dans des billes de 15 ou de 50 nm. Contrairement a
I'ICPMS, cette méthode ne nécessite aucune préparation particuliere de I’échantillon, qui peut étre
longue et induire d’éventuelles imprécisions. De plus le comptage gamma permet également de
suivre précisément toute I'étape de lavage des billes (ce qui aurait été bien plus difficile par ICPMS du
fait de la présence de composés/solvants organiques) et de mettre en évidence son influence sur le
taux d’incorporation final. Cependant cette technique est peu répandue dans les laboratoires et
difficile a mettre en place contrairement a I'ICPMS, elle ne peut donc pas étre généralisée. Cette
étude a ainsi également permis de vérifier que I'lCPMS pouvait étre utilisé pour quantifier le taux
d’incorporation d’organolanthanides dans des nanoparticules de silice amorphes de taille inférieure a
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100 nm. Ceci était loin d’étre une évidence au vue des nombreuses études traitant des difficultés
rencontrées pour caractériser des nanoparticules par ICPMS. Il était donc important de valider cette
méthode pour I'analyse de nos particules de silice. Ce travail a donc permis de valider deux
techniques de caractérisation. La méthode radioactive qui permet un suivi de toutes les étapes de
préparation et fournie des informations précieuses sur les mécanismes d’incorporation. Et la
méthode par ICPMS, qui permet de déterminer précisément la composition des particules finales et
qui est un instrument bien plus répandu et donc plus facile d’acces.

Le caractére hydrophile/hydrophobe du complexe de lanthanide est donc un paramétre essentiel (en
plus de sa solubilité dans I’eau) pour maximiser son incorporation non covalente dans la silice, quelle
gue soit la taille de la particule. Les résultats obtenus par la méthode radioactive et I'lCPMS sont
cohérents avec ceux obtenus en microscopie. La quantification en radioactif a aussi permis de mettre
en évidence I'importance de la méthode de récupération et de lavage des nanoparticules. Cette
étape doit étre controlée afin de s’assurer que les complexes ne désorbent plus des particules de
silice a la fin du traitement. Cette étude apporte de nouvelles informations utiles sur l'interaction
entre les complexes et les solvants de lavage.
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5 Fonctionnalisation de la surface des particules de silice

L'introduction de fonctions spécifiques a la surface de la silice permet d’adapter la réactivité et
la stabilité des nanoparticules a l'application désirée. Comme cela a été décrit dans le premier
chapitre, les groupements chimiques de surface ont une influence directe sur la stabilité colloidale
qui est un parametre critique dans toutes les applications des nanoparticules. De plus les
groupements de surface peuvent servir pour la reconnaissance de sites réactionnels spécifiques,
notamment pour des applications de vectorisation en biologie. L'autre objectif est d’étudier s'il est
possible d’améliorer I'incorporation des complexes en faisant croitre in situ une deuxieme couche de
silice qui permettrait de piéger un plus grand nombre de molécules luminescentes en servant de
barriére a leur désorption.

La forte réactivité des groupements silanols de surface permet de greffer des agents de
couplage possédant une fonction silane. De trés nombreux agents de couplage sont disponibles ce
qui permet d’envisager de nombreuses applications. L'intérét de cette partie étant avant tout
d’étudier l'influence de la méthode de fonctionnalisation sur les propriétés de luminescence, nous
nous sommes limités a I'’étude de I'aminopropyltriéthoxysilane (APTES). La fonction amine est en
effet 'une des plus utilisée pour des applications en biologie et ’APTES est I'agent de couplage
communément employé [51, 74, 871].

Différentes techniques ont été décrites pour fonctionnaliser des particules de silice a partir
d’agents de couplage silane. On peut en distinguer deux principalement:

- La fonctionnalisation en une étape dans laquelle I'agent de couplage est directement
introduit dans le milieu réactionnel [131].

- La fonctionnalisation en deux étapes avec séchage ou sans séchage. Dans ce cas, un
traitement préalable est nécessaire avant l'introduction de I'agent de couplage [132,
133]. Cette méthode est généralement utilisée quand le solvant de synthese n’est pas
adapté pour la fonctionnalisation, ou quand les particules nécessitent un traitement
particulier avant la fonctionnalisation.

Le procédé en une étape parait le plus simple et le plus rapide. De plus la technique de
microémulsion inverse semble particulierement adaptée a ce type de fonctionnalisation. En effet, les
particules étant stabilisées par le tensioactif, elles resteront stables et bien individualisées pendant la
fonctionnalisation, garantissant un greffage homogéne. D’un autre coté, |'étape de séchage ou de
changement de solvant de la méthode en deux étapes peut entrainer une agglomération des
particules. La méthode en une étape est donc plus adaptée pour un greffage homogene et c’est la
voie que nous avons choisi. Méme si I'agent de couplage et la méthode de fonctionnalisation ont été
définis, il existe cependant de nombreux protocoles différents dans la littérature. En effet le rapport
agent de couplage/TEOS, le temps de réaction et surtout le moment ou I'agent de couplage est
introduit peuvent varier sensiblement d’une publication a I'autre. Comme il n’était pas possible de
tester tous les protocoles de la littérature, nous avons ainsi choisi d’en tester 4 en particulier. Deux
de ces protocoles ont été récemment utilisés par Bunzli et al. [87] sur un systeme proche du notre :
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incorporation d’un organolanthanide sans liaison covalent par voie micellaire inverse. Ces deux
premiers protocoles ont initialement été développés pour la fonctionnalisation de particules dopées
par un complexe de ruthénium. Des variations importantes de l'intensité de luminescence en
fonction du protocole de fonctionnalisation utilisé ont été observées. La premiere méthode consiste
a faire croitre une deuxieme couche de silice aprés la synthése des particules suivi de I’APTES alors
gue dans la deuxiéme voie, il est ajouté simultanément avec le TEOS. La troisieme méthode choisie
est fréquemment rencontrée dans la littérature. Elle consiste simplement a ajouter I'agent de
couplage apres la formation des particules de silice [131, 134, 135]. Enfin, nous avons testé une
derniére méthode dans laquelle I'agent de couplage est ajouté 30 minutes avant I'ajout du TEOS.

Aprés avoir exposé ces différents protocoles, nous nous intéresserons a l'influence de la
fonctionnalisation sur la morphologie des particules et sur leurs propriétés de luminescence.
L'objectif étant de déterminer le protocole nous permettant de synthétiser des particules possédant
des fonctions amines en surface, tout en conservant les propriétés de luminescence de la silice non
fonctionnalisée.

N
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HaC™ Y 0-Si—_~
! NH>
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Figure 51 Structure chimique de I'APTES

- Meéthode 1: Le protocole classique de la microémulsion quaternaire présenté au 3.2.1 est
utilisé. Apres les 24 h d’agitation, 50 pL de TEOS sont ajoutés, suivi par 10 puL d’APTES 30
minutes plus tard. Aprés 24 h, la microémulsion est déstabilisée par un ajout d’acétone et les
particules sont récupérées et lavées suivant le méme protocole que celui utilisé pour la
guantification en radioactif.

- Méthode 2 : Le protocole classique de la microémulsion quaternaire est utilisé, sauf qu’un
mélange de 73 pL de TEOS + 27 uL d’APTES est ajouté a la place des 100 uL de TEOS. 48 h plus
tard les particules sont récupérées et lavées comme précédemment.

- Méthode 3: Le protocole classique de la microémulsion quaternaire est utilisé mais 10 pL
d’APTES sont ajoutés en méme temps que les 100 uL de NH,OH, 30 minutes avant les 100 pL
de TEOS. 24 h plus tard les particules sont récupérées et lavées comme précédemment.

- Méthode 4 : Le protocole classique de la microémulsion quaternaire est utilisé. Apres les 24 h
de réaction, 10 uL d’APTES sont ajoutés. 24 h plus tard les particules sont récupérées et lavées
comme précédemment.

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a l'influence de ces modifications sur la
morphologie des particules. Les images MET des particules obtenues par les quatre méthodes sont
présentées a la Figure 52.
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Figure 52 Images MET des particules de silice obtenues par les différentes méthodes de fonctionnalisation. A) Méthode
1:7815 nm ; B) Méthode 2 : 50£9 nm ; C) Méthode 3 : 5419 nm ; D) Méthode 4 : 556 nm.

Les méthodes 1 et 4 (Figure 52 A et B) permettent de conserver la morphologie des particules.
Comme on pouvait s’y attendre, la méthode 1 conduit cependant a des particules plus grosses a
cause de la deuxieme étape de croissance et de la quantité en TEOS plus importante. En revanche les
particules obtenues par les deux autres méthodes montrent des changements importants de
morphologie. Les particules de la méthode 2 (Figure 52 B) ne sont plus vraiment sphériques et leur
état de surface n’est pas régulier. De plus la polydispersité augmente. L'APTES semble perturber la
formation du réseau de silice. En effet la substitution d’un groupement éthoxy par la fonction amine
induit des défauts lors de la formation du réseau tétraédrique de la silice. Ceci est confirmé par les
résultats obtenus avec la méthode 3 (Figure 52 C) ou certaines particules présentent une porosité
non contrélée. Dans ce cas I’APTES, qui est introduit 30 minutes avant le TEOS (et qui par ailleurs
s’hydrolyse plus rapidement [136]), a cette fois le temps de s’arranger en « micro-domaines » créant
ces zones non polymérisées ou de porosité différente. Les particules non affectées par cet effet sont
probablement formées lors de I'ajout du TEQOS, et ont par conséquent la méme morphologie que
celles obtenues par le protocole de synthése classique. Ceci confirme que les molécules d’APTES
commencent a s’hydrolyser et a s’arranger entre elles avant I'ajout du TEOS, d’ou la présence de
deux populations de particules. En revanche pour la méthode 2, le TEOS et I’APTES étant ajoutés au
méme moment, une seule morphologie est observée. En effet méme si I'APTES réagit plus
rapidement, il peut réagir avec le TEOS qui commence a s’hydrolyser et qui « structure » en quelque
sorte les défauts.
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Afin de confirmer qualitativement la présence de fonctions amines en surface des particules, nous
avons mesuré le potentiel zéta en fonction du pH pour les 4 méthodes utilisées (Figure 53), ainsi que
celui de particules non fonctionnalisées (noté silice).
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Figure 53 Evolution du potentiel z&ta en fonction du pH pour les différentes méthodes de fonctionnalisation

L’évolution du potentiel zéta des particules non fonctionnalisées est conforme a celle décrite dans la
littérature, avec un point isoélectrique aux environs de pH=2. Pour les méthodes 1, 2 et 4, le
comportement semble également assez similaire a ce qui a été décrit dans la littérature et observé
au laboratoire dans le cadre de la these de J. Samuel [33]. En effet Wu et al. [131] ont reporté un
point isoélectrique autour de pH=9 dans le cas d’une silice fonctionnalisée par I’APTES. Le point
isoélectrique un peu plus bas observé pour les méthodes 2 et 4 peut provenir d'une
fonctionnalisation moins efficace. Toutefois, I'absence d'un nombre suffisant de points
expérimentaux dans cette région rend une discussion plus poussée hasardeuse. Pour étudier
précisément cet effet, il aurait fallu quantifier le taux de recouvrement des fonctions amines par une
technique de fluorescence par exemple [137], mais le but était ici avant tout de vérifier
gualitativement la présence des fonctions amines. Le comportement des particules de la méthode 3
est plus inattendu. Il semble étre intermédiaire entre le comportement de la silice non
fonctionnalisée et celui de la silice fonctionnalisée. Ceci vient certainement de la présence de deux
populations de particules comme cela a été suggéré précédemment au regard des clichés de MET. Ce
comportement reste cependant un peu surprenant car on aurait pu penser que la plupart des
fonctions amines étaient enfouies a I'intérieur des particules dans ce cas.

Ces mesures confirment la présence de fonctions amines en surface. Ces solutions colloidales
sédimentent en effet beaucoup plus rapidement dans I'eau ultra pure (pH=6,7) que la silice non
fonctionnalisée du fait de leur potentiel zéta qui est a ce pH bien plus faible en valeur absolue.

L'objectif de cette partie était avant tout de déterminer la méthode de fonctionnalisation
permettant de conserver les propriétés de luminescence des particules. Ces solutions colloidales ont
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ainsi été caractérisées au spectrofluorimetre dans les mémes conditions d’enregistrement et de
volume que pour les particules non fonctionnalisées. Les intensités maximales (a 614 nm pour
[Eu(tpatcn)] et a 542 nm pour [Tb(ebpatcn)]) ont ainsi été comparées. Les résultats sont résumés a la
Figure 54.
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Figure 54 Comparaison de I'intensité de luminescence au maximum d’émission en fonction de la méthode de
fonctionnalisation. La longueur d’onde d’excitation est de 275 nm.

Les variations d’intensité sont similaires pour les deux complexes. Il est clair que la méthode
2 provoque une nette baisse de l'intensité de luminescence. Aucune modification des spectres
d’émission n’a été observée. Cela semble signifier que la quantité incorporée chute brusquement
pour les deux complexes quand les fonctions amines sont introduites suivant la méthode 2. La
croissance des particules de silice étant trés affectée dans ce cas, il n’est pas étonnant de penser que
I'incorporation I'est aussi. De plus la grande quantité d’APTES utilisée dans ce cas doit provoquer une
modification importante du réseau interne et augmenter la porosité, entrainant probablement un
relargage important pendant les lavages. Pour les autres méthodes, I'intensité de luminescence est
comparable a celle de la synthése classique voire supérieure. Il faut cependant rester prudent car
cette méthode de comparaison est assez imprécise. De plus les objets comparés n’ont pas forcément
la méme taille, les observations faites ici sont donc purement qualitatives. La plus nette
augmentation de luminescence est observée dans les deux cas pour la méthode 1. Le ré-enrobage de
la particule initiale avec une deuxieme couche de TEOS permet de protéger les organolanthanides
situés en périphérie des particules. Ainsi leur désorption pendant les étapes de lavage est
probablement réduite. L'augmentation de Iuminescence est d’ailleurs plus marquée pour
[Eu(tpatcn)] qui est majoritairement localisé a la surface des particules. Cet effet est également
observé avec un simple ré-enrobage par I’APTES (méthode 4), méme s’il semble moins important. Si
la méthode 1 permet une meilleure protection par gene stérique imposée par la deuxiéme couche de
silice, on peut s'interroger sur le role de la couche d’APTES, beaucoup moins épaisse. Il est possible
gue des liaisons hydrogénes supplémentaires rentrent en jeu. Curieusement les particules obtenues
par la méthode 3 ont une intensité de luminescence comparable a celle des particules de silice non
fonctionnalisées. On aurait en effet pu penser que vue la morphologie des particules, un
comportement similaire a celui de la méthode 2 soit observé. Il est possible que dans ce cas, les
domaines ou I’APTES a réagi, et ol la porosité est plus importante, soient localisés au cceur de la
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particule. Les complexes situés dans ces zones sont donc protégés par une deuxiéme couche de
silice. De plus comme les images MET I'ont révélé, une partie des particules n’est pas affectée par
I’APTES et elles présentent une morphologie identique a celles des particules non fonctionnalisées.

Ces observations restent qualitatives et il est difficile d’émettre plus d’hypothése a partir de
ces seules données. Il aurait été intéressant de caractériser ces particules par tracage radioactif.
Malheureusement par faute de temps, cela n’a pas été possible. Cependant nous avons identifié
deux méthodes de fonctionnalisation en une étape qui permettent de conserver (voire d’augmenter)
I'intensité de luminescence, la morphologie et la monodispersité des particules. Il s’agit des
méthodes 1 et 4. La premiére entraine une légere augmentation de la taille, mais offre probablement
une meilleure protection vis-a-vis de la désorption grace a sa seconde couche de silice. La deuxiéme
en revanche ne modifie pas la taille des particules par rapport aux particules de silice non
fonctionnalisées.

Des méthodes de quantification fiables étant a présent disponibles, il serait intéressant de confirmer
les effets observés de manieres qualitatives, et d’étendre I'étude a d’autres alcoxydes de silicium
possédant des fonctions ou des vitesses de réaction différentes.
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6 Influence des conditions de synthése en microémulsion

Dans l'introduction de ce chapitre, un certain nombre de parametres affectant la taille et la
morphologie des nanoparticules de silice synthétisées par voie sol-gel en microémulsion inverse ont
été présentés. Dans cette partie, nous allons nous intéresser a I'influence de ces parameétres sur les
propriétés de luminescence des nanoparticules. Seul le systéeme quaternaire TEOS/Triton X-
100/Hexanol/Cyclohexane a été exploré avec les complexes [Eu(tpatcn)] et [Tb(ebpatcn)]. Ainsi
I'influence de la concentration en complexe introduite, du rapport molaire R= eau/Triton X-100, du
rapport molaire p = Hexanol/Triton X-100 ainsi que de la quantité d’ammoniaque ont été
successivement étudiés. Dans les conditions de synthéese classique présentées au paragraphe 3.2.1,
les rapports molaires R et p sont respectivement égaux a 9,8 et 4,7. Cette étude a été uniquement
menée sur les particules de 50 nm.

e Influence de la concentration en complexe

Des quantités croissantes de complexes [Tb(ebpatcn)] et [Eu(tpatcn)] ont été introduites selon le
protocole de synthése présenté au paragraphe 2.2.1. Le rapport molaire R= eau/Triton X-100 reste
en revanche constant, égal a 9,8. Le Tableau 16 résume les quantités mises en jeu.

Tableau 16 Composition de la microémulsion quaternaire pour différentes quantités en complexe introduites

Composés Quantité
Triton X-100 1,65 mL
Hexanol 1,60 mL
Cyclohexane 7,5 mL
Organolanthanide 0,8/1,6/2,4/4,8 umol
Eau 0,48 mL
TEOS 0,1 mL
NH,OH (28-30 %) 0,1 mL

Les intensités d’émission maximales des solutions colloidales de silice lavées a 0,5 mg/mL ont été
enregistrées dans les mémes conditions. Les résultats sont rassemblés sur la Figure 55.
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Figure 55 Evolution de I'intensité maximale de luminescence (542 nm pour [Th(ebpatcn)] et 614 nm pour [Eu(tpatcn)])
des nanoparticules (0,5 mg/mL) en fonction de la quantité initiale introduite. Excitation & 275 nm pour les deux
complexes.

Dans le cas de [Th(ebpatcn)], il semble que l'intensité enregistrée a 542 nm augmente dans un
premier temps avec la quantité de complexe introduite. Au-dela de 2,4 umol en revanche, l'intensité
n’évolue plus de maniere significative, indiquant probablement que la capacité maximale
d’incorporation est atteinte. En revanche dans le cas de [Eu(tpatcn)] Iintensité enregistrée a 614 nm
ne montre aucune évolution notable sur la gamme de concentrations testée. Ces résultats sont en
accord avec ce qui avait été observé par la méthode de tragage radioactif. En effet, I'étude de la
composition des surnageants avait montré qu’une grande partie de [Eu(tpatcn)] était déja en exces
pour une quantité initiale d’introduite de 0,8 pmol, indiquant que la capacité maximum
d’incorporation était atteinte. Il n’est donc pas étonnant de ne pas observer d’augmentation de la
luminescence. Une partie de ces échantillons ont ensuite été caractérisés par MET afin d’étudier
I'influence de la concentration en complexe sur la morphologie des particules (Figure 56).
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Figure 56 Images MET des nanoparticules de silice pour différentes quantités de matiére de [Tb(ebpatcn)] introduites (A :
0,8 umol ;B : 1,6 pumol ; C:2,4 umol ; D : 4,8 pmol)

Tableau 17 Taille moyenne des particules de silice déterminées a partir des images MET pour différentes quantités de
[Tb(ebpatcn)] introduites

Quantité de [Tb(ebpatcn)] introduite Taille des particules

(rmol) (nm)
0,8 54+6
1,6 58+ 6
2,4 56 +6
4,8 71+14

La taille des particules n’évolue pas de maniere significative pour des quantités de [Tb(ebpatcn)]
introduites allant de 0,8 a 2,4 umol (Tableau 17). La morphologie n’est pas affectée non plus et les
particules restent sphériques et monodisperses sur cette gamme de concentration (Figure 35). Les
valeurs trouvées confirment cependant que la présence du complexe [Tb(ebpatcn)] augmente
légérement la taille des particules finales par rapport aux particules ne contenant pas de complexe
ou aux particules chargées avec le complexe [Eu(tpatcn)]. En revanche quand 4,8 umol de complexe
sont introduits, la taille et la distribution en taille des particules augmentent de maniere significative.
De plus les images en STEM en mode HAADF révelent également la présence de filaments contenant
du terbium a la surface des particules de silice pour cette concentration (Figure 57). Il semble donc
gu’a cette concentration, les particules soient saturées en complexes ce qui provoque une légére
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déstabilisation du systeme. Les filaments observés sont sans doute dus a des complexes en exces qui

se sont agglomérés en surface et qui ont polymérisé avec du TEOS a I'interface de la micelle.

Figure 57 Images STEM HAADF des particules de silice pour une quantité de [Th(ebpatcn)] introduite de 4,8 umol.
L’analyse EDX des filaments brillants décorant la surface de certaine particule a révélé la présence de terbium.

Dans le cas de I'[Eu(tpatcn)] en revanche, aucune augmentation de la taille des particules n’a été
observée (Figure 58). En effet pour les deux quantités limites introduites (ie., 0,8 et 4,8 umol), le
diametre moyen des particules est respectivement de 50 + 6 nm et de 53 + 15 nm. La seule
différence notable entre ces deux échantillons vient de la polydispersité qui semble plus importante
pour la concentration en complexe la plus élevée. Il est possible qu’une trop grande quantité de
[Eu(tpatcn)] a linterface perturbe la diffusion du TEOS dans les gouttelettes et modifie les
mécanismes de collisions inter-micellaires, entrainant une nucléation moins homogéne.
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Figure 58 Images MET des particules de silice pour des quantités introduites en [Eu(tpatcn)] de 0,8 umol (a gauche) et de
4,8 umol (a droite)
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¢ Influence du rapport molaire p = Hexanol/Triton X-100

Nous avons étudié dans cette partie I'influence du co-tensioactif en faisant varier la quantité
d’hexanol introduite. Les autres constituants de la microémulsion sont inchangés.
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Figure 59 Evolution de I'intensité maximale de luminescence (542 nm pour [Tb(ebpatcn)] et 614 nm pour [Eu(tpatcn)])
des nanoparticules (0,5 mg/mL) en fonction du rapport molaire p = Hexanol/Triton X-100. Excitation a 275 nm pour les
deux complexes.

Les spectres d’excitation et d’émission ne sont pas modifiés quelle que soit la quantité d’hexanol
ajoutée pour les deux complexes. L'intensité maximum de luminescence n’évolue pas non plus de
maniere significative semblant indiquer que I’hexanol n’influence pas le procédé d’incorporation a
ces concentrations (Figure 59). La taille et la morphologie des particules ainsi synthétisées ont été
déterminées par MET (Figure 60 et Figure 61 pour [Tb(ebpatcn)] et [Eu(tpatcn)] respectivement).

Figure 60 Images MET des particules de silice dopées avec [Tb(ebpatcn)] pour p = 2,9 (a gauche) et p = 8,8 (a droite)
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Figure 61 Images MET des particules de silice dopées avec [Eu(tpatcn)] pour p = 2,9 (a gauche) et p = 8,8 (a droite)

Tableau 18 Taille moyenne des particules de silice déterminées a partir des images MET pour différents rapports molaires
1}

Diameétre des particules (nm)

Rapport molaire p=Hexanol/Triton X-100 [Eu(tpatcn)] [Th(ebpatcn)]

2,9 656 68 + 10
4,7 506 54+6
8,8 47+9 5014

Pour les deux complexes, la taille des particules diminue a mesure que la quantité en co-tensioactif
augmente. Ceci est en accord avec les travaux de Bagwe et al. [35]. En effet I'adsorption d’alcool a
I'interface modifie le rayon de courbure des gouttelettes et provoque une diminution de la rigidité
interfaciale. Les échanges inter-micellaires sont ainsi favorisés. De plus la diminution de la tension
interfaciale entraine la formation d’un plus grand nombre de gouttelettes. Ainsi non seulement un
plus grand nombre de molécules de TEOS vont étre adsorbées a l'interface eau/huile, mais les
collisions entre gouttelettes sont également plus nombreuses. La combinaison de ces deux effets
favorise la formation rapide d’un grand nombre de nucleis, et donc la formation de plus petites
particules. La modification de la flexibilité du film de tensioactif ne semble en revanche pas avoir
d’effet sur I'incorporation de nos complexes.

e Influence de la quantité d’ammoniague introduite

L'ammoniaque sert de catalyseur pour les réactions d’hydrolyse et de condensation du TEOS en
fournissant des ions OH au systeme. La mobilité de ces ions, et donc I'efficacité de la catalyse
influence directement la taille des particules finales, comme cela a été montré dans le cas de
syntheses en milieu homogéne [2, 3, 132, 138, 139]. En revanche dans le cas d'un milieu dispersé
comme la microémulsion, I'influence de 'ammoniaque s’avere beaucoup plus complexe et variable
en fonction des conditions de synthése. En effet en fonction du rapport molaire R, la concentration
en ammoniaque peut entrainer une augmentation ou une diminution de la taille des particules, ou
méme n’avoir aucun effet. Ainsi Arriagada et Osseo-Asare [28, 30] ont montré pour le systeme Igepal
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C0O-520/Cyclohexane que pour une faible valeur de R, I'augmentation en ammoniaque provoquait
une diminution de la taille des particules jusqu’a un minimum. En revanche pour un R plus
élevé, I'augmentation de la concentration en ammoniaque entraine une augmentation de la taille
des particules. Ces études montrent que I'on ne peut pas discuter de I'influence de 'ammoniaque
sans considérer les mécanismes de croissance des particules qui sont fortement affectés par R.
L'augmentation de la concentration en ammoniaque, et donc celle des ions OH’, provoque une
accélération des vitesses d’hydrolyse et de nucléation. Un nombre de nucléis plus important est donc
formé initialement ce qui conduit a la formation de particules plus petites. Logiquement une
augmentation de la concentration en ammoniaque devrait donc induire une diminution de la taille
des particules. Or pour de fortes concentrations en ammoniaque, la taille des particules augmentent
[28]. En effet d’autres mécanismes antagonistes peuvent intervenir en fonction de R et de la
concentration en ammoniaque. La taille peut aussi augmenter a cause de lI'augmentation de la force
ionique qui tend a écranter la portée des forces de répulsion électrostatique et donc a augmenter la
taille des particules. De plus il s’avere que les liaisons siloxanes peuvent se dissocier dans les milieux
fortement alcalin [140-142]. Il est donc possible qu’a forte concentration en ammoniaque, méme si
un grand nombre de nucleis est formé, ils ne soient pas suffisamment stables et se re-dissolvent
avant de croitre. Une deuxiéme hypothése avancée pour expliquer I'augmentation de la taille de
particules avec la concentration en ammoniaque, est I'existence d'échanges inter-micellaires qui sont
favorisés pour de grandes valeurs de R et de fortes concentrations en ammoniaque [26, 28]. Ces
collisions entre micelles peuvent favoriser la formation de nucleis dans un premier temps mais
peuvent également conduire a leur agglomération par la suite, ce qui conduit a la formation de plus
grosses particules [28, 30].

Des quantités variables ont été introduites dans le systeme afin d’évaluer son influence a la fois sur
les propriétés de luminescence et sur la taille des particules finales. Le pH calculé varie entre 11,5
(pour 25 L) et 11,9 (pour 200 puL).

20 -

=
o
1
—o—
—o—

©
2
‘o
%107 t
g " :
<
= 5 .
7 I .
u *
O T T - ! - 1
0 50 100 150 200 250

Volume d'ammoniaque (uL)

¢ [Tb(ebpatcn)] = [Eu(tpatcn)]

Figure 62 Evolution de I'intensité maximale de luminescence (542 nm pour [Tbh(ebpatcn)] et 614 nm pour [Eu(tpatcn)])
des nanoparticules (0,5 mg/mL) en fonction du volume d’ammoniaque introduit. Excitation & 275 nm pour les deux
complexes.
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L’évolution de l'intensité maximale de luminescence est similaire pour les deux complexes (Figure
62). Il semble que cette intensité augmente lorsque la quantité d’'ammoniaque introduite diminue. Il
faut cependant rester prudent quant a linterprétation de cette augmentation. En effet la
comparaison des intensités de luminescence reste une méthode qualitative peu précise. L’évolution
similaire observée pour les deux complexes semble indiquer que ce phénomeéne est di au
mécanisme de croissance des particules de silice et non a une modification des propriétés de
luminescence des complexes avec 'ammoniaque. Ceci a été confirmé en ajoutant des quantités
identiques d’ammoniaque a une solution aqueuse de complexe a la méme concentration. Les
spectres similaires enregistrés indiquent la bonne stabilité des complexes sur la gamme de pH étudié.
Il semble donc qu’une diminution de la quantité d’ammoniaque entraine une augmentation de
I'incorporation. Cela signifierait que I'incorporation est plus efficace lorsque les réactions d’hydrolyse
et de condensation sont ralenties. Afin de vérifier qu’une modification de la morphologie des
particules n’est pas a 'origine des variations observées, ces derniéres ont été caractérisées par MET
(Figure 63 et Figure 64).

Figure 63 Images MET des particules de silice dopées avec [Tb(ebpatcn)] pour deux teneurs en ammoniaque différentes :
50 pL a gauche et 150 pL a droite.
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5

Figure 64 Images MET des particules de silice dopées avec [Eu(tpatcn)] pour deux teneurs en ammoniaque différentes :
50 pL a gauche et 150 pl a droite.
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Tableau 19 Taille moyenne des particules de silice déterminées a partir des images MET pour les différents volumes en
ammoniaque introduits. ? Dans la phase aqueuse

Diameétre des particules (nm)

Volume d’ammoniaque (29%) (uL) NH; (% massique)® [Eu(tpatcn)] [Tb(ebpatcn)]

50 2,5 55+6 577
100 4,5 50+ 6 54+6
150 6,3 50+13 55+11

La taille des particules ne semble pas évoluer de maniere significative dans la gamme de
concentrations en ammoniaque testée (Tableau 19). Ces résultats sont proches de ceux de Bagwe et
al. [35] qui n’observent pas d’évolution notable de la taille des particules dans des conditions
analogues aux notres. En effet les observations faites par Arriagada et Osseo-asare [28] concernent
des concentrations en ammoniaque bien plus élevées. De plus le systéme de tensioactifs utilisé dans
leur cas est différent, ce qui rend la comparaison avec nos résultats difficile. De plus I'augmentation
de NH; a été effectuée en ajoutant des quantités croissantes d’une solution d’'ammoniaque a 29 %
dans notre cas. Ainsi des quantités d’eau différentes sont présentes dans chacun des cas ce qui,
comme nous l'avons vu, peut avoir un effet tres important sur la taille finale des particules
(modification du rapport R). A ce stade, il est donc difficile de faire une interprétation de ces
résultats, il aurait fallu maintenir R constant. Dans la derniere partie, nous allons donc étudier
I'influence de la concentration en eau dans le systeme en faisant varier le rapport molaire R.

e Influence du rapport molaire R = Eau/Triton X-100

Plusieurs études ont montré que la taille des particules diminue avec une augmentation du rapport
molaire R [1, 26, 28, 30, 35]. Cette diminution est expliquée par un changement de la dynamique des
réactions d’hydrolyse et de condensation du TEOS. Pour les faibles valeurs de R, la taille des micelles
diminue et I'eau est majoritairement liée aux tétes polaires des tensioactifs. La mobilité des ions OH"
est également fortement réduite. De plus il y a moins de molécule de TEOS par gouttelettes ce qui
rend la nucléation par un mécanisme intra-micellaire peu probable. En effet du fait de la géne
stérique induite par les molécules de tensioactif dans cette configuration, I'accés du TEOS vers les
molécules d’eau est difficile ce qui ralentit son hydrolyse. C'est pourquoi pour de faibles teneurs en
eau, peu de nucléis sont formés ce qui entraine I'augmentation de la taille des particules finales. En
revanche pour des valeurs de R élevées, les mécanismes d’hydrolyse et de condensation (i.e.
nucléation) du TEOS sont favorisés. En effet, dans ce cas les gouttelettes sont plus grosses et
contiennent majoritairement des molécules d’eau libres (i.e. réactives). De plus, I'augmentation de la
taille des gouttelettes diminue I'effet d’écrantage des tensioactifs ce qui permet une meilleure
diffusion du TEOS vers les gouttelettes. Il y a donc plus de molécules de TEOS par gouttelette et leur
I’hydrolyse est favorisée du fait de la mobilité accrue de I'eau et des ions OH". Ainsi la nucléation
intra-micellaire est favorisée. Enfin le processus d’échange inter-micellaire est également augmenté
car la tension interfaciale est moins importante dans ce cas (gouttelettes plus grosses). C'est
pourquoi beaucoup de nucléis sont formés initialement, ce qui conduit a des particules de plus
petites tailles. D’apres Arriagada et Osseo-asare [26], des molécules d’eau non liées
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électrostatiquement au tensioactif commencent a apparaitre pour un rapport R égal a 5,8. Afin
d’étudier I'influence de ces modifications sur I'incorporation de nos complexes, nous avons fait varier
la quantité d’eau introduite sans changer le reste du protocole pour obtenir des valeurs de R
comprises entre 4,9 et 19,8 (remarque : pour des valeurs inferieures a 4,9 aucune particule n’est
récupérée).
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Figure 65 Evolution de I'intensité maximale de luminescence (542 nm pour [Th(ebpatcn)] et 614 nm pour [Eu(tpatcn)])
des nanoparticules (0,5 mg/mL) en fonction du rapport molaire R = Eau/Triton X-100. Excitation a 275 nm pour les deux
complexes.

Quel que soit la valeur de R, aucune évolution de l'intensité n’est observée pour le complexe
[Eu(tpatcn)] (Figure 65). En revanche pour le [Tb(ebpatcn)], I'intensité a 542 nm évolue pour R=4,9 et
19,5 alors qu’elle reste constante entre ces deux valeurs. Une augmentation de l'intensité est
observée pour R=4,9. Dans cette configuration les molécules d’eau sont liées aux tétes polaires des
tensioactifs et I’hydrolyse du TEOS est fortement inhibée. En revanche l'intensité diminue fortement
pour R=19,5. Dans ce cas I’hydrolyse du TEOS est largement favorisée du fait de I'accessibilité et de
la mobilité des molécules d’eau. Afin de vérifier que I'évolution de la taille des particules en fonction
de R est en accord avec les précédentes études et pour mettre en évidence une éventuelle influence
de la morphologie des particules sur I'évolution de l'intensité, des caractérisation au MET ont été
effectuées (Figure 66 et Figure 67 respectivement pour [Tb(ebpatcn)] et [Eu(tpatcn)]) .
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Figure 66 Images MET des particules de silice dopées avec [Th(ebpatcn)] (0,8 umol introduite) pour deux rapports
molaires R = Eau/Triton X-100 différents (R= 4,9 a gauche et R = 19,5 a droite).

Figure 67 Images MET des particules de silice dopées avec [Eu(tpatcn)] (0,8 pmol introduite) pour deux rapports molaires
R = Eau/Triton X-100 différents (R= 4,9 a gauche et R = 19,5 a droite).

Tableau 20 Tailles moyennes des particules de silice déterminées a partir des images MET pour différents rapports
molaires R

Diameétre des particules (nm)

Rapport molaire R  [Eu(tpatcn)] [Tb(ebpatcn)]

4,9 82+11 85+ 15
9,8 50+6 54+6
19,5 30+8 32+9

Les caractérisations MET confirment que la taille des particules diminue a mesure que R augmente
gue ce soit pour [Eu(tpatcn)] ou pour [Tb(ebpatcn)] (Tableau 20). Ces résultats sont en accord avec
les précédentes études d’Arriagada et Bagwe [28, 35]. De plus, on observe un point de contraste au
cceur des particules dans le cas du complexe [Tb(ebpatcn)] pour R=4,8. |l s’agit d’'un confinement a
cceur de [Tb(ebpatcn)]. Une telle configuration n’est en revanche pas observée pour [Eu(tpatcn)],
soulignant une fois de plus le comportement différent des deux complexes pendant I'incorporation.

Pour R=4,9, comme cela a été expliqué précédemment, la mobilité des especes a l'intérieur des
gouttelettes est trés réduite a cause des interactions faibles avec les tétes polaires des tensioactifs.
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De plus du fait de la taille réduite des micelles, les tensioactifs ont tendance a s’interpénétrer [28] ce
qui restreint I'accés du TEOS aux molécules d’eau et réduit les échanges inter-micellaires [35]. Il est
donc probable que les complexes hydrophiles [Tb(ebpatcn)] voient également leur mobilité
fortement réduite dans ces conditions. On peut alors penser que ces complexes sont « immobilisés »
a l'intérieur des gouttelettes d’eau et qu’ils sont relativement protégés par les tensioactifs des
échanges par collision entre gouttelettes. La réduction de la taille des micelles (et de la quantité
d’eau) peut également provoquer une agrégation des complexes. Ensuite I’hydrolyse du TEOS étant
plus lente, le réseau de silice se forme autour des complexes immobilisés. Ainsi les complexes
[Tb(ebpatcn)] sont d’abord confinés a coeur par des interactions faibles avec les tensioactifs, puis par
géne stérique imposée par le réseau de silice qui s’est formé autour de I'agrégat. Les complexes sont
ainsi majoritairement localisés dans le volume de la micelle initiale dont la taille est d’environ 6 nm
[1]. La taille des points de contraste, comprise entre 4 et 7 nm, semble confirmer cette
interprétation.

Le complexe [Eu(tpatcn)] en revanche est, du fait de son caractére plus hydrophobe, localisé a la
surface des particules comme nous I'avons déja observé. Ainsi il n’est pas étonnant de ne pas
observer de confinement avec ce complexe. Les interactions entre les tétes polaires des molécules de
tensioactif et [Eu(tpatcn)] sont certainement moins importantes et les complexes doivent étre
essentiellement localisés a I'interface eau/huile. Ainsi, ils sont moins sujets aux variations de taille ou
de mobilité des gouttelettes. De méme que pour des R plus élevés, [Eu(tpatcn)] est donc
probablement « repoussé » vers I'extérieur a mesure que la particule de silice croit. C'est pourquoi
I'intensité ne semble pas évoluer de maniere significative sur la gamme de R étudiée.

Afin de confirmer le phénomeéne de confinement de [Tb(ebpatcn)] et d’exacerber le contraste du
Th(ll1), des synthéses avec 2,4 umol de complexes ont été effectués (au lieu de 0,8 pmol). De plus des
caractérisations microscopiques plus poussées en STEM HAADF ont été effectuées pour les deux
concentrations afin de bien mettre en évidence les points de contraste (Figure 68 et Figure 69 pour
des quantités de 0,8 et 2,4 umol respectivement).
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Figure 68 Images MET haute résolution (en haut) et STEM en mode HAADF (en bas) des particules de silice dopées avec
[Tb(ebpatcn)] (0,8 umol introduite) pour un rapport molaire R = 4,9
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50 nm

Figure 69 Images MET des particules de silice dopés avec [Th(ebpatcn)] (2,4 pmol introduite) pour un rapport molaire R =
4,9. Images MET classique (en haut) et en STEM HAADF (en bas).

Les images présentées a la Figure 68 et a la Figure 69 confirment les premiéres observations quant au
confinement a coeur de [Th(ebpatcn)] pour un rapport molaire R = 4,9. La quantité de complexe a
cceur est plus importante quand 2,4 umol sont introduites. On observe par ailleurs une
augmentation de la taille des particules (97 £ 15 nm) dans ce cas (Figure 48). La quantité de complexe
confiné par particule n’est pas homogene. Ceci s’explique par le fait que pour ces valeurs de R, le
domaine aqueux dans les micelles est mal défini. De plus la présence du complexe agrégé perturbe la
croissance de la silice.

Cette propriété remarquable doit certainement avoir des conséquences sur [Iefficacité
d’incorporation et sur la stabilité des particules vis-a-vis du relargage. Malheureusement nous
n’avons pas eu le temps de confirmer quantitativement ces hypothéses.

En conclusion, dans cette partie différents parameétres affectant les caractéristiques et la
synthese des billes de silice en microémulsion inverse ont été étudiés. Il s’agissait d’observer
comment ces modifications (vitesse d’hydrolyse/condensation, dynamique d’échange des micelles)
pouvaient influencer I'incorporation des complexes [Eu(tpatcn)] et [Tb(ebpatcn)]. Cette étude a mis
en évidence des différences de comportement entre ces deux complexes, confirmant les
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observations précédentes. [Eu(tpatcn)] est ainsi peu affecté par la modification des propriétés des
micelles, du fait de sa localisation a I'interface des gouttelettes. En revanche la réduction de la taille
des gouttelettes en diminuant le rapport R a entrainé I'agrégation de [Tb(ebpatcn)] qui est alors
confiné au cceur de la particule. Ce qui confirme une fois de plus que ce complexe est réparti de
maniere homogene dans les gouttelettes d’eau initiales. De méme, en augmentant la quantité de
[Tb(ebpatcn)] introduite, une augmentation de la luminescence est observée. En revanche, pour
[Eu(tpatcn)] aucune évolution sensible n’a été observée, car I'interface est déja saturée et ne peut
pas accueillir plus de complexe. Les autres parametres ne semblent pas avoir de réel impact sur les
mécanismes d’incorporation, méme si une diminution de la quantité d'ammoniaque (diminution des
vitesses d’hydrolyse/condensation) semble entrainer une légére augmentation de la luminescence
dans les deux cas. Il faut cependant rester prudent car nous nous sommes uniquement basés sur les
variations d’intensité de luminescence. Une quantification plus précise est nécessaire pour pouvoir
discuter de ces effets. Malheureusement, cela n’a pas pu étre effectuée au cours de cette thése par
faute de temps. Cette étude préliminaire a néanmoins montré qu’il était possible d’influencer
I'incorporation des complexes et les propriétés de luminescence des particules de silice en jouant
sur les parametres de synthese de la microémulsion. La quantification de ces effets reste en revanche
a effectuer.
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7 Conclusion

Des particules de silice luminescentes ont été synthétisées par voie micellaire inverse. Deux
complexes de lanthanide possédant des propriétés de luminescence remarquables ont été ainsi
incorporés sans liaison covalente. Chacun des complexes a été incorporé dans des particules de silice
monodisperses de deux tailles différentes a partir d’'un systeme de microémulsion quaternaire
(Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane/Eau) et d'un systéme ternaire (Igepal CO-520/Cyclohexane/Eau).
Les propriétés de luminescence des complexes de lanthanide sont conservées aprés incorporation
dans les particules inorganiques, indiquant qu’il n’y a pas d’interaction avec la matrice de silice. Afin
de quantifier I'efficacité du processus d’incorporation et la stabilité des complexes encapsulés, une
nouvelle méthode basée sur le tracage radioactif d’un complexe d’europium (152) émetteur gamma
a été développée. Cette technique a permis de mettre en évidence I'importance des étapes de lavage
par centrifugation et de prouver que I'lCPMS, méthode plus conventionnelle, est également adaptée
pour caractériser ce type de nanoparticules. L'influence des paramétres controlant la croissance de la
silice en microémulsion inverse sur les mécanismes d’incorporation des complexes a été étudiée.
Toutes ces informations ont permis de caractériser completement lincorporation des deux
complexes et d’expliquer les différences de comportements observés. Ainsi le complexe [Eu(tpatcn)],
plus hydrophobe, est incorporé moins efficacement dans les particules de silice car il est
majoritairement localisé a leur surface. Les rendements d’incorporation dans ce cas sont tres faibles.
En revanche, le complexe plus hydrophile [Th(ebpatcn)] est incorporé trés efficacement car il est
initialement répartie de maniére homogene dans les gouttelettes d'eau qui ont servi de « nano-
réacteur ». Le ligand Hsebpatcn peut également sensibiliser efficacement I’Eu(lll) [106]. Le processus
d’incorporation n’étant pas modifié par la nature de la terre rare, il est donc possible d’ajuster
I’émission des particules sous une méme excitation, en jouant sur le rapport [Tb(ebpatcn)]/
[Eu(ebpatcn)]. Ceci avait précédemment été démontré avec Hstpatcn [91]. L'incorporation plus
efficace de [Ln(ebpatcn)] permettra en revanche d’utiliser des concentrations plus importantes, et
donc de créer un plus grand nombre de signaux différents. La fonctionnalisation de ces
nanoparticules par des fonctions amines a également été optimisée afin de conserver leurs
propriétés de luminescence.

La quantification de l'incorporation ayant finalement été maitrisée, il pourrait étre intéressant de
I'utiliser pour confirmer les observations faites dans ce chapitre a partir de résultats qualitatifs. En
effet la modification des parametres de synthése de la silice ou son ré-enrobage semble avoir des
effets dans certains cas sur I'incorporation des complexes. La caractérisation et la compréhension
précise de ces effets pourrait permettre d’optimiser I'incorporation sans liaison covalente. De plus la
caractérisation poussée qui a été effectuée sur les protocoles de synthese standards a permis
d’étudier les effets de confinement d’un complexe [Gd(ebpatcn)] dans ces nanoparticules de silice
comme cela sera développé au chapitre 4. La connaissance précise du nombre de complexes
incorporés est alors indispensable pour pouvoir discuter des variations de relaxivité, qui sont
directement liées au nombre d’ion Gd(lIl).
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Chapitre 3: Nanoparticules de latex luminescentes

1 Introduction

1.1 Polymeres et organolanthanides

Les matériaux polymeres constituent I'une des principales classes de matériaux avec les métaux, les
céramiques et les verres. Depuis les années 1950 la production de polymére est en continuelle
ascension. Cette production croissante résulte d’une utilisation accrue dans le monde moderne pour
des applications diverses et variées dont les principales sont I'emballage, le batiment et les
transports. En effet les polymeres sont faciles a mettre en forme et offrent donc une flexibilité
d’utilisation unique. Cette propriété remarquable a incité le développement d’un grand nombre de
procédés de mise en forme (extrusion, moulage, injection...) afin de répondre aux attentes des
industriels. La forme des matériaux polymeéres peut ainsi étre ajustée a souhait en fonction de la
technique utilisée. Ceci explique que ce matériau soit omniprésent dans notre quotidien et qu'il soit
utilisé dans de nombreux domaines, mais ce n’est pas la seule raison de son succés. En effet les
propriétés des matériaux polymeéres peuvent également étre largement ajustées en fonction des
polymeéres utilisés. Ainsi en choisissant judicieusement un polymére donné ou une combinaison de
polymeres il est possible d’obtenir des matériaux souples, rigides, élastiques, adhésifs, transparents
ou opaques. Les matériaux polymeres sont de plus généralement moins chers a synthétiser que les
verres ou les céramiques. Enfin un autre avantage non négligeable est leur faible densité par rapport
aux verres ou aux métaux. Il est ainsi possible de créer des matériaux polymeéres qui sont bien plus
légers que ces autres types de matériaux, tout en présentant les mémes propriétés. Leurs propriétés
peuvent notamment étre ajustées en ajoutant des molécules ou des particules spécifiques. En raison
d’un gain en densité, de la facilité de mise en ceuvre et du nombre important des propriétés
impliquées, les matériaux conventionnels ont été largement remplacés par les polymeéres
synthétiques.

Les perspectives offertes par les matériaux polyméres sont donc particulierement intéressantes,
notamment dans le domaine de I'optique ou la possibilité d’obtenir un matériau transparent, et de
forme modulable représente un gros avantage. La possibilité de combiner les propriétés de
luminescence remarquables des organolanthanides (chapitre 1) avec celles des polyméres a donc
recu un intérét important. Les premiéres expériences sur ce sujet ont été menées sur des matériaux
pour I'optique a base de B-dicétones de lanthanide dans les années 1960 pour des applications dans
les lasers [1, 2]. Ainsi plusieurs polymeres contenant des organolanthanides (PMMA, polystyrene ou
encore résines époxy) ont été formulés pour cette application. Ce n’est que 30 ans plus tard que de
nouveaux travaux sur les polyméres dopés par des organolanthanides luminescents ont été
entrepris. Ces matériaux présentent en effet un réel intérét dans le domaine de Il'optique et de
I'optoélectronique: diodes électroluminescentes, amplificateurs optiques ou encore guides d’onde
optique [2]. Leur utilisation connait aujourd’hui également un engouement croissant dans le
domaine de I'imagerie médicale [3].
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Les complexes de lanthanide peuvent étre incorporés dans de nombreux polymeres par différentes
méthodes. Il convient tout d’abord de différencier les cas ou le complexe de lanthanide est
simplement mélangé au polymere sans lien covalent, et les cas ou il fait partie intégrante du
polymeére et est lié de maniére covalente a ce dernier.

Dans la premiére configuration, deux techniques peuvent étre utilisées. La premiéere consiste a
dissoudre le complexe directement dans le monomeére et a polymériser ensuite cette solution. La
deuxieme technique consiste a dissoudre le polymeére seul et I'organolanthanide dans un co-solvant.
Le solvant est ensuite évaporé et un polymére dopé de maniére homogene est obtenu. La quantité
de dopant pouvant étre ainsi incorporé est limitée et est conditionnée par la solubilité du complexe
de lanthanide dans le monomeére et/ou polymére. Au-dela de cette limite, un phénomeéne
d’agrégation est généralement observé, ce qui nuit a la qualité optique du film de polymere ainsi
formé [1]. Les B-dicétones de lanthanide ont beaucoup été utilisées du fait de leur grande solubilité
dans les polymeéres et de leurs bonnes propriétés de luminescence. De nombreuses études sur ce
type de complexe sont rapportées dans la littérature principalement avec le PMMA [4, 5]. Il a été
notamment montré que l'intensité de luminescence de la terre rare dépendait du polymere utilisé.
Une des limitations de cette méthode de dopage est I'agrégation du complexe a partir d’une certaine
concentration, ce qui réduit les performances en luminescence dii au phénomene de quenching.

Dans la deuxieme configuration, le complexe de lanthanide fait partie intégrante du polymére. En
effet si I'organolanthanide posséde une fonction polymérisable, il peut étre co-polymérisé avec un
autre monomere. Le complexe fait alors partie intégrante de la chaine polymere ou y est greffé. Une
autre solution est d’utiliser une chaine polymeére qui puisse complexer directement un sel de terre
rare. Ainsi Binnemans K. [6], a par exemple lié¢ de maniére covalente un complexe d’europium a une
résine de Merrifield fonctionnalisée par une amino-phénanthroline (Figure 70).

Figure 70 Complexe d’europium lié a une résine de Merrifield [6].

Ueba et al. [7] ont quant a eux synthétisé des polymeéres de B-dicétones a base d’europium en fixant
directement I'ion europium sur la chaine polymeére a partir du sel de la terre rare. Les structures
chimiques des polymeéres étudiés sont présentées a la Figure 71.
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poly(aryl B-diketone)

Figure 71 Exemples de polyméres de B-dicétones utilisés pour former des complexes d’europium in situ par simple
réaction avec le sel de terre rare [7].

Une autre configuration envisageable est bien illustrée par Wang et al. [8]. Ces derniers ont
synthétisé une résine luminescente par copolymérisation radicalaire du styrene et du méthacrylate
de méthyle en présence de différents complexes d’europium et de terbium. La chaine polymere
compléte la sphére de coordination du métal comme représenté sur la Figure 72. Dans ce cas-la le
phénoméne de quenching n’est pas observé car les complexes d’europium sont répartis
uniformément le long de la chaine polymere limitant ainsi les interactions Eu**-Eu®*.

Ty
—{CH—GH;—}—{GHZ—G}
m | ¥n

~ @0
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STE

Figure 72 Complexe de Terbium lié a un copolymeére a base de styréne et de méthacrylate de méthyle via la fonction
méthacrylate [8].

L'article de revue de Binnemans K. [1] donne un apercu complet des différentes études sur les films
polyméres dopés par des complexes d’organolanthanide et les lecteurs intéressés pourront s'y
reporter pour plus de détails.

Les exemples précités traitent de polymérisations en masse, principalement pour la production de
films déposés par spin-coating. Dans le cadre de cette theése, I'objectif est de synthétiser des
nanoparticules contenant des complexes de lanthanide. La polymérisation en masse n’est donc pas
adaptée dans notre cas. Néanmoins cette petite introduction a permis de dresser un apercu des
différentes méthodes de dopage d’'un polymere par un organolanthanide. De plus le nombre
important de travaux sur le sujet confirme l'intérét de combiner les propriétés de ces deux
matériaux. Il s’agit a présent de transposer ce systeme aux nanoparticules de polymere par
polymérisation en phase hétérogéne. Ce terme englobe tous les procédés de polymérisation qui

128



conduisent en fin de réaction a des polymeres qui se présentent sous une forme dispersée au sein
d’une phase continue. Quand cette phase continue est constituée d’eau, on appelle cette dispersion
latex.

1.2 Polymérisation en milieu dispersé : les latex

L'origine du mot « latex » est grecque et signifie gouttelette (en latin, latex veut dire liquide). Les
particules de latex sont présentes a I'état naturel chez un grand nombre d’especes de plantes (plus
de 2000) sous forme de seve laiteuse [9]. L'exemple le plus important est celle sécrétée par I'hévéa
qui est constituée de polyisopréne cis-1,4, plus connu sous le nom de caoutchouc naturel.
Aujourd’hui le mot latex est devenu un terme générique pour désigner tous les types de dispersions
de polymere. Les dispersions de polymere sont définies comme des systéemes colloidaux ou le
polymeére est finement distribué sous forme de particules individuelles stables dans une phase
liquide continue. Les premiers a utiliser les propriétés du caoutchouc naturel furent les Mayas en
1600 avant Jésus-Christ, et c’est Christophe Colomb qui le ramena en Europe au cours du 18eme
siecle [10]. C’est en essayant de copier le caoutchouc naturel vers la fin du 19°™ siécle et début du
20°™, que de grandes avancées ont été réalisées dans le domaine de la polymérisation en phase
hétérogene. C'est finalement en 1912 que Kurt Gottlob inventa un procédé pour la préparation de
caoutchouc synthétique par polymérisation de I'isopréne en milieu aqueux : les premieres particules
de latex synthétiques étaient nées. Depuis, une grande quantité de travaux ont été effectués dans ce

domaine et de nombreuses voies de synthése ont été développées [10].
Les latex synthétiques présentent en effet des qualités uniques :

e |Is sont peu visqueux (moins qu’une solution de polymeére a la méme concentration) et donc
faciles a manipuler.

e || est possible de former des films de polymeére par simple évaporation de I'eau

e Les propriétés des latex peuvent étre ajustées en controlant la nature des polymeres et le
procédé de synthese.

e La synthése des latex ne nécessitant pas de solvant organique, ils satisfont pleinement les
nouvelles normes environnementales destinées a réduire au minimum les émissions de COV.

Aujourd’hui les dispersions de polymére sont trés largement étudiées et utilisées, que ce soit dans
I'industrie ou dans le milieu académique. En effet les latex, du fait de leurs propriétés remarquables
et de leurs multiples applications, sont tres présents dans la vie de tous les jours : industrie du papier,
des peintures, du batiment, des adhésifs mais aussi dans le domaine biomédical et pharmaceutique
[11]. Si les domaines d’application des latex sont divers et variés, il en est de méme quant aux
méthodes pour les obtenir. La polymérisation en phase hétérogene peut étre divisée en plusieurs
sous catégories spécifiques: précipitation, suspension, dispersion, microsuspension, émulsion,
miniémulsion et microémulsion [12]. La taille des particules s'échelonne par ordre décroissant du
millimétre a la dizaine de nanometre [10]. Dans le cadre de cette these, I'objectif est de synthétiser
des particules de tailles nanométriques. Parmi les différentes techniques précitées, seules les
polymérisations en émulsion/microémulsion/miniémulsion sont adaptées. C’est pourquoi le cas des
latex micrométriques marqués par des organolanthanides ne sera pas développé par la suite. Le
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lecteur intéressé pourra se référer aux nombreux travaux de I'équipe de M.A. Winnik sur le sujet [13-
18]. Ainsi, seulement deux procédés de polymérisation en phase hétérogene seront détaillés : la
polymérisation en émulsion et la polymérisation en miniémulsion. La polymérisation en émulsion est
de loin le procédé le plus utilisé industriellement pour la préparation de dispersions de polymeére [10]
tandis que la polymérisation en miniémulsion est la méthode que nous avons choisie d'utiliser au
cours de cette thése. La microémulsion, du fait de la grande quantité de tensioactif nécessaire n’a
pas été retenue, méme si cette méthode est également envisageable pour l'incorporation de
molécules organiques dans des particules polymeéres [19]. En outre, cette technique a été utilisée au
chapitre 2 pour la synthése de nanoparticules de silice. Aprés avoir choisi la méthode de synthese
des particules de latex, il convient de définir ensuite la stratégie d'encapsulation. En effet, celle-ci
doit étre adaptée au composé que I'on souhaite encapsuler et dépend également de I'application
visée. La these de Renard B. dresse un bon apercu des différentes méthodes envisageables [20]. Pour
I'incorporation de molécules organiques dans des particules de latex, on distingue les deux cas de
figure suivants :

e Le latex est synthétisé séparément dans une premiére étape et la molécule d'intérét est
introduite par la méthode dite de gonflement [21, 22]. Dans cette méthode, un solvant
organique (acétone [21] ou THF [22] par exemple) contenant la molécule d’intérét est
mélangé a la suspension de polymére pendant plusieurs heures. Quand les molécules ont
diffusé a lintérieur des particules, le solvant organique est évaporé piégeant ainsi le
composé a encapsuler.

e La molécule a incorporer est présente dans la formulation avant la polymérisation. On peut
alors distinguer le cas ou la molécule est polymérisable, ce qui conduit a un greffage covalent
entre la bille de polymére et la molécule d'intérét [23], du cas ol la molécule ne possede
aucune fonction polymérisable. L'incorporation se fait alors uniquement par polymérisation
d’'un mélange de monomeéres dans lequel la molécule a encapsuler a été préalablement
solubilisée [24].

Comme il est impossible de dresser une liste exhaustive de toutes les méthodes permettant
d'introduire des molécules organiques dans des polymeéres, nous nous intéresserons en particulier
aux systémes mettant en jeu des procédés de polymérisation soit en émulsion soit en miniémulsion.

L'émulsion et la miniémulsion sont deux procédés de polymérisation formant des dispersions
colloidales stables qui sont appelées latex quand elles sont dispersées dans I'eau. Les paragraphes
qui suivent détaillent les mécanismes de la polymérisation en émulsion et en miniémulsion. Pour
chacun des cas, quelques exemples d’incorporation de composés luminescents sont également
présentés.
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2 Polymérisation en émulsion

Ce procédé permet de produire des particules de polymére submicroniques, finement dispersées
dans I’eau par un mécanisme radicalaire. |l permet d’obtenir des latex avec un taux de solide élevé et
un produit final possédant une faible viscosité. Le mécanisme de polymérisation en émulsion est
composé de trois étapes qui ont été décrites pour la premiére fois par Harkins en 1947 [25-27] et
modélisées par Smith et Ewart [28]. Une formulation typique est composée de monomeres trés peu
solubles dans l'eau, de tensioactifs, d’eau (milieu dispersant) et d’un amorceur radicalaire,
généralement soluble dans I'eau. Le tensioactif est une molécule amphiphile qui présente la capacité
de diminuer la tension de surface des composés hydrophobes dans la phase aqueuse et ainsi de les
stabiliser. Avant le début de la polymérisation le monomere est présent sous trois formes. Une partie
du monomere forme des gouttes de diamétre compris entre 1 et 10 um, stabilisées par les molécules
de tensioactif, une partie est contenue dans les micelles (10-20 nm de diameétre) et une faible
guantité enfin est dissoute dans le milieu continu (eau).

Le mécanisme de la polymérisation en émulsion se divise en trois étapes [29] :

e Ftape 1: La nucléation

Les particules se forment durant cette étape, c’est ce qu’on appelle la nucléation. Au début
de la polymérisation I'amorceur, dissout dans la phase aqueuse, se décompose en radicaux
libres qui réagissent avec le monomere dissout dans la phase aqueuse pour former des
« oligomeres ». La réaction est donc initiée dans le milieu continu. La formation des
particules est ensuite le résultat de trois mécanismes de nucléation qui sont en compétition:

La Nucléation Hétérogene (ou nucléation micellaire) caractérise I'entrée de radicaux libres
ou d’oligomeres dans les micelles contenant du monomeére. Ce mécanisme nécessite une
concentration en tensioactif plus importante que la concentration micellaire critique (CMC),
indispensable a la présence de micelles. Toutes les micelles ne formant pas des particules, le
nombre de particules formé par nucléation hétérogene est inférieur au nombre initial de
micelles.

La Nucléation Homogéne, de méme que la nucléation hétérogéne, débute dans la phase
aqueuse. Cependant dans ce cas les oligomeres formés croissent et deviennent hydrophobes,
et donc insolubles dans le milieu continu, avant de rencontrer une micelle. Ces oligomeres
précipitent donc, formant de nouvelles particules de polymere stabilisées par le tensioactif
présent dans le milieu ou par les charges apportées par I'amorceur. Ce mécanisme est donc
prépondérant quand il n'y a pas de micelles en solution ou quand le monomere est
relativement soluble dans I'eau.

La Nucléation homogéne-coagulative est une extension de la nucléation homogene. Les
oligoméres sont des particules de polymeére instables qui peuvent donc coalescer pour
former des particules plus grosses. Ainsi le nombre de particule diminue et la surface de
chacune d’entre elle augmente. La quantité de tensioactif adsorbé sur chaque particule est
donc plus importante et la stabilisation plus efficace.
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Ces trois mécanismes de nucléation peuvent intervenir en méme temps. lls sont en
compétition et dépendent de plusieurs parametres tels que la solubilité du monomere dans
I’eau ou la concentration en tensioactif. Durant cette étape, due a I'augmentation du nombre
de particules, une augmentation de la vitesse de polymérisation est observée. C'est I'étape
la plus rapide (environ 15% de conversion), mais elle influence grandement la taille et Ia
distribution finale de taille des particules de latex [30, 31]. Le nombre de particules est fixé a
la fin de cette étape.

En principe, en plus des nucléations homogene et hétérogene, les particules de polymére
peuvent potentiellement étre formées également par |'entrée des radicaux dans les
gouttelettes de monomeére. Néanmoins la surface développée par les micelles (10-20 nm) est
bien plus importante comparée a celle des gouttelettes (1-10 um). Donc la probabilité pour
un radical de rencontrer une gouttelette est si faible qu’elle est négligeable.

e [tape2

Elle intervient une fois que les particules ont été formées (nucléées). Elle rend compte de la
croissance des particules formées pendant I'étape 1. La vitesse de polymérisation est
constante pendant cette étape car le nombre de particules et la concentration en monomeére
dans les particules ne varient pas. Cette étape est donc aussi appelée étape stationnaire. Les
particules sont constamment alimentées en monomere par diffusion du monomere contenu
dans les gouttelettes réservoirs a travers la phase aqueuse.

e [tape 3

A la fin de I'étape stationnaire, les gouttelettes de monomere « réservoirs » ont disparu et
une conversion comprise entre 50 et 70% est atteinte. L'absence de gouttelette de
monomeére marque le début de I'étape 3. Le monomeére, uniquement présent dans les
particules continue de polymériser. Le nombre de particule reste constant alors que Ia
vitesse de polymérisation ainsi que la concentration en monomeére diminuent. La taille des
particules de latex finale est généralement comprise entre 50 et 600 nm en fonction du
nombre de particules formées initialement (lors de I’étape 1).

La technique de polymérisation en émulsion classique a été largement utilisée dans la
littérature pour I'encapsulation de particules inorganiques [32-34] et de divers composés organiques
[23, 35].

Ainsi des pigments organiques tels que les rhodamines ou les phtalocyanines [35] ont été
encapsulés dans des particules de polystyréene [36]. Le pigment organique est dans un premier temps
dispersé dans la phase aqueuse contenant un stabilisant de type polymere. Le monomére est ensuite
introduit et émulsifié. La solution est chauffée a 90°C et I'amorceur est ajouté goutte a goutte sous la
forme d'une solution aqueuse de persulfate de sodium. Le pigment encapsulé dans le polystyrene est
récupéré sous forme de poudre.

Il est également possible d’encapsuler des particules métalliques par cette méthode [34].
Des nanoparticules d’argent ont ainsi été encapsulées par copolymérisation en émulsion d’un
mélange de styrene et d’acide méthacrylique en présence d’acide oléique. L'acide oléique permet a
la polymérisation d’avoir effectivement lieu a la surface des particules d’argent. En effet les groupes
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acides carboxyliques ont une grande affinité pour les oxydes présents a la surface des nanoparticules
métalliques et I'acide oléique y est fortement adsorbé. Il y a alors formation d’une double couche qui
peut solubiliser une certaine quantité de monomere et dans laquelle la polymérisation peut donc
avoir lieu. L'épaisseur de I'écorce est réglée par la quantité de monomere ajoutée.

Si le procédé de polymérisation en émulsion permet d’incorporer des particules de
différentes natures, il convient également a l'incorporation de molécules d’intéréts comme des
molécules luminescentes. Comme cela a déja été mentionné, l'incorporation de telles molécules
peut s’effectuer par gonflement de particules préformées ou in situ pendant la polymérisation. La
premiere méthode a été utilisée par différentes équipes pour incorporer par exemple des
porphyrines [22], ou des organolanthanides a base de B-dicétones [21] ou de dérivés d’acide
picolinique [37]. Méme si ces études ont montré la pertinence de ce type d’incorporation par voie
physique, elle impose une procédure en plusieurs étapes. L'incorporation chimique en revanche
(avec ou sans formation de liaisons covalentes) est généralement effectuée en une seule étape en
polymérisant un mélange monomeére/molécules a incorporer. Tronc F. et al. ont ainsi modifié des
fluorophores organiques pour les rendre polymérisables [23]. Des groupements méthacrylate ont
ainsi été greffés sur le fluorophore. L'incorporation a ensuite été effectuée par copolymérisation en
émulsion du méthacrylate de méthyle et des molécules ainsi modifiées. Méme si des particules
luminescentes ont pu étre obtenues par cette méthode, les auteurs ont remarqué que le taux
d’incorporation était trés faible. En revanche la méme polymérisation en miniémulsion a conduit a
une incorporation beaucoup plus efficace. Les nanoparticules luminescentes a base de polymeres 1
conjugués sont également trés utilisées [38-40]. Ces polymeres posseédent une délocalisation
d’électrons 1t importante le long de leurs chaines ce qui permet d’adapter leurs spectres d’émission
et d’absorption [40]. Les propriétés de luminescence proviennent alors directement de la nature du
polymeére constituant la particule. Il ne s’agit donc pas exactement d’un mécanisme d’incorporation,
mais ce type de composé permet d’obtenir des nanoparticules polymériques luminescentes. Ce type
de polymeére n’ayant pas été utilisé dans cette étude, cet aspect ne sera pas développé davantage
ici. Les lecteurs intéressés pourront se référer a une revue récente de S. Mecking sur le sujet [41].

Bien que certains exemples montrent que |'encapsulation par polymérisation en émulsion
classique est réalisable, plusieurs auteurs [42-45] ont montré que les caractéristiques de Ia
polymérisation en miniémulsion sont plus adaptées. En effet le composé peut étre directement
dispersé dans la gouttelette de monomere, et donc encapsulé dans les particules de polymére apres
polymérisation. Contrairement a la polymérisation en émulsion, les gouttelettes de monomeére en
miniémulsion peuvent étre vues comme des nano-réacteurs indépendants. La partie suivante
développe cette méthode.
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3 Polymérisation en miniémulsion

3.1 Définition

La polymérisation en miniémulsion [46] peut étre vue comme un cas particulier de la polymérisation
en émulsion conventionnelle, décrite précédemment. En effet, c’est également un procédé
hétérogene et le latex est produit a partir des mémes composants. Avant la polymérisation, les
miniémulsions sont des dispersions aqueuses relativement stables de gouttelettes de monomere
ayant un diameétre compris entre 50 et 500 nm [42]. La principale différence avec la polymérisation
en émulsion classique est I'addition d’une espece trés hydrophobe [42, 44, 47] (agent hydrophobe)
avec le monomere et le systeme d’agitation. Le terme miniémulsion est généralement utilisé pour
parler d’'une émulsion dans laquelle la nucléation des particules intervient exclusivement a l'intérieur
des gouttelettes de monomeére [48].

Ainsi, la polymérisation en miniémulsion différe de la polymérisation en émulsion conventionnelle
par le mécanisme de nucléation et par le mode de transport du monomeére. En effet contrairement
au procédé de polymérisation en émulsion, la diffusion du monomeére a travers la phase continue est
minimisée. De plus tandis que dans un procédé de polymérisation en émulsion conventionnel, la
taille des particules est essentiellement déterminée par la quantité de tensioactif et de monomere
ajoutés, en polymérisation en miniémulsion, elle dépend étroitement de I'énergie apportée par le
systeme d’agitation et du dispositif utilisé pour former les gouttelettes de monomere (ultrasons,
homogénéisateur haute pression, mélangeurs statiques, etc.). L'étape d’agitation nécessaire a
I'obtention d’une miniémulsion crée des gouttelettes de monomere stables. La diffusion du
monomere a travers la phase aqueuse étant en principe supprimée, chaque gouttelette de
monomere est transformée en particule de polymeére sans qu’il y ait eu d’échange de matiére entre
elles [42, 44, 47]. Une miniémulsion parfaite respecte donc I'égalité :

Nombre de gouttelettes de monomeére = Nombre de particules de polymeére

Ceci est théoriquement possible a condition que les gouttelettes soient stables le temps de Ia
polymérisation (absence de phénomeénes de coalescence et de murissement d'Ostwald), et qu'elles
soient le lieu privilégié de la polymérisation (peu ou pas de micelles de tensioactif et faible
concentration en monomere dans la phase aqueuse) [48] .
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Figure 73 Schéma de principe d’une réaction de polymérisation en miniémulsion [45]

Les miniémulsions sont constituées d’une phase continue, d’un tensioactif, d’un co-stabilisant, d’'un
amorceur de polymérisation radicalaire et d’'un ou plusieurs monomeéres. La premiere étape consiste
a réduire la taille des gouttelettes de monomeére par un procédé d’homogénéisation de grande
intensité (Figure 73) [49]. En effet des tailles de gouttelettes submicroniques sont nécessaires pour
rendre prédominante la nucléation des gouttelettes. Ugelstad et al. [50] ont été les premiers a
montrer que si la taille des gouttelettes de monomere était suffisamment petite, elles pouvaient étre
nucléées efficacement. En effet, plus les gouttes de monomere sont petites et plus elles développent
de surface, ce qui augmente leur probabilité de capter les radicaux générés dans la phase continue.
Le fait que la nucléation se produise dans les gouttelettes permet de les assimiler a des « nano-
réacteurs » individuels [51]. Ceci implique que toutes les gouttelettes de monomere soient
effectivement nucléées, et qu’il n’y ait pas de redistribution du monomére entre les particules (i.e.
gue le monomeére ne puisse pas diffuser a travers la phase aqueuse).

Les miniémulsions doivent donc étre formulées de maniéere a ce que les gouttelettes de monomere
restent stables et que leur taille soit suffisamment faible pour garantir leur nucléation. Deux
phénoménes sont responsables de la dégradation d’'une miniémulsion : la coalescence et la diffusion
du monomere, aussi appelé mirissement d’Ostwald [52].

La coalescence est I'agrégation de deux gouttelettes entre elles par collision. Ce phénomene est
évité (ou du moins réduit) par répulsion électrostatique ou stérique grace a l'utilisation de
tensioactifs. Le tensioactif entraine une diminution de la tension interfaciale. Le type et la quantité
de tensioactif utilisé influence la taille des gouttes formées. En 2000, Bechthold et al. [53] a montré
qu'a la fois les tensioactifs ioniques et non-ioniques permettaient de former des miniémulsions
stables. Les tensioactifs ioniques sont néanmoins plus efficaces pour la formation de petites gouttes
alors que les tensioactifs non-ioniques permettent de stabiliser en général des gouttelettes de taille
plus grosse.
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Le mirissement d’Ostwald entraine la disparition des plus petites gouttes (qui servent alors de
réservoir aux plus grosses), ce qui a pour conséguence une augmentation de la taille moyenne des
gouttelettes. La diffusion de monomere a travers le milieu continu (responsable de ce phénoméne)
peut étre retardée par I'ajout d’'un agent hydrophobe . Cet agent hydrophobe (appelé également co-
stabilisant, ou agent de pression osmotique) créé une pression osmotique a l'intérieur des
gouttelettes qui évite que le monomeére diffuse hors de la goutte. La pression osmotique créée
dépend de la température (T), de la concentration en hydrophobe (C) et de sa masse molaire (M) :

1 =RTC/M

D’aprés Landfester et al. [45, 54], pour qu’une miniémulsion atteigne son état d’équilibre il faut que
la pression osmotique a l'intérieur des gouttelettes soit supérieure a la pression de Laplace (i.e. la
différence de pression entre deux fluides séparés par une interface commune). Cet agent
hydrophobe est généralement un alcane a longue chaine, un alcool gras ou un composé
polymérisable possédant une structure similaire [42, 44, 47]. Son utilisation est issue des travaux de
Higochi et Misra [55] qui avaient montré que la dégradation d’'une émulsion par diffusion pouvait
étre retardée par ajout d’une petite quantité d’'une espéce hydrophobe dans la phase organique.
L’hydrophobe, piégé a l'intérieur des gouttes de monomere, ne doit pas diffuser a travers la phase
aqueuse. Donc moins I’hydrophobe est soluble dans I'eau et plus il est efficace (il doit évidemment
aussi étre soluble dans le monomere).

De nombreux composés peuvent jouer le rbéle d’agents hydrophobes comme par exemple
I’'hexadecane, le dodecanethiol ou méme des polyméres de masse moléculaire élevée. Chern et al.
[56] ont démontré notamment qu’un pigment bleu hydrophobe pouvait étre utilisé comme co-
stabilisant. lls ont de plus montré que la nucléation s’effectuait bien dans les gouttelettes de
monomere et de fagcon homogene.

L’amorceur peut étre soit soluble dans I’eau soit dans la phase organique, mais cela a une influence
sur le mécanisme de nucléation. En effet les amorceurs solubles dans la phase organique semblent
favoriser la nucléation dans les gouttelettes [57]. lls sont en général privilégiés quand le monomeére
est assez soluble dans I’eau (comme le MMA par exemple) pour éviter la formation de particules en
phase aqueuse par nucléation homogene (on parle ainsi de nucléation secondaire). De plus il a été
montré que la concentration en amorceur influe sur la vitesse de polymérisation et sur la masse
molaire (ainsi que sa distribution) du fait de la recombinaison des radicaux a I'intérieur des gouttes.
Pour les amorceurs solubles dans I'eau, en revanche, plusieurs mécanismes de nucléation sont en
compétition. En effet si la polymérisation est amorcée dans la phase aqueuse, les oligoméres formés
deviennent de plus en plus hydrophobes (comme dans un procédé de polymérisation en émulsion
conventionnel). lls peuvent alors entrer dans une micelle, dans une goutte de monomére ou encore
former une particule par précipitation s’ils deviennent trop hydrophobes (et donc insolubles). Pour
favoriser la nucléation dans les gouttelettes, et donc éviter les nucléations homogéne et hétérogene,
il faut prendre en compte certains parametres. Il faut tout d’abord choisir la concentration en
tensioactif de telle sorte a ne pas avoir de micelles dans le milieu. De plus les tailles des gouttelettes
doivent étre suffisamment petites pour favoriser la capture des oligomeéres. En effet si la surface
développée par les gouttelettes de monomere est grande, alors la capture des radicaux sera efficace
et la nucléation dans les gouttes favorisée.
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Le procédé de polymérisation en miniémulsion présente donc beaucoup d’avantages pour
I’encapsulation d’espéces de maniére homogeéne. En effet le fait d’empécher I'échange de
monomere entre particules pendant la polymérisation permet de s’assurer de I'hnomogénéité en
composition de chaque particule. Les gouttelettes de monomére peuvent étre assimilées a des nano-
réacteurs isolés dont la composition et la taille sont supposées rester constantes pendant la
polymérisation. Ainsi, contrairement a la polymérisation en émulsion conventionnelle dont les
mécanismes de polymérisation sont directement liés a I’échange de monomeére entre les
particules/micelles/gouttelettes a travers la phase continue, la polymérisation en miniémulsion
devrait permettre la synthése de particules dopées de maniere plus homogene. Cette voie a été
utilisée pour I'élaboration de nouveaux colloides nanostructurés. La prochaine partie détaille
guelques exemples de nanoparticules hybrides synthétisées par ce procédé.
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Figure 74 Différence entre une émulsion conventionnelle et une miniémulsion [45]
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3.2 Encapsulation de composés organiques et inorganiques par
polymérisation en miniémulsion

La polymérisation en miniémulsion est donc particulierement adaptée pour I|’encapsulation
d’espéces diverses. En effet la nucléation intervient uniquement a l'intérieur des gouttelettes de
monomere qui peuvent étre assimilées a des nano-réacteurs indépendants. Ainsi si I'espéce est
dissoute ou dispersée a l'intérieur des gouttelettes, elle a de grande chance d’y étre incorporée
pendant la polymérisation. L’identité des gouttelettes est préservée tout au long de la
polymérisation, ce qui assure théoriquement une homogénéité de composition au sein de la
particule finale [48]. Les différentes stratégies d’encapsulation basées sur la polymérisation en
miniémulsion sont détaillées ci-dessous. Dans un premier temps des exemples d’encapsulation de
différents matériaux sont présentés, avant de s’intéresser plus particulierement a I'incorporation de
molécules organiques luminescentes.

3.2.1 Encapsulation de solides inorganiques

Le polymérisation en miniémulsion a été utilisée pour I'encapsulation de particules minérales. Les
particules inorganiques doivent étre chimiquement compatibles avec le ou les monomeéres ainsi
gu’avec le polymére formé pour garantir une bonne encapsulation. Le contréle de la chimie aux
interfaces est donc essentiel afin d’augmenter I'affinité entre les deux phases, le but étant de
diminuer les énergies aux interfaces. La quantité et le type de tensioactif utilisés doivent donc étre
également ajustés de maniére a ce que la taille et la chimie des gouttelettes de monomere soient
compatibles avec celles des composés inorganiques a encapsuler. La préparation de la miniémulsion
se déroule en deux étapes (Figure 75). Dans un premier temps, les particules hydrophiles doivent
étre rendues hydrophobes pour pouvoir étre dispersées dans le monomere. Puis cette suspension
est ajoutée a une solution aqueuse contenant le tensioactif qui stabilisera I'interface monomeére/eau.
Le mélange est finalement soniqué pour former la miniémulsion.
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Figure 75 Principe général de I’encapsulation de particules inorganiques par polymérisation en miniémulsion [45]

Erdem et al. [58-60] ont décrit I’encapsulation de particules de dioxyde de titane (TiO;) rendues
préalablement hydrophobes, par polymérisation en miniémulsion du styrene. Cette étude a montré
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que la présence de particules de TiO, dans les gouttelettes affectait la taille de ces derniéres et que
I’encapsulation n’était pas compléte. Dans la meilleure configuration, 80 % des particules de TiO,
sont encapsulées et 27 % des particules de polystyréne sont vides. Plusieurs explications ont été
données pour interpréter cette limitation : un phénomeéne de nucléation homogéne, une agrégation
partielle du TiO,, et/ou une nucléation des gouttelettes de styréne incompléte [60].

Un autre exemple est I'encapsulation de nanoparticules de carbonate de calcium (CaCOs), toujours
par polymérisation en miniémulsion [53]. Les particules de nature hydrophile ont été tout d'abord
recouvertes par une couche d’acide stéarique avant d’étre dispersées dans le monomére. Les
groupements COOH se lient efficacement aux particules de CaCOs; et 'acide stéarique diffuse tres
peu vers la seconde interface eau/polymere. Les particules de CaCO; ont ainsi pu étre encapsulées
dans des nanoparticules de polystyréne, au centre de la bille (Figure 76).

Des particules d'oxyde de fer (Fes04) ont également été encapsulées avec succes dans des particules
de polystyréne [45]. L'acide oléique a été utilisé dans ce cas pour stabiliser I'interface Fe;0,/styréne
alors que le SDS a été utilisé pour stabiliser I'interface eau/styréne. Les particules de Fe;0,4 étant trés
petites (environ 10 nm), chaque particule de latex contient un grand nombre de particules d'oxyde
de fer concentrées au coeur (Figure 76).

d
.

Figure 76 Encapsulation de CaCO; (a gauche) et de Fe;0, (a droite) dans des particules de polystyréne par polymérisation
en miniémulsion [45]

Le noir de carbone a été encapsulé par une méthode dérivée de la précédente. Le noir de carbone
est une poudre finement divisée qui a tendance a former des agrégats, ce qui nuit a ses propriétés de
renforcement (il est utilisé comme charge dans les caoutchoucs par exemple). Le fait de les
encapsuler permet d’éviter cette agglomération et assure donc une bonne dispersion au sein de la
matrice.

Dans ce cas-ci le noir de carbone peut étre dispersé dans le monomere puis ce mélange émulsifié
dans I'eau (I'agent hydrophobe jouant alors également le réle de stabilisant pour le noir de carbone,
empéchant 'agrégation). Une autre méthode consiste a disperser le noir de carbone dans I'eau au
moyen d’un tensioactif. L'émulsion contenant le monomere est quant a elle préparée séparément.
Ces deux solutions sont ensuite mélangées et soumises aux ultrasons. Le processus de fission/fusion
engendré permet de détruire les agrégats de noir de carbone et les gouttelettes de monomere, ne
laissant que les systemes hybrides (monomere + noir de carbone) plus stables [61].
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3.2.2 Elaboration de nanocapsules a coeur huileux et a écorce polymere

La polymérisation en miniémulsion peut également étre conduite en présence d’une huile, inerte
pendant la polymérisation. Apreés la polymérisation, un phénomene de démixtion entre I'huile et le
polymeére peut se produire et différentes morphologies sont alors observées comme illustré sur la
Figure 77 :
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Figure 77 Représentation des différentes configurations possibles d’un systéme tri-phasique pendant la démixtion en
fonction des coefficients de diffusion S;. En fonction des tensions interfaciales entre les différentes phases, trois types de
morphologie peuvent étre obtenues.

La morphologie de la structure démixée dépend du type de tensioactif utilisé, de la polarité du
monomere, et du choix de I’hydrophobe. Les premiers travaux prédisant I’évolution d’un systeme tri-
phasique sous agitation ont été effectués par Torza et Mason [62]. Ces derniers ont montré que la
configuration a I’équilibre de deux gouttelettes non miscibles (phases 1 et 3) dispersées dans un
troisieme liquide non miscible (phase 2) pouvait étre prédite a partir des tensions interfaciales o; et
les coefficients de diffusion S; = o) — (0 + O ). Par convention on a 01, > 023 (S;: < 0). La phase 1 est
complétement engloutie dans la phase 3 quand S;< 0 et S3> 0. Il n’y a pas d’engloutissement quand
S, > 0 et S; < 0 et enfin si S;, S,, S3 < 0 un engloutissement partiel est observé. Une analyse
thermodynamique de ce systeme a également été menée par Sundberg et al. [63], ainsi qu’une étude
sur l'influence du tensioactif et des polymeres incompatibles. Chen et al. [64] ont quant a eux
développé un modeéle thermodynamique pour décrire les différences d’énergies libres entre les
différentes configurations de particules possibles. Expérimentalement il ressort que pour la
préparation de particules de polyméres bi-phasiques dans I'eau, plusieurs parametres sont a
considérer :

- Ladifférence d’hydrophilicité des monoméres et des polymeres
- Lasolubilité des monomeres et des polyméres dans |'eau
- La compatibilité du polymere formé
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- Letype et la quantité d'amorceur utilisé
- Latempérature

L’encapsulation de I'hexadécane par du PMMA est un bon exemple. En effet la différence importante
d’hydrophilicité entre les deux phases conduit a formation de nanocapsules [65]. Le PMMA, bien qu’il
ne soit pas soluble dans I'eau, est plus polaire que I’hexadécane qui lui est tres hydrophobe. Les
gouttelettes sont formées en sonicant une solution de MMA, d’hexadécane et d’AIBN (amorceur
soluble dans le monomeére) dans une solution aqueuse de SDS. La polymérisation conduit a la
formation de nanocapsules de 160 nm de diametre. Avant polymérisation I’hexadécane et le MMA
sont solubles, mais une séparation de phase intervient pendant la polymérisation du fait de la non
miscibilité entre le PMMA et I’hexadécane. L'utilisation d’'un amorceur soluble dans le monomeére
permet d’éviter de former des particules de PMMA pures dans la phase aqueuse (le MMA étant un
peu soluble dans I'eau). Pour augmenter la stabilité de I'écorce de la nanocapsule il est possible
d’ajouter un agent réticulant, ce dernier n’affecte pas la taille des particules finales.

3.2.3 Encapsulation de molécules organiques luminescentes

Dans cette partie nous parlerons uniquement des méthodes d’incorporation chimique de molécules
organiques (liées ou non de maniére covalente a la matrice polymere). En effet la polymérisation en
miniémulsion ne représente pas beaucoup plus d’intérét que la polymérisation en émulsion quand
I'incorporation est effectuée par gonflement de particules de polymere pré-formées (incorporation
physique). Dans tous les exemples cités ci-dessous, la molécule organique est donc dissoute dans le
monomere et le mélange est polymérisé. Il reste donc a différencier le cas ou la molécule organique
est copolymérisée avec le monomere de celui ou elle est simplement piégée par les chaines
polymeére pendant la polymérisation.

Dans le premier cas, soit la molécule luminescente posséde un groupe polymérisable, soit le
monomere utilisé est fluorescent [23, 66]. Ce dernier systeme est donc plus complexe et moins
universel. Il est en effet restreint aux composés luminescents polymérisables, et peut donc nécessiter
une modification chimique préalable de la molécule d’intérét. C’est pourquoi nous ne nous
attarderons pas sur cette technique, que nous avons écartée compte tenu des objectifs de cette
these. L'exemple des polymeres conjugués luminescents, brievement introduit lors du paragraphe
traitant de la polymérisation en émulsion, peut étre néanmoins mentionné ici. Ces matériaux ont
effectivement été utilisés pour synthétiser des nanoparticules luminescentes par polymérisation en
miniémulsion [41, 67]. L'émission de ce type de particules peut étre ajustée en incorporant des
fluorophores organiques dans la matrice polymere [68] [69] (transfert d’énergie entre le fluorophore
et la matrice polymere).

La deuxieme méthode consiste simplement a dissoudre le complexe dans la phase
monomere, a générer des gouttelettes en miniémulsion et a les polymériser. Le seul pré-requis ici est
donc la solubilité du complexe dans la phase monomere.

L'équipe de K. Landfester a ainsi synthétisé des particules de latex fluorescentes de différentes
natures fonctionnalisées [24] ou non [70] en utilisant le N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-
dicarboximide (PMI) comme composé luminescent (Figure 78). Ce dernier étant hydrophobe, son
incorporation dans des particules de latex ne nécessite pas I'établissement de liens covalents avec le
polymeére. Les particules ainsi obtenues ont été utilisées avec succes pour marquer différentes
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cellules [71, 72]. Il est intéressant de noter que malgré les différentes formulations testées (différents
monomere et différents tensioactifs), I'incorporation du PMI n’a semble-t-il jamais posé probléme :
le latex synthétisé est luminescent dans tous les cas et la polymérisation ne semble pas étre affectée
par la présence du complexe.

Figure 78 Structure chimique du N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarboximide (PMI)

Des organolanthanides hydrophobes ont également été incorporés en utilisant la méme technique.
K. Ando [73] a ainsi encapsulé un complexe d’europium a base de trois sous-unités de 4,4,4-trifluoro-
1-(2-naphtyl)-1,3-butanedione (Figure 79) dans des nanoparticules de polystyréne/poly(méthacrylate
de glycidyle) par polymérisation en miniémulsion. Les auteurs ont constaté que dans le cas des
particules de polystyréne, l'incorporation du complexe était tres faible, du fait de la mauvaise
solubilité de I'organolanthanide dans le styrene. C’est pourquoi du méthacrylate de glycidyle a été
ajouté afin d’augmenter la solubilité du complexe, ce qui a conduit a des particules plus riches en
composé luminescent.

C. Vancaeyzeele et al. [74] ont utilisé le méme ligand que K.Ando avec différentes terres rares (Figure
79). Les différents organolanthanides ont été incorporés dans des particules de polystyréne
synthétisées par polymérisation en miniémulsion en présence d’un agent réticulant. Des particules
monodisperses de 70 nm de diamétre contenant chacune plus de 1000 lanthanides ont été ainsi

FiC

obtenues.

Figure 79 Structure du complexe auto-assemblé basé sur trois sous-unités de 4,4,4-trifluoro-1-(2-naphtyl)-1,3-
butanedione

Un protocole similaire a été récemment utilisé par A.M. Ritcey et al. pour incorporer un complexe
d’europium (Figure 80) dans des particules de polystyréne [75]. Les auteurs ont observé qu’au-dela
d’un certain taux de dopage, la miniémulsion devenait instable. Un probleme récurrent lors de
I'incorporation de molécules sans liaison covalente, et qui a déja été abordé au chapitre 2 dans le cas
de la silice, est le phénomene de relargage. En effet la molécule n’étant pas liée a la matrice
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polymeére, elle peut diffuser a I’extérieur de la particule. Ce phénomeéne a été étudié par Ritcey et al.
[75]. Les auteurs ont montré que I'ajout d’un agent réticulant permettait d’en limiter I'effet.

Figure 80 Structure chimique du complexe utilisé par A.M. Ritcey basé sur des ligands phénanthroline et 4,4,4-Trifluoro-
1-(2-thienyl)-1,3-butanedione. Ce complexe auto-assemblé d’europium a été incorporé dans des particules de
polystyréne par polymérisation en miniémulsion [75].

L.P. Ramirez, M. Antonietti et K. Landfester [76] ont imaginé utiliser le fait que les lanthanides
posseédent un nombre de coordination élevé pour insérer une ou plusieurs especes polymérisables
dans leur sphére de coordination. Ils ont ainsi incorporé un complexe de gadolinium par
polymérisation d’une solution d’acrylate de butyle en miniémulsion. Les interactions du monomere
avec la terre rare permettent, par un processus d’auto-organisation, d’obtenir des particules
nanocomposites présentant une structure lamellaire (Figure 81).

Figure 81 Structure lamellaire en oignon d’une particule nanocomposite complexe a base de Gd/polyacrylate de
butyle synthétisée par polymérisation en miniémulsion [76].
Dans ce cas, méme si I'organisation finale de la particule est particuliére, il n’en demeure pas moins
que l'incorporation a été effectuée sans liaison covalente, par simple dissolution du complexe dans le
monomere.

Les précédents exemples traitent de polymérisation en miniémulsion directe (i.e. huile dans eau). Le
complexe doit donc étre hydrophobe pour pouvoir étre encapsulé. Il est également possible de
travailler en milieu indirect, dans le cas ou la molécule est hydrophile. N. Jagielski et al. [77] ont par
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exemple encapsulé des agents de contraste hydrophiles a base de gadolinium (Figure 82) par
polymérisation en miniémulsion inverse. Les nanocapsules résultantes sont ainsi composées d’un
corps aqueux contenant le complexe de gadolinium et d'une écorce poreuse de
polyuréthane/polyurée réticulée par du dextran, permettant un échange avec les molécules d’eau
environnantes. Ce dernier point est crucial pour le développement d’agents de contraste pour
I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM) comme cela sera détaillé dans le chapitre 4.
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Figure 82 Structure de deux agents de contraste commerciaux a) Magnevist et b) Gadovist encapsulés dans des particules
de polyuréthane/polyurée réticulées par polymérisation en miniémulsion inverse [77]

D’autres méthodes basées sur une double miniémulsification peuvent également étre appliquées

pour incorporer des molécules hydrophiles [78]. Cependant les organolanthanides choisis dans le

cadre de cette thése étant tous hydrophobes, nous ne nous attarderons pas davantage sur ce type

d’incorporation.

144



3.3 Conclusion

La polymérisation en miniémulsion permet d’assimiler les gouttelettes de monomere a des
nano-réacteurs indépendants. De nombreux composés organiques ou inorganiques ont ainsi été
incorporés dans des particules de taille nanométrique par cette technique de polymérisation,
notamment des organolanthanides. Dans la plupart des exemples décrits, I'incorporation se fait par
simple polymérisation du monomere dans lequel le complexe est dissout. Contrairement a
I'incorporation de molécules dans la silice par microémulsion inverse, le greffage covalent de
I’organolanthanide au polymeére est moins problématique. En effet I'organolanthanide n’étant pas
soluble dans I'eau, il n’a a priori pas de raison de diffuser a I'extérieur des particules de polymere
vers la phase aqueuse. Néanmoins certains auteurs ont déja observé un tel phénomeéne [3, 75, 79],
qui est tres dépendant de la composition de la phase aqueuse [79], mais également de la méthode
permettant d’estimer cette diffusion [75]. Méme si ce relargage est généralement faible il peut
arriver qu’il soit tres important (plus de 50% de la quantité introduite) notamment dans certains
milieux biologiques [79]. La réticulation des particules est 'une des solutions pouvant étre envisagée
pour empécher la diffusion des molécules fluorescentes a I'extérieur des particules [75]. Néanmoins
dans la majorité des cas, I'hydrophobie des composés luminescents incorporés est suffisante pour
empécher ou limiter le phénomene de relargage [74].

D’aprés les exemples décrits dans la littérature, il semble donc que la solubilité du complexe de
lanthanide dans le monomere soit suffisante pour garantir son incorporation dans les particules de
latex par polymérisation en miniémulsion. Différents complexes, monomeres, ou tensioactifs ont
ainsi été utilisés avec succes. Nous avons cependant remarqué que tous les complexes utilisés
possédaient une structure « non-ionique » : I'ensemble terre rare + ligand étant neutre. Dans le
cadre de cette these l'incorporation par miniémulsion d’un organolanthanide du Laboratoire de
Reconnaissance lonique et Chimie de Coordination présentant une « structure ionique » originale a
été étudiée. Le ligand utilisé permet en effet d’exciter efficacement toute la série des terres rares
luminescentes, et semble donc particulierement prometteur pour le développement de
nanoparticules multi-luminescentes. La création de codes optiques a partir de ces organolanthanides
et leurs propriétés de luminescence seront développés au chapitre 4. Dans ce chapitre, les
caractéristiques de lincorporation et les propriétés finales des particules synthétisées par
polymérisation en miniémulsion seront également détaillées.
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4 Incorporation de complexes de lanthanides dans des particules
de latex par polymérisation en miniémulsion

Le procédé retenu pour l'incorporation d’organolanthanides dans des nanoparticules de polymere
est la polymérisation en miniémulsion. Comme cela a été expliqué précédemment, cette technique
devrait permettre une incorporation homogéne des organolanthanides dans des nanoparticules
relativement monodisperses. En effet dans I'optique d’une application en imagerie biomédicale, la
taille des particules doit étre parfaitement contrélée et suffisamment faible pour permettre une
bonne diffusion a travers les tissus/membranes biologiques sans risque d’embolie [37, 80, 81]. De
plus l'intérét croissant pour le multiplexing nécessite le développement de marqueurs multi-
luminescents [82-86]. Cette technique permet d’étudier différents parameétres d’intéréts biologiques
simultanément, par injection d’une solution unique. Cette derniére contient alors différentes
particules possédant des réactivités différentes (fonctionnalisation de la surface pour un ciblage
spécifique d’'une biomolécule), auxquelles sont associés des spectres de luminescence différents. Il
est alors possible de détecter les différentes biomolécules ciblées a partir des émissions
caractéristiques des traceurs [87-89]. Le fait de pouvoir disposer de particules possédant des
spectres d’émission différents est également crucial pour le marquage de matériaux dans le cadre de
la lutte anti-contrefacon. Dans ce cas, la superposition des émissions de plusieurs molécules
luminescentes incorporées dans la particule constitue un code d’authentification unique. La
composition des gouttelettes de monomeére (contenant le mélange d’organolanthanides) restant a
priori inchangée pendant la polymérisation en miniémulsion, cette technique devrait permettre
d’obtenir des latex dont I'homogénéité en dopage est garantie. C’'est un point important pour
s’assurer que le code d’identification, en particulier le rapport entre les différents pics d’émission, est
identique pour toutes les particules et controélé.

Afin de pouvoir répondre a ces pré-requis, plusieurs organolanthanides ont été testés dans cette
partie. L'objectif final est de maitriser I'incorporation de ces molécules par un procédé simple,
permettant ['utilisation d’'un grand nombre d’organolanthanides dans des latex de natures
différentes afin d’élargir le champ d'application. Ainsi I'incorporation a été effectuée par simple
polymérisation de la solution de monomeére contenant les organolanthanides. En effet cette
méthode, qui ne nécessite aucune modification chimique préalable du ligand, parait plus simple et
universelle.
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4.1 Présentation du protocole de synthese

4.1.1 Formulation

Afin de diversifier la nature et les propriétés des latex luminescents, trois monomeres différents ont
été étudiés : le styrene (Sty), le méthacrylate de méthyle (MMA) et I'acrylate de butyle (Abu). Les
différentes propriétés de ces matériaux pourront ainsi permettre une plus grande flexibilité
d’utilisation. Le fait d’utiliser trois monomeres différents va aussi permettre de mettre en évidence
une éventuelle influence de la nature du monomere sur I'efficacité d’incorporation, et/ou sur les
propriétés de luminescence des particules de latex.

Le dodécylsulfate de sodium (SDS) a été utilisé comme tensioactif. Ce tensioactif anionique, trés
répandu et bien décrit dans la littérature, a été utilisé a plusieurs reprises pour l'incorporation
d’organolanthanides dans des particules polymere par polymérisation en miniémulsion [75].

L'acrylate d’octadécyle (ODA) a été utilisé comme agent hydrophobe pour ralentir le phénomeéne de
murissement d’Ostwald. Contrairement a I’'hexadécane qui est également largement utilisé, 'ODA
est polymérisable ce qui permet de limiter les émissions de composés organiques volatils.

Les quantités engagées sont présentées dans le Tableau 21. Les formulations utilisées sont basées
sur des études précédentes [24, 42, 75, 90]. La miniémulsion est formée en ajoutant la phase
organique, constituée du monomeére et de I'ODA, dans la phase aqueuse contenant le tensioactif. Le
mélange est soumis a vive agitation magnétique pendant 30 minutes puis soniqué au moyen d’une
buse a ultrasons (Figure 83). La puissance délivrée par la buse, la durée et I'homogénéité du
traitement sont des parameétres prépondérants sur la taille finale des gouttelettes de monomere.

Dissolution du
tensioactif dans
I'eau
(phase continue)

Mélange des deux phases Formation de la
sous agitation magnétique miniémulsion par un
: pré-émulsification homogénéisateur de haute
. . énergie
Dissolution de g

I’agent hydrophobe
dans le monomere
(phase dispersée)

Figure 83 Schéma de principe de la formulation d’une miniémulsion directe
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Tableau 21 Formulations utilisées pour la formation de miniémulsions stabilisées par le SDS pour 10 g de
monomere dispersés dans 50 g d’eau.

Composés Pourcentage massique par rapport au monomere (%)
Monomeres Abu Sty MMA
SDS 1,5 1,5 0,75
ODA 4
Amorceur

4.1.2 Formation de miniémulsions

Il existe différents appareillages permettant la formation de gouttelettes de tailles submicroniques
[29, 42]. Le plus répandu au laboratoire est la buse a ultrasons et c’est la méthode que nous avons
choisi d'utiliser. Cette technique, décrite pour la premiére fois en 1927, permet de générer des
petites gouttelettes par des mécanismes de fission/fusion répétés [91]. Sous I'effet des ultrasons, les
gouttelettes de monomere changent rapidement de taille avant d’atteindre un état pseudo-
stationnaire, correspondant a la taille minimale de gouttelette atteignable du systéme considéré
(Figure 84). Tout comme la taille, la distribution de taille des gouttelettes diminue au cours du
traitement par ultrasons. L'obtention de cet état pseudo-stationnaire est donc dépendante de la
puissance délivrée par la buse a ultrasons et de la durée du traitement [44].
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Figure 84 Principe de I'obtention d'une miniémulsion par sonication

La cavitation est considérée comme le parameétre crucial de cette technique [92]. La buse a ultrasons
produit des ondes ultrasonores qui entrainent l'oscillation des molécules autour de leur état
d’équilibre. L'implosion des bulles créées par la cavitation provoque des ondes de chocs dans le
liquide environnant [42, 47]. Ce phénomene fortement énergétique peut entrainer la rupture des
gouttelettes au voisinage des bulles qui implosent. La rupture des gouttelettes conduit a une
augmentation de l'aire spécifique de linterface entre les deux liquides, suivie ensuite de la
stabilisation par le tensioactif des surfaces nouvellement formées. Les petites gouttelettes
(colloidalement moins stables que les grosses) présentent une probabilité de fusion supérieure aux
grosses alors que ces derniéres ont une probabilité plus importante d’étre soumises a un phénomeéne
de fission. Cela signifie que la miniémulsion atteint la taille de gouttelettes minimale autorisée pour
une formulation donnée : les miniémulsions utilisent le tensioactif de facon optimale [44]. L’aire
développée par l'interface est suffisamment grande pour que I’'équilibre d’adsorption du tensioactif
entraine une trés faible concentration de tensioactif dans la phase continue. Les miniémulsions
correctement formulées se caractérisent donc aussi par I'absence de micelles.

Enfin un dernier point important concerne la zone a lintérieur de laquelle sont effectivement
produits les ultrasons. Comme le montre la Figure 85, cette zone localisée autour de la buse est tres
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réduite [42]. C'est pourquoi une agitation magnétique efficace de la solution est indispensable pour
assurer une homogénéisation uniforme du mélange. De plus, pour limiter I’échauffement de la
solution, ’'homogénéisation est effectuée dans un bain de glace.

Génération
des ultrasons

Buse a

ultrasons \

J Bain de

..... / glace

Agitation magnétique

Figure 85 Schéma du montage expérimental utilisé pour former les miniémulsions

De nombreux protocoles différents ont été utilisés pour former une miniémulsion par action des
ultrasons. La durée, la puissance et le mode (pulsé ou en continu) du traitement varient trés souvent
d’une étude a 'autre. En effet comme nous venons de le voir, cette étape est tres dépendante des
conditions expérimentales. Certaines études ont méme montré que |'étape de pré-émulsification
(avant la sonication) influencgait également la taille finale des gouttelettes. Compte tenu de ces
remarques, il est préférable d’optimiser le systéme au préalable de sorte d’atteindre I'état pseudo-
stationnaire.

Dans cette thése, les miniémulsions ont été obtenues a I'aide d'une buse a ultrason de 750 W a 80%
d’amplitude en mode continu. La durée du traitement par ultrasons a été déterminée en suivant par
diffusion dynamique de la lumiére (DDL) I’évolution de la taille des gouttelettes de styréne
(stabilisées par le SDS selon la formulation présentée dans le Tableau 21) au cours de
I’'homogénéisation. Les résultats sont présentés sur la Figure 86. Comme cela était attendu, la taille
des gouttelettes de styrene diminue progressivement a mesure que le temps de traitement par
ultrasons augmente, jusqu’a atteindre un palier ou la taille évolue peu. Cependant, la précision des
mesures effectuées par DDL ne permet pas de déterminer précisément la durée nécessaire pour
atteindre cet état stationnaire. 10 minutes de sonication semblent néanmoins suffisantes pour
obtenir des gouttelettes stables et de petites tailles. Par la suite, les miniémulsions seront donc
formées en utilisant ces conditions de sonication : 80% de 750 W en continu pendant 10 minutes.
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Figure 86 Influence du temps de traitement par ultrasons sur la taille des gouttelettes de styréne stabilisées par le SDS
(1,5 % en masse par rapport au styréne)

4.1.3 Polymérisation de la miniémulsion

Lors d’une polymérisation radicalaire en miniémulsion, la nucléation des gouttelettes est en général
largement prépondérante. La stabilité des gouttelettes est cependant un facteur crucial pour
favoriser ce type de nucléation. Plus la stabilité des gouttelettes devant le mlrissement d’Ostwald
est grande et plus la nucléation des gouttelettes sera efficace. La taille des gouttelettes a également
une influence sur la vitesse de polymérisation. La probabilité de rencontre entre les oligoradicaux
formés dans la phase aqueuse par l'intermédiaire de 'amorceur (hydrosoluble dans notre cas) et les
gouttelettes de monomeére est plus importante pour des gouttelettes de petites tailles. Ensuite,
comme chaque gouttelette peut étre vue comme un nano-réacteur indépendant, le monomere est
essentiellement polymérisé a l'intérieur. Ainsi, dans le cas idéal ou les phénomeénes de mlrissement
d’Ostwald, de coalescence ou de re-nucléation sont complétement supprimés, le nombre de
particules de latex est identique au nombre de gouttelettes initial.

L'un des amorceurs le plus couramment utilisé est le persulfate de potassium (KPS). Cet amorceur
hydrosoluble a donc été choisi pour cette étude. Des exemples dans la littérature ont montré que
I'utilisation d’amorceurs hydrophobes est également adaptée pour la polymérisation de
miniémulsions directes [93].

La miniémulsion est transférée dans un ballon tricols de 100 mL équipé d’un réfrigérant et d’une
arrivée d’azote. Le mélange est porté a 70°C sous agitation magnétique et dégazé a I'azote pendant
15 minutes. La polymérisation est initiée par I'ajout d’une solution aqueuse de KPS préalablement
dégazée a I'azote (réaction en absence d’oxygene). Les évolutions de la conversion et de la taille des
particules au cours de la polymérisation sont suivies par gravimétrie et par DDL respectivement.

Les organolanthanides utilisés dans cette thése sont tous hydrophobes et solubles dans le monomere
comme cela sera détaillé dans le prochain paragraphe. Les différents chélates de lanthanide étudiés
ont été dissous dans les différents monomeres, et les mélanges polymérisés. Les organolanthanides
initialement localisés dans les gouttelettes de monomeére devraient ainsi étre incorporés dans les
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particules finales polymérisées. Si les conditions de la mini émulsion sont rigoureusement respectées,
la composition des gouttelettes initiales, supposée uniforme, devrait rester inchangée tout au long
de la polymérisation. Ainsi un latex marqué de maniere homogene et ne contenant pas de particules
« blanches », non chargées, peut étre obtenu en théorie. Le principe utilisé pour I'incorporation
d’organolanthanides dans des nanoparticules de polymere sans liaison covalente est illustré a la

Figure 87.
MMA + Lh
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Figure 87 Principe de I'incorporation d'organolanthanides dans des particules de latex par polymérisation en
miniémulsion

4.2 Synthese et caractérisation des organolanthanides

Comme cela a été décrit précédemment, différentes techniques ont été utilisées dans la littérature
pour incorporer des organolanthanides dans des nanoparticules de polymére. Parmi elles,
I'incorporation de ces molécules sans liaison covalente a la matrice polymeére a été retenue. En effet
cette méthode s’avere plus simple et plus flexible d’utilisation que le greffage covalent, car elle ne
nécessite pas de modification chimique particuliére du ligand. L'unique propriété indispensable a ce
stade est que le complexe soit soluble dans le monomere considéré. Si on considére les exemples
d’incorporation de ce type décrits dans la littérature, il s'avere que tous les organolanthanides
utilisés jusqu’ici présentent des structures a caractere « non—ionique ». Ce terme désigne les chélates
de lanthanide dont la neutralité chimique n’est pas apportée par des contre-ions externes a la
structure méme du complexe (i.e. ligands + lanthanide), par opposition aux structures « ioniques ».
Dans ce cas, la solubilité du complexe dans le monomeére semble suffisante et des latex luminescents
ont pu étre obtenus. C'est pourquoi, nous avons tout d’abord cherché a incorporer des
organolanthanides non ioniques dans des particules de latex afin d’optimiser notre protocole
d’incorporation, tout en restant assez proche de ce qui est décrit dans la littérature. Trois
organolanthanides a base d’europium et de terbium ont été ainsi étudiés afin de diversifier les
spectres d’émission des particules ainsi obtenues. Dans un deuxiéme temps un ligand permettant
d’exciter la majorité des terres rares a été exploré. En effet dans I'optique de créer des codes
optiques, la possibilité de combiner la luminescence des terres rares en utilisant un ligand unique
représente un avantage considérable : une seule longueur d’onde d’excitation permet d’avoir accés
aux différents spectres d’émission du visible a I'infrarouge. Ce chélate de lanthanide trés prometteur
posséde en revanche un caractere « ionique » contrairement aux précédents. La deuxiéme partie de
ce chapitre est donc consacrée a l'incorporation de ce complexe dans des particules de latex, et plus
généralement a évaluer l'influence de la structure de la molécule sur I'incorporation. Il est en effet
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important d’évaluer les éventuelles limites de [Iincorporation sans liaison covalente par
polymérisation en miniémulsion. Comme il est attendu que le mécanisme d’encapsulation dépende
davantage de la nature du ligand que du type de lanthanide, seul le complexe d’europium a été
étudié dans ce chapitre. L'utilisation de ce ligand avec différentes terres rares pour le codage a été
détaillée dans le chapitre 4. Une meilleure connaissance des mécanismes d’incorporation par
polymérisation en miniémulsion pourrait permettre d’élargir la bibliotheque de molécules
luminescentes qu’il est possible d’encapsuler par cette méthode.

4.2.1 Complexes a caractére « non-ionique »

Trois complexes « non-ioniques » ont été étudiés. Les deux premiers ont été synthétisés dans le
cadre de la thése d’E. Andreiadis au Laboratoire de Reconnaissance lonique et de Chimie de
Coordination du CEA de Grenoble [94]. Le troisieme est un complexe commercial de chez Sigma
Aldrich.

» Complexes issus de la thése d’E. Andreiadis : [Tbh(terpy)(TTA);] et [Th(terpy)(TFAC),]

Les complexes neutres sont composés d’un carboxylate de terpyridine (terpy) et de deux unités -
dicétones : le 2-thenoyltrifluoroacétone (TTA) ou le trifluoroacetylacétone (TFAC).

o
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Figure 88 Structure chimique des complexes [Th(terpy)(TTA),] (a gauche) et [Th(terpy)(TFAC),] (a droite)

» Complexe commercial : Eu(dbm)s(phen)

Le tris(dibenzoylmethane) mono(1,10-phenanthroline)europium(lll) a été acheté chez Sigma-Aldrich
(N° CAS = 17904-83-5) et utilisé tel quel.

= —I3

Figure 89 Structure chimique du complexe Eu(dbm);(phen)
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> Dissolution des complexes dans les monomeéres

Les trois complexes décrits plus hauts ont été introduits dans les trois monomeres choisis (Sty, Abu et
MMA) pour vérifier leur solubilité. Les différents mélanges ont été ensuite filtrés sur filtre jetable de

0,45 um et leurs spectres de luminescence enregistrés.

Les complexes [Tb(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),] ne sont pas solubles dans le styrene. En
revanche, ils le sont dans le MMA et I’Abu et conservent leur luminescence comme le montre la

Figure 90.
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Figure 90 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (lignes continues) des complexes [Th(terpy)(TTA),] et
[Tb(terpy)(TFAC),] solubilisés dans I’Abu (vert et bleu respectivement) et le MMA (rouge et orange). Les spectres
d’excitation ont été enregistrés a 544 nm et les spectres d’émission a 332 nm.

Le complexe Eu(dbm)s(phen) est soluble quant a lui dans le styréne et dans le MMA et les solutions
obtenues sont également toujours luminescentes (Figure 91). L'’Abu n’a pas été testé pour ce

complexe.
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Figure 91 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (lignes continues) du complexe Eu(dbm);(phen) solubilisé
dans le styréne (rouge) et le MMA (bleu). Les spectres d’excitation ont été enregistrés a 612 nm et les spectres
d’émission a 398 et a 407 nm pour le styréne et le MMA, respectivement.

4.2.2 Complexe a caractére « ionique »

Le complexe ionique Eu(pytz)s(NHOCct;); a été synthétisé selon un protocole décrit dans la littérature
[95]. A une solution de ligand de 2,6-bis-tetrazolyl-pyridine (H,pytz) (142,84 mg, 0,66 mmol) dans le
méthanol (4 mL) est ajouté une solution de trioctylamine (580 L, 1,33 mmol) dans le chloroforme
(1,5 mL). Une solution de triflate d’europium (0,17 mmol) dans le méthanol (4 mL) est ensuite
introduite dans le milieu puis le solvant est évaporé. Le complexe (228 mg) est finalement obtenu
apres séparation sur une colonne de chromatographie d’exclusion stérique (Sephadex LH-20) sous la
forme d’une huile visqueuse et translucide avec un rendement global de 74 %. La Figure 92 résume le
procédé de synthese.
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Figure 92 Schéma réactionnel de la synthése du complexe Eu(pytz);(NHOct;);

Comme précédemment, le complexe Eu(pytz)s(NHOct;); a été dissout dans les trois monomeéres et
apres filtration sur filtre de 0,45 um, les différents spectres de luminescence ont été enregistrés
(Figure 93).
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Figure 93 Spectres d’excitation enregistrés a 617 nm (a gauche) pour les différentes solutions de Eu(pytz);(NHOct;);
filtrées (MMA en bleu, Sty en rouge et Abu en vert). A droite: spectres d’émission associés enregistrés au maximum
d’excitation (Abu=323 nm, MMA= 326 nm et Sty = 320 nm).

Le complexe Eu(pytz)s(NHOcts)s est soluble dans les trois monomeéres testés et ses propriétés de
luminescence sont conservées.

4.3 Cas del'incorporation des organolanthanides « non-ioniques »

Les trois complexes non-ioniques ont été testés avec les différents monomeres a I'exception des
chélates de terbium, insolubles dans le styréne et du complexe Eu(dbm);(phen) qui a seulement été
testé avec le MMA et le styréne. Le suivi des différentes polymérisations est présenté dans un
premier temps en fonction des monomeres utilisés, puis les propriétés de luminescence des latex
finaux sont discutées.

4.3.1 Syntheése des particules de latex
> Poly(acrylate) de butyle (PAbu) :

Des particules de PAbu marquées et non marquées ont été synthétisées en utilisant la formulation
présentée dans le Tableau 22. Rappelons que seuls les complexes [Tb(terpy)(TTA),] et
[Tb(terpy)(TFAC),] ont été étudiés dans ce cas.
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Tableau 22 Formulation utilisée lors de la polymérisation en miniémulsion de I'Abu en présence des complexes
[Tb(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),].

Composés Masse (g)
SDS 0,15
Eau 50
Abu 10
ODA 0,4
[Tb(terpy)(TTA),] /[Tb(terpy)(TFAC),] 0,050/0,025
KPS 0,1

L'incorporation est effectuée selon le protocole décrit précédemment. La solution organique,
composée du monomere de I'agent hydrophobe et de I'organolanthanide, est mélangée sous vive
agitation a la solution aqueuse de SDS. La miniémulsion est formée apres traitement aux ultrasons et
la polymérisation est amorcée par ajout d’une solution de KPS a 70°C sous azote. La réaction est
stoppée aprés un peu plus d’'une heure et demie de polymérisation. Les caractéristiques (teneur en
complexe, diametre final des particules, conversion et taux de solide) des différents latex synthétisés
sont résumées dans le Tableau 23. Le rapport entre le nombre de particules de polyméres (Np) et le
nombre de gouttelettes de monomere (Ng) a également été calculé (voir annexe). Ce rapport permet
d’estimer si les conditions de polymérisation en miniémulsion sont respectées. Dans le cas idéal ou
chaque gouttelette de monomere se transforme en une particule de polymeére (de taille et de
composition identique), il est égal a 1. En revanche un rapport Np/Ng > 1, indique un phénomeéne de
re-nucléation alors qu’a linverse un rapport Np/Ng < 1 est caractéristique d’un processus de
coalescence.

Tableau 23 . Principales caractéristiques des latex de PAbu synthétisés en I'absence et en présence des complexes
[Tb(terpy)(TTA),] (noté TTA) et [Th(terpy)(TFAC),] (noté TFAC)

indi
Teneuren Diamétredes Diamétre des nd.lce de_ , . Taux de
a) ] Polydispersité =~ Np/ Conversion .
complexe gouttelettes particules des particules N (%) solide
(% poids) initiales” (nm) finales® (nm) _p b) g ? (%)
finales

Blanc 0 71 107 0,05 0,22 96,7 17,0

TTA 0,5 64 96 0,06 0,24 88,0 15,4

TFAC 0,25 65 95 0,08 0,25 95,7 16,4

? calculé par rapport au monomere. ' Mesuré par DDL.

Les rapports Np/Ng indiquent que la polymérisation ne respecte pas les conditions d’un
polymérisation en miniémulsion. En effet les valeurs sont inférieures a 1 ce qui indiquent qu’il y a
moins de particules finales que de gouttelettes initiales. Il y a donc eu des phénomenes de
coalescence pendant la polymérisation, soit entre deux gouttelettes soit entre gouttelettes et
particules. Cet effet est moins dommageable que la re-nucléation (Np/Ng > 1) ou de nouvelles
particules, ne contenant pas d’organolanthanide, seraient créées pendant la polymérisation. Dans
notre cas, les particules, méme si elles sont un peu plus grosses que les gouttelettes initiales,
devraient toutes contenir le chélate. La présence du complexe ne semble en revanche pas perturber
significativement les caractéristiques des particules de latex comme indiqué par les valeurs
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relativement similaires entre le blanc et les latex dopés (Tableau 23). Les courbes représentant
I’évolution de la conversion et du diametre des particules au cours du temps pour les trois
expériences, sont reportées sur la Figure 94 et la Figure 95.
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Figure 94 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion de 'Abu en
I'absence et en présence des complexes [Th(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),].
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Figure 95 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion de
I'Abu en I'absence et en présence des complexes [Tbh(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),]..

Les cinétiques de polymérisation observées sont similaires et le fait d’ajouter un complexe de
lanthanide a la formulation ne semble pas affecter le déroulement de la polymérisation. La réaction

atteint 80 % de conversion en moins d’une heure dans les trois cas avant de se stabiliser. Les valeurs

de conversion maximales semblent |égerement diminuer avec la quantité de complexes introduite.
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Néanmoins étant donné que le débit d’azote lors de ces polymérisations était mal maitrisé, il est
aussi possible qu’un débit trop important ait entrainé I’évaporation d’une partie du monomeére.

L’évolution de la taille des particules est elle aussi similaire et les organolanthanides ne semblent pas
influencer non plus le mécanisme de nucléation des gouttelettes. En revanche I'augmentation de la
taille des particules au cours de la polymérisation témoigne d’un important phénomene de
coalescence pour une polymérisation en miniémulsion. La taille des particules augmente dans les
trois cas au cours des 20 premieres minutes de la réaction, jusqu’a environ 60-70% de conversion,
avant de se stabiliser. Ce phénomene peut étre attribué au fait que la stabilisation des gouttelettes
de monomere nécessite moins de tensioactifs que celle des particules. Cela peut également venir de
la relative polydispersité des gouttelettes aprés le traitement aux ultrasons. Des gouttelettes, de
tailles trop faibles (instables), peuvent avoir été générées pendant cette étape et disparaitre en
début de polymérisation en fusionnant avec les plus grosses. Dans le cadre de notre étude ce
phénoméne est cependant moins dommageable que |'effet inverse, la re-nucléation, qui pourrait
mener a une population de billes non marquées. La qualité de ces latex a donc été jugée suffisante
pour I'application désirée. En effet apres les 20 premieres minutes de réaction, la taille des particules
ne varie plus indiquant une certaine stabilité du systeme. De plus les latex finaux ont une distribution
de taille de particules relativement étroite (indices de polydispersité inférieurs a 0,1. Tableau 23), et
des conversions élevées.

» Polystyréne (PS) :

Des particules de PS marquées et non marquées ont été synthétisées en utilisant la formulation
présentée dans le Tableau 24. Parmi les trois organolanthanides « non-ioniques » étudiés, seul le
complexe Eu(dbm)s(phen) est soluble dans le styréne. C’est donc le seul qui a été utilisé dans ce cas.

Tableau 24 Formulation utilisée lors de la polymérisation en miniémulsion du styréne en présence du complexe non
ionique Eu(dbm);(phen)

Composés Masse (g)
SDS 0,15
Eau 50
Sty 10
ODA 0,4
Eu(dbm)s(phen) 0,050
KPS 01

Comme précédemment I’évolution de la conversion (Figure 96), et de la taille des particules (Figure
97) en fonction du temps a été suivie en I'absence et en présence du complexe.

158



Conversion (%)

100

80

60

40

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (min)

---¢---blanc  ---#--- Eu(dbm)3phen

Figure 96 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du styréne en
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Figure 97 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du

styréne en l'absence et en présence du complexe Eu(dbm)3phen.

La polymérisation en miniémulsion du styrene sans Eu(dbm)s;phen s’est déroulée normalement,
atteignant plus de 95 % de conversion apres deux heures (Figure 96). La taille des gouttelettes de

monomere initiales et des particules finales de polymeére reste globalement constante indiquant que

les conditions de la miniémulsion sont bien respectées (Figure 97). En revanche en présence de

Eu(dbm)s(phen), la polymérisation n’a pas pu étre menée a terme a cause d’une prise en masse apres
environ 30 minutes de réaction. La polymérisation a d(i étre stoppée car le barreau aimanté était figé

dans une matiére collante et visqueuse de couleur jaune au fond du ballon. La couleur de ce dépot

(Eu(dbm)s(phen) se présente sous la forme d’une poudre jaune-orangée) laisse penser qu’une
déstabilisation due a l'interaction entre le polystyrene et le complexe a eu lieu. Cette interaction

défavorable a semble-t-il provoquée une coagulation suivie d’une précipitation entrainant la prise en
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masse du barreau aimanté. Le suivi par DDL de I'évolution du diamétre des particules au cours du
temps montre aussi une nette augmentation de la taille des objets avant I'arrét de la polymérisation
quand I'Eu(dbm)s;(phen) est ajouté a la formulation. De plus lindice de polydispersité est
anormalement élevé (Tableau 25) contrairement aux particules non marqués. Tous ces éléments
témoignent d’une instabilité de la miniémulsion au cours de la polymérisation dans le cas ou
Eu(dbm)s(phen) est utilisé. Cette instabilité pourrait étre causée par des interactions entre les cycles
du styrene et la phénanthroline du complexe d’europium. Ce point particulier n’a pas été plus étudié
mais il permet de souligner que malgré la bonne solubilité du complexe dans le styréene
I'incorporation a échoué.

Tableau 25 Comparaison de I’évolution de l'indice de polydispersité au cours du temps lors de la polymérisation en
miniémulsion du styréne avec ou sans Eu(dbm)3phen.

Temps (min) Blanc Eu(dbm)s;(phen)

0 0,27 0,30
5 0,27 0,22
15 0,08 0,41
30 0,05 0,33

» Poly(méthacrylate) de méthyle (PMMA):

La formulation utilisée pour la synthese des latex de PMMA non marqués et marqués par les trois
complexes non ioniques est indiquée dans le Tableau 26 tandis que le Tableau 27 résume les
principales caractéristiques des quatre latex ainsi synthétisés. La seule différence dans la formulation
par rapport au PAbu et au PS est la quantité de tensioactif qui est deux fois plus faible dans ce cas,
mais qui est suffisante pour obtenir des tailles de gouttelettes similaires.

Tableau 26 Formulation utilisée lors de la polymérisation en miniémulsion du MMA en présence des trois complexes non
ioniques: [Th(terpy)(TTA),] (TTA), [Th(terpy)(TFAC),] (TFAC) et Eu(dbm)3phen.

Composés Masse (g)
SDS 0,075
Eau 50
MMA 10
ODA 0,4
TTA/TFAC/Eu(dbm)s(phen) 0,050/0,025/0,050
KPS 0,1
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Tableau 27 Principales caractéristiques des latex de PMMA synthétisés en I'absence et en présence des trois complexes
non ioniques: [Th(terpy)(TTA),] (noté TTA), [Tb(terpy)(TFAC),] (noté TFAC) et Eu(dbm)3phen.

Teneuren Diamétre des L Indice de
a Diameétre des . s . Taux de
complexe gouttelettes . Polydispersité Np/ Conversio .
) s 0 b) particules . solide
(% initiales finales® (nm) des particules Ng n (%) (%)
poids) (nm) finales® ?
Blanc 0 78 96 0,04 0,45 86,8 15,4
TTA 0,5 81 104 0,02 0,39 91,4 16,2
TFAC 0,25 94 108 0,02 0,53 95,5 16,8
Eu(dbm)sphen 0,5 90 99 0,02 0,62 88,6 15,4

I calculé par rapport au monomere. " Mesuré par DDL.

L’évolution de la conversion et de la taille des particules en fonction du temps pour les différentes

configurations sont présentées a la Figure 98 et a la Figure 99 respectivement.
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Figure 98 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA en
I'absence et en présence des différents complexes de lanthanides
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Figure 99 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA en I'absence et en présence des différents complexes de lanthanide

Les conversions finales ne sont pas totales mais néanmoins un plateau est atteint apres 30 minutes
de polymeérisation. La conversion n’évoluant ensuite quasiment plus on peut conclure que la réaction
est probablement terminée. D’autre part, les complexes de lanthanide ne semblent pas influencer la
polymérisation puisque le méme comportement est observé pour le latex blanc. Ces conversions
légérement inférieures a 100% semblent donc plut6t provenir tout comme précédemment d’un débit
d’azote trop fort pendant la polymérisation, ce qui a entrainé I'évaporation d'une partie du MMA.

L’évolution de la taille des particules pendant la polymérisation ne semble pas étre non plus
influencée par la présence des différents complexes. Les différences observées en DDL sont en effet
trop faibles pour étre discutées. De plus comme cela a été précédemment observé pour le PAbu on
observe un phénomeéne de coalescence qui ne se manifeste cependant pas dés le début de la
polymérisation dans ce cas. Pour le PMMA une rapide diminution de la taille des particules précéde
le phénomene de coalescence pendant les premiéres minutes de polymérisation. Cet effet a déja été
observé dans la littérature et a été attribué a un phénomene de re-nucléation [29]. Il est suivi d’'une
légére augmentation de la taille des particules par coalescence. En effet la création de ces nouvelles
particules implique une redistribution des molécules de tensioactif aux interfaces qui ne sont alors
plus assez nombreuses pour stabiliser efficacement le systeme, ce qui entraine une augmentation de
la taille des particules par coalescence. Le rapport Np/Ng est par conséquent légérement inférieur a
1 (Tableau 27), mais comme cela a été expliqué précédemment ce comportement n’est pas
rédhibitoire pour obtenir des latex dopés de facon uniforme. Les latex finaux sont de plus bien
monodisperses (indices de polydispersité inférieurs a 0,1 voir Tableau 27), et les conversions
atteintes sont élevées.

En résumé, différents latex synthétisés par polymérisation en miniémulsion et stabilisés par le SDS
ont été obtenus. Les latex finaux sont monodisperses et la présence des organolanthanides ne
semble pas affecter la polymérisation aux concentrations testées, a I’exception de I'Eu(dbm)s(phen)
dans le cas du PS. Dans ce cas, |'incorporation a probablement échoué a cause d’interactions
défavorables entre le complexe et le polymére. De maniére générale, la polymérisation ne respecte
pas les conditions idéales d’une polymérisation en miniémulsion puisque les particules formées sont
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plus grosses que les gouttelettes initiales suggérant I'occurrence d’un processus de coalescence. Ce
phénoméne de coalescence, qui a été systématiquement observé, est toutefois moins dommageable
gue la re-nucléation ou des particules blanches auraient pu étre obtenues. Les conversions atteintes
sont de plus élevées dans tous les cas. La présence des complexes de lanthanide n’a donc visiblement
pas affecté le mécanisme de la polymérisation et des latex de bonne qualité ont pu étre obtenus.
Afin de s’assurer que les latex de PAbu et de PMMA contiennent effectivement les différents
complexes de lanthanide, ils ont été dialysés pendant deux jours dans I’eau distillée pour éliminer les
complexes de lanthanide non incorporés. La luminescence des latex ainsi lavés a été ensuite étudiée.

4.3.2 Propriétés de luminescence des particules de latex
» Poly(acrylate) de butyle :

Les spectres d’excitation et d’émission des latex de PAbu dialysés, marqués avec [Th(terpy)(TTA),] ou
[Tb(terpy)(TFAC),] sont représentés sur la Figure 100.

Intensité {u.a.)

300 350 400 450 500 550 600 650 70O

Longueur d'onde {nm)

Figure 100 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (lighes continues) des latex de PAbu dialysés et
marqués avec [Th(terpy)(TTA),] (rouge) et [Tbh(terpy)(TFAC),] (bleu). Les spectres d’excitation ont été enregistrés a 544
nm et les spectres d’émission a 332 nm.

L’émission caractéristique du terbium est observée pour les deux latex de PAbu marqués soit avec
[Tb(terpy)(TTA),] soit avec [Tbh(terpy)(TFAC),]. Les spectres d’émission sont inchangés par rapport a
ceux enregistré dans I'Abu. De plus comme la dialyse n’a pas fait disparaitre le signal de
luminescence, on peut considérer que les complexes sont bien localisés a I'intérieur des particules.

Ceci confirme que les deux complexes de terbium ont été correctement incorporés dans les
particules de PAbu.
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» Poly(méthacrylate) de méthyle :

Les spectres d’excitation et d’émission des latex de PMMA dialysés, marqués avec [Th(terpy)(TTA),]
ou [Tb(terpy)(TFAC),] sont représentés sur la Figure 101.

Intensiteé (u.a.)
—

300 350 400 450 500 550 600 G50 70O

Longueur d'onde (nm)

Figure 101 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (lignes continues) des latex de PMMA dialysés et
marqués avec [Th(terpy)(TTA),] (rouge) et [Tbh(terpy)(TFAC),] (bleu). Les spectres d’excitation ont été enregistrés a 544
nm et les spectres d’émission a 332 nm.

A nouveau, I'émission caractéristique du terbium est observée pour les deux latex de PMMA
marqués et les spectres d’émission sont inchangés par rapport a ceux enregistrés dans le MMA.
Apreés la dialyse les latex sont toujours luminescents, ce qui indique que les complexes ont bien été

incorporés pendant la polymérisation en miniémulsion, comme précédemment observé pour le
PAbu.

Les spectres d’excitation et d’émission des latex de PMMA dialysés, marqués avec Eu(dbm)s(phen)
sont également représentés sur la Figure 102.
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Intensité (u.a.)

1 - - 1 Syl L
300 400 500 600 700

Longueur d'onde {nm)

Figure 102 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (ligne continue) du complexe Eu(dbm);(phen) dans le
PMMA dialysé (rouge) et le MMA (bleu). Les spectres d’excitation ont été enregistrés a 612 nm et les spectres d’émission
ont été enregistrés a 360 nm pour le PMMA marqué et a 407 nm quand Eu(dbm);(phen) est dans le MMA).

Le latex de PMMA dopé avec Eu(dbm)s(phen) est toujours luminescent apres la dialyse, indiquant la
encore que le complexe est bien localisé a l'intérieur des particules. Le spectre d’émission est
inchangé par rapport a celui enregistré dans le MMA. En revanche contrairement aux cas précédents,
on observe ici un décalage du spectre d’excitation vers les plus hautes énergies. Le PMMA absorbe
également dans la région UV et des interactions entre le complexe et la matrice polymére semblent
avoir lieu. Il semblerait donc que le complexe Eu(dbm)s(phen) soit davantage influencé par son
environnement chimique que les complexes [Tb(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),].

En conclusion, les deux complexes « non-ioniques» [Tb(terpy)(TTA),] et [Tb(terpy)(TFAC),],
initialement solubles dans le MMA et I'’Abu ont été incorporés avec succés dans les latex
correspondants. En revanche le complexe Eu(dbm)s(phen), bien gu’il soit soluble dans le MMA et le
styréne n’a pu étre incorporé que dans le PMMA. Dans le cas du styrene la polymérisation n’a pas pu
étre menée a terme probablement a cause d’interactions défavorables entre ce complexe et le PS.
Dans les autres cas les organolanthanides conservent leurs propriétés d’émission une fois incorporés
dans les particules de latex indiquant que leur structure n’est pas affectée. Ces résultats sont en
accord avec les précédentes études sur le sujet : la solubilité du complexe dans le monomeére est le
principal pré-requis. En effet si le complexe est soluble dans la phase monomere et que la
polymérisation en miniémulsion est menée a terme correctement, le latex obtenu est bien
luminescent et le spectre d’émission est inchangé.

Le comportement du complexe «ionique » Eu(pytz);(NHOct;); va a présent étre étudié selon la
méme méthodologie. Il s’agit ici de vérifier que la solubilit¢ dans le monomeére permet
I'incorporation d’'un complexe de lanthanide possédant une structure chimique légérement
différente, comme cela a été suggéré précédemment et dans différents exemples de la littérature.
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4.4 Cas del'incorporation d’'un organolanthanide a caractéere « ionique »

4.4.1 Synthese des particules de latex

Les mémes protocoles ayant permis l'incorporation des complexes non-ioniques ont été utilisés pour
I'incorporation de 50 mg du complexe « ionique » Eu(pytz)s(NHOcts); dans chacun des trois

polymeéres.

Les caractéristiques des différentes expériences de polymérisation réalisées sont résumées dans le

Tableau 28.

Tableau 28 Caractéristiques des différentes expériences de polymérisation réalisées dans le cas du complexe ionique

Eu(pytz);(NHOCt3);.

Teneur en Diametre des Dla:::tre Indice de Taux

N a  gouttelettes . polydispersité Conversion de

Monomeére complexe S particules . Np/Ng .

(% poids) initiales finales® des particules (%) solide

°P (nm) (nm) finales” (%)

MMA 0,5 88 95 0,01 0,63 98,7 17,1
Styréne 0,5 79 87 0,02 0,66 95,5 16,7
Abu 0,5 76 83 0,06 0,60 93,5 15,9

2 Calculé par rapport au monomere. " Mesuré par DDL.

L’évolution de la conversion et du diameétre des particules en fonction du temps pour ces différentes

expériences sont présentées sur les Figure 103 et Figure 104, respectivement.
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Figure 103 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA, du
styrene et de I'Abu en présence de 0.5 % (en masse par rapport au monomeére) du complexe ionique Eu(pytz);(NHOct;);.
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Figure 104 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA, du styréne et de I'ABu en présence de 0.5 % (en masse par rapport au monomeére) du complexe ionique
Eu(pytz);(NHOCt;).

Les polymérisations réalisées en présence du complexe «ionique » présentent les mémes
comportements que ceux observés pour les complexes « non-ioniques ». Le méme phénomeéne de
coalescence a été observé pour les trois polyméres comme indiqué par les rapports Np/Ng qui sont
tous inférieurs a 1 (Voir Tableau 28). Dans le cas du PMMA et du PS, la coalescence est précédée
d'une légére re-nucléation au début de la polymérisation. Un comportement analogue a déja été
observé pour les polymérisations effectuées en I'absence de complexe dans le cas du styréne (Figure
97) et en présence des complexes ioniques dans le cas du MMA (Figure 99), et n'est donc pas dG a la
présence d’Eu(pytz)s(NHOcts)s . Les tailles des gouttelettes et des particules finales sont également
en accord avec celles trouvées précédemment. |l semble donc que la présence du complexe
« ionique » ne perturbe pas le déroulement de la réaction de polymérisation en miniémulsion et
n’affecte pas non plus le mécanisme de polymérisation.

4.4.2 Propriétés de luminescence des particules de latex

Afin de vérifier que le complexe a caractére « ionique » Eu(pytz)s(NHOct;); a été effectivement
incorporé dans les particules de polymere, les différents latex obtenus ont été dialysés dans |'eau
pendant 48h. La luminescence des latex ainsi lavés a été ensuite enregistrée. Mais contrairement aux
complexes «non-ioniques » testés précédemment, il s'avere que les latex de PMMA, PAbu et PS
dialysés ne sont plus luminescents. Les complexes ont donc tous été éliminés pendant la dialyse,
indiquant que l'incorporation de Eu(pytz);(NHOcts); a échoué pour les trois monomeres étudiés.

Le complexe n’étant pas chimiquement lié au polymere, il est possible que celui-ci diffuse
progressivement a I'extérieur des particules lors de la dialyse si son affinité pour le polymére n’est
pas suffisante. Pour vérifier cette hypothése, les particules ont été réticulées et un contre-ion
polymérisable a été utilisé. Comme nous avons montré que la nature du polymére ne semblait pas
avoir d’influence sur I'incorporation du complexe « ionique », seul le PMMA a été utilisé dans cette
partie. Les particules ont été réticulées en ajoutant a la formulation du diméthacrylate de glycérol
solubilisé dans le MMA (2 % en masse par rapport au monomeére). La rigidification des particules
devrait ralentir I'’éventuelle diffusion du complexe. Dans un deuxiéme temps, nous avons remplacé
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les contre-ions trioctylammonium par des contres-ions possédant une fonction méthacrylate
copolymérisable. On se rapproche ainsi d’'une incorporation par liaison covalente. Le méthacrylate de
2-(diméthylamino)éthyle (DMAM) a donc été utilisé pour remplacer la trioctylamine (Figure 105).

r'C}H:;

O
HQCVLDWHQCHQ

CHs

Figure 105 Structure chimique du contre-ion polymérisable substitué aux ions trioctylammonium, le méthacrylate de 2-
(diméthylamino)éthyle (DMAM)

Cependant la substitution de la totalité des ions trioctylammonium par la DMAM rend le complexe
insoluble dans le MMA. En plus de stabiliser le complexe, les ions trioctylammonium, grace a leurs
longues chaines alkyles, leur apportent également leur solubilité dans les monomeéres. C'est
pourquoi un mélange équimolaire de DMAM et d’ions trioctylammonium a été finalement utilisé
pour former le complexe d’europium. Dans ces conditions, le complexe est bien soluble dans le MMA
et la présence de contres-ions copolymérisables devrait réduire la mobilité du complexe et
I'empécher de migrer a I'extérieur des particules.

Deux séries de latex réticulés ont ainsi été synthétisées. Dans un cas, le complexe ionique est
stabilisé uniquement par les ions trioctylammonium tandis que dans l'autre cas, il est stabilisé par un
mélange de DMAM et de trioctylammonium Les caractéristiques des latex obtenus sont résumées au
Tableau 29 tandis que les courbes de conversion et de taille des particules en fonction du temps sont
présentées a la Figure 106 et a la Figure 107, respectivement.

Tableau 29 Caractéristiques des différentes polymérisations en fonction des contres—ions utilisés : trioctylammonium
seul (NHOct;) ou mélangé avec du méthacrylate de 2-(diméthylamino)éthyle (NHOct; + DMAM).

NHOct; NHOct; + DMAM
Pourcentage massique de complexe? (%) 0,5 0,5
Diameétre des gouttelettes initiales® (nm) 109 123
Diameétre des particules finales” (nm) 108 128
Indice de Polydispersité des particules finales®” 0,06 0,04
Np/Ng 0,85 0,73
Conversion (%) 94,8 95,1
Taux de solide (%) 15,9 16,5

* Calculé par rapport au monomere. *"Mesuré par DDL.
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Figure 106 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA
effectuée en présence de réticulant et du complexe ionique stabilisé soit uniquement par les ions trioctylammonium (i.e.
NHOct;) soit par un mélange équimolaire de NHOct; et de DMAM.
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Figure 107 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA effectuée en présence de réticulant et du complexe ionique stabilisé soit uniquement par les ions
trioctylammonium (i.e. NHOct3) soit par un mélange équimolaire de NHOct; et de DMAM.

Les polymérisations en miniémulsion se sont déroulées normalement dans les deux cas. La différence
de taille observée est difficilement interprétable vu 'incertitude de la mesure par DDL. Cependant le
plus important est de noter que I’évolution de la taille des particules est identique dans les deux cas.
L'écart de taille des particules finales est donc di a la taille initiale des gouttelettes et non a des
mécanismes de nucléation ou/et de croissance différents. L'important ici étant avant tout de vérifier
I'influence de la réticulation et de I'ajout d’un contre-ion polymérisable sur l'incorporation, les latex
ont été dialysés pendant 48 h pour éliminer les complexes présents dans la phase aqueuse. Les
propriétés de luminescence de ces latex ont ensuite été enregistrées. Comme observé
précédemment, il s’avere que ces latex ne sont plus luminescents apres la dialyse, indiquant que
I'incorporation a une nouvelle fois échoué. La réticulation des particules et I'utilisation de contre-ions
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polymérisables n’ont donc pas empéché la migration du complexe ionique a l'extérieur des
particules.

4.5 Conclusion

Trois complexes différents de nature « non-ionique » ont été incorporés avec succes dans les
différents monomeres en fonction de leur solubilité respective. Dans tous les cas, les complexes ont
été encapsulés sans liaison covalente et leur solubilité dans la phase monomere semble étre le seul
pré-requis nécessaire a une incorporation réussie. Il faut cependant noter le cas particulier du
mélange Eu(dbm)s(phen)/styréne, qui n’a pas permis de former un latex stable probablement a
cause d’interactions défavorables entre le complexe et le polymére. Les organolanthanides utilisés
pour la synthése de latex luminescents qui ont été décrits jusqu’a présent dans la littérature
possédent également des structures « non ioniques ». Nos résultats sont donc en parfait accord avec
ces précédents travaux. En revanche, nous ne sommes pas parvenus a encapsuler le complexe de
nature «ionique », en appliquant le méme procédé. Comme précédemment, la réaction de
polymérisation n’est pas influencée par la présence du complexe mais les latex dialysés se sont
révélés non luminescents. La réticulation des particules de polymeére ou I'utilisation de contres-ions
polymérisables n’ont pas permis d’atteindre I'objectif souhaité. Il est donc probable que le complexe
ait migré hors des gouttelettes de monomeére avant méme le début de la polymérisation. De plus
I’échec de l'incorporation a été constaté pour les trois monomeres, ce qui exclut I'"hypothése
d’interactions défavorables entre le complexe et le polymere entrainant I'expulsion du complexe des
particules. Le protocole utilisé semble également adapté puisqu’il a permis I'incorporation des
complexes « non-ioniques ». La nature particuliere de Eu(pytz);(NHOct;)s, est donc certainement a
I'origine des résultats obtenus. Les contre-ions trioctylammonium assurent la neutralité du complexe
et lui apportent sa solubilité dans le monomére. Toutefois, du fait de linterface importante
développée pendant I'émulsification, il est probable que le complexe interagisse avec I'eau. Si ces
interactions ne semblent pas avoir d’influence pour I'incorporation de complexes « non-ioniques », le
complexe Eu(pytz)s(NHOCcts)s, du fait de sa structure ionique pourrait étre fortement affecté.
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5 Etude de incorporation d’un organolanthanide « ionique »*

Au vue des précédents échecs quant a l'incorporation du complexe de nature « ionique », il
semble que des interactions aux interfaces soient en causes. Pour vérifier cette hypothese,
I'influence de la nature des tensioactifs sur I'incorporation a été étudiée.

5.1 Influence de la nature du tensioactif

5.1.1 Polymérisations stabilisées par des tensioactifs cationiques et non -ioniques

Le bromure d'hexadécyltriméthylammonium (CTAB) et le lutensol AT-50 (LT-50) ont été utilisés
respectivement en tant que tensioactifs cationiques et non-ioniques. Le MMA a été utilisé quant a lui
comme monomere de référence. Le Tableau 30 résume les quantités mises en jeu pour chacun des
tensioactifs étudiés.

Tableau 30 Formulations utilisées lors de la polymérisation en miniémulsion du MMA stabilisée par un tensioactif
cationique (CTAB) ou non ionique (LT-50).

Composés Masse (g)
CTAB/LT-50 0,075/0,15
Eau 50
MMA 10
ODA 0,4
Eu(pytz)s(NHOCcts3); 0,050
AIBA? /KPS 0,1

3 Amorceur utilisé avec le CTAB. ® Amorceur utilisé avec le LT-50.

Les mélanges ont été ensuite polymérisés suivant le protocole décrit dans la section 4.1. Le Tableau
31 résume les principales caractéristiques des particules de latex obtenues dans les deux cas.

Tableau 31 Influence de la nature du tensioactif (CTAB ou LT-50) sur les principales caractéristiques des latex de PMMA
obtenus en présence du complexe ionique Eu(pytz);(NHOCct;);.

Diamétre .
. Indice de Taux
Teneur en des Diameétre des . .. .
. . a) . Polydispersité Np/ Conversion de
Tensioactif complexe™ gouttelettes particules . o .
. IS . b) des particules Ng (%) solide
(% poids) initiales finales™ (nm) . b)
finales (%)
(nm)
0 87 94 0,03 0,67 98,0 16,7
CTAB
0,5 102 122 0,01 0,47 99,9 17,5
0 213 359 0,08 0,17 95,2 16,4
LT-50
0,5 230 448 0,06 0,11 90,0 15,0

I calculé par rapport au monomere. *’ Mesuré par DDL.

2 Article « Incorporation of Organolanthanides into Polymeric Nanoparticles by Miniemulsion

Polymerization and Governing Parameters » N. Wartenberg, O. Raccurt, D. Imbert, M. Mazzanti, E.
Bourgeat-Lami. Soumis dans J. Mat. Chem. C.
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Les courbes représentant I’évolution de la conversion et de la taille des particules en fonction du
temps pour les deux séries de latex synthétisés (en présence et en |'absence de complexe) sont

reportées ci-dessous.

» Tensioactif cationique : CTAB

100 - g oo § EELTETTESY DO -

A

__ 80 -

S 601 ¢/

> 40 4 1/

[

5 i

o I

20 7 ,"II

0 20 40 60 80 100

Temps (min)

--¢---blanc  ---#--- Eu(L10)3(NHOct3)3

Figure 108 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA
stabilisée par le CTAB en |'absence et en présence du complexe Eu(pytz);(NHOct;);
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Figure 109 Evolution du diamétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA stabilisée par le CTAB en I'absence et en présence du complexe Eu(pytz);(NHOct;);

La présence du complexe ne modifie pas la cinétique de polymérisation et on atteint dans les deux
cas quasiment 100% de conversion en moins de 20 minutes (Figure 108). L’évolution globale de la
taille des particules est similaire a celle observée quand la miniémulsion est stabilisée par le SDS
(Figure 109). Cependant le phénomeéne de coalescence semble plus prononcé quand le complexe
« ionique » est ajouté a la formulation comme indiqué par le rapport Np/Ng (Tableau 31). La
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coalescence ne devrait cependant pas avoir d’impact sur le mécanisme d’incorporation comme cela a
déja été souligné a plusieurs reprises.

» Tensioactif nonionique : LT-50

La cinétique de polymérisation est plus lente avec le Lutensol AT-50 par rapport au SDS ou au CTAB
Figure 110). Les gouttelettes générées apres sonication sont en effet plus grosses car la stabilisation
des gouttelettes par un tensioactif non-ionique est moins efficace que lorsqu'un tensioactif ionique
est utilisé [90]. Une deuxiéme conséquence de cette stabilisation moins efficace est le phénomene
de coalescence qui est beaucoup plus marqué dans ce cas. En effet le diamétre des gouttelettes de
MMA double quasiment au cours de la polymérisation (Figure 111), on ne peut donc pas vraiment
parler d’une polymérisation en miniémulsion pour ce systéme. Néanmoins le complexe n’a pas
d’influence ni sur la cinétique, ni sur I’évolution de la taille des particules, comme cela avait été déja
observé pour le SDS et le CTAB.
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Figure 110 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA

stabilisée par le LT-50 en I'absence et en présence du complexe Eu(pytz);(NHOct;);
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Figure 111 Evolution du diamétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA stabilisée par le LT-50 en I'absence et en présence du complexe Eu(pytz);(NHOct;);
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5.1.2 Propriétés de luminescence des particules de latex

Les latex de PMMA stabilisés par le CTAB ou le LT-50 ont été dialysés dans I'eau pendant 48 heures
pour éliminer les complexes non incorporés. Les propriétés de luminescence de ces latex ont ensuite
été enregistrées pour évaluer I'effet de la nature du tensioactif sur I'incorporation. Comme cela a été
observé avec le SDS, aucun signal du complexe Eu(pytz)s(NHOct;); n’a été détecté dans les particules
de PMMA stabilisées par le LT-50 aprés dialyse. En revanche, les latex stabilisés par le CTAB sont
luminescents comme en atteste le signal caractéristique du complexe d’europium (Figure 112).

Intensité (u.a.)

Y

320 400 480 580 G40 V20

Longueur d'onde {nm)|

Figure 112 Spectres d’excitation (lignes pointillées) et d’émission (ligne continue) du latex de PMMA dialysé marqué par
Eu(pytz);(NHOCt;); (en bleu) et stabilisé par le CTAB. Les spectres d’excitation ont été enregistrés a 617 nm et les spectres
d’émission ont été enregistrés a 306 nm pour le PMMA marqué. Les spectres d’émission et d’excitation de
Eu(pytz);(NHOCct;3); dans le MMA sont rappelés en rouge.

En outre, le signal d’émission du complexe Eu(pyzt);(NHOct;); n’est pas modifié par I'incorporation
dans le latex de PMMA. En revanche, on observe un décalage du spectre d’excitation vers les plus
hautes énergies par rapport au complexe dissout dans le monomeére. Le fait que contrairement aux
particules de latex stabilisées par le LT-50 ou le SDS, les latex stabilisés par le CTAB conservent leurs
propriétés de luminescence apres dialyse suggere que le tensioactif joue un réle important dans le
mécanisme d'encapsulation. Cette influence de la nature du tensioactif sur le mécanisme
d’incorporation n’a, a notre connaissance, jamais été observé pour des complexes « non-ioniques ».
Il semble donc que la structure chimique de I'organolanthanide soit également un facteur a prendre
en compte, en plus de sa solubilité dans le monomere. La partie suivante est donc consacrée a
I’étude de l'incorporation de Eu(pytz)s(NHOct;); afin de mieux appréhender les mécanismes mis en

jeu lors de la formation de la miniémulsion.
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5.1.3 Evaluation du partage de I'’europium entre les phases aqueuses et organiques

Pour confirmer I'influence de la nature du tensioactif sur I'incorporation de maniere plus précise, le
partage de I’'Eu(lll) entre le monomére et la phase aqueuse avant le début de la polymérisation, a été
mesuré pour les différentes configurations. Pour ce faire, la concentration en Eu(lll) dans la phase
aqueuse a été mesurée par ICPMS apres que I'émulsion ait décantée. Ainsi cing mélanges différents
contenant le complexe ionique: Eu(pytz)s(NHOCct;); ont été préparés :

e Eau + Eu(pytz);(NHOCt;);
e Eau+ MMA + Eu(pytz)s(NHOCct;3);
e Eau + tensioactif (CTAB, SDS ou LT-50) + MMA + Eu(pytz)s(NHOcts)3

Dans chaque cas, les mémes formulations que celles décrites précédemment ont été utilisées. Les
mélanges ont été pré-émulsifiés sous vive agitation magnétique pendant 30 minutes comme lors de
la préparation des miniémulsions. Cependant pour permettre aux systemes de décanter assez
rapidement, 'ODA a été retiré de toutes les formulations et les mélanges contenant un tensioactif
n‘ont pas été soumis aux ultrasons. Le Tableau 32 résume la composition et les conditions de
préparation des différents mélanges. Apres plusieurs semaines, les phases sont bien séparées et la
partie inférieure (eau) est parfaitement limpide. Cette derniére a été analysée par ICPMS afin de
déterminer la concentration en Eu(lll). Ainsi, connaissant la concentration initiale de complexe, il est
possible d'estimer la répartition de I’'Eu(lll) entre les différentes phases pour chaque cas (Tableau 32
et Figure 113).

Tableau 32 Tableau résumant la formulation des différents mélanges pour la mesure de partage de I’'Eu(lll) entre la phase
aqueuse et le monomeére.

Eau + Eau + MMA+ Eau+ MMA+ Eau + MMA +

Mélange Eau MMA SDS LT-50 CTAB
Eau (g) 12,57 13,84 12,51 12,50 12,50
MMA (g) 0 2,77 2,51 2,59 2,52
Tensio-actif (g/L)? / / 3,0 1,5 3,0

Eu(pytz)s(NHOCts); (mg) 51 5,5 51 51 4,9

Ultrasons Oui Oui Non Non Non
Eu(lll) introduit (umol) 2,75 2,96 2,75 2,75 2,64
Eu(l11) phase aqueuse® (umol) 0,39 2,15 1,84 1,96 0,58
Eu(lll) phase aqueuse (% poids) 14,2 72,6 66,8 71,3 219

% Concentration de la phase aqueuse. "Mesuré par analyse ICPMS.
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Figure 113 Pourcentage d’Eu(lll) ayant migré dans la phase aqueuse lors de I’émulsification

Le SDS et le Lutensol AT-50 ne semblent avoir aucune influence sur le partage de I'Eu(lll) entre les
phases organiques et aqueuses. En effet le pourcentage d’Eu(lll) ayant migré dans la phase aqueuse
dans ces deux cas est similaire a celui mesuré en |'absence de tensioactif. Dans ces trois cas un
important phénomeéne de migration vers la phase aqueuse est observé. Ce phénomene pourrait
paraitre surprenant quand on voit la quantité trés faible d’Eu(lll) trouvée quand le complexe est
directement dissout dans I'eau. Ce dernier résultat confirme que la solubilité du complexe d’Eu(l!l)
dans I'eau est tres faible comme cela était attendu compte tenu de la présence des contres-ions
trioctylammonium comme cela a été précédemment souligné. Les concentrations importantes
d’Eu(lll) observées dans la phase aqueuse sont donc vraisemblablement le résultat d’'un mécanisme
de dissociation du complexe du fait de sa nature ionique. En effet, quand le complexe, qui se
présente sous la forme d’une huile visqueuse, est mis directement en contact avec I'eau, il reste sous
la forme agrégée méme apreés traitement aux ultrasons, ce qui le protege en quelque sorte de I'eau
et empéche sa dissociation. En revanche, quand le complexe est préalablement dissout dans le
MMA, il est sous forme moléculaire et peut donc interagir avec I'’eau a l'interface et se dissocier. En
effet, cette interaction avec I’eau entraine la perte des ions trioctylammonium qui sont responsables
de la solubilité du complexe dans le MMA. Le complexe résultant, chargé négativement, peut alors
diffuser hors des gouttelettes de monomere et se retrouver dans la phase aqueuse ou il sera
progressivement dégradé, perdant ainsi ses propriétés de luminescence. En revanche I'utilisation du
CTAB réduit grandement la quantité d’Eu(lll) présente dans le sérum. Dans ce dernier cas, la quantité
d’Eu(lll) dans la phase aqueuse est du méme ordre de grandeur que celle due a la solubilité du
complexe dans I'eau. L'augmentation d’environ 7 % de la quantité d’Eu(lll) est vraisemblablement
due a la solubilité du MMA dans I'eau.

En effet, d’aprés les mesures précédentes, la solubilité du complexe dans I'eau est de 3,10*10° M.
Pour la solution eau/CTAB/MMA, sur les 2.64 umol d’Eu introduites au total on a donc 0.39 pumol
dans la phase aqueuse due a la solubilité du complexe dans I'eau. Les 2,25 umol restantes sont donc
solubilisées dans 2,52 g de MMA. La solubilité du MMA dans |'eau étant de 16 g/L (a 20°C), 0,18 umol
d’Eu sont présentes dans le sérum di a la solubilité du MMA dans I’'eau (0,2 g de MMA dissout dans
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I’eau.) En considérant uniquement les solubilités du MMA et du complexe dans I'eau, on a donc 0,57
pmol d’Eu dans le sérum, ce qui représente 21,6 % par rapport a la quantité totale introduite. Pour
les syntheses avec le CTAB il semble donc que la partie de I'Eu dans la phase aqueuse soit
uniquement due a la solubilité dans I'eau du complexe et a celle du MMA dans I’eau.

Contrairement aux autres tensioactifs, le CTAB semble donc empécher Eu(pytz)s(NHOcts3); de se
dissocier aux interfaces. Une explication basée sur un effet de stabilisation induit par le tensioactif
cationique a été proposée et est schématisée a la Figure 114.

Eau
CTAB Re-
@ n G_) stabilisation a
] T l'interface

A

Répulsion
s- électrostatique

MMA

Figure 114 Schéma de principe des effets de stabilisation induits par le tensioactif cationique CTAB. Les charges négatives
du complexe (Eu(pytz)3)3' (en vert les trois ligands et en rouge I'Eu(lll)) sont compensées par trois contre-ions
trioctylammonium (en noir)

Contrairement aux tensioactifs non-ioniques et anioniques, l'interface est dans ce cas chargée
positivement du fait de la présence du CTAB. Dans ce cas, la diffusion des ions trioctylammonium a
I'interface est empéchée, ou du moins limitée, par répulsion électrostatique avec le CTAB. Si une
partie des ions trioctylammonium s’est néanmoins dissociée, le complexe résultant, chargé
négativement, pourra étre re-stabilisé par les charges positives du CTAB. Le tensioactif cationique
stabilise donc ici les particules et le complexe.

L'incorporation d’un complexe «ionique » est influencée par la nature du tensioactif utilisé.
Contrairement aux complexes de lanthanide de nature « non-ionique », la solubilité du complexe
« ionique » dans le monomere ne semble plus étre un parameétre suffisant pour garantir une
incorporation efficace.
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5.2 Caractérisation du systeme CTAB/PMMA /Eu(pytz)3;(NHOct3)3

5.2.1 Influence de la teneur en complexe

L'incorporation du complexe ionique Eu(pytz)s(NHOCct;); ayant finalement été réalisée avec succes,
les propriétés de ce systeme ont été étudiées plus en détail. Dans un premier temps, nous avons
estimé la quantité maximale de complexe qu'il est possible d'incorporer dans les particules. En effet
comme cela a été exposé dans le chapitre bibliographique, faire varier I'intensité de luminescence de
maniere contrélée (c'est a dire en faisant varier la quantité de complexes par bille) peut également
étre utilisé pour la création de codes optiques. L'influence de la concentration en complexe sur la
polymérisation en miniémulsion du MMA stabilisée par le CTAB a ainsi été étudiée. La formulation
utilisée est rappelée au Tableau 33, seule la quantité de complexe introduite change.

Tableau 33 Formulations utilisées lors de la polymérisation en miniémulsion du MMA stabilisée par le CTAB en présence
du complexe ionique Eu(pytz);(NHOCct;);

Composés Masse (g)
CTAB 0,075
Eau 50
MMA 10
ODA 04
Eu(pytz)s(NHOct;);  0,030-0,2
AIBA 0,1

Les différentes formulations ont été polymérisées pendant une heure a 70 °C. Les principales
caractéristiques des latex obtenus sont résumées dans le Tableau 34. Les cinétiques de
polymérisation et les évolutions de taille des particules en fonction du temps sont présentées aux
Figure 115 et Figure 116, respectivement.
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Tableau 34 Principales caractéristiques des latex de PMMA obtenus en présence de CTAB et de quantités croissantes de
Eu(pytz);(NHOCct;);.

Pourcentage Diameétre des Diameétre des Indice de Taux de
massique de gouttelettes particules Polydispersité des Np/Ng solide
complexe® (%) initiales® (nm) finales® (nm) particules finales” (%)
0 89 95 0,01 0,66 16,6
0,3 102 122 0,01 0,47 17,5
0,5 119 136 0,05 0,54 17,0
0,8 106 131 0,01 0,42 17,4
1,0 140 144 0,02 0,74 17,5
1,6 167 174 0,01 0,71 17,7
2,0 223 376 0,44 0,17 17,5

I calculé par rapport au MMA. " Mesuré par DLS.

100

Conversion (%)

20 30 40 50 60 70
Temps (min)
----0% ---8--0.3% ---A--05% ---A--0.8%
----1.0% ---0---1.6 % -—-0--2.0%

Figure 115 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du MMA
stabilisée par le CTAB pour différentes concentrations initiales de complexe ionique
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Figure 116 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion du
MMA stabilisées par le CTAB pour différentes concentration initiales en Eu(pytz);(NHOct;)s.

Les courbes de conversion et d’évolution de la taille des particules en fonction du temps ont un profil
similaire pour toutes les concentrations en complexe excepté pour la plus élevée (Figure 115 et
Figure 116). La réaction est beaucoup plus lente dans ce cas. Ceci s’explique par l'augmentation
importante de la taille initiale des gouttelettes de MMA ainsi que par I'augmentation de la taille des
particules au cours de la polymérisation. En effet, la miniémulsion n’étant pas trés stable
initialement, le phénoméne de coalescence est beaucoup plus marqué (Np/Ng = 0,17) et le latex final
est trés visqueux. Il présente de plus un indice de polydispersité trés important (0,44). La limite de
dopage semble donc atteinte. En revanche pour les concentrations inférieures, la taille des
gouttelettes augmente progressivement avec la quantité de Eu(pytz)s(NHOcts)s (Figure 117). En effet
méme si le diameétre de particules mesuré par DDL pour 0,8 % semble contredire cette observation,
les autres valeurs confirment cette tendance générale. L’évolution chaotique de la taille du latex le
plus chargé en complexe (Figure 118) au cours de la polymérisation confirme la déstabilisation.
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Figure 117 Evolution du diameétre des gouttelettes de MMA avant I’amorgage en fonction de la quantité de
Eu(pytz);(NHOCt;); introduite
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Figure 118 Evolution du diameétre des particules de latex en fonction du temps au cours de la polymérisation en
miniémulsion du MMA effectuée en présence de 2 % massique de Eu(pytz)s;(NHOct;); par rapport au monomeére

Le protocole utilisé jusqu’a maintenant avec le CTAB comme tensioactif permet donc d’ajouter
jusqu’a 1,6 % de Eu(pytz)s(NHOct3)s par rapport au MMA (en masse) sans déstabiliser la suspension.

Afin de confirmer que la taille des particules de PMMA augmente a mesure que l'on ajoute du
complexe, les latex ont été caractérisés par Microscopie Electronique en Transmission (MET). Cela
permettra également de confirmer que les latex synthétisés sont bien monodisperses comme le
suggerent les analyses DDL.
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Figure 119 Clichés de microscopie électronique en transmission (JEOL 2000 FX, 200 kV) des particules de latex non
chargées (A) et contenant 0,3 %) (B)et1,6% 3 (C) de complexe. 3 Teneur massique par rapport au MMA.

A partir des clichés MET, nous avons pu déterminer des tailles moyennes de 76, 79 et 120 nm pour 0O,
0,3 et 1,6 % de complexe, respectivement (Figure 119). Ces tailles sont plus faibles que celles
mesurées par DDL. Cet écart de taille entre les mesures MET et DLS est trés souvent observé dans la
littérature et est attribué a la couche de solvatation autour des particules [75]. De plus le PMMA est
un polymere sensible aux électrons et se dépolymérise sous le faisceau, ce qui peut également
expliquer I'écart observé entre les deux valeurs. Malgré cette différence de taille, les particules sont
bien sphériques et monodisperses. La taille des particules augmente également avec la quantité de
complexe introduit, méme si I’effet est moins important que celui observé par DDL. La morphologie
des particules ne semble pas influencée par la présence du complexe. Il est cependant difficile de
comparer les clichés entre eux du fait de I'interaction entre le faisceau d’électron et les particules de
PMMA qui peut varier d’un échantillon a l'autre.

La présence du complexe n’est pas visible sur les clichés, aucun point de contraste n’a été observé.
Soit le complexe est réparti de maniere homogéne au sein des particules, soit la résolution du MET
n’est pas suffisante. Les latex ont donc été caractérisés par MET haute résolution (Tecnai G2 S-TWIN,
200kV). Les images sont présentées sur la Figure 120.
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Figure 120 Clichés de microscopie électronique en transmission haute résolution (Tecnai G2 S-TWIN, 200kV) des
particules de latex contenant (A) 0,3 % et (B) 1,6 % de complexe 33 pourcentage massique par rapport au MMA.

Sur les particules les plus chargées en Eu(pytz)s(NHOcts)s (1,6 %), on observe des petits points de
contraste a fort grossissement. De plus il semble que le contour des particules contenant seulement
0,3 % de complexe soit moins bien défini que celui des particules contenant 1,6 % de complexe. Il est
néanmoins difficile de conclure que Eu(pytz)s(NHOcts)s « rigidifie » les particules de PMMA. En effet
cela peut simplement étre di a des temps d’exposition différents sous le faisceau d’électron. Seul
une analyse MET a froid pourrait permettre de conclure sur ce point, ce qui n’a malheureusement
pas pu étre fait. Nous avons cependant utilisé un mode d’analyse permettant d’accentuer le
contraste des atomes lourds comme les lanthanides: la microscopie électronique en transmission par
balayage en champ sombre (STEM HAADF). Avec ce mode d’analyse, les atomes d’europium
devraient étre plus visibles.
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Figure 121 Clichés de microscopie électronique en transmission par balayage en champ sombre (STEM en mode HAADF,
Tecnai G2 S-TWIN, 200kV) des particules de latex chargées a 1,6 % (en masse par rapport au MMA).

Ces nouvelles images n’apportent pas beaucoup plus d’information que les précédentes. Quelques
points de contraste en blanc apparaissent comme cela avait été observé au MET en haute résolution.
Les complexes semblent donc répartis de maniére assez homogéene au sein des particules. A fort taux
de dopage, il y a peut-étre un léger phénomene d’agrégation du complexe, d’ou les points de
contraste observés.

5.2.2 Mesure de l'efficacité d'incorporation des complexes de lanthanide

Pour chacun des latex décrits dans la section précédente, nous avons mesuré l'efficacité de
I'incorporation. Elle est définie comme le rapport entre la quantité d’Eu(lll) présente dans les
particules apres la polymérisation et celle introduite initialement. La quantité d’Eu(lll) effectivement
incorporée est calculée par différence a partir de la concentration d’Eu(lll) dans le sérum (i.e. phase
aqueuse sans particule). Pour la déterminer, les latex ont été filtrés par centrifugation au moyen de
tubes Vivaspins (MWCO=5kD). Le filtrat récupéré, supposé étre a la méme concentration que le
sérum, est analysé par ICPMS. Les résultats obtenus pour les différentes teneurs en complexes sont
résumés dans le Tableau 35. Le nombre de complexe par particule a également été estimé en
supposant que l'incorporation est homogene.
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Tableau 35 Quantification de l'incorporation du complexe ionique Eu(pytz);(NHOct;); dans les particules de latex de
PMMA en fonction de la quantité introduite.

Teneur en complexe”  n(Eu) introduit n(Eu) dans le Efficacité de Nombre de
(% poids) (umol) sérum® (umol)  Pincorporation (%) complexes/particule®

0,3 14,98 2,14 85,7 841

0,5 28,73 3,59 87,5 2329
0,8 42,09 4,84 88,5 3115
1,0 59,07 7,30 87,6 5567
1,6 84,78 11,05 87,0 14321
2,0 113,12 16,48 85,4 -9

“calculé par rapport au MMA. ° Mesuré par ICPMS. 9 Nombre de complexe calculé a partir de la taille des
particules mesurée par DDL et du taux de solide. 9 Non calculé du fait de la grande polydispersité du latex.

L'efficacité de I'incorporation est constante sur la gamme de concentration testée et égale a 87,0
1,6 % (Figure 122). L’incorporation est donc assez efficace puisque sur la quantité introduite,
seulement 13 % du complexe a été perdu. La proportion d’Eu(lll) dans le sérum est légerement
inférieure a celle trouvée lors des mesures de partage ou la quantité d’Eu(lll) dans le sérum
représentait 21,9%. L'absence d’agent hydrophobe lors des mesures de partage est trés
certainement a l'origine de cette différence. En effet, dans ce paragraphe la diffusion du MMA est
limitée par la présence de I'ODA, ce qui conduit a une diminution de la concentration en Eu(lll) dans
la phase aqueuse.
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Figure 122 Evolution de I'efficacité de I'incorporation de Eu(pytz);(NHOCct;); en fonction de la quantité de complexe
initialement introduite.
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5.2.3 Influence de la teneur en complexe sur les propriétés de luminescence des
particules de latex

Il s'agit a présent de vérifier si I'augmentation du nombre de complexe par particule conduit
effectivement a une augmentation de l'intensité de luminescence ou autrement dit qu’aucun
phénoméne de quenching ne se produit dans cette gamme de concentration. Ainsi pour vérifier s’il
est possible de créer des signaux différentiables sur cette gamme de concentration, les latex ont été
dialysés pendant 48 h dans I'eau et leurs propriétés de luminescence enregistrées. Les latex dialysés
ont ensuite été dilués dans I’eau pour atteindre un taux de solide de 0,15 %. Les spectres d’émission
et d’excitation pour les différentes concentrations en complexes sont présentés a la Figure 123. Les
spectres ont été enregistrés dans les mémes conditions: A (excitation) = 306 nm et A (émission) = 617
nm. Les intensités maximales pour chaque complexe (617 nm) ont été comparées et représentées en
fonction de la quantité de complexe incorporée a la Figure 124.
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Figure 123 Spectre d’émission des latex (taux de solide = 0,15 %) marqués par Eu(pytz)3(NHOct;); a différentes
concentrations. A(excitation) = 306 nm.
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Figure 124 Evolution de l'intensité maximale a 617 nm des latex dialysés en fonction de la quantité d’Eu(lll) incorporée.
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Si aucun phénomeéne de quenching n’intervient, I'intensité doit augmenter linéairement avec la
guantité de complexe. Dans notre cas I’évolution de I'intensité est bien linéaire, indiquant qu’il n’y a
pas de quenching intra-particulaire. En revanche on peut noter que la droite ne passe pas par
I'origine, ce qui provient sans doute de l'influence de la matrice polymeére. Les temps de vie et les
rendements quantiques ont également été mesurés dans chaque cas. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 36. Les rendements quantiques des latex ont été déterminés en prenant deux
spectres de référence différents : celui de I’eau et celui du latex de PMMA non marqué.

Tableau 36 Résumé des temps de vie et des rendements quantiques des latex marqués avec des quantités croissantes en
Eu(pytz);(NHOCct3); .

Rendement quantique Rendement quantique Temps de vie
Teneur en J <1 P .
complexea’ (% poids) mesuré par rapport a ’'eau  mesuré par rapport au PMMA  a 617 nm

(%) (%) (ms)
0,3 39 60 2,91
0,5 41 63 2,04
0,8 40 60 2,77
1,0 38 58 2,86
1,6 40 61 2,95

I calculé par rapport au MMA

Les rendements quantiques sont constants sur toute la gamme de concentration testée. On peut
noter I'importante absorption du PMMA comme en atteste les valeurs environ 20 % moins élevées
dans le cas ou I'eau est utilisée comme référence. De plus les temps de vie sont également constants
(a I'exception du latex a 0,5 % en complexe dont la valeur est trés légérement plus faible). Le temps
de vie du complexe Eu(pytz)s(NHOCcts); dans le méthanol étant de 2,33 ms, on peut considérer que
I'incorporation n’a pas affecté I'intégrité du complexe.

5.2.4 Etude de la stabilité des particules de latex vis a vis du relargage des complexes

Un dernier point crucial reste a examiner. En effet comme cela a été détaillé en introduction, pour les
incorporations de molécules sans liaison covalente a la particule, des phénomeénes de « fuite » (i.e.
relargage du complexe en dehors de la particule) peuvent se produire. Ce phénomeéne est
particulierement néfaste pour une éventuelle application [3, 79]. Ainsi, les latex non dialysés (et
conservés a l'air ambiant sans précaution particuliere) ont été filtrés par centrifugation deux
semaines et deux mois apres la polymérisation et la concentration en Eu(lll) dans le sérum a été
déterminée par ICPMS. Les résultats obtenus sont présentés a la Figure 125.
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Figure 125 Pourcentage d’Eu(lll) présent dans le sérum apreés deux semaines (noir) et deux mois (blanc) par rapport a la
quantité introduite initialement.

La quantité d’Eu(lll) dans le sérum ne semble pas évoluer de maniére significative, méme apres deux
mois. En effet la proportion d’Eu dans le sérum est de 13,0 £ 1,5 % aprées deux semaines et de 14,4 +
1,2 % apreés deux mois de stockage. Afin de s’assurer que les complexes sont bien incorporés
durablement dans les particules de latex et que la stabilité observée n’est pas due a un équilibre de
concentration entre la phase aqueuse et les particules, les latex ont été dilués dans I’'eau 10 fois et
laissés sous agitation magnétique pendant une semaine. Si le partage des complexes entre I’eau et
les particules est d0 a un équilibre de type osmotique, le fait de déplacer cet état d’équilibre par
dilution devrait entrainer un relargage supplémentaire. Les suspensions diluées ont ensuite été
filtrées par centrifugation et la proportion d’Eu(lll) dans le sérum a été calculée comme
précédemment. Les résultats sont résumés dans le Tableau 37.

Tableau 37 Proportion d’Eu(lll) dans le sérum des latex dilués dix fois dans I’eau.

Pourcentage massique Proportion d’Eu(lll)
de complexe introduit (%) dans le sérum (%)

0,3 13,9
0,5 14,4
0,8 12,4
1 12,8
1,6 11,1
2 13,2

La proportion moyenne d’Eu(lll) localisée dans la phase aqueuse dans ce cas est de 13,0 + 1,9 %. La
encore cette valeur est similaire avec celles observées précédemment. Ceci indique que les
complexes sont bien incorporés dans les particules de PMMA et qu’ils ne diffusent pas a I'extérieur
au cours du temps. La perte de complexe (entre 13 et 15 % de la quantité introduite) intervient
probablement lors de la formation des gouttelettes avant que le systeme soit parfaitement stabilisé
par le CTAB.
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Les temps de vie des différents sérums ont également été mesurés afin de confirmer la dissociation
du complexe Eu(pytz)s(NHOcts);. La perte d’un ou plusieurs ligands par dissociation devrait se
traduire par une chute du temps de vie. Les temps de vie enregistrés pour les différents sérums a 617

nm sont résumés dans le Tableau 38 :

Tableau 38 Temps de vie des différents sérums enregistrés a 617 nm

Sérum des latex aux différents

Temps de vie

taux de charge (%) (ms)
0,3 0,222
0,5 0,263
0,8 0,252
1 0,257
1,6 0,256
2 0,243

Les temps de vie des sérums sont environ dix fois plus faibles que ceux observés pour le complexe
dans le méthanol ou dans les billes de PMMA (Tableau 38). Ceci confirme la dégradation partielle du
complexe en phase aqueuse par dissociation (remarque : la dissociation n’est pas immédiate et il faut

attendre environ une semaine avant d’observer la chute du temps de vie).
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6 Conclusion

Des latex de PAbu, PMMA et PS ont été synthétisés par polymérisation radicalaire en
miniémulsion. Contrairement a ce qui est prédit par la théorie de ce procédé de polymérisation en
milieu hétérogéne, nous avons observé dans chaque cas un léger phénoméne de coalescence.
Cependant I'objectif de cette thése n’était pas de former des miniémulsions parfaites, mais d’obtenir
des latex luminescents de taille et de composition controlés. Or le phénomene de coalescence n’est
pas rédhibitoire pour I'obtention de telles particules. En effet ce phénomene n’affectera pas
I’encapsulation et tout le complexe dissout dans le monomeére sera effectivement présent dans
chaque particule de latex aprés polymérisation. Le protocole choisi a ainsi permis d’obtenir de
maniere reproductible des latex monodisperses avec des conversions élevées permettant d’étudier
I'incorporation de différents chélates de lanthanide. Dans un premier temps, des complexes
possédant une structure « non-ionique », proche de celle des complexes habituellement reportés
dans la littérature ont été étudiés. Il s’avere que, comme cela avait déja été observé dans la
littérature, I'incorporation d’un complexe « non-ionique » peut s’effectuer efficacement sans liaison
covalente par simple dissolution dans le monomere. Si la polymérisation est menée a terme alors le
complexe, initialement localisé dans les gouttelettes de monomeére, est efficacement incorporé dans
les particules de latex. Dans une deuxieme partie, le méme procédé a été utilisé pour encapsuler un
organolanthanide de structure « ionique » dont l'incorporation dans des particules de latex par
polymérisation en miniémulsion n’a encore jamais été décrite jusqu’ici. Dans ce cas il s’est avéré que
la nature du tensioactif influencait grandement le mécanisme d’incorporation. En effet, du fait de sa
nature «ionique » le complexe est bien plus sensible que les complexes « non-ioniques» aux
interactions avec I’eau a l'interface des gouttelettes de monomere. Ainsi I'incorporation du complexe
« ionique » Eu(pytz)s(NHOCcts); dans un latex de PMMA a pu étre réalisée grace a un phénomene de
stabilisation électrostatique induit par le CTAB: un tensioactif cationique. En effet, 'utilisation de
tensioactifs anioniques ou non-ioniques a mené a des latex non luminescents. Les latex de PMMA
synthétisés avec le CTAB sont trés stables vis-a-vis du relargage et les propriétés de luminescence du
complexe d’Eu(lll) sont conservées. L'intensité de luminescence peut étre modulée sur une large
gamme de concentrations et I'efficacité d’incorporation est élevée. La limite maximale de dopage a
également été déterminée. En effet le latex devient instable lorsque la teneur massique en complexe
introduit est supérieure a 2 % (par rapport au monomere). Des études supplémentaires sont
nécessaires pour estimer s’il est possible ou non de repousser cette limite en ajustant la quantité de
CTAB. De plus l'utilisation de ce systeme pour des applications en milieu biologique est difficile en
I’état du fait de la cytotoxicité du CTAB. La encore des travaux supplémentaires sont nécessaires afin
de remplacer le CTAB par un autre stabilisant chargé positivement.

Le fait d’avoir pu incorporer avec succés un complexe de lanthanide de structure ionique au sein des
particules de latex par polymérisation en miniémulsion ouvre la voie a l'utilisation d’une grande
variété de complexes qui viennent s’ajouter a la liste déja importante des complexes non ioniques
étudiés jusqu’ici dans la littérature. Ceci permet d’avoir acces a des signaux lumineux toujours plus
nombreux, ce qui est primordial pour la création de codes optiques complexes et originaux. De plus
I'incorporation du complexe ionique Eu(pytz)s(NHOct;); constitue un résultat particulierement
intéressant dans la mesure ou le ligand utilisé permet d’exciter efficacement toutes les terres rares.
Les latex dopés par ce complexe représentent donc une plate-forme particulierement prometteuse
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pour la création de codes optiques sous une excitation unique, comme cela sera développé au
chapitre 4.
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Chapitre 4 : Application des nanoparticules pour le codage

optique et les agents de contraste

Les chapitres 2 et 3 ont consisté a détailler les mécanismes d’incorporation des organolanthanide
dans des matrices de silice et de polymere. Un travail important a été accompli pour contréler et
comprendre ces mécanismes. De plus, un effort particulier a été fait pour caractériser précisément
les objets luminescents obtenus. Ce dernier chapitre tire parti des connaissances acquises lors des
deux précédents pour envisager le développement de nouveaux systémes originaux. Ainsi des
nanoparticules de polymére luminescentes, dont I’émission peut étre ajustée en fonction des
lanthanides utilisés, seront présentées. Dans un deuxieme temps, les propriétés de relaxivité d’un
complexe de gadolinium incorporé dans des nanoparticules de silice seront détaillées.

1 Latex multi-luminescents : création de codes optiques®

Le développement de ces latex fait suite au travail détaillé dans le chapitre 3. Le principe de code
optique ainsi que les prérequis nécessaires a sa création ont été largement introduits dans le chapitre
1, et ne seront donc pas rappelés ici. En revanche un apercu des différents systemes multi-
luminescents déja existants sera donné en guise d’introduction.

1.1 Introduction

Depuis le séquengage complet de ’ADN du génome humain, de plus en plus d’informations sur les
biomolécules sont nécessaires, que ce soit pour des travaux de recherche ou des diagnostics
cliniques. Il s’agit de pouvoir détecter et quantifier les milliers d’entités biologiques d’intérét
présentes dans I’échantillon analysé. Pour ce faire, I'utilisation de particules codées possédant une
réactivité spécifique semble trés prometteuse. Cette technique a déja été utilisée dans différents
domaines comme le séquencage de I’ADN [1], I'imagerie biomédicale [2], ou pour des diagnostics
cliniques [3]. La limitation principale est le nombre de codes qui peuvent étre différenciés
simultanément dans un méme échantillon. De nombreuses méthodes sont ainsi envisagées pour
contourner ce probléme. Seules les codes basés sur la luminescence seront abordés ici, mais de
nombreux autres ont été imaginés comme cela est détaillé dans les revues de R. Wilson [4] et K.
Braeckmans [5]. Le code est créé en incorporant des quantités variables d’espéces luminescentes
possédant des spectres d’émission différents. Le nombre de code (C) dépend donc du nombre de

3 Dépot d’'un brevet : « Utilisation de complexes de lanthanides pour le marquage optique de produits
(FR1256609) » N. Wartenberg, O. Raccurt, D. Imbert, M. Mazzanti.

Article « Multicolour Optical Coding from a Series of Luminescent Lanthanide Complexes with a
Unique Antenna » N. Wartenberg, O. Raccurt, E. Bourgeat-Lami, D. Imbert, M. Mazzanti. Chemistry A
Eur. J., 2013 (DOI : 10.1002/chem.201203657)
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« couleurs » (m) et du nombre de niveaux d’intensité (N) selon la formule N™. Les meilleurs
systémes sont ceux permettant une excitation commune des différentes espéces luminescentes.
Historiquement les particules multi-luminescentes ont été développées pour améliorer les
techniques de quantification d’échantillons biologiques comme le test ELISA [6]. Les premiers
systémes utilisés avec succés sont des particules de polystyréne de taille micrométrique contenant
une ou deux molécules luminescentes a différentes concentrations [6-10]. Le méme type de systeme
a été développé plus récemment par M.A. Winnik et son équipe en incorporant des
organolanthanides dans des microparticules ou des nanoparticules de latex [11-14]. L'incorporation
de chromophores organiques [15] ou d’organolanthanides [16] peut également se faire dans des
nanoparticules de silice. Les nanocristaux d’oxyde de terres rares [17, 18] et les quantum dots [2, 19,
20] ont également été utilisée pour la création de codes optiques. Grace a ces systemes il est
possible, sous une méme excitation, de créer des codes en jouant respectivement sur la nature du
dopant ou la taille des nano cristaux.

L'utilisation d’organolanthanides doit permettre en théorie de générer un grand nombre de codes
sous une méme excitation en faisant varier la nature de la terre rare coordinée. Cependant
I’excitation efficace a une méme longueur d’onde de plusieurs terres rares a partir d'une méme
antenne organique est délicate. En effet comme cela a été exposé dans le premier chapitre, les états
excités du ligand doivent étre compatibles avec ceux des terres rares. C’est pourquoi actuellement
les nanoparticules multi-luminescentes a base d’organolanthanides sont limitées a deux ou trois
terres rares [16, 21] qui émettent généralement exclusivement dans le visible. Le développement de
ligands capables d’exciter efficacement toute la famille des terres rares présente donc un intérét
considérable. De plus, I’émission dans le proche infrarouge est particulierement recherchée pour
I'imagerie en milieu biologique (transparence des tissus, voir chapitre 1).

1.2 Propriétés de luminescence de Ln(pytz)3(NHOct3)3

L'incorporation du complexe Eu(pytz);(NHOcts3); dans un latex a été largement décrite et caractérisée
dans le chapitre 3. Une précédente étude a montré que le ligand H,pytz utilisé (pyridine tétrazole)
permettait d’exciter efficacement le Nd(IIl), I'Eu(lll) et le Tb(lll) [22]. Les propriétés de luminescence
de Ln(pytz)s(NHOcts)s pour tous les lanthanides ont donc été étudiées afin d’évaluer la pertinence de
ce systeme pour la création de codes optiques. La synthése des différents complexes a été effectuée
comme précédemment a partir de solutions de Ln(OTf)s. Le spectre RMN du proton a été enregistré
dans le méthanol deutéré pour vérifier la formation de Ln(pytz)s(NHOcts)s. Les spectres RMN sont
ainsi obtenus pour des complexes de lanthanide représentatifs de la série : Yb(lIIl) (plus petit rayon
ionique), Nd(lIl) (le plus grand) et Eu(lll) (intermédiaire) (Figure 126).
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Figure 126 Spectre RMN 'Hde Ln(L10)3(NHOct;); (Ln=Yb, Nd, Eu, u) dans MeOD a 298 K (Oct;NH'= o, ligand seul = e, H,0
et MeOH = *)

Pour les trois complexes le spectre RMN 'H révéle la présence de deux résonances, un triplet et un
doublet (qui sont confondus dans le cas de I'Yb) qui correspondent aux neuf protons des trois ligands
H,pytz (=). Les déplacements chimiques variables observés viennent des propriétés paramagnétiques
différentes entre les trois terres rares. Les 4 résonances provenant des contre-ions ammonium sont
également observées (0). Ces résultats sont en accord avec la formation d’un complexe rigide
respectant la stoechiométrie [3:1] entre le ligand et la terre rare. Le signal du ligand non coordiné est
de plus négligeable (o).

Les propriétés de luminescence des complexes Ln(pytz)s(NHOct;); dissout dans le méthanol et a
I’état solide ont ensuite été mesurées pour Ln = Eu, Tb, Sm, Dy, Ho, Tm, Nd, Yb, Pr, Er. Les temps de
vie et les rendements quantiques pour les différents lanthanides sont ainsi résumés au Tableau 39.
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Tableau 39 Rendements quantiques et temps de vie de de Ln(L10);(NHOct;);, a I'état solide et dissout dans le méthanol.

. . Rendement Rendement
Temps de vie (ms) Temps de vie (ms) . .
Ln . , quantique (%) quantique (%)
Solide Dans le méthanol . ,
Solide Dans le méthanol
Eu 3,11 3,38 59,3 29,1
Tb 1,54 2,28 66,2 70,2
Dy 0,07 0,06 6,6 6,2
Sm 0,11 0,10 1,5 1,4
Ho 2 2 0,01 0,01
Pr 2 2 0,04 0,01
Tm 2 2 0,06 0,04
Nd 2 2 0,21 0,18
Yb A 2 0,35 0,37
Er A 2 0,0005 0,0001

® Non mesuré car le temps de vie est trop faible.

Les rendements quantiques mesurés pour I'Eu(lll) et le Tb(lll) a I’état solide sont parmi les plus élevés
jamais reporté dans la littérature [23-25]. De plus ceux mesurés pour le Sm(lll) et le Dy(lll), pour qui
les désexcitations non radiatives sont plus présentes, dénotent également une excitation efficace.
Les rendements quantiques mesurés sont similaires a ceux reportés dans la littérature que ce soit
dans le visible [24, 26, 27] ou le proche infrarouge [26, 28, 29]. Ces complexes peuvent ainsi
théoriquement étre utilisés pour générer des codes a partir de dix spectres d’émission différents et
sous une méme excitation (Figure 127, Figure 128 et annexe 4).
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Figure 127 Spectres d’émission des complexes de Ln(pytz);(NHOCct;); dans le méthanol avec une excitation a 322 nm.
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Figure 128 Spectres d’excitation des complexes Ln(pytz);(NHOct;); dans le méthanol enregistrés a leur maximum
d’émission.

Tous les spectres d’excitation sont similaires quel que soit le lanthanide utilisé. Ceci indique que
I’excitation s’effectue bien par le ligand et que le transfert d’énergie vers la terre rare est efficace. Le
maximum d’excitation est compris entre 320 et 325 nm (Figure 128). Sous cette excitation les bandes
d’émission caractéristiques des différents lanthanides sont alors bien enregistrés (Figure 127). Les
spectres d’émission et d’excitation enregistrés a I’état solide sont identiques ce qui indique que la
structure des complexes est conservée dans le méthanol (annexe). Ainsi en se basant sur les
différents spectres d’émission du visible jusqu’a I'infrarouge, et sur les quantités incorporées dans les
latex, la superposition des différents signaux permet théoriquement d’obtenir un signal global
complexe, comme cela est illustré avec quatre lanthanides a la Figure 129.
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Figure 129 Principe de la création de codes optiques a partir de Ln(pytz);(NHOCct;);. Exemple théorique de superposition
des spectres d’émission normalisés pour Ln=Eu, Tbh, Sm, Dy.

Il est en revanche assez délicat de donner un nombre précis de codes accessibles. En effet si dix
signaux différents peuvent étre utilisés, le nombre de niveau d’intensité est lui plus difficile a estimer.
Certaines superpositions pourraient empécher I'utilisation simultanée de certains lanthanides,
notamment ceux pour lesquelles le rendement quantique est trés faible. De plus comme cela est
illustré a la Figure 129, il est possible que I'identification des différents pics d’émission soit difficile
pour certaines configurations dans certaines régions du spectre visible entre 550 et 650 nm.
Néanmoins le fait d’étre capable de synthétiser des nanoparticules dont I’émission peut étre ajustée
par dix signaux différents sous une méme excitation est remarquable pour ce type de systeme (i.e.
nanoparticules dopées par des molécules luminescentes).

Afin d’étudier la pertinence de ce systéme pour le développement de codes optiques, des études
préliminaires ont été effectuées. Deux solutions de Ln(pytz)s(NHOct;); (Ln=Eu, Th, Dy, Sm) ont été
préparées dans le méthanol avec des ratios différents en terre rare (Tableau 40). Ces deux
échantillons ont été préparés par simple mélange de solutions de complexes dissous dans le
méthanol a 102 M. A partir des rendements quantiques mesurés dans le méthanol pour chaque
complexe de lanthanide et des volumes mis en jeu, il est possible de calculer les rendements
quantiques des deux échantillons préparés (Tableau 40). Par exemple pour I'échantillon 1le
rendement quantique total de la solution peut étre calculé comme suit :

Drotal = Deu + O, + Opy + sy
Soit Oorar = (5,4/(5,4+1+8,7+13,8))x29,1 + (1/(28,9))x70,2 + (8,7/(28,9))x6,2 + (13,8/(28,9))1,4
=54+24+19+0,7
=10,4%
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A partir des rendements quantiques mesurés dans le méthanol, les ratios permettant d’obtenir un
spectre d’émission avec les transitions principales des quatre terres rares au méme niveau
d’intensité ont également été calculés (Tableau 40, spectre calculé). Le spectre d’émission résultant a
été calculé et est représenté a la Figure 130 (b). Les spectres d’émission des échantillons 1 et 2 ont
guant a eux été enregistrés et sont présentés a la Figure 130 (c) et (d) respectivement.

Tableau 40 Composition des échantillons 1 et 2 préparés a partir des solutions de Ln(L10);(NHOct;); (Ln=Eu, Th, Dy, Sm)
dans le méthanol a 10”2 M. Le volume final de ces solutions est de 500 UL et leur concentration de 8,9.10'3 M et 4,4.10'3 M
pour 1 et 2 respectivement.

chch:Ir: Echantillon 1 Echantillon 2
Ln (D(IZ/:;) ’ Ratio Ratio (uVL ) (DCM;IO;??) Ratio (uVL ) (DC"”;/C;’Lf?)
Eu 29,1 2,4 5,4 54 5,4 2,7 27 1,8
Tb 70,2 1 1 1 2,4 1 10 1,6
Dy 6,2 11,4 8,7 87 1,9 11,8 118 1,7
Sm 1,4 50 13,8 138 0,7 28,4 284 0,9
Total 10,4 6,0

Les rendements quantiques mesurés des échantillons 1 et 2 sont respectivement égaux a 13 et 8 % et
sont en accords avec ceux calculés précédemment : 10,4 et 6,0 % (Tableau 40). Les complexes
semblent donc adaptés pour des applications de multiplexing puisqu’a une longueur d’onde
d’excitation unique peut étre associée les émissions caractéristiques des différentes terres rares. Il
n’y a pas d’interactions entre les différents complexes ce qui permet d’ajuster facilement le signal
d’émission global en jouant sur la quantité et la nature des complexes de lanthanide utilisés.
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Figure 130 (a) Superposition des spectres d’émission normalisés de Ln(L10);(NHOct;); dans le méthanol (2,3.10° M,
Ln=Eu, Th, Sm, Dy) ; (b) Spectre théorique calculé a partir des superpositions des spectres d’émission normalisés des
quatre terres rares ; (c), (d) Spectres d’émission mesurés expérimentalement a partir des échantillons 1 (c) et 2 (d) ; (e)
Spectres d’émission en temps résolu entre 0 et 15 ms (excitation a 322 nm) de I'échantillon 2.

Un autre niveau de codage pourrait étre imaginé en se basant sur les temps de vie. En effet chaque
complexe de terre rare est caractérisé par un temps de vie différent (Tableau 39). La luminescence
en temps résolu permet d’enregistrer la décroissance des spectres d’émission au cours du temps
(Figure 130 (e)). Pour plus de clarté, les spectres d’émission enregistrés entre 0 et 15 ms apres
I’excitation (pulse) sont représentés a la Figure 131. En fonction du délai entre le pulse d’excitation et
la mesure, les spectres d’émission évoluent du fait de la disparition progressive des pics
caractéristiques des différents complexes. Ainsi du fait de leur temps de vie plus court (de I'ordre de
la microseconde), les pics d’émission du Dy(lIl) et du Sm(lll) ont quasiment entierement disparu apres
un délai de 0,5 ms. En revanche les pics d’émission caractéristiques de I’'Eu(lll) et du Tb(lIl), qui ont un
temps de vie de I'ordre de la milliseconde, restent parfaitement visibles (Figure 131).
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Figure 131 Evolution du spectre d’émission de I’échantillon 2 en temps résolu entre 0,01 et 15 ms. (excitation a 322 nm).

Ainsi en fonction du délai appliqué en temps résolu, des spectres d’émission différents peuvent étre
obtenu a partir d’'une méme solution. Cette évolution peut étre suivie a partir des rapports
d’intensité entre les différents complexes comme cela est illustré a la Figure 132 pour I’échantillon 2.
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Figure 132 Evolution du ratio entre les intensités d’émission de Ln(pytz)3(NHOct;); (Ln=Eu,Tb,Sm,Dy) au cours du temps
pour I’échantillon 2 en temps résolu entre 0 et 12 ms. Excitation a 322 nm.

Le complexe Ln(pytz)s(NHOct;); permet donc a priori d’obtenir un grand nombre de spectres
d’émission sous une méme longueur d’onde d’excitation. Cette émission est modulable en jouant sur
la nature des lanthanides utilisés, leur concentration et leur temps de vie. Ce systéme semble donc
trés prometteur pour des applications de multiplexing en imagerie biomédicale ou pour le
développement de codes d’authentification pour I'anti-contrefacon.
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1.3 Création de codes optiques dans les latex : preuve de concept

L'incorporation de Ln(pytz);(NHOct;); dans des nanoparticules de PMMA ainsi que les
propriétés du latex luminescent formé ont été longuement décrites dans le chapitre 3. Le méme
protocole, stabilisé par le tensio-actif cationique CTAB a été utilisée pour synthétiser des sondes
multi-luminescentes. Deux solutions de complexes dissous dans le MMA ont ainsi été polymérisées
en miniémulsion. Il s’agissait de s’assurer que le type de terre rare n’avait pas d’influence sur
I'incorporation, et de vérifier notre capacité a générer des codes luminescents dans les latex. Les
latex de PMMA ont été dopés respectivement avec les ions lanthanides Eu(lll)/Th(lll)/Dy(lll) et
Eu(l11)/Tb(111)/Dy(111)/Sm(IIl). Les spectres d’émission des deux latex dialysés excités a 306 nm sont
présentés a la figure 8. Le spectre d’émission du latex dopé par un mélange de Ln(pytz)s(NHOcts)s3
avec Ln=Eu, Th, Dy (Figure 133 (b)) est bien constitué de la superposition des émissions des trois
terres rares utilisés. Méme si le spectre d’émission du latex dopé par un mélange de
Ln(pytz)s(NHOct;); avec Ln=Eu, Tb, Dy, Sm (Figure 133 (c)) ressemble fortement au spectre
précédent, la contribution du Sm(lll) est clairement identifiable. L’apparition de pics a attribuables au
Sm(lll) sont visibles a 560, 600, 645 et 710 nm. Le pic a 593 nm est également plus intense sur le
spectre (c) du fait de la superposition des signaux du Sm(lll) et de I'Eu(lll). Les rendements
quantiques de ces deux latex sont présentés au Tableau 41 en prenant I'eau ou un latex de PMMA
non dopé comme référence.

Tableau 41 Rendements quantique des latex de PMMA dopés par Ln(pytz);(NHOct;); avec Ln=Eu,Tb,Dy et
Ln=Eu,Th,Dy,Sm a 306 nm en prenant I’eau ou un latex de PMMA comme référence.

Ln ® (%) Parrapport @ (%)Par rapport

al’eau au latex de PMMA
Eu/Tb/Dy 20 30
Eu/Tb/Dy/Sm 5 8

De plus, comme cela était attendu la modification de la terre rare n’affecte pas le procédé
d’incorporation par polymérisation en miniémulsion stabilisée par le CTAB. Le suivi des
polymérisations indique qu’il n’y a aucune modification notable comparée a l'incorporation de
Eu(pytz)s(NHOCt;3); présentée au chapitre 3 (annexe).
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Figure 133 Spectres d’émission normalisés de Ln(pytz);(NHOct;); dans le méthanol (2,3.10'3 M, Ln=Eu, Sm, Th, Dy) (a).
Spectres d’émission de Ln(pytz);(NHOCct;); incorporés dans des latex de PMMA avec Ln=Eu,Th,Dy (b), et Ln=Eu,Th,Dy,Sm
(c). Excitation a 306 nm.

208



1.4 Conclusion

Le complexe Ln(pytz)s(NHOct;); permet d’exciter efficacement jusqu’a dix terres rares émettant du
visible au proche infrarouge a partir d’'une source unique. Il représente donc une plateforme
particulierement intéressante pour le développement de sondes multi-luminescentes pour I'imagerie
biomédicale ou pour la création de codes d’authentification pour I’anti-contrefacon. En effet le seul
ligand H,pytz permet, sous une méme longueur d’onde d’excitation, de modifier le spectre
d’émission en choisissant jusqu’a dix spectres différents, en faisant varier leur intensité, voire en
enregistrant les spectres en temps résolu. L'effort porté sur I'incorporation de Ln(pytz)s(NHOcts3); lors
du chapitre 3 permet d’envisager la combinaison des remarquables propriétés de ces complexes avec
celles des latex. Il a ainsi été possible de marquer deux latex de PMMA contenant jusqu’a quatre
lanthanides différents et parfaitement identifiables sous excitation UV. Cependant un travail
d’optimisation est encore nécessaire afin d’étudier les limites de ce systeme. En effet les différences
importantes des rendements quantiques mesurés risquent de limiter les niveaux d’intensité
accessibles et donc le nombre de codes.

La solubilité de Ln(pytz)s(NHOcts); dans le MMA est due aux ions trioctylammonium comme
cela a été abordé dans le chapitre 3. Il est ainsi possible d’ajuster la solubilité de ce complexe,
notamment en utilisant les ions triéthylammonium. Le complexe Ln(pytz)s(NHEt;); est alors soluble
dans I'’eau et il conserve ses propriétés de luminescence pendant plusieurs jours avant de se dissocier
partiellement (annexe 5). Il resterait donc stable suffisamment longtemps pour envisager son
incorporation dans des nanoparticules de silice par microémulsion inverse. Cette voie permettrait de
contourner la toxicité du CTAB actuellement indispensable pour I'incorporation de Ln(pytz)s(NHOct;)s
dans les latex. Si l'incorporation de Ln(pytz)s(NHEts)s dans une nanoparticule de silice permet
d’empécher durablement la dissociation progressive du complexe, alors la biocompatibilité de la
silice permettrait d’envisager une application pour le multiplexing.
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2 Nanoparticules de silice dopées par un chélate de Gd(lll) : agent
de contraste®

Cette partie traite de I'utilisation d’un ion lanthanide particulier, le Gd(lIl). Les complexes de Gd(lll)
sont en effet tres utilisés comme agent de contraste pour I'IRM en milieu hospitalier. Le confinement
de ces molécules dans des nanomatériaux suscite un intérét croissant pour des applications en
imagerie biomédicale. Dans ce contexte, le complexe [Gd(ebpatcn)H,0] a été incorporé par
microémulsion inverse dans des nanoparticules de silice selon les protocoles décrits et caractérisés
au chapitre 2. Les résultats de cette partie de la these ont été obtenus en collaboration avec le Dr P.-
H. Fries qui développe les méthodes de caractérisation et la théorie des agents de contraste au
Laboratoire de Reconnaissance lonique et Chimie de Coordination du CEA-Grenoble. Sous certaines
conditions structurales et dynamiques a I'échelle de quelques nanometres ses théories prévoient que
des nanosystémes convenablement dopés par des chélates de Ln(lll) ont des performances
exceptionnelles en termes d’augmentation du contraste d’image. En nous appuyant sur des
caractérisations et des interprétations RMN faites par P. H. Fries, nous avons trouvé des taux de
dopage appropriés pour des nanoparticules de deux tailles différentes. L'objectif de cette partie est
d’introduire les concepts de base relatifs aux agents de contraste, permettant de discuter
qualitativement les résultats obtenus et de les situer par rapport aux systemes déja publiés.

2.1 Introduction

2.1.1 Principe de I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est un outil de diagnostic médical rendant possible
|'observation des tissus mous des organismes vivants avec une résolution anatomique excellente,
atteignant 1 a 0,1 mm. Cette technique permet d’obtenir une image tridimensionnelle de la
répartition de I'eau dans le corps d’un patient. Elle est basée sur I'observation de la résonance
magnétique nucléaire (RMN) des protons de I'’eau qui composent 70 % a 90 % de la plupart des tissus
de I'organisme. Le patient est placé dans un champ magnétique statique (By) qui est actuellement
compris entre 0,5 et 3 T en milieu hospitalier. Un gradient linéaire de champ magnétique est
également appliqué dans le cas de I'IRM afin de permettre I’encodage de I'information spatiale de
chaque noyau. Ensuite, une impulsion radiofréquence est appliquée perpendiculairement au champ
magnétique pour créer un signal mesurable d{ a I'aimantation nucléaire précessant autour du champ
magnétique appelé signal d’'induction libre. C’est la décroissance temporelle de cette induction libre
des spins nucléaires qui est mesurée. Apres cette impulsion, le retour a I’équilibre de la composante
de I'aimantation nucléaire selon I'axe du champ magnétique (par exemple I’axe z) suit une loi mono
exponentielle caractérisée par une constante de temps appelée temps de relaxation longitudinale T;.
De méme, |'évolution de la composante de I'aimantation transverse (perpendiculaire au champ
magnétique, et donc selon le plan Oxy) est caractérisée par le temps de relaxation transversale noté

* Communication « A Gadolinium Complex Confined in Silica Nanoparticles as Highly Efficient T,/T,
MRI Contrast Agent » N. Wartenberg, O. Raccurt, D. Imbert, P-H. Fries, A. Guillermo, M. Mazzanti.
Soumise a J. Am. Chem. Soc.
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T,. Une image IRM est donc une carte 3D en niveau de gris donnant les valeurs des temps de
relaxation transversales ou longitudinales. L’intensité mesurée pour un élément de volume (voxel)
est fonction des temps de relaxation du tissu et est proportionnelle a la concentration en eau a
I’endroit considéré. La relaxation des spins nucléaires étant dépendante de leurs interactions avec le
milieu environnant, les valeurs de T; et T, permettent de caractériser les différents tissus et de
révéler la présence d’altérations grace aux différences de densité et de relaxation de I'eau (voir
Tableau 42).

Tableau 42 Exemples de temps de relaxation T, (ms) a 1,7 T pour différents tissus sains et malades.

Tissus sain malade
Foie 140-170 300-450
Pancréas 180-200 275-400
Rein 300-340 400-450
Prostate 250-325 350-400

Cependant, pour 30 % des analyses IRM le contraste d’'image d’organes dans leur état naturel est
insuffisant pour détecter une pathologie éventuelle. Dans ce cas, I'injection d’'un agent de contraste
paramagnétique est alors nécessaire afin d’augmenter spécifiquement le contraste des zones a
analyser. Dans son voisinage cette espéce raccourcit les temps de relaxation proportionnellement a
sa concentration et permet ainsi d’augmenter le contraste entre tissus sains et malades. L'efficacité
d’un agent de contraste, autrement dit sa capacité a augmenter les vitesses de relaxation des
protons des molécules d’eau environnantes, est appelé relaxivité.

2.1.2 Concepts de relaxation et de relaxivité

La vitesse de relaxation d’un spin nucléaire a proximité d’un spin électronique est la somme d’une
contribution diamagnétique, due a des mécanismes de relaxation des noyaux en I'absence d’agent
de contraste, et d’'une contribution paramagnétique. En |'absence d'agents de contraste, les spins
nucléaires étudiés ont des vitesses de relaxation, notées Ryy = 1/Tyo et Ry = 1/T,,. Supposons
qgue des agents de contraste soient injectés dans le systeme et s'y distribuent localement a la
concentration ¢ (mM). En présence de ces agents, les vitesses de relaxation ont des valeurs plus
élevées R, = 1/T; et R, = 1/T,. Les augmentations des vitesses de relaxation longitudinale et
transverse dues aux agents sont:

Ry, =R — Ry (i=1,2)

La contribution paramagnétique R;, (i=1,2) est désignée sous le terme d’augmentation
paramagnétique de relaxation ou PRE (Paramagnetic Relaxation Enhancement). Elle est liée aux
fluctuations temporelles de I'interaction entre le moment magnétique des électrons non appariés de
I'ion paramagnétique et le moment magnétique du noyau. La PRE est proportionnelle a la
concentration en espéce paramagnétique. Les relaxivités longitudinale r; et transverse r, sont
définies pour i =1,2 par:

=

Les relaxivités ryet 1,, exprimées en s™-mM™, donnent les augmentations de R; et R, par mM
d’agent de contraste ajouté. Ce terme représente |'efficacité d’'un agent de contraste. Deux types
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d’agent de contraste peuvent par ailleurs étre distingués. Les agents sont de types T; ou T, suivant
gu’ils affectent principalement la vitesse de relaxation longitudinale ou transversale. L’effet sur les
images IRM est contraire et on parle respectivement d’agents de contraste positifs (I'intensité du
signal augmente avec R;) et négatifs (cette intensité diminue quand R, augmente). Les agents de
type T, sont souvent des nanoparticules super paramagnétiques tels que I'oxyde de fer. La grande
majorité des agents de contraste mis sur le marché sont des complexes de Gd(lll) qui servent en
imagerie T, plus simple a interpréter. Ils ont une relaxivité ;=3 a 4 s-mM" dans les imageurs
conventionnels, opérant a un champ magnétique moyen By;=0,5 a 1,5T. Dans cette gamme de

valeurs de By, la théorie prévoyant que 7, peut atteindre des valeurs cent fois plus élevées, [30, 31]

des progres importants sont possibles. Plusieurs raisons concourent a vouloir augmenter la relaxivité:
(i) la découverte de lésions plus petites, au début de leur développement, permettant un meilleur
taux de guérison du malade avec un traitement plus léger, (ii) la possibilité de I'imagerie moléculaire
du métabolisme, c'est-a-dire de |'observation d'une espece moléculaire localisée et en faible quantité
grace a sa reconnaissance par un agent de contraste a trés haute relaxivité, [32, 33] (iii) depuis
peu,[34] le souci d'économiser les ions lanthanides Ln*, en particulier le gadolinium Gd**, utilisés
dans la synthése des agents de contraste et de minimiser la pollution médicale par ces agents due a
leur excrétion aprés examen.

Jusqu'au début des années 2000, le champ magnétique By des imageurs médicaux commerciaux
était limité a 1,5 T. Depuis lors, prés de 10 % des hopitaux se sont équipés d'imageurs a 3 T.
L'augmentation de By, permet de mieux extraire le contraste d'image du bruit de fond, une
cartographie plus détaillée et une résolution spectrale prometteuse pour l'imagerie moléculaire [35].
Elle s'accompagne malheureusement d'une perte d'efficacité des agents de contraste en T; [30]. Les
agents de contraste en T, suscitent donc un intérét croissant dans la mesure ou leurs performances
se conservent lorsque By croit [34, 36]. Afin de mieux appréhender ces effets, on admettra en se
basant sur les équations de base de la relaxivité [37], que de maniéere générale R, dépend de
plusieurs parametres selon les équations suivantes :

Rlp & X [Hinteractionlz (1)

1+ w?t?

2 1 T
R2p « (§T + E X T(DIZTZ) X [I-Iinteraction]2 (2)

Avec :

- Tuntemps caractéristique d’'un phénomeéne appelé temps de corrélation

- wy lafréquence angulaire ou pulsation du spin nucléaire

- [Hinteraction] Un terme représentant I'énergie d’interaction (exprimée en rad-s™) entre un
spin magnétique nucléaire (ici un proton) et un spin magnétique électronique (ici un ion
Gd(l1r)).

Ces équations simplifiées permettent de bien mettre en évidence I'importance de ces parametres sur
les valeurs de relaxivité. Il est alors facile de comprendre pourquoi l'efficacité des agents de
contraste en Ty diminue quand le champ By augmente (équation 1). En effet une forte augmentation

T
de w; entraine la diminution du terme I

5, etdoncde Ry,. Alinverse les agents de contraste
WPt
1
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2
de type T, sont peu affectés par I'augmentation de w; du fait de la présence du terme ET dans

I’équation (2), qui ne dépend pas du champ. Les temps de corrélation seront introduits plus
précisément dans le prochain paragraphe. Les équations (2) et (3) soulignent aussi que |’efficacité
d’un d’agent de contraste est directement liée a ses propriétés magnétiques. Il est d’autant plus
efficace que l'interaction entre son moment magnétique électronique et le moment magnétique
nucléaire des protons du solvant est forte. Parmi les ions paramagnétiques le Gd(lll) est le plus utilisé
du fait de ses propriétés. En effet il posséde 7 électrons non appariés, son temps de relaxation
électronique est long aux champs de I'IRM et il possede un nombre de coordination élevé, tres
souvent de 8 ou 9, lui permettant a la fois d’étre fortement chélaté par un ligand pour former un
complexe biocompatible stable, et de se lier a une ou deux molécules d’eau. Ce sont ces molécules
d’eau liées qui seront les plus affectées par I'ion paramagnétique. En effet I'ion Gd(lll) est toxique aux
doses requises pour I'IRM. Le fait d’utiliser le Gd(lll) sous forme de chélate en utilisant un ligand
organique permet d’éviter cette toxicité et de garantir une excrétion rapide de I’'agent de contraste
de I'organisme. De méme que pour les organolanthanides luminescents, la conception du ligand est
primordiale afin de s’assurer de la stabilit¢ du complexe vis-a-vis du relargage du Gd(lll) et
d’optimiser ses performances. L'architecture des complexes influencent en effet I'efficacité de ces
agents de contraste [23, 38, 39]. La relaxivité résulte d'une combinaison de propriétés structurales et
dynamiques des molécules portant les spins nucléaires et des complexes de Gd(lll) [40-45]. Méme
pour les complexes libres, les théories les plus simples dépendent déja de nombreux parametres
moléculaires dont les valeurs sont difficiles a déterminer sans ambiguité car leurs effets sur la
relaxivité sont souvent redondants ou compensatoires. C'est pourquoi, nous aurons ici une approche
théorique qualitative de la relaxivité.

2.1.3 Les chélates de Gd(III) comme agents de contraste

La relaxation des protons de I'eau provient donc principalement d’une interaction entre le spin
nucléaire des protons et le spin électronique du Gd(lll). Cette interaction dipolaire augmente
rapidement (en 1/r?) quand la distance entre I'ion paramagnétique et les protons de I'eau diminue.
La relaxivité d'un noyau est aussi fonction de son mouvement aléatoire relatif par rapport a I'ion
Gd(ll) complexé. Ce mouvement change avec I'espéce chimique portant le noyau. Considérons donc
les noyaux (protons) des atomes d'hydrogene de I'eau. Pour calculer la relaxivité, il est utile de
classer les molécules d'eau en fonction de leur dynamique par rapport au complexe de Gd(lll). Trois
catégories de molécules d’eau peuvent ainsi étre distinguées :

e |’eau en spheére externe, pour laquelle la molécule d'eau a un mouvement translationnel de
diffusion libre par rapport au complexe de Gd(lll). La contribution de sphére externe provient
de l'interaction dipolaire entre le spin nucléaire et le spin électronique lorsque les molécules
d’eau diffusent a proximité du complexe. Le mécanisme est caractérisé par la distance
minimale d’approche entre I'eau et I'ion paramagnétique et par le coefficient de diffusion
relative D d’une molécule d’eau par rapport au complexe.

e L'eau en premiere sphére de coordination, directement liée a I'ion. La molécule d’eau
accompagne le complexe de Gd(lll) dans sa rotation brownienne sur lui-méme, puis
s'échange avec une molécule d'eau libre au bout d'un temps moyen de coordination 7,,, en
général beaucoup plus long que la durée moyenne 7, mise par le complexe pour pivoter d'un
demi-tour et appelée temps de corrélation rotationnelle.
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e L'eau en deuxieme sphére de coordination, ou elle est liée au ligand généralement par
liaison hydrogéne, de sorte qu'elle suit le complexe dans sa rotation brownienne sur lui-
méme, puis s'échange avec une molécule d'eau libre au bout d'un temps moyen souvent plus
court que T,..

Trois mécanismes de relaxation différents cumulent leurs effets sur la relaxivité totale : le mécanisme
de sphére externe, le mécanisme de sphére interne et le mécanisme de seconde sphere. La relaxivité
totale théorique peut s’exprimer comme la somme des relaxivités induites par ces différents
mécanismes d’interaction avec le complexe de Gd(lll). En général, la contribution dominante est la
relaxivité de sphére interne. Le mécanisme de spheére interne est décrit par la théorie de Solomon-
Bloembergen-Morgan (SBM) mais elle ne sera pas abordée ici, pas plus que celles traitant des deux
autres mécanismes. Nous nous contenterons dans cette these de présenter les principaux
parameétres qui influencent 'augmentation paramagnétique longitudinale ou transversale selon le
mécanisme de sphere interne (noté SlI) d’aprés la théorie SBM qui s’écrit pour i = 1,2 :

N L
TiSI Tim + Tm

(3)

Avec :

- P, lafraction molaire des molécules de solvant en premiére sphere de coordination

- qlenombre de molécules d’eau liées par centre métallique.

- Ti,le temps de relaxation du proton d’'une molécule d’eau dans I'hypothese d’une
coordination de durée infinie de cette molécule.

- T, le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la premiere sphére de
coordination

D’aprés cette équation (3) il est clair que pour améliorer I'effet de relaxivité de sphéere interne il s’agit
d’augmenter g et de diminuer de Tj;, + Tpp-

- Nombre de molécules d’eau coordonnées q

D’apres I'équation (3) la relaxivité de sphére interne est proportionnelle au nombre de molécule
d’eau liée au Gd(lll). L'augmentation de g permet d’améliorer la relaxivité indépendamment du
champ magnétique, mais entraine une diminution de la stabilité thermodynamique et/ou cinétique
du complexe. C'est pourquoi généralement une seule molécule d’eau est coordonnée.

- Relaxation des protons de I'eau liée au Gd(Ill) T ;,,,

La relaxation des protons de I'eau liée est gouvernée par l'interaction dipole-dipdle magnétique.
Plusieurs parametres peuvent moduler l'interaction entre le spin nucléaire du proton et le spin
électronique du Gd(lll). La variation de T;,, en fonction du champ magnétique est également donnée
a partir de la théorie de SBM mais |'équation résultante ne sera pas explicitée. Nous nous
contenterons ici de décrire les principaux parametres controlant les variations de T;,,. Le lecteur
intéressé pourra se référer a la revue de P. Caravan pour le détail des équations [39]. Les facteurs
moléculaires permettant de moduler I'interaction entre les deux spins sont : la distance entre le spin
nucléaire et le spin électronique (r¢4y), le temps de corrélation rotationnelle du complexe (7;.), le
temps moyen de résidence des molécules d’eau en premiéere sphéere de coordination (7,,) et le
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temps de relaxation électronique du Gd(lll) T;.. Cette description met ainsi en évidence I'influence de
nouveaux parametres et notamment I'influence du champ magnétique.

- Distance r¢ay

Cette distance est identique pour I'ion hydraté ou coordonné. Elle est égale a 3,1 angstroms et peut
étre considérée comme indépendante de l'architecture du complexe [46]. Ce n’est donc pas un
parameétre ajustable pour augmenter la relaxivité.

- Echange des molécules d’eau

La vitesse d’échange des molécules d’eau k., est définie comme l'inverse de leur temps de résidence
dans la premiere sphére de coordination 7,,. D’apres I’équation (3) deux cas limites peuvent étre
distingués. Soit le temps de résidence des molécules d’eau t,, esttreslong (7, >>T;;,) et |’échange
de I'eau est le seul parameétre limitant la relaxivité. Soit le temps de résidence est tres court (7,,<<
Tim) et c’est le temps de relaxation longitudinale du proton d’'une molécule d’eau liée T;;,,, qui limite
la relaxivité. Comme nous |'avons vu précédemment il dépend de plusieurs parameétres (rotation du
complexe, relaxation électronique).

- Rotation du complexe

Le temps de corrélation 7, est proportionnel a la masse molaire du complexe. Son effet sur la
relaxivité dépend du champ magnétique utilisé. Ainsi aux champs de I'IRM (0,5-1,5 T) la relaxivité
peut étre augmentée en ralentissant la vitesse de rotation des complexes. Ceci peut étre effectué en
augmentant le poids moléculaires des complexes [39, 47]. Cependant a des champs plus élevés si la
rotation est trop ralentie la relaxivité diminue. Ainsi aux champs des nouveaux imageurs (7-9,5 T), la
relaxivité la plus élevée est obtenue pour des complexes de taille intermédiaire.

- lLarelaxation électronique T ;,

La relaxation électronique de Gd(lll) est complexe et dépendante du champ magnétique. Son réle est
faible pour les petits et les moyens complexes généralement utilisés en IRM mais augmente avec la
taille des complexes dont la dynamique rotationnelle se ralentit. Cependant il n’existe pas
actuellement de modele théorique valable permettant son interprétation simple. Nous ne
détaillerons donc pas plus ce point.

Cette introduction sur les agents de contraste a base de complexe de Gd(lll) avait pour but
de présenter brievement quelques parametres influencant directement leur relaxivité. En effet le
développement d’agents de contraste plus performant est basé sur I'optimisation de certains de ces
parameétres comme nous allons le voir. Méme si l'interprétation qui est faite de nos résultats restera
qualitative il était important de définir ces parametres. De plus cette description met en évidence
I'influence du champ magnétique sur la relaxivité. L'étude de la relaxivité en fonction du champ est
donc indispensable pour caractériser un agent de contraste. La mesure des temps de relaxation en
fonction du champ magnétique est appelé relaxométrie. L'allure du profil relaxométrique ou NMRD
(Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion) permet d’accéder a une interprétation qualitative des
mécanismes de relaxation.

De nombreuses études ont ainsi cherché a optimiser les performances des complexes en jouant sur
les paramétres présentés et notamment sur le temps de corrélation rotationnelle. Des complexes de
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masse moléculaire élevée a rotation lente ont ainsi été synthétisés afin d’augmenter la relaxivité
[39]. Toutefois la relaxivité de ces objets est faible aux champs forts (7-9 T) et reste limité aux
champs de I'IRM (0,5-1,5 T). D’autres paramétres comme la vitesse d’échange de I'’eau en premiére
sphere de coordination ou la vitesse de diffusion de I'eau en sphére externe doivent étre ajustés
pour atteindre des relaxivités encore plus élevées. Les nanomatériaux poreux ont ainsi récemment
suscité un intérét important pour la conception de nouveaux agents de contraste plus performant Ils
représentent en effet I'opportunité d’agir non seulement sur la structure du complexe mais encore
sur son environnement chimique proche, et ainsi de disposer de parameétres supplémentaires
permettant d’augmenter la relaxivité.

2.1.4 Nanomatériaux dopés par des complexes de Gd(III)

L'utilisation de nanomatériaux dopés par du Gd(lll) a dans un premier temps été motivée par la
conception d’agent de contraste possédant une réactivité spécifique vis-a-vis de molécules
biologiques cibles par fonctionnalisation de surface. Plus récemment des études ont mis en évidence
que la structure de ces systémes pouvait aussi étre intéressante pour augmenter la relaxivité. A
travers la présentation de différents systemes étudiés dans la littérature nous introduirons les
principaux effets observés lors du confinement du Gd(lll) dans certains nanomatériaux.

Les zéolithes sont des aluminosilicates cristallisés présentant un systéeme de micropores organisés et
ajustable. Ces cavités, typiquement de |'ordre de la dizaine d’angstréms, peuvent étre utilisées poury
piéger les ions Gd(lll). La zéolithe GdNaY a ainsi été synthétisée en remplagant une partie des ions
sodium par le Gd(Ill) [48]. Les ions Gd(lll) sont localisés a l'intérieur des cavités qui sont connectées
par des canaux de diameétre inférieur (quelques angstroms) permettant le passage des molécules
d’eau. Les relaxivités maximales observées pour ce type de zéolithe GdNaY sont comprises entre 10
et 38 s.mM™ a 60 MHz en fonction de sa composition chimique [48]. Ces valeurs remarquables
peuvent étre attribuées au nombre important de molécules d’eau coordonnés en sphére interne
(g=7). En effet la zéolithe permettant de piéger I'ion Gd(lll) directement, I'utilisation d’un ligand n’est
dans ce cas pas nécessaire, ce qui permet de libérer des sites de coordination. Cependant les auteurs
ont montré que la vitesse de diffusion des molécules d’eau de l'intérieur de la zéolithe vers
I'extérieur limitait la relaxivité. Ce point est en effet crucial afin que toutes les molécules d’eau du
milieu analysé puissent étre relaxées par l'ion paramagnétique. Si I'agent de couplage n’est
accessible que par I'eau contenue dans les cavités et que cette derniere ne peut pas s’échanger
efficacement avec celles extérieures, I'efficacité de I'agent de contraste est limitée. La taille des
pores est donc un parametre crucial a prendre en compte lors de la conception de tels systemes : le
matériau qui encapsule l'ion paramagnétique doit permettre un échange rapide avec le milieu
extérieur. Ceci a été mis en évidence en comparant les relaxivités de matériaux présentant soit des
pores de quelques nanomeétres [49] soit des pores de quelques angstroms [36, 50]. Dans le premier
cas la relaxivité mesuré est de 30 s*.mM™ 3 60 MHz et la diffusion de I'eau n’est pas limitante,
contrairement au matériau moins poreux qui posséde une relaxivité bien plus faible [50]. Des
nanoparticules de silice mésoporeuse ont également été étudiées. Ces matériaux amorphes
présentent également une structure poreuse organisée, mais dont la taille est cette fois de I'ordre du
nanometre. La taille des pores influence aussi la localisation des complexes de Gd(lll) greffés a la
silice mésoporeuse. Ainsi I'incorporation d’un méme complexe de Gd(lll) dans deux systémes avec
des pores de 3,3 nm (MCM-41) ou de 8,2 nm (SBA-15) conduit respectivement majoritairement a un
greffage en surface, ou a un mélange entre greffage en surface et a I'intérieur des nanoparticules [51,
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52]. Cette répartition différente a un effet direct sur la relaxivité puisque le complexe de Gd(lll)
localisé a l'intérieur du matériau est moins accessible pour les molécules d’eau, ce qui limite son
efficacité. D’autres études ont mis en évidence I'importance de la taille ou de la géométrie des pores
sur la vitesse d’échange de I'eau entre l'intérieur et I'extérieur des systemes mésoporeux [36, 47].
D’une maniére générale, le r;des matériaux ou le Gd(lIl) est a I'intérieur de la structure est plus faible
que quand il est en surface des pores ou a I'extérieur de la nanoparticule. Ceci met bien en évidence,
non seulement l'importance de l'accessibilité a la sphere interne du Gd(lll) pour I'eau, mais
également l'influence de la diffusion des molécules d’eau dans le réseau poreux. Les liposomes sont
des systémes nanométriques ayant également été utilisés pour confiner des complexes de Gd(lll) [47,
53]. Les liposomes sont des vésicules artificielles constituées par une bicouche lipidique
emprisonnant un cceur aqueux. Dans ce cas les complexes de Gd(lll) peuvent étre localisés dans la
couche lipidique ou dans le cceur aqueux générant deux contributions différentes a la relaxivité
globale. Comme cela a été expliqué précédemment I'échange des molécules de I'eau avec |'extérieur
du liposome est primordiale et elle est fixée dans ce cas par la perméabilité de la couche lipidique
externe [53, 54]. Les liposomes permettent d’obtenir une relaxivité par particule intéressante grace a
I’addition des contributions de la grande quantité de Gd(lll) incorporée. En revanche les relaxivité
longitudinales r; par ion Gd(lIl) sont relativement modestes (10-20 st.mM™a 20 MHz).

L'effet de I'intégration de complexes de Gd(lIl) a été étudié pour beaucoup d’autres systemes
tels que les micelles [47], les MOFs (Metal Organic Frameworks) [55], les nanotubes de carbone [56]
ou des nanoparticules inorganiques [57-60]. Si le confinement d’un grand nombre de complexes de
Gd(lll) dans une particule de taille nanométrique permet de bénéficier de I’addition de leur
contribution et d’obtenir une « relaxivité par particule » importante, en revanche la relaxivité
intrinséque des ions Gd(lll) n’est pas forcément améliorée. Cependant, pour divers systémes, la
théorie prévoit et I'expérience confirme que la relaxivité des complexes de Gd(lll) peut étre
augmentée si le couple (complexe, nanoparticule) posséde une combinaison judicieuse de propriétés
moléculaires qu'il faut obtenir par synthése [31, 32, 40-42, 47, 57]. L'interprétation des mécanismes
de relaxation mis en jeu est tres complexe dans de tels systemes mais |'optimisation de plusieurs
parametres tels que la vitesse de rotation du complexe, la vitesse d’échange des molécules d’eau en
sphére interne ou entre l'intérieur et I'extérieur des nanomatériaux, ou I'accessibilité de I'ion Gd(lll)
s’avere primordiale. L'utilisation de nos nanoparticules de silice comme transporteur de complexes et
si possible amplificateur de leur relaxivité dans |'état libre, s'inscrit dans cette approche
multidisciplinaire s'appuyant sur la physique de la relaxivité, la chimie des complexes d'ions
métalliques et la chimie de syntheése des nanoparticules de silice en voie micellaire inverse. La
structure interne de ces nanoparticules dopées pourrait en effet permettre de modifier le coefficient
de diffusion relative D d’'une molécule d’eau par rapport au complexe a l'intérieur des particules. La
modification de la diffusion des molécules d’eau a proximité du complexe n’a en effet que tres
rarement été étudiée.

217



2.2 Incorporation de [Gd(ebpatcn)H20] dans des nanoparticules de silice
par voie micellaire inverse

2.2.1 Synthese et caractérisation des particules de silice dopés par [Gd(ebpatcn)H.0]

Le complexe [Gd(ebpatcn)H,0] a été incorporé dans des nanoparticules de silice par microémulsion
inverse, pour deux gammes de taille, et selon les deux protocoles qui ont été décrits au chapitre 2. Ce
complexe a été synthétisé a partir du ligand Hsebpatcn qui a déja été utilisé au chapitre 2, selon le
méme protocole décrit par A. Nonat [38, 61]. lls ont également déterminé que le nombre de
molécules d’eau coordonnée au Gd(lll) était égal a 1 (g=1) [38]. Afin d’obtenir des échantillons
suffisamment concentrés en Gd(lll) les quantités introduites en complexe ont été doublées par
rapport a la formulation utilisée de maniére standard au chapitre 2 (Tableau 43). De plus pour
permettre I’étude de ces solutions en RMN, le dernier lavage a I'eau a été remplacé par un lavage au
D,0. Les propriétés de relaxivité des échantillons finaux, redispersés dans une solution de D,0, ont
été mesurées par le Dr Fries P.H.

Tableau 43 Formulation des microémulsions selon le systéme ternaire et quaternaire

Systéme Triton X-100/Hexanol Igepal CO-520
Tensioactifs 1,65/1,60 mL 1,3mL
Cyclohexane 7,5 mL 10 mL

Eau 480 plL 480 plL
[Gd(ebpatcn)(H,0)] 0,16 umol 0,16 pumol

NH,OH 100 pL 100 pL

TEOS 100 plL 100 uL

Comme cela a été expliqué dans l'introduction, la concentration en Gd(lll) doit étre connue
précisément pour pouvoir discuter des effets de relaxation mesurés. La quantité d’ions Gd(lll)
incorporés a ainsi été déterminée par susceptibilité magnétique en RMN, puis par ICPMS afin de
confirmer les résultats. La mesure de susceptibilité consiste a mesurer la différence de déplacement
chimique en RMN entre une solution de billes de silice non dopées et une solution de billes
contenant le complexe [Gd(ebpatcn)(H,0)] [62]. Le déplacement paramagnétique observé est
proportionnel a la concentration en complexe. Les résultats en RMN sont comparables a ceux
déterminés par ICPMS et confirment ainsi ceux obtenus au chapitre 2 par une troisieme méthode de
quantification (Tableau 44).

Tableau 44 Résumé des concentrations en Gd(lll) incorporés dans les nanoparticules de silice déterminées par ICPMS et
susceptibilité magnétique en RMN a 200 MHz.

. . [Gd] déterminée par [Gd] déterminée par
Tensioactif(s) peres -
susceptibilité magnétique (mM) ICPMS (mM)
Triton X-100/Hexanol 1,86 2,17
Igepal CO-520 0,55 0,56

Les nanoparticules de silice ont également été caractérisées au MET pour s’assurer de leur taille et
de leur morphologie (Figure 134).
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Figure 134 Images MET des nanoparticules de silice dopées par [Gd(ebpatcn)(H,0)] selon le systéme Triton X-
100/Hexanol (a gauche) et celui a I'lgepal CO-520 (a droite)

Les nanoparticules obtenues par le systéme Triton X-100/Hexanol/Cyclohexane/Eau ont des tailles de
60 = 5 nm, similaires a celles obtenues pour un méme taux de dopage au chapitre 2. En revanche
I'incorporation de 0,16 umol de complexe n’avait pas été étudiée pour le systéme Igepal CO-
520/Cyclohexane/Eau. Il s’avere qu’a cette concentration la taille des particules est fortement
affectée puisqu’elles ont des diamétres de 25 + 5 nm contre 15 + 4 nm quand 0,8 umol de complexe
est introduit. Elles restent néanmoins sphériques et relativement monodisperses.

2.2.2 Propriétés de relaxivité de [Gd(ebpatcn)(H:0)] incorporé dans la silice

Les profils expérimentaux de la relaxivité longitudinale sont présentés a la Figure 135 pour les
particules de 60 et 25 nm respectivement. Des valeurs typiques de relaxivité r;et r, sont résumées
au Tableau 45 en fonction du champ By.
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Figure 135 Profil expérimental de relaxivité longitudinale de [Gd(ebpatcn)H,0] incorporé dans des billes de silice de 25 et
60 nm
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Tableau 45 Résumé des relaxivités transversales et longitudinales du complexe [Gd(ebpatcn)(H,0) incorporé dans des

nanoparticules de 60 et de 25 nm en fonction du champ appliqué, en MHz eten T.

ri(sTLmM™1) ro(sTLmM™1)
35 MHz 200 MHz 400 MHz | 200 MHz 400 MHz
07T 47T 94T 47T 94T
Triton X-100/Hexanol 23,7 8,0 5,7 62,4 91,0
Igepal CO-520 80,8 24,6 6,9 206 171

La relaxivité longitudinale 7;du complexe [Gd(ebpatcn)(H,0)] libre en solution est de 4,68 s*.mM™ a
45 MHz. Quand ce complexe est piégé dans la matrice de silice les relaxivités longitudinales
maximales sont observées vers 20 MHz et sont égales & 34 s-.mM™ pour les nanoparticules de 60 nm
(TX-100/Hexanol) et a 83 s*.mM™ dans les billes de 25 nm (Igepal CO-520). Ce qui par rapport au
complexe libre, représente environ une augmentation par 7 et par 20 respectivement pour les billes
de 60 nm et de 25 nm. Les relaxivités longitudinales mesurées sont remarquables, particulierement
pour les plus petites particules dont les valeurs sont parmi les plus élevées jamais rapportées dans la
littérature. Les valeurs du Tableau 45 mettent bien en évidence I'influence des valeurs de champ sur
la relaxivité comme cela avait été expliqué dans I'introduction. La relaxivité longitudinale diminue
ainsi quand le champ augmente comme cela est montré par I'équation (1). A l'inverse la relaxivité
transversale augmente avec le champ magnétique comme prédit par I’équation (2). Les relaxivités
transversales de ces particules sont d’ailleurs également impressionnantes. Il semble donc que ce
type de systeme puisse étre efficace a la fois comme agent de contraste T;a bas champ, et comme
agent de contraste T, a haut champ. Les vitesses de relaxation R; et R, en présence des billes de
silice non dopées, d’environ 0,2 st.mM?, étant au moins dix a cent fois inférieures aux
augmentations mesurées de ces vitesses dues aux billes dopées, ces augmentations proviennent bien
d’'une modification de la dynamique des molécules d’eau par rapport aux complexes quand ces
derniers sont incorporés dans la silice.

Le maximum observé vers 20 MHz pour les r; est caractéristique de I'allongement d’un ou plusieurs
temps de corrélation, ce qui a pour effet d’augmenter I'efficacité du systeme (équation 1). Il est en
revanche délicat de déterminer précisément duquel ou desquelles il s’agit. Le fait que le complexe
soit piégé dans la matrice de silice provoque probablement un allongement de son temps de
corrélation rotationnel 7, a cause de la géne stérique imposée par la matrice ou par interactions
faibles. La dynamique des molécules d’eau a l'intérieur des particules est également certainement
ralentie a cause de la porosité aléatoire interne. Cet effet pourrait influencer les vitesses d’échange
k., des molécules d’eau avec I'ion Gd(lll) mais également le coefficient de diffusion relative D des
molécules en sphere externe. Si la vitesse des molécules d’eau en translation libre a proximité du
complexe est ralentie (i.e. augmentation du temps de corrélation), le couplage dipolaire entre la
molécule d’eau et le centre paramagnétique pourrait étre plus efficace car « suffisamment long » et
ainsi augmenter la relaxivité de sphere externe (équations 1 et 2). Méme si la dynamique de I'eau
semble ralentie a l'intérieur des particules leur échange avec I'eau a I'extérieur parait suffisamment
efficace vu les relaxivités mesurées. Néanmoins on peut penser que les écarts observés entre les
deux tailles de nanoparticules proviennent de cette vitesse d’échange qui peut étre limitante. Les
particules de 25 nm développent en effet une surface plus importante et les complexes de
[Gd(ebpatcn)(H,0)] sont en moyenne plus proches de la surface, ce qui facilite I'échange avec les
molécules d’eau non incorporées. En revanche pour les particules de 60 nm, comme le complexe se
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distribue uniformément en volume (chapitre 2), il est raisonnable de penser que les complexes
enfouis au cceur de la particule échangent beaucoup plus difficilement (lentement) avec les
molécules d’eau en dehors de la particule. La relaxivité des billes de 60 nm serait alors limitée par les
complexes situés proche du cceur qui contribuent moins que ceux proches de la surface. Une autre
explication pourrait venir de la forte augmentation de taille observée avec le tensioactif Igepal CO-
520, qui est peut étre le résultat d’'une modification importante de la structure interne et de la
porosité des particules de 25 nm. Il est difficile de donner une interprétation plus précise a ce stade
et une caractérisation fine de la porosité de ces systemes semblent indispensable pour pouvoir
progresser dans la compréhension. La diminution de r;observée sur les profils de relaxométrie a bas
champs avant le maximum est également un comportement original, puisque la relaxivité est
généralement constante avant le maximum. Un profil similaire a été observé tres récemment lors de
I'incorporation d’un complexe de Gd(lll) dans des nanoparticules de polysaccharide [63], dont les
relaxivités rjet rysont du méme ordre de grandeur que les notres. Les relaxivités tres élevées
mesurées ont été attribuées a une augmentation du 7, et a une contribution importante des
mécanismes de sphére externe ou de seconde sphere. A notre connaissance, c’est le seul exemple,
en plus du ndtre, ou une modification de la vitesse de diffusion des molécules d’eau a proximité du
complexe de Gd(lll) a été étudiée. Il semble que la diminution de r;entre 0,01 et quelques MHz soit
caractéristique de ce genre de systéme mais son interprétation reste obscure.
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2.3 Conclusion

La mise en évidence d’une incorporation importante du complexe [Tb(ebpatcn)(H,0)] effectuée au
chapitre 2 nous a encouragé a explorer |'effet de ces objets sur les propriétés de relaxivité du
[Gd(ebpatcn)(H,0)]. Il s"avere que le confinement de ce dernier dans des nanoparticules de silice
synthétisées par microémulsion inverse induit une augmentation remarquable de sa relaxivité
longitudinale et transversale, surtout pour les plus petites tailles de particule. Ces dernieres ont des
relaxivités longitudinale et transversale égales a environ 83 s*.mM™ 4 20 MHz et a 206 s'.mM™ a
200 MHz. Ces valeurs, parmi les plus élevées jamais mesurées, rendent ces particules trés
prometteuses pour le développement de nouveaux agents de contraste en T; aux champs de I'IRM
(0,5 a 1,5 T) mais également celui d’agent de contraste en T, pour les nouveaux imageurs a hauts
champs (>3 T). L'interprétation des mécanismes mis en jeu reste cependant trés complexe et de
nombreuses études supplémentaires sont nécessaires. Le ralentissement possible de la vitesse de
diffusion des molécules d’eau a I'intérieur des particules est la principale nouveauté par rapport aux
autres nanomatériaux étudiées comme les zéolithes ou la silice mésoporeuse [36, 47]. La
caractérisation de la structure interne des particules semble primordiale pour la compréhension de
ces effets de confinement sur la dynamique moléculaire, ce qui permettrait d’envisager son
optimisation de maniere rationnelle. Cependant, l'augmentation de relaxivité étant moins
importante pour les particules de 60 nm que pour celles de 25 nm, il est raisonnable de penser que
I’échange de I'’eau entre l'intérieur et I’extérieur de la particule est primordial. L'étude de la relaxivité
sur plus de deux tailles de particule est particulierement simple a faire en ajustant la nature et la
quantité des tensioactifs en microémulsion. Elle pourrait fournir des informations précieuses. Par
ailleurs, modifier la structure interne permettrait également de récolter des informations
importantes sur la dynamique de I’eau a l'intérieur des billes. Méme si I'influence de la matrice de
silice n’est pas encore bien comprise, ce matériau s’avere tres prometteur comme agent de contraste
T;/T,, puisqu’il permet non seulement de « transporter » un trés grand nombre de complexes
localement, mais aussi d’amplifier considérablement les performances intrinséques de relaxivité de
complexes comme le [Gd(ebpatcn)(H,0)].
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Conclusion et perspectives

Ce travail de thése traite de l'incorporation d’organolanthanides sans liaison covalente dans des
nanoparticules de silice et de polymere. Le développement et la caractérisation de ces objets a été
motivé par la conception de nouveaux systemes pour des applications de lutte anti contrefacon et
d’imagerie biomédicale. Deux matrices différentes ont été étudiées en paralléle afin de diversifier
notre capacité a disperser des marqueurs luminescents dans différents environnements chimiques,
et élargir le champ d’applications. L'objectif global de cette thése est de comprendre, optimiser et
caractériser ce type d’incorporation afin de permettre le développement de nanoparticules viables
pour les applications visées.

Deux organolanthanides d’Eu(lll) et de Tb(lll) luminescents, solubles et chimiquement stables dans
I’eau ont été incorporés dans des particules de silice par microémulsion inverse. Ces complexes qui
possédent des rendements quantiques élevés sont confinés dans les micelles inverses et piégés dans
la matrice de silice lors de sa croissance dans les micelles. Deux systemes de tensioactifs différents
ont été utilisés afin d’étudier un éventuel effet de leur nature ou de la taille des particules sur
I'incorporation. Des particules luminescentes de silice monodisperses d’environ 50 nm et 15 nm ont
ainsi été obtenues, confirmant la pertinence de ce type d’incorporation. Les particules de silice
dopées possedent des propriétés de luminescence similaires a celle des complexes en solution et
I’émission du Tb(lll) ou de I'Eu(lll) sous excitation UV est parfaitement identifiable. Cependant le
rendement quantique des nanoparticules est moins élevé que celui des complexes en solution a
cause de I'absorption de la matrice de silice dans la zone d’excitation UV. Ces premiers résultats sont
en accord avec les travaux préliminaires de J. Samuel sur ce type de systeme. Un travail
d’optimisation était cependant nécessaire afin d’obtenir des particules plus intenses et donc plus
sensibles. La premiére solution est d’augmenter la longueur d’onde d’excitation des complexes dans
le visible afin de s’affranchir de I'absorption de la silice. Méme si cette voie suscite beaucoup
d’intérét en chimie organique, elle n’a pas été explorée dans cette thése. La seconde consiste a
augmenter le taux de dopage par particule. Il s’est en effet avéré que l'incorporation sans liaison
covalente n’était pas totale. La quantification du taux de dopage en complexes dans les particules
était alors nécessaire dans une optique d’application et d’optimisation du procédé. Une nouvelle
méthode basée sur la quantification de I'activité gamma d’un isotope radioactif de I'Eu(lIl) a ainsi été
développée. Cette technique tres sensible s’est révélée tres reproductible et a permis de déterminer
précisément I'efficacité de I'incorporation des deux complexes pour les deux gammes de taille. Elle a
aussi permis de quantifier la répartition des pertes et d’avoir une meilleure compréhension du
procédé de récupération des particules de silice par centrifugation. Si le procédé de lavage est
suffisamment efficace pour éliminer tous les complexes adsorbés et faiblement liés a la silice, ceux
enfouis sont piégés durablement et ne diffusent pas a I'extérieur. Ces mesures, couplées a des
caractérisations en microscopie électronique en transmission ont permis de mettre en évidence des
différences de comportement en fonction des propriétés physico-chimiques des deux complexes
étudiés. Bien que ces deux derniers soient parfaitement solubles dans I'eau aux concentrations
utilisées, le complexe le plus hydrophobe, localisé en surface, est incorporé moins efficacement. A
I'inverse le deuxieme complexe, plus hydrophile, est uniformément réparti dans les particules de
silice et conduit a un rendement d’incorporation élevé, limité principalement par la perte de
nanoparticules pendant les étapes de centrifugation. L'influence de la nature chimique des
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organolanthanides a également été observée lors de la modification des parametres de synthese de
la silice en microémulsion inverse. Il s’est avéré que certains facteurs tels que la quantité initiale de
complexe ou la taille des micelles inverses pouvaient étre utilisés pour ajuster la taille, I'intensité de
luminescence et la localisation des complexes au sein des particules. Le protocole pour la
fonctionnalisation de la surface par des fonctions amines a par ailleurs été optimisé afin de pouvoir
envisager des applications de vectorisation, tout en conservant les propriétés de luminescence des
billes non fonctionnalisées. La méthode de quantification radioactive ayant permis de valider la
fiabilité des mesures en ICPMS pour nos nanoparticules, nous disposons désormais d’une technique
répandue et facile d’accés pour optimiser le développement de sondes luminescentes basées sur
I'incorporation non covalente d’organolanthanides. Ce travail de these a mis en évidence l'influence
de plusieurs parameétres sur l'efficacité de I'incorporation qui seront utiles au développement de
futures nanoparticules luminescentes, et il a également fourni le moyen de les évaluer précisément.

Bien que des améliorations soient encore possibles, I'organolanthanide le plus hydrophile permet
d’obtenir des nanoparticules de silice luminescentes dans deux gammes de taille, avec un rendement
d’incorporation élevé sans avoir recours au greffage covalent. Le ligand utilisé permet d’exciter
efficacement I'Eu(lll) et le Tb(lll) sous une longueur d’onde d’excitation unique et la quantité
incorporée peut étre ajustée. Ce systéme nanométrique luminescent, stable (vis-a-vis du relargage et
du photoblanchiment) et pouvant étre fonctionnalisé, semble prometteur pour des applications de
multiplexing en imagerie biomédicale. La caractérisation poussée de ce systéme a aussi permis
d’étudier le confinement d’'un complexe de Gd(lll) dans ces nanoparticules de silice. En effet la
quantité de Gd(lll) incorporée déterminée par susceptibilité magnétique en RMN est conforme a
celle obtenue par ICPMS ou tragage radioactif. Cette étude a ainsi permis de mettre en évidence une
nette augmentation des vitesses de relaxation longitudinale et transversale du complexe de Gd(lll)
quand il est incorporé dans la silice, respectivement a bas champ et a haut champ. Ces résultats sont
trés prometteurs et offrent de nouvelles perspectives pour le développement d’agents de contraste
positifs aux champs de I'IRM actuels et négatifs aux champs plus élevés des nouveaux imageurs. La
théorie de la relaxivité est complexe et dépend de nombreux parameétres dont certains peuvent étre
influencés par la structure interne de la particule de silice. Ce travail préliminaire a permis de mettre
en évidence l'importance de la localisation des complexes sur la vitesse d’échange de I'eau entre
I'intérieur et I'extérieur des nanoparticules. Il semble de plus que la vitesse de diffusion des
molécules d’eau a l'intérieur des particules soit ralentie, contribuant a I'augmentation de relaxivité
mesurée. La caractérisation et I'optimisation de ces effets en modifiant la taille et la porosité de la
silice, ou la localisation du complexe, pourrait permettre le développement d’agents de contraste
encore plus performants.

Dans le méme temps des latex luminescents ont été obtenus par polymérisation d’une solution
d’organolanthanides dissout dans un monomére en miniémulsion directe. Différents
organolanthanides de Tb(lll) et d’Eu(lll) organosolubles ont ainsi été étudiés et incorporés avec
succeés dans latex de PS, PMMA et PAbu par simple dissolution dans le monomere correspondant.
L'incorporation d’'un complexe possédant une structure ionique a cependant imposé certaines
précautions. L'influence de la structure du complexe sur l'incorporation a ainsi été étudiée pour la
premiere fois. L'incorporation de ce complexe, stabilisé par trois ions trioctylammonium, impose
d’utiliser un tensioactif cationique, le CTAB. Les charges positives apportées par ce tensioactif
permettent de stabiliser le complexe a I'intérieur des gouttelettes de monomere et de garantir son
incorporation. Des quantités croissantes de complexes ont ainsi pu étre incorporées dans des
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particules de PMMA avec une efficacité constante d’environ 85 %. La présence du complexe ne
perturbe par le procédé de polymérisation jusqu’a un certain taux de dopage. Les gouttelettes
grossissent progressivement avec I'ajout de complexe ce qui entraine une augmentation de la taille
des particules avec le taux de dopage. Cependant le comportement des miniémulsions a ces taux de
dopage est similaire. Dans tous les cas, malgré un léger phénoméne de coalescence la taille des
gouttelettes initiales de monomere et celle des particules aprés polymérisation sont assez proches,
comme attendu pour ce type de procédé. Au-dela d’une certaine concentration en revanche, la
miniémulsion est déstabilisée et le latex obtenu est polydisperse et trés visqueux. L'incorporation
sans greffage covalent du complexe ionique s’est par ailleurs avérée stable puisqu’aucun relargage
n’a été observé apres plusieurs mois dans |'eau ultra-pure. L'étude de ce complexe en particulier a
été motivée par le fait que son ligand permet d’exciter efficacement jusqu’a dix lanthanides sous une
méme longueur d’onde d’excitation. Le fait de pouvoir le disperser dans un latex présentait donc un
enjeu majeur pour le développement de codes d’authentification basés sur des spectres lumineux
complexes pour la lutte anti contrefacon. Ainsi deux latex de PMMA dopés par trois et quatre
lanthanides ont été synthétisés. Sous excitation UV les latex émettent un spectre issu de la
superposition de I'’émission des différentes terres rares et ou chaque contribution peut étre
clairement identifiée. Ces résultats permettent d’envisager le développement d’un tres grand
nombre de codes optiques basés sur la combinaison des différents spectres d’émission des dix terres
rares et sur leur niveau d’intensité. Ce genre de systeme « multi luminescent » et pouvant étre « lu »
sous une excitation unique est particulierement adapté au marquage pour I'anti contrefacon, mais
aussi au multiplexing en biologie. La toxicité du CTAB est actuellement rédhibitoire pour des
applications dans le domaine biomédical mais il serait intéressant d’étudier son remplacement par
un stabilisant alternatif biocompatible. De plus, les informations récoltées lors de I'incorporation de
ce complexe ionique, permettent d’étendre le choix d’organolanthanides pouvant étre encapsulés
dans des nanoparticules de latex, jusque-la limité aux structures non-ioniques.
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ANNEXE 1 : Méthodes et instruments de caractérisation

1. Techniques de caractérisation

1.1. Taille et morphologie des particules

Un Zetasizer Nano ZS de chez Malvern a été utilisé pour mesurer la taille des gouttelettes de
monomere et des particules de polymere. Pour mesurer I'évolution de la taille des gouttelettes au
cours de la polymérisation en miniémulsion, des prélevement sont effectués a intervalles réguliers,
dilués a I'eau et analysés.

Les particules de silice et de latex ont également été caractérisées par Microscopie Electronique en
Transmission (MET, JEOL 2000FX a 200 kV). Une goutte de I’échantillon dilué est déposée et laissée a
évaporer a |'air sur un film de carbone recouvrant une grille en cuivre. Les images MET en haute
résolution et en champ sombre ont été effectuées par la société SERMA sur un microscope TECNAI
G2 S-TWIN a 200 kV.

1.2. Propriétés de luminescence

Les spectres d’émission et d’excitation ont été enregistrés sur un spectrofluorimetre FS920
(Edinburgh Instruments, UK). Les échantillons sont analysés dans des cuves en quartz transparentes
aux UV. La source d’excitation est une lampe au xénon de 450 W et le détecteur pour la région UV-
visible est un photomultiplicateur R928.

Les mesures de temps de vie, de rendement quantique et les spectres d’émission dans l'infrarouge
ont été effectués sur un spectrofluorimétre Fluorolog FL 3-22 de chez Horiba-Jobin Yvon-Spex avec
des tubes en quartz. Il est équipé d’un spectromeétre iHR320 couplé a un photomultiplicateur R928P
de chez Hamamatsu pour les mesures dans le visible et d’'un photomultiplicateur Hamamatsu R5509
pour celles dans l'infrarouge. La source d’excitation est une lampe au Xénon de 450 W. Les temps de
vie ont été mesurés en temps résolu. lls sont déterminés a partir de la décroissance de l'intensité
maximale d’émission aprés un pulse d’excitation. Dans toute cette thése cette décroissance suit une
loi mono exponentielle caractérisée par le temps de demi-vie. Les valeurs présentées sont la
moyenne de trois mesures indépendantes.

Les rendements quantiques ont été mesurés a température ambiante avec une sphére d’intégration
couplée au Fluorolog FL 3-22 en utilisant une méthode précédemment décrite [1]. Le rendement
guantique est ainsi mesuré a partir de I'équation suivante :

E.  E
Lo—L, Ly,xa

b =

E. : spectre d’émission de I’échantillon

L, : spectre d’émission de I'excitation de la référence (solvant ou solution colloidale non marquée
dans le tube quartz de 4 mm de diametre).

L. : spectre d’émission de I’excitation de I"’échantillon
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Le rendement quantique total ®%, est calculé a partir de I’équation ci-dessous :
L _ Eu _ Eu
€Z>Eu = Nisc X Ner X qbEu = Nsens X (pEu
Nisc rend compte de la transition entre les états excités '’ = nn’ du ligand

Ngr rend compte du transfert d’énergie entre les états excités du ligand et de la terre rare Crit’ >
Ln).

1.3. Méthodes de quantification

L’activité gamma des échantillons analysés a été déterminée avec un compteur gamma 1480 Wizard.
Chaque analyse est effectuée dans un tube de 20 mL. Pour chaque série d’échantillons un blanc
d’eau ultra pure est compté afin de fixer le zéro.

La concentration en ions lanthanides a été mesurée par un ICP-MS (Inductively Coupled Plasma-Mass
Spectrometer HP 4500 Series). Pour chaque espéece a analyser, une courbe d’étalonnage de l'ion
correspondant doit étre tracée a partir des solutions étalons de chez VWR. A partir de cette courbe
et en diluant I'échantillon judicieusement il est alors possible de déterminer sa concentration
précisément. Avant chaque analyse les solutions sont acidifiées par de I'acide nitrique a 65 %.

1.4. Méthodes de quantification

Les particules de silice sont récupérées par une centrifugeuse ThermoScientific Heraeus Multifuge
X3R avec un rotor F135-14*50C. Des tubes coniques de 50 mL en polypropyléne de chez VWR sont
utilisés systématiquement.

2. Calculs pour le suivi de la polymérisation

2.1. Conversion du monomere

L’évolution de la conversion du monomeére a été effectuée sur des échantillons prélevés a intervalles
réguliers (environ 2 g) par gravimétrie. L’échantillon prélevé est pesé et séché a I’étuve pendant une
nuit a 100°C pour éliminer I'eau et le monomere résiduel. Le taux de solide théorique en cas d’une
conversion atteignant 100 % est donné par I’équation :

Minonomere + mhydrophobe

TS théorique =
Miotale

La masse totale comprend I'eau, le tensioactif, I'amorceur, I'agent hydrophobe et le monomeére. Le
taux de solide de I’échantillon prélevé au cours de la polymérisation est donné par I'équation :

se

m
— ¢ %100

Mechantillon

TS(%) =

OU Mgee €t Mecnantition FEPrésentent respectivement la masse de I'extrait sec apres séchage et la
masse du prélévement.

Le taux de solide avant le début de la polymérisation est égal a :

mtensioactif + Mamorceur

TS initial =

Mtotale

La conversion est finalement obtenue par I’équation suivante :
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TS — TS, ;i
Conversion % = - initial 100
TSthéorique

2.2. Calcul du nombre de gouttelettes et de particules

La taille des gouttelettes de monomeére et des particules de polymere ont été mesurées par DDL. Le
nombre de gouttelettes de monomere peut alors étre estimé suivant I’équation suivante :

_ My X 6
T dy XX B,

Ng
m,, estla masse de monomere introduite (g)
d,, est la densité du monomeére (g/cm?)
@,, est le diamétre des gouttelettes (cm)

Apres le début de la polymérisation le nombre de particules est donné par :

m,XC m,(1—-C
N d,, d,
p= U
m,, estla masse de monomere introduite (g)
d,, est la densité du monomere (g/cm®)
d,, est la densité du polymere (g/cm’)
@, est le diametre des particules (cm)
C est la conversion
1. deMello, J.C., H.F. Wittmann, and R.H. Friend, An improved experimental determination of

external photoluminescence quantum efficiency. Advanced Materials, 1997. 9(3): p. 230-&.
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ANNEXE 2 : Caractérisation de l'incorporation de Ln(pytz)s(NHOct3);

avec Ln = Eu, Th, Dy, Sm par polymérisation en miniémulsion

Les mélanges de complexe Ln(pytz)s(NHOCct;3); avec Ln=Eu/Tb/Dy ou Ln=Eu/Tb/Dy/Sm ont été dissous
dans le MMA et ont été polymérisés en miniémulsion selon le protocole décrit au chapitre 3. La
formulation est rappelée au Tableau 46.

Tableau 46 Formulation de la polymérisation en miniémulsion pour I'incorporation de mélanges de Ln(pytz);(NHOct;);
(Ln = Eu, Th, Dy, Sm) dans des particules de PMMA.

Composés Masse (g)
CTAB 0,075
Eau 50
MMA 10
ODA 0,4
Ln(pytz)s(NHOCts3); 0,050
AIBA 0,1

Le Tableau 47 résume les principales caractéristiques des latex obtenus. Les Figures 1 et 2
représentent I’évolution de la conversion et de la taille des particules en fonction du temps pour les
deux mélanges. Le méme comportement est observé quand une solution contenant uniquement
Eu(pytz)s(NHOct;)s est incorporée. Ceci confirme que la terre rare n’a pas d’influence sur la
polymérisation en miniémulsion.

Tableau 47 Principales caractéristiques des latex de PMMA synthétisés par polymérisation en miniémulsion et contenant
des mélanges de complexes de lanthanide Ln(pytz);(NHOCct;);

L Indice de
Diamétre des . . .
Teneur en Diametre des  Polydispersit . Tauxde
a) gouttelettes . , Np/ Conversion .
Ln complexe initiales? particules é des (%) solide
(% poids) finales® (nm) particules (%)
(nm) finales®
Eu/Tb/Dy 0,5 96 113 0,02 0,49 98,1 16,8
Eu/Tb/Dy/Sm 0,5 120 121 0,01 0,80 95,7 16,3
Eu 0,5 102 122 0,01 0,47 99,9 17,5

I calculé par rapport au monomere. *’ Mesuré par DDL
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Figure 136 Evolution de la conversion en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion de solutions
de MMA contenant des mélanges de complexes de lanthanide Ln(pytz);(NHOCct;); et stabilisée par le CTAB.
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Figure 137 Evolution du diameétre des particules en fonction du temps au cours de la polymérisation en miniémulsion de
solutions de MMA contenant des mélanges de complexes de lanthanide Ln(pytz)3(NHOct3)3 et stabilisées par le CTAB.
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ANNEXE 3: Détail des propriéetés de Iluminescence de

Ln(pytz)s(NHOCcts3); et Ln(pytz)s(NHEts)s3

1. Spectres d’excitation et d’émission de Ln(pytz);(NHOCts); dans le méthanol 3 2,3.10°M

Eu(pytz),J(NHOct,),

Emission

Excitation

/
rr———+ 1 1 1 71T 1T 1T 7/ T 17 " T T "1

140 145 150 155 16.0 165 17.0 28 30 32 34 36

3 -1
wavenumber / 10° cm

Figure 138 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Eu(pytz);(NHOCt;);

Th(pytz),(NHOCt,),

Emission

Excitation

L

— - . T T T /T T 1T
14 16 18 20 28 30 32 34 36

3 -1
wavenumber / 10° cm

Figure 139 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Th(pytz);(NHOCt;);
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Dy(pytz),J(NHOct,),

Emission

Excitation

6 8 10 12 14 16 18 20 28 30 32 34 36

wavenumber / 10° cm™

Figure 140 Spectres d’excitation et d’émission de Dy(pytz);(NHOCt;);

Sm(pytz),J(NHOct,),

Emission

Excitation

[ T T T T T I T T T T T T AT T T T T T

6 8 10 12 14 16 18 28 30 32 34 36

3 -1
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Figure 141 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Sm(pytz);(NHOCt;);
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Ho(pytz),J(NHOct, ),

Emission
Excitation
/L
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Figure 142 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Ho(pytz);(NHOCt;);

Pr(pytz),J(NHOGt,),

Emission

Excitation

3 -1
wavenumber / 10° cm

Figure 143 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Pr(pytz);(NHOCt;);
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Tm(pytz) J(NHOct,),

Emission Excitation

/L
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3 -1
wavenumber/ 10° cm

Figure 144 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Tm(pytz);(NHOCt;);

Emission
Er(pytz),J(NHOct,),
Excitation
Yb(pytz),|(NHOct,),
Nd(pytz),|(NHOct,),
I 1 1 1 //lll N 1 1 1 1
6 8 10 12 28 30 32 34 36

wavenumber / 10° cm™

Figure 145 Spectres d’excitation et d’émission normalisés de Ln(pytz);(NHOCt;); avec Ln = Er, Yb, Nd.
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a

2. Spectres d’excitation et d’émission de Ln(pytz);(NHOct;); a I'état solide (évaporation du

méthanol)

A .

Pr

Tm

12 14 16 18 20 22

wavenumber / 10> cm”

Figure 146 Spectres d’émission des complexes de Ln(pytz);(NHOct;); dans le méthanol (noir) et a I’état solide (bleu) avec
une excitation a 322 nm

3. Propriétés de luminescence du complexe hydrosoluble Ln(pytz);(NHEt;);

Le complexe Ln(pytz)s(NHEt;); est soluble dans I'eau et présente les mémes propriétés d’émission
qgue Ln(pytz)s(NHOct3); dans le méthanol ou a I’état solide comme le montre la Figure 147.
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Figure 147 Spectres d’émission de Ln(pytz);(NHEt;); dans I’eau (bleu) et de Ln(pytz);(NHOCct;); dans le méthanol (noir) a
2,3.10° M avec une excitation a 322 nm.

Le temps de vie et les rendements quantiques des différents complexes Ln(pytz)s(NHEt;); ont été
mesurés et sont résumés au Tableau 48. lls sont similaires a ceux qui ont été déterminés pour
Ln(pytz)s(NHOCcts); dans le méthanol ou a I’état solide.

Tableau 48 Temps de vie et rendements quantiques de Ln(pytz);(NHEt;); dans I’eau. Excitation a 322 nm.

In Temps de vie Rendement quantique (%) entre Rendement quantique (%) entre 800-
(ms) 400-800 nm 1700 nm

Eu 2,37 17,5 -

Tb 2,23 62,3 -

Dy 0,05 71 11.107
Sm 0,09 1,8 15.10”
Ho 8.10° 7.10*
Pr 6.10° 4.10*
Tm 8.107 2.10°
Nd - 11.107
Yb - 32.10°
Er - 2.10*
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