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J’ai donc été amenée à collaborer avec des personnes de divers laboratoires, que je tiens à
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III.3 Synthèse et caractérisation des nanoparticules de

Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Y ou Gd) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70

III.3.1 Structure cristalline des sesquioxydes de terres rares . . . . . . . . . . 70
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Introduction

Selon l’agence européenne pour l’évaluation des médicaments, “un bio-marqueur est une

caractéristique biologique mesurable, liée à un processus normal ou non. En écologie, un bio-

marqueur permettra alors de détecter la présence de polluants dans l’environnement et l’impact

de certaines pratiques. Dans le domaine médical, un bio-marqueur pourra être utilisé pour le

dépistage, le diagnostic, le traitement médical ou encore l’étude de la toxicité d’une molécule.

De nombreux composés inorganiques sont utilisés en chimie bio-médicale comme agents de

diagnostique, mais aussi comme agents thérapeutiques. On connait par exemple les isotopes

radioactifs qui permettent des explorations fonctionnelles in-vivo (scintigraphie), ainsi que des

diagnostiques in-vitro (dosages radioimmunologiques).

De nouveaux systèmes de détection non isotopiques ont également été développés pour une

utilisation en biologie, comme les fluorophores organiques (fluorescéine, rhodamine, GFP). Ces

composés sont maintenant utilisés en routine et sont vendus commercialement sous forme de

kits. La détection de ces molécules est généralement réalisée par des techniques de microsco-

pie telles que la microscopie confocale. Si la sensibilité de ces techniques est suffisante pour

de nombreuses utilisations en imagerie biologique, l’autofluorescence des milieux biologiques

crée un bruit de fond qui peut perturber la mesure du signal. Une voie permettant de parer à

cette limitation, et s’affranchir de l’auto-fluorescence du milieu biologique, consiste à réaliser

des mesures de luminescence en temps résolu, c’est à dire avec un décalage temporel par rap-

port à l’excitation. Cette technique nécessite d’utiliser des matériaux dont la durée de vie est
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INTRODUCTION

suffisamment longue pour permettre de mesurer l’émission lumineuse après extinction de la

luminescence du milieu biologique. Les matériaux à base de lanthanide paraissent alors être

des candidats de choix pour ce type de mesures. Toutefois, afin que ces matériaux remplissent

leur fonction de bio-marqueurs destinés à des applications médicales une modification de leur

surface est nécessaire. De plus, pour faciliter l’interaction de ces matériaux avec les entités

biologiques, il faudra également adapter leur taille, afin qu’elle soit sub-micrométrique, voir

nanométrique.

Cependant, quand la taille diminue, la matière adopte de nouveaux comportements physico-

chimiques qui sortent des modèles classiques du monde macroscopique, et confèrent au matériaux

des propriétés exceptionnelles. Un abaissement du point de fusion, une dureté exceptionnelle,

ou encore des propriétés magnétiques, catalytiques et optiques originales sont couramment ob-

servées. Deux raisons peuvent expliquer ces phénomènes : la diminution de la taille des entités

en deçà de la grandeur caractéristique des phénomènes physiques impliqués et l’augmentation

de la contribution des atomes de surface aux propriétés du matériau. Dans les cas que nous

étudierons, c’est la deuxième raison qu’il faudra considérer.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse, dont le but final était la mise au

point de NPs luminescentes utilisables comme bio-marqueurs. Ce travail se situant à l’interface

de plusieurs domaines scientifiques, j’ai été amenée à collaborer avec des équipes variées. Parmi

ces collaborations j’ai notamment pu participer au programme franco-brésilien CAPES/COFECUB

qui m’a permis de séjourner deux mois au sein du Laboratoire des Matériaux Photoniques

d’Araraquara (UNESP, Saõ Paulo), spécialisé dans le domaine de la luminescence, mais également

dans celui des matériaux colloı̈daux. Lors de ce séjour, j’ai ainsi pu bénéficier de leur connais-

sance dans le domaine de la chimie de surface et d’outils de caractérisation tels que le XPS. Ce

travail étant également très orienté sur les applications biologiques des nanoparticules, j’ai aussi

été amenée à collaborer avec les équipes du Laboratoire de Chimie de Coordination et de l’Ins-

titut de Physique et Biologie Structurale de Toulouse. J’ai également pu réaliser des expériences

d’internalisation des nanoparticules dans des cellules et leur observation en microscopie confo-

cale lors d’un séjour d’un mois dans le Département de Biology and Chemistry à Hong-Kong.

Ce séjour a été organisé grâce au PHC-PROCORE et a été soutenu par la Baptist University de

Hong-Kong et par l’Université Paul Sabatier de Toulouse.
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Le chapitre I de ce manuscrit sera consacré à la présentation des différents types de bio-

marqueurs existants, les avantages et les inconvénients de chacun seront exposés et les raisons

nous ayant conduit à nous fixer sur les NPs tout inorganiques à base de lanthanides seront

détaillées. Dans la deuxième partie de ce chapitre, les différentes méthodes de modification ren-

contrées dans la littérature seront présentées, et une large part sera faite aux modifications par

les alcoxysilanes, voie que nous avons retenue.

Dans le chapitre II, les aspects fondamentaux de la luminescence des terres rares seront rap-

pelés, et le cas particulier de l’europium sera étudié plus en détail.

Le chapitre III de ce manuscrit présentera les différents matériaux luminescents utilisés : la

synthèse de chacun sera expliquée et les différentes NPs seront caractérisées d’un point de vue

chimique, morphologique et structural. Leurs propriétés optiques seront également détaillées.

Le chapitre IV de ce manuscrit sera consacré à la modification chimique des différentes na-

noparticules, les protocoles expérimentaux, ainsi que les caractérisations seront étudiées.

Enfin, dans un dernier chapitre, les résultats des tests d’utilisation de ces nanoparticules en

tant que bio-marqueurs seront présentés.

Pour finir, le bilan de ce travail sera fait, afin de définir les nouvelles orientations à donner

pour développer les résultats de cette étude.
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ÉTAT DE L’ART

Contents
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Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

La luminescence ou émission spontanée de photons dont la longueur d’onde (λ) se situe

dans le domaine λ = 200 à 1200 nm, est associée à une transition électronique entre deux états

dont la différence d’énergie correspond au domaine considéré : UV, visible, proche IR.

FIGURE I.1 – Spectre de la lumière visible

Les modèles qui permettent de représenter la structure électronique des centres luminescents

sont spécifiques des matériaux considérés. Nous nous intéresserons ici à la photoluminescence

(PL), c’est à dire à l’émission de lumière après excitation par des photons optiques. Le plus

souvent les photons excitateurs sont plus énergétiques que les photons émis : on parle alors de

“down -conversion”. Si au contraire, les photons émis sont plus énergétiques, il s’agit “d’up-

conversion”. Le bilan énergétique global sera alors équilibré soit par l’absorption de plusieurs

photons simultanément par le même centre luminescent, soit par le transfert d’énergie non ra-

diatif depuis un ou plusieurs centres excités vers le centre émetteur.

Concernant les applications en recherche biologique, on tente de développer des sondes lu-

minescentes pour l’imagerie médicale, pour des dosages biologiques (bio-assays) ou pour des

capteurs biologiques (bio-sensors). Parmi la très abondante littérature concernant ce domaine,

nous présentons successivement dans ce chapitre les principaux types de nanoparticules lumi-
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I.1 Les différents types de marqueurs luminescents

nescentes utilisées comme marqueurs en biologie, comment elles peuvent être fonctionnalisées

pour cette application et les voies que nous avons choisies d’approfondir dans notre étude.

I.1 Les différents types de marqueurs luminescents

Les marqueurs luminescents utilisés dans le domaine bio-médical peuvent être divisés en

plusieurs catégories : les nanoparticules métalliques, les quantum dots (QDs), les colorants or-

ganiques et les marqueurs à base de lanthanides. Pour chacune de ces catégories les processus

responsables des phénomènes de luminescence sont différents. Ainsi dans les nanoparticules

métalliques, c’est l’interaction du champ électromagnétique avec les plasmons de surface (os-

cillations collectives d’électrons de surface liés) qui est responsable de la réponse optique. Ces

processus physiques sont toutefois très éloignés de ceux que nous considérerons par la suite,

et nous ne les décrirons donc pas plus en détail. Nous noterons cependant que les nanoparti-

cules métalliques (Au en particulier) ont trouvé de nombreuses applications dans le marquage

d’espèces biologiques, y compris par leur luminescence. Pour les QDs les phénomènes de lu-

minescence sont dûs à des transitions entre la bande de valence et la bande de conduction, alors

que dans les colorants organiques ce sont des transitions entre états moléculaires (singulets et/ou

triplets) qui vont provoquer l’émission de lumière. Enfin dans les lanthanides (Ln), ce sont des

transitions entre niveaux électroniques localisés de l’ion Ln3+ qui sont responsables de la lumi-

nescence.

I.1.1 Les quantum dots

Les quantum dots sont des nanocristaux métalliques ou semi-conducteurs constitués par

l’association d’éléments des colonnes 12-16, 14-15, 14-16. En raison de leur petite taille, ty-

piquement entre 1 et 10 nm, les QDs présentent des propriétés particulières et suscitent un

grand intérêt depuis une quarantaine d’années. En effet, sous excitation lumineuse dans l’UV,

ces nanocristaux ré-émettent des photons dans le spectre visible, avec une longueur d’onde

qui va du rouge au bleu quand leur taille diminue. Dans les semi-conducteurs la structure

électronique est représentée par des bandes énergétiques. Considérant une échelle en énergie,

la bande complètement remplie la plus haute est appelée bande de valence, alors que la bande

d’énergie permise immédiatement supérieure est appelée bande de conduction. Ces deux bandes
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Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

sont séparées par une bande interdite ou gap (Figure I.2). La PL dans les semi-conducteurs pro-

vient du passage des électrons de la bande de valence vers la bande de conduction avec le

franchissement du gap sous l’impulsion d’une excitation, et de leur retour à l’état fondamental

avec ré-émission de photons lumineux dont l’énergie, donc la longueur d’onde, dépend de la lar-

geur du gap. Suivant ce schéma simplifié, l’absorption d’un électron provoque la création d’un

trou dans la bande de valence (BV), et un électron libre se retrouve dans la bande de conduction

(BC). Cependant, l’émission due à la recombinaison électron libre-trou est exceptionnelle et les

émissions observées sont dues à des recombinaisons près des défauts cristallins. Dans le cas des

QDs, la taille des nanocristaux est si petite que la description en bandes n’est plus valide, et il

faut alors considérer des niveaux discrets : c’est le confinement quantique (Figure I.2).

FIGURE I.2 – Schéma représentant les bandes énergétiques dans les QDs et le phénomène de

confinement quantique

La longueur d’onde des photons émis dépend de la taille du cristal : plus il est petit, plus le

gap est grand et plus la longueur d’onde est courte. Les QDs présentent un bon rendement de lu-

minescence et une bande d’absorption large, ce qui rend leur excitation facile. Les plus utilisés

sont à base de cadmium (CdSe, CdS, CdTe), ou de zinc (ZnSe, ZnS) car leur plage d’émission

spectrale englobe tout le domaine visible du spectre optique. Plus récemment, un grand intérêt

a été porté à des QDs possédant des propriétés d’émission dans le proche infrarouge, tels que

CdTe/CdSe, InAs ou PbS, qui ont été utilisés pour de l’imagerie animale.
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I.1 Les différents types de marqueurs luminescents

Les premiers travaux reportant le marquage biologique par des QDs ont été réalisés par

Brüchez Jr. et al. [1] qui ont utilisé des nanocristaux rouges coeur/coquille de CdSe/CdS de

4 nm pour marquer spécifiquement des fibres F-actine, démontrant ainsi que les QDs peuvent

être utilisés pour le marquage de protéines, tout en conservant une activité enzymatique. De

telles propriétés ont également été mises en évidence par Sukhanova et al. [2] qui reportent

la synthèse de nanocristaux coeur/coquille de CdSe/ZnS, leur solubilisation et stabilisation en

milieu aqueux, leur utilisation en tant que marqueur immunologique de la p-glycoprotéine ex-

primée à la surface de cellules cancéreuses mammaires, et leur détection par fluorescence et mi-

croscopie confocale 3D. En outre, Jamiesen et al. [3] ont répertorié un grand nombre d’applica-

tions possibles pour les QDs, parmi lesquelles leur utilisation en tant que donneurs pour les ana-

lyses FRET (Fröster Resonnance Energy Transfer). Cette technique d’analyse est généralement

utilisée pour mesurer des distances, permettant ainsi de visualiser des changements confor-

mationnels de protéines, leur interaction, ainsi que de déterminer l’activité enzymatique. Ces

auteurs reportent également l’utilisation de QDs conjugués à des séquences de nucléotides (liés

via des groupes acide carboxylique) afin de cibler les brins d’ADN ou d’ARN-m. D’autres

exemples d’applications parmi lesquelles la détection d’agents pathogènes [4], et de toxines

[5], l’imagerie animale in-vivo et l’investigation de tumeurs sont également reportées [6].

I.1.2 Les nanoparticules à base de colorants organiques

Ce deuxième type de marqueurs luminescents est constitué de molécules organiques, telles

que la fluorescéine isothiocyanate (FITC), la rhodamine ou encore la cyanine, qui sont em-

ployées couramment en biologie. Lorsqu’une molécule absorbe de l’énergie, les électrons sont

excités vers des niveaux énergétiques supérieurs décrits comme des niveaux électroniques as-

sociés à des sous-niveaux vibrationnels et rotationnels. On distingue deux types d’émission : la

fluorescence entre niveaux singulets S1 → S0, et la phosphorescence qui a lieu à partir d’un

état triplet T1 → S0 (Figure I.3). Elles se distinguent par des probabilités de transition (W en

s−1) très différentes. Entre états singulets (S1 → S0) la transition est permise suivant la règle

de sélection imposée par la mécanique quantique (∆S = 0). La probabilité WT1→S0 est très

élevée et le déclin de l’émission observé après avoir arrêté l’excitation aura lieu sur quelques

ns (10−9 s). Au contraire, la transition T1 → S0 est interdite par la règle en ∆S, sa probabilité

WS1→S0 est faible, et on observera le déclin de l’émission sur une plage de temps variant de la
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Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

ms à la sec. La transition permise S1 → S0 est de ce fait beaucoup plus intense. Les marqueurs

organiques sont très largement utilisés. Leurs principales limitations proviennent de leur faible

photostabilité et du fait que leur luminescence propre est très voisine de l’autofluorescence du

milieu biologique : mêmes émissions en bandes larges dans le visible, mêmes probabilités de

déclin de quelques nano-secondes.

FIGURE I.3 – Schéma représentant les niveaux énergétiques des états singulets et triplets

D’autre part, seul un nombre restreint de molécules de fluorophores peut être attaché à la

bio-molécule, sans interférer avec celle-ci. Pour augmenter le nombre de centres luminescents

attachés sur ces molécules on cherche à les concentrer en les associant à des particules de po-

lymères ou de silice. Les colorants sont alors greffés à la surface de la nanoparticule [7] ou bien

incorporés à l’intérieur de cette dernière [8].

Le caractère hydrophobe des NPs de polymère et des colorants est une limitation à leur utili-

sation en tant que bio-marqueurs, puisque cette application nécessite un environnement aqueux.

Il faudra alors passer par une étape de modification de ces particules comme on le verra dans

la suite de ce chapitre. D’une manière générale les NPs de polymères incorporant un colorant

organique seront notées : colorant@polymère.

Les NPs de silice, quant-à-elles sont hydrophiles, ce qui va faciliter leur utilisation en milieu

biologique. Ce type de particules présente également d’autres avantages pour des applications

en imagerie, tels que l’inertie chimique et la transparence optique. Il existe deux méthodes prin-

cipales pour synthétiser des NPs de silice contenant un colorant organique (colorant@silice) :
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I.1 Les différents types de marqueurs luminescents

- La première utilise la méthode Stöber, très souvent employée pour produire des NPs de

silice. Cette méthode est basée sur l’hydrolyse et la condensation d’un précurseur de

silice (souvent le tétraéthoxysilane ou TEOS) dans l’éthanol en présence d’eau et d’am-

moniaque qui joue le rôle de catalyseur (Figure I.4). Dans ce protocole, le colorant est

incorporé aux précurseurs de silice et peut être soit réparti uniformément au sein de la

particule, soit concentré de façon à obtenir une structure core/shell, comprenant un coeur

riche en fluorophore, protégé par une croûte de silice.

FIGURE I.4 – Equation-bilan des réactions d’hydrolyse (1) et de condensation (2) d’un alkoxy-

silane

- La deuxième est basée sur une méthode de microémulsion inverse. Dans ce système,

des gouttelettes d’un liquide contenant les précurseurs sont dispersées dans un second

liquide, les deux liquides, en général une phase aqueuse et une phase organique (appelée

huile) étant très peu miscibles, voire pas du tout. Dans chaque gouttelette, servant alors de

micro-réacteur, il y aura hydrolyse et condensation des précurseurs et formation de parti-

cules de silice incorporant le colorant. La Figure I.5 représente les différentes étapes qui

interviennent dans la formation des NPs de silice incorporant un colorant par la méthode

des micelles inverses.

Les particules de silice ainsi produites possèdent donc de nombreux avantages comparées

aux colorants organiques libres : une intensité de fluorescence élevée, une bonne photostabilité

due à l’exclusion de l’oxygène lors de l’encapsulation, et des propriétés de surface rendant l’in-

teraction avec de nombreuses bio-molécules relativement aisée.

Zhao et al. [9] décrivent l’encapsulation de fluorophores organiques dans une matrice de
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Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

FIGURE I.5 – Représentation schématique de la méthode de synthèse de “Dye doped NPs” par

la méthode des micelles inverses

silice, et l’utilisation des NPS ainsi produites pour la détection et le dosage de très faibles

concentrations d’ADN. Un deuxième exemple est donné par Bele et al. [7] qui ont utilisé des

NPs de silice fluorescentes, préparées par enrobage de NPs de silice par une seconde couche de

silice contenant de la rhodamine 6G ou de l’acridine orange pour des analyses par cytométrie de

flux. De manière similaire, Santra et al.[8] reportent la synthèse de NPs de silice incorporant un

complexe métallique, (Rubipy 1) comme luminophore, et leur utilisation en tant que marqueurs

immunologiques permettant de cibler des protéines de cellules leucémiques ou de bactéries.

I.1.3 Nanoparticules à base de lanthanides

Cette troisième catégorie de biomarqueurs est basée sur l’utilisation de lanthanides (Ln)

comme centre luminescent. Les ions lanthanide occupent une place prépondérante parmi les

luminophores employés en chimie du solide et dans les très nombreuses applications qui en

découlent. Il est donc normal de chercher à les utiliser également pour le marquage biologique.

Nous pouvons les séparer en deux catégories : les biomarqueurs à base de complexes de lantha-

nide et marqueurs tout inorganiques .

1. Rubipy = chlorure de (2,2’-bipyridylruthenium(II)

12



I.1 Les différents types de marqueurs luminescents

I.1.3.1 NPs à base de complexe de lanthanide

Si les lanthanides présentent des propriétés intrinsèques d’émission très intéressantes pour

une utilisation comme bio-marqueurs, les propriétés d’absorption de ces éléments ne sont pas

aussi favorables puisque les bandes d’absorption des lanthanides dans le visible sont de faible ef-

ficacité. Dans certains complexes organiques de lanthanides, au contraire, une intense émission

de l’ion Ln3+ peut être obtenue via l’effet d’antenne. Ces complexes allient alors les avantages

des molécules organiques (larges bandes d’absorption) et ceux des lanthanides (raies d’émission

fines dans le visible, avec une durée de vie d’émission qui peut aller jusqu’à plusieurs dizaines

de ms). Ces chromophores ont la propriété de collecter l’énergie excitatrice située dans le do-

maine des longueurs d’onde du visible et la transférer sur le cation lanthanide. En compétition

avec la désexcitation radiative T1 → S0, il y a, dans certaines conditions, transfert d’énergie

non radiatif depuis T1 vers des niveaux électroniques de l’ion Ln3+ , comme c’est souvent le

cas dans Eu3+ ou Tb3+ , suivi par la désexcitation radiative de cet ion qui est responsable de

l’émission (Figure I.6).

FIGURE I.6 – Schéma représentant l’effet d’antenne (CIS = conversion inter-système

Dans un article de revue récent [10], J.C. Bunzli répertorie de nombreuses applications dans

le domaine bio-médical des sondes luminescentes à base de lanthanides. La grande majorité des

exemples repose sur des complexes très fortement luminescents obtenus par le choix approprié

de couples ligands-Ln3+ . Il faut en effet que les niveaux électroniques du ligand et de l’ion

émetteur soient situés à des énergies qui rendent le transfert d’énergie antenne→Ln3+ le plus

efficace possible par comparaison avec les processus concurrents : émissions radiatives par le

ligand, transfert en retour ion→ligand, désexcitations non radiatives.
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Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

Comme il est bien mentionné dans la Ref. [10], de plus en plus de bio-analyses nécessitent le

ciblage spécifique de l’espèce à analyser, donc la sonde [complexe de Ln3+ ] doit être modifiée

afin de la coupler à la cible biologique. Le capteur luminescent, c’est à dire le complexe de

Ln3+ convenablement fonctionnalisé, va ensuite être utilisé dans des tests immunologiques sui-

vant des procédures de bio-chimie complexes, dont certaines sont suffisamment bien contrôlées

pour être effectivement utilisées en routine dans les laboratoires d’analyse. On peut citer en par-

ticulier le procédé DELFIA [11] appliqué en routine pour la détection d’antigènes, de stéroı̈des

ou d’hormones. Expérimentalement, en ce qui concerne la photo-physique, les mesures sont

réalisées sur des solutions, en cuves ou en micro-puits. Typiquement, pour ces mesures, la lon-

gueur d’onde d’excitation est située entre 300 et 400 dans le chromophore, la longueur d’onde

d’émission étant fixée à 620 nm (Eu3+ ) ou 540 nm (Tb3+ ), pour les cas les plus courants, et

la mesure est effectuée en temps retardé. L’excitation est pulsée à la fréquence de 10-100 s−1 et

le signal émis est mesuré sur quelques 10−5 s après arrêt de l’excitation. On regroupe ces tests

sous le sigle TR-FIA pour Time Resolved FluoroImmunoAssay I.7 .

FIGURE I.7 – Principe des mesures en temps retardé

D’autres types de tests immunologiques (HTRF pour “Homogenous Time-Resolved Fluo-

rescence”) sont aussi décrits dans la même publication, ils sont développés commercialement

par plusieurs sociétés (TRACE par Cisbio Internationnal, LANCE par Perkin-Elmer ou Lanthas-

creen par Invitrogen). Tous ces tests reposent sur des observations en temps résolu et sur des me-

sures FRET (Förster Resonnant Energy Transfer) dont le principe en est donné Figure I.8. Dans

ce cas, c’est l’ion Ln3+ (déja associé à son antenne) qui agit comme donneur, alors qu’un chro-
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mophore organique joue le rôle d’accepteur, ce dernier émettant à sa longueur d’onde propre,

mais avec le comportement I = f(t) du donneur, donc une constante de temps d’émission

de quelques 10−5 s. Des limites de détection de 10 fmol peuvent ainsi être atteintes. A par-

tir des multiples utilisations possibles, des sondes luminescentes à base de lanthanide ont été

employées pour les tests analytiques, et leur utilisation en imagerie a également été tentée. La

plupart des complexes de Ln3+ peuvent être internalisés puis observés par microscopie de fluo-

rescence en temps résolu. Ici encore, si la sonde est fonctionnalisée de manière à atteindre une

cible donnée à l’intérieur de la cellule, celle-ci pourra être imagée, donc localisée.

FIGURE I.8 – Principe du FRET [10]

Certains complexes de Ln3+ se prêtent aussi à l’imagerie multiphotonique. C’est un phénomène

d’up-conversion, typiquement l’excitation a lieu à 800 nm et la détection à 540 ou 620 nm.

Ces observations nécessitent de très fortes puissances crêtes du laser d’excitation, puisque les

phénomènes mis en jeu ont des probabilités extrêmement faibles. Il faut en effet l’absorption

simultanée de plusieurs photons par le ligand et le transfert simultané vers l’ion Eu3+ ou Tb3+ .

Plusieurs exemples sont publiés par O. Maury et al. [12] ou G.L. Law et al. [13].

Comme il a été fait avec les marqueurs organiques, la possibilité d’insérer les complexes de

lanthanides dans des nanoparticules, polymère ou silice (Eu-chélate@polymère ou Eu-chélate@SiO2 )

a été étudiée. Les marqueurs utilisés dans la Ref. [14] par exemple, sont des nanoparticules

de polystyrène de 107 nm de diamètre comportant 3000 Eu3+ chélatés par la naphtorytrifluo-

roacétone et portent le nom commercial Fluoromax, (Seradyn). Il existe l’équivalent, commer-

15



Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

cialisé par Invitrogen sous le nom de FluoSphere. Dans la Ref. [15], c’est la synthèse de Tb3+ -

BPTA@SiO2
2par microémulsion eau dans huile (W/O) qui est décrite. Ces nanoparticules de 42

nm de diamètre sont utilisées dans un test TR-FIA. Les mêmes auteurs décrivent la synthèse de

Eu3+ -BHHT@SiO2
3 et leur utilisation comme agent de marquage ultrasensible pour des tests

de dépistage d’antigènes humains de l’hépatite B, par fluorométrie en temps résolu. Dans cette

étude, l’adressage des NPs est réalisé grâce à l’interaction spécifique entre la biotine et la strep-

tavidine. Dans une étude similaire, des particules Eu3+ -DBM-Phen@SiO2
4 sont observées sur

substrats plans par microscopie de fluorescence en temps retardé. De nombreuses stratégies

pour obtenir des objets plus complexes peuvent être trouvées dans la littérature, comme dans la

Ref. [16] où l’ion Eu3+ est chélaté par un polyaminocarboxylate, associé à un colorant (cour-

marin 120) qui agit comme antenne, puis enrobé de silice dans des NPs de 55 nm de diamètre.

Ces sondes sont utilisées dans des tests TR-FIA. Les particules ainsi produites possèdent, ici

encore, plusieurs avantages par rapport aux Ln3+ -chélates libres : une plus grande intensité de

luminescence car une NP concentre plusieurs milliers de centres luminescents, et une meilleure

photostabilité.

I.1.3.2 NPs tout inorganiques

Nous considérerons dans cette catégorie les luminophores pour lesquels l’ion lanthanide

luminescent est incorporé sur un site cationique de la matrice hôte. En raison de leurs tailles

atomiques voisines et de leurs propriétés chimiques semblables, les ions actifs seront substitués

partiellement à un autre élément du groupe des terres rares et on utilisera la notation “matrice

hôte : Ln3+ ”. Plusieurs groupes de recherche travaillent sur :

- la synthèse de nanoparticules d’oxydes ou de fluorures dopés par un (ou plusieurs) ions

luminescent(s) Ln3+

- la modification de ces particules pour les rendre bio-fonctionnelles

- les expériences pour lesquelles on montre que ces particules sont des bio-marqueurs

Un des avantages des luminophores inorganiques dopés est que chacun des Ln3+ optiquement

actif peut être introduit, sans changement important des conditions opératoires. Des couples

de Ln3+ peuvent aussi être introduits en substitution partielle pour mettre à profit les trans-

ferts d’énergie Ln3+
I → Ln3+

II . Dans la Ref. [17], Van Veggel et al. décrivent la synthèse de

2. BPTA = N,N,N1, N1-[2,6-bis(3-aminomethyl-1-pyrazolyl)-phenylpyridine]tetrakis(acetate)
3. BHHT = 4,4’-bis(1”,1”,1”,2”,2”,3”,3”-heptafluoro-4”6’hexanedion-6”yl)-o-terphenyl
4. DBM-Phen = tris(1,3-diphenyl-1,3-propanedionato)mono(1,10-phenanthroline)
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NPs de fluorures de lanthane LaF3 :Tb3+ ,Eu3+ ,Nd3+ ,Er3+ ,Yb3+ +Er3+ , Yb3+ +Tm3+ .

Les particules obtenues par précipitation en solution aqueuse, permettent de couvrir, par le

choix du dopant, une large gamme d’émission entre 450 et 1600 nm. La photoluminescence

de Ln3+ a été observée dans des cuves de spectrofluorométrie. Ces particules ont ensuite été

modifiées en surface par un aminosiloxane et conjuguées à la biotine via des fonctions hy-

droxysuccinimidyl ester. Des molécules d’avidine ont ainsi pu être ciblées et la détection a été

réalisée par spectrofluorométrie grâce à un deuxième fluorophore greffé sur les molécules d’avi-

dine. L’emploi d’un couple Yb3+ +Er3+ ou Yb3+ +Tm3+ permet l’observation d’une émission

par up-conversion suivant de principe du schéma Figure I.9. Une longueur d’onde d’excitation

dans le proche IR est particulièrement intéressante pour les observations in-vivo, puisqu’elle est

moins agressive et pénètre les tissus plus en profondeur. Des particules NaYF4 :Yb3+ ,Er3+ ou

NaYF4 :Yb3+ ,Tm3+ , synthétisées avec du PEI (polyéthylèneimine) comme surfactant ont été

visualisées dans des petits animaux [18].

FIGURE I.9 – Diagramme schématique des niveaux d’énergie montrant les mécanismes d’up-

conversion entre les ions Yb3+ et Tm3+ et Yb3+ ,Er3
+

Pour revenir à l’observation de la luminescence par down-conversion on peut citer par

exemple l’observation de CeF3 :Tb3+ [19]. Ces NPs ont été modifiées par dépôt d’une couche

mixte TEOS/APTES, puis biotynilées par addition de biotine dans le milieu réactionnel, et leur
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luminescence observée au spectrophotomètre. Dans la Ref. [20], les auteurs suivent une voie de

couplage similaire appliquée à des particules YAG :Ce3+ . Cette fois, l’émission de Ce3+ est

observée par microscopie après couplage à de l’avidine déposée sur micro-sphères de latex.

Certains auteurs ont également envisagé l’utilisation de phosphates dopés par des ions

lanthanides comme bio-marqueurs potentiels [21]. Des apatites phosphate tricalcium ont été

synthétisées à basse température (37°C) par co-précipitation en milieu alcoolique, et ont été in-

troduites dans des cellules cancéreuses pancréatiques. Les observations réalisées par différentes

techniques de microscopie, en particulier par microscopie confocale et TEM ont confirmé l’in-

ternalisation de ces particules par des cellules cancéreuses.

Beaurepaire et al. reportent l’utilisation comme bio-marqueurs de NPs luminescentes de va-

nadates d’yttrium YVO4 :Eu3+ , préparées par précipitation en solution aqueuse [22]. Ces NPs,

enrobées par une couche mixte de silice, incorporant un aminosilane et fonctionnalisées par des

groupements guanidine agissent comme des toxines artificielles, ciblant les tunnels de sodium,

et ont pu être détectées de façon spécifique par microscopie de fluorescence en temps retardé

dans la membrane de cellules cardiaques.

Dosev et al. [23] ont montré la possibilité d’utiliser des NPs d’oxyde de gadolinium dopé

europium Gd2O3 :Eu3+ directement fonctionnalisées avec l’avidine pour la visualisation de

protéines. Les NPs ont été synthétisées par pyrolyse d’aérosol à haute température (2100°C) et

les protéines conjuguées à la biotine, déposées sur un substrat de silicium par la technique dite

de “micro-contact printing”. Les expériences de visualisation, réalisées par microscopie de fluo-

rescence et microscopie à force atomique (AFM), ont démontré la possibilité d’utiliser des NPs

d’oxyde de lanthanide pour la visualisation de protéines. Ces auteurs reportent également l’uti-

lisation de NPs de Gd2O3 :Eu3+ encapsulées dans une couche de polylysine et conjuguées avec

des anticorps pour la détection par AFM et microscopie de fluorescence d’antigènes déposés

sur un substrat de verre [24, 25].

Plus récemment, des NPs coeur/coquille de Fe2O3 :Co,Nd/Gd2O3 :Eu3+ , ayant à la fois

des propriétés magnétiques et luminescentes ont été employées en tant que marqueurs pour des

dosages immunologiques multimodaux[26, 27]. Les particules sont préparées par un double
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procédé spray pyrolyse à haute température (2000°C), et fonctionnalisées avec plusieurs types

d’anticorps simultanément. Après incubation avec des antigènes marqués par différents co-

lorants organiques, et séparation magnétique, les particules sont analysées par spectrofluo-

rométrie. Le dosage de chaque anticorps est alors réalisé par comparaison des intensités d’émission

des colorants avec l’émission de l’europium, qui peut ainsi être considéré comme un standard

interne.

Toujours avec des oxydes de gadolinium, Tillement et al. [28] ont développé un système

basé sur des NPs de Gd2O3 :Tb3+ multifonctionnelles, permettant le ciblage spécifique de

molécules telles que des oligonucléotides. Les NPs ont, dans un premier temps, été obtenues

par précipitation dans le diéthylène glycol selon une méthode polyol, puis ont été encapsulées

dans une couche mixte de silice, incorporant, à la fois un aminosiloxane afin de les rendre fonc-

tionnelles, et un deuxième fluorophore, la fluorescéine isothiocyanate (FITC), permettant une

détection plus aisée des particules par les techniques couramment employées en biologie. Des

fonctions biologiques telles que des oligonucléotides ou la streptavidine ont alors été greffées

sur ces NPs via des fonctions succinimidyl ester.

Enfin, des NPs luminescentes et magnétiques de Y2O3 :Eu3+ ,Gd3+ , préparées par précipitation

des hydroxycarbonates correspondants en solution aqueuse, et traités thermiquement, ont été

utilisées pour visualiser des cellules cancéreuses après leur fonctionnalisation par l’acide fo-

lique [29]. La conjugaison de l’acide folique est réalisée par greffage d’un polymère cationique

présentant des fonctions amines, le poléthylèneimine (PEI), qui permet le couplage aux fonc-

tions carboxyliques de l’acide folique via des groupements succinimidyl ester. Le ciblage des

cellules cancéreuses par les particules ainsi modifiées a été suivi par cytométrie de flux et mi-

croscopie de fluorescence.

I.2 La bio-fonctionnalisation

Bien que l’utilisation de nanoparticules présente de nombreux avantages, leur utilisation

directe en tant que bio-marqueurs est très difficile. Il est donc nécessaire de les modifier pour

adapter leurs propriétés de surface aux conditions biologiques : milieu aqueux, pH humain (≈
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7), température ordinaire. C’est la bio-compatibilisation. D’autre part, si la fonction recherchée

est le marquage sélectif de cellules, il faut diriger les bio-marqueurs fluorescents vers les cellules

cibles. Cette étape fondamentale est appelée bio-conjugaison, et l’ensemble des deux étapes,

bio-compatibilisation et bio-conjugaison constitue la bio-fonctionnalisation.

I.2.1 Principe

La bio-conjugaison peut être définie comme l’ensemble des étapes qui permettent de lier

une particule à une bio-molécule. Comme il a été mentionné à plusieurs reprises dans ce cha-

pitre, il est fréquent que les marqueurs fluorescents ne soient que très peu réactifs vis-à-vis des

molécules biologiques, et que leurs propriétés de surface ne permettent pas un greffage direct de

ces derniers. Il faut alors passer par une modification chimique du marqueur avant le greffage

de la bio-molécule. Cette étape de bio-conjugaison doit, en outre, répondre à un certain nombre

de critères afin de favoriser la suite du procédé. Le plus important réside dans le fait que le

procédé de conjugaison ne doit pas altérer l’activité de la bio-molécule, notamment en raison

de l’encombrement stérique généré par la présence de la NP, qui serait susceptible d’interférer

avec les interactions se produisant dans le milieu de mesure entre la molécule d’intérêt et la

cible biologique. D’autre part, il faut autant que possible limiter les effets de la bio-conjugaison

sur le signal de la NP, afin de garder une luminescence suffisante. Une autre exigence, parti-

culièrement si l’on veut réaliser des dosages quantitatifs, réside dans le fait de pouvoir contrôler

le nombre de sites de greffage où la bio-molécule peut se lier à la NP. Enfin, le dernier point

concerne l’épaisseur de la couche ainsi déposée, qui doit rester la plus faible possible compara-

tivement à la taille de la particule.

La littérature fournit un grand nombre de stratégies pour réaliser cette bio-conjugaison, qui

peuvent être classées en deux catégories, selon le mécanisme mis en jeu : les approches non

covalentes et les approches covalentes. La finalité n’étant pas l’exhaustivité, seuls quelques

exemples seront évoqués dans les propos qui vont suivre, afin d’illustrer la bio-conjugaison.

I.2.2 Les approches non covalentes

Ces stratégies sont basées sur des simples adsorptions à la surface de la NP, via des forces

non covalentes telles que des liaisons hydrogène ou des interactions électrostatiques.
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Une voie envisagée par Illum et al. [30, 31] ou par Couvreur

et al. [32] est l’adsorption d’anticorps à la surface de NPs de po-

lymères, permettant ainsi de cibler spécifiquement des cellules

cancéreuses [30, 31], des enzymes ou des toxines [32]. D’autre

part, la plupart des protéines et enzymes présentent généralement des segments hydrophobes à

leur surface, générant des interactions hydrophobes avec les nanomatériaux, comme les QDs ou

un grand nombre de polymères.

Un exemple illustrant ce type de modification peut être donné

par Tan et al. [33] qui ont utilisé un copolymère PEO-PPO conte-

nant une partie hydrophile (PEO 5) et une partie hydrophobe

(PPO 6) pour modifier des NPs de latex. En milieu aqueux le copolymère sera alors adsorbé

à la surface de la NP via la partie hydrophobe, laissant les chaines hydrophiles libres de réagir

avec les protéines du milieu. La couche hydrophyle peut également être constituée de PEG 7,

qui permet de plus, de rendre la particule furtive vis à vis de l’organisme. En effet, l’adsorption

des protéines à la surface des particules est fortement diminuée si ces dernières ont une sur-

face neutre et hydrophile. L’utilisation du PEG, électriquement neutre, hautement hydrophile,

et possédant des chaines très mobiles en milieu aqueux va alors permettre de minimiser, à la fois

les interactions électrostatiques et hydrophobes, et va également limiter la formation de liaisons

hydrogènes fortes entre les protéines et les particules. Ainsi, Xu et al. [34] ont enrobé des NPs

sphériques de silice dans une couche de PEG, et ont montré une diminution de l’adsorption non

spécifique des protéines à la surface de NPs.

Si la modification par adsorption est généralement la voie la plus simple à réaliser d’un

point de vue expérimental, elle est cependant la plus difficile à contrôler. En effet, il est très

difficile de contrôler la proportion de bio-molécules adsorbées à la surface de la particule car ce

mode de couplage n’est pas sélectif, et un grand nombre de bio-molécules peut venir s’adsorber.

5. PEO = oxyde de polyéthylène
6. PPO = poly(oxyde de phénylène)
7. PEG = polyéthylène glycol
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Pour limiter les effets négatifs de l’adsorption non sélective,

un deuxième concept a été développé, basé sur l’interaction spécifique

ligand-récepteur, tel que le système biotine-avidine. Ce design,

bien qu’il soit toujours basé sur l’adsorption, peut permettre une

meilleure sélectivité pour le greffage de la bio-molécule d’intérêt

et peut aider cette dernière à s’agripper dans une orientation définie. Ainsi, Dosev et al. [23] re-

portent l’utilisation de NPs luminescentes de Gd2O3 :Eu3+ sur lesquelles ont été adsorbées des

molécules d’avidine pour la visualisation de protéines, préalablement déposées sur un substrat

de silicium et fonctionnalisées par la biotine. Bien que le contrôle de la bio-conjugaison reste

un point délicat, du fait de l’adsorption non sélective de l’avidine sur la NP, cette configuration

donne des résultats satisfaisants.

I.2.3 Les approches covalentes

Ces stratégies reposent sur la création de liaisons chimiques “fortes” entre la particule lumi-

nescente et la bio-molécule.

Afin de contrôler le greffage des bio-molécules sur les NPs,

de nombreux auteurs ont utilisé une méthode basée sur le cou-

plage chimique entre les groupes réactifs présents à la surface

des bio-molécules (thiols ou groupements amino) et un agent de

couplage, également lié à la particule par liaisons covalentes. Cela favorise ainsi un greffage

plus sélectif et plus contrôlé. Parmi les agents de couplage référencés dans la littérature, les

alcoxysilanes sont les plus fréquemments employés. En effet, la chimie des silanes étant très

développée, des alcoxysilanes exprimant une grande diversité de fonctions telles que des fonc-

tions amines (APTES 8) [35, 36], thiols (MPTMS 9) [37], méthacrylates (MPS 10) [38], époxys

(GPTS ou Glymo 11) [39] ou encore vinyls (VTMO 12) [40] ont été développés. Ces fonctions

sont alors des sites de choix pour le couplage des bio-molécules à la surface des NPs.

8. APTES = 3-aminopropyltriéthoxysilane
9. MPTMS = 3-mercaptopropyltriméthoxysilane

10. MPS = 3-méthacryloxypropyltriméthoxysilane
11. GPTS = 3-glycidoxypropyltriméthoxysilane
12. VTMC = vinyltriméthoxysilane
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En outre, l’utilisation d’un deuxième agent de couplage peut

être nécessaire pour coupler la bio-molécule à la NPs. C’est par

exemple le cas lorsque des NPs modifiées avec APTES (ex-

primant des fonctions amines) doivent être couplées à la bio-

molécule via une deuxième fonction amine. Dans ce cas, la bio-conjugaison sera assurée par

une agent de couplage homobifonctionnel tel que le glutaraldéhyde, comme le décrivent Koh et

al. [41].

Enfin, une approche analogue à celle décrite dans les ap-

proches non covalentes, peut être envisagée pour réaliser la bio-

conjugaison en utilisant le couple biotine-avidine comme agent

de liaison. Dans ce schéma, les bio-molécules sont liées à l’avi-

dine tandis qu’une couche de biotine est greffée autour des NPs.

Pour ce faire, Bergmann et al. [42] ont dans un premier temps greffé du polyéthylèneimine

(PEI) à la surface de NPs de silice, afin d’introduire des groupement NH2, puis ont comparé

le greffage de steptavidine sur ces fonctions amines, soit directement, soit via des groupements

homobifonctionnels tels que le glutaraldéhyde ou l’acide succinimidique.

Quelle que soit la voie de modification envisagée, il peut être intéressant d’encapsuler la

particule dans une couche de silice, réputée stable en suspension et plus réactive, ce qui va

faciliter la bio-conjugaison des molécules d’intérêt biologique. Ainsi, des NPs d’oxydes (de

lanthanides ou d’autres métaux) sont souvent modifiées par co-condensation d’organosiloxane,

avec du TEOS selon la méthode Stöber [28, 22, 20].

I.2.4 D’autres paramètres

Cependant, même si la réussite de la bio-conjugaison constitue une part très importante du

travail de bio-fonctionnalisation, ce n’est pas une condition suffisante pour l’utilisation de NPs

luminescentes comme bio-marqueurs, et d’autres paramètres doivent être pris en considération,

et une fois bio-fonctionnalisées, les NPs doivent répondre à un certain nombre de critères.

Tout d’abord, les suspensions préparées à partir de ces particules en milieu aqueux, à pH
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humain (≈ 7) doivent être stables, afin de prévenir l’agrégation des NPs lors de leur introduction

dans le milieu biologique. Une faible toxicité des marqueurs vis-à-vis des cellules est également

requise, que ce soit pour des expériences in-vivo ou in-vitro. La cytotoxicité peut avoir deux

origines :

– intrinsèque : elle est liée à la nature des NPs en elles mêmes, particulièrement si elles

contiennent des métaux lourds tels que le cadmium (Cd).

– extrinsèque : elle peut intervenir lors de l’internalisation des NPs par les cellules et est

liée à des effets de forme ou de masse.

Enfin, dans le cas d’expériences in vivo, l’inertie biologique des NPs luminescentes est re-

quise, afin de ne pas déclencher de réponse immunitaire, ce qui entraı̂nerait la destruction et

l’élimination des NPs. Pour cela, la surface des NPs doit être modifiée, afin d’empêcher des

adsorptions non spécifiques de molécules présentes dans le milieu biologique. La voie com-

munément employée consiste à enrober les bio-marqueurs par une couche de PEG, comme il

a été décrit au paragraphe précédent, ce qui permettra de rendre les particules furtives pour

l’organisme.

I.3 Les voies retenues dans ce travail

I.3.1 Nanoparticules inorganiques de lanthanides

Dans la suite de notre étude nous avons choisi de nous intéresser plus particulièrement aux

NPs inorganiques à base de lanthanide. En effet, bien que leur rendement quantique et leur

brillance soient réputés plus faibles que pour les QDs ou les colorants inorganiques [43], ce

type de matériaux présente des propriétés qui en font des marqueurs potentiels intéressants.

Le principal avantage des lanthanides sur les deux autres types de luminophores est la durée

de vie de luminescence beaucoup plus longue, de quelques ms pour les lanthanides contre

quelques ns pour les QDs ou les colorants organiques (Figure I.7). Les marqueurs ainsi com-

posés pourront être utilisés pour des mesures décalées dans le temps. Cela permettra donc de

s’affranchir de la luminescence de courte durée de vie provoquée par le milieu biologique et de

“compenser” les faibles rendements quantiques et la faible brillance.

Outre leur longue durée de vie, les lanthanides possèdent également une très bonne résistance
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au photoblanchiement, contrairement aux colorants organiques ou même au QDs. Cette pro-

priété présente un grand intérêt puisque les marqueurs ne se dégraderont pas au cours des

expériences et ne nécessiteront pas de conditions de stockage particulières, notamment à l’abri

de la lumière.

Enfin, et contrairement à tous les autres types de luminophores, les lanthanides ont un

décalage de Stokes (Stokes shift) important. Cet écart entre la longueur d’onde d’émission et

la longueur d’onde d’excitation va permettre d’obtenir un signal “épuré”, qui ne prendra en

compte que la luminescence des lanthanides et qui ne sera pas perturbé par la diffusion du mi-

lieu provoquée par le rayonnement incident. Cette propriété va alors permettre de gagner en

sensibilité et de détecter des émissions de plus faible intensité.

I.3.2 Modification de surface par des alcoxysilanes

Comme on l’a vu précédemment, pour être utilisées comme bio-marqueurs, les NPs in-

organiques à base de lanthanides doivent être modifiées. Parmi le gand nombre de voies de

modification citées précédemment, nous avons porté notre attention sur la modification des

NPs par greffage d’alcoxysilanes à leur surface. En effet, cette voie, largement décrite pour la

modification de particules de silice, permet de donner un caractère organique à des matériaux

inorganiques. Parmi les différents alcoxysilanes, les amino-siloxanes permettent de greffer des

fonctions amines à la surface des particules, offrant ainsi de nombreuses possibilités d’attache

pour les bio-molécules, notamment par réaction avec les groupements carboxyliques.

La modification par l’APTES de silices mésoporeuses [44, 45, 46], de substrats plans Si/SiO2 [47,

48] ou encore de NPs de silice [49, 40] a été étudiée par plusieurs groupes de recherche. De plus,

la surface des oxydes portant des fonctions hydroxyles peut également être fonctionnalisée par

des organo-siloxanes. Toutefois le greffage direct de l’APTES ou d’autres organosiloxanes à

la surface d’oxydes est peu décrite dans la littérature. La silanisation directe de maghémite

Fe2O3 par l’APTES a été décrite par Xu et al. [50]. De même, la modification de surface par

l’aminopropyltriméthoxysilane (APTMES) de NPs luminescentes de YAG :Ce3+ , suivie de

leur biotynitation est reportée par Asakura et al.[19]. Dans d’autres études, la fonctionnalisation

par l’APTES a été favorisée par déposition préalable d’une couche de silice, créant ainsi une

double couche à la surface des NPs. Des NPs magnétiques Fe2O3[36, 51], ou luminescentes
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(YVO4 :Eu3+ [35], Y2O3 :Tm3+ /Yb3+ [52]) ont ainsi été modifiées selon cette procédure.

Une troisième route, consistant en la co-condensation d’un mélange triéthoxysilane (TEOS) et

APTES, formant une couche de silice contenant des fonctions amines a également été employée

pour la modification de particules luminescentes telles que des oxydes [53] (Gd2O3 :Eu3+ ) ou

des fluorures [20] CeF3.

Nous avons choisi de modifier des particules inorganiques à base de lanthanide avec ce type

de composés, et plus particulièrement avec l’aminopropyltriéthoxysilane (APTES), en raison

de son caractère bi-bonctionnel. L’APTES est un trialcoxysilane possédant, d’une part, trois

groupements éthoxy (O-CH2-CH3), très réactifs vis-à-vis des fonctions hydroxyles présentes

à la surface des NPs, et d’autre part, une fonction amine, très réactive, notamment avec les

molécules biologiques (Figure I.10). Schématiquement, les groupements éthoxys de l’APTES

vont réagir avec les groupements hydroxyles, laissant des fonctions amines libres en dehors de

la surface [54].

FIGURE I.10 – Formule semi-développée de l’APTES

I.3.3 Techniques de mesure de la photoluminescence

I.3.3.1 Principe des expériences de spectroscopie de photoluminescence

En spectroscopie on distingue trois types de mesures expérimentales :

- Les spectres d’émission,

Ils consistent à regarder la réponse spectrale du matériau

provoquée par une excitation donnée. Si λem�λex l’émission

sera appelée �Stockes�, si λem≺λex l’émission sera dite

� anti-Stokes � et si λem = λex ce sera une émission de

résonance.

- Les spectres d’excitation
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Ils consistent à rechercher toutes les énergies absorbées

permettant au matériau d’émettre à une longueur d’onde

donnée.

- Les déclins de luminescence ou durée de vie, pour lesquels on mesure l’évolution d’une

population excitée en fonction du temps.

Les détails concernant les dispositifs que nous avons employés sont donnés dans l’annexe

B.

I.3.3.2 Les différents moyens de mesurer la luminescence

Parmi tous les exemples que nous avons décrits, différentes techniques de détection ont

été employées. La mesure la plus simple est réalisée en cuve ou sur poudre sèche à l’aide

d’un spectrofluorimètre. Les mesures en cuve nécessitent de travailler avec des suspensions

stables au cours du temps, afin de conserver des mesures reproductibles. Cette technique four-

nit des spectres, qui permettent d’analyser les propriétés de luminescence des particules, sur une

gamme de longueurs d’ondes étendue. On peut ainsi relever les spectres d’émission et d’exci-

tation de la photoluminescence. Si la source est pulsée et la détection synchronisée on relève

les propriétés transitoires (déclins) et les spectres en temps résolu. Avec un spectrofluorimètre

on peut également relever les spectres de réflexion diffuse de poudre ou de solutions très absor-

bantes. Les mesures d’absorbance sont, quant à elles réalisées avec un spectrophotomètre.

La luminescence peut également être visualisée par microscopie optique de fluorescence.

Cette technique est depuis de nombreuses années un outil incontournable pour les analyses

morphologiques des cellules, que celles ci soient vivantes ou fixées. Les limitations majeures de

la microscopie de fluorescence sont la fluorescence naturelle des cellules et tissus, et la tendance

des sondes organiques au photoblanchiement. Avec les sondes Ln3+ , le déplacement de Stokes

important et la résistance au photoblanchiement pallient ces effets. Enfin, si un système de

mesure en temps décalé est adapté sur les dispositifs, le signal propre aux Ln3+ est exalté par

rapport à tous les autres signaux résiduels. Les équipements qui ont servi aux expérimentations

reportées dans la littérature diffèrent par :

- la source d’excitation : lampe Xénon, laser Argon, diodes laser...

- les performances du système de détection : photomultiplicateur, caméra CCD

27



Chapitre I: Les bio-marqueurs luminescents : état de l’art

- la résolution du microscope : champ large ou confocal

Pour notre part nous avons réalisé deux types d’observations :

- Des observations en champ large, sous excitation à la lampe filtrée à 365±5 nm, enre-

gistrées par caméra CCD à l’IBPS de Toulouse.

- Des observations au microscope confocal, sous excitation laser (à 488 et 514 nm) équipé

d’un monochromateur à l’IPBS de Toulouse ainsi qu’à la City U de Hong Kong.

Ce type d’analyse permet, dans le cas de particules seules, de visualiser la dispersion et

l’homogénéité de ces dernières. Dans le cas de cellules marquées, ce type d’analyse permet de

localiser des particules, ainsi que de démontrer, ou non, une sélectivité du greffage ou du mar-

quage.

Enfin, des mesures en cytométrie de flux peuvent être réalisées sur les particules ou les

cellules en suspension. La cytométrie de flux est une technologie d’usage très répandue non

seulement dans les laboratoires de recherche mais également dans les laboratoires cliniques et

d’analyse. Son intérêt est de permettre l’analyse de solutions cellulaires hétérogènes sur le plan

phénotypique et/ou fonctionnel en mesurant, en parallèle, des paramètres optiques multiples.

L’acquisition de ces paramètres est obtenue par le passage d’une suspension unicellulaire face à

un laser. Il y a ensuite mesure des lumières diffractées (structure cellulaire) et des fluorescences

réémises, grâce à des filtres optiques et des photo-multiplicateurs, et ce pour chacune des cel-

lules qui passent individuellement devant le ou les lasers à un rythme de plusieurs centaines par

seconde.
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Chapitre II: Aspects fondamentaux de la luminescence des lanthanides

II.1 Les terres rares

Les terres rares englobent le groupe des lanthanides (notés de façon générique Ln), constitué

des quinze éléments situés sur une même ligne et allant du lanthane (Z=57) au lutécium (Z=71)

(Figure II.1), auxquels il faut ajouter l’yttrium (Z=39) et le scandium (Z=21). Ces deux éléments

se trouvent immédiatement au dessus du lanthane dans le tableau périodique. Les terres rares

forment une série présentant une remarquable homogénéité de propriétés chimiques. Le seul

paramètre significatif variant de façon monotone le long de la série est la taille de l’ion (quan-

tifiée à l’aide des rayons ioniques). Du début à la fin de la série des lanthanides, le rayon ionique

décroit régulièrement. Ce phénomène est appelé contraction lanthanidique et provient de l’aug-

mentation de la charge nucléaire.

La configuration électronique des lanthanides est reportée Table A.1. L’état de valence com-

mun à tous ces lanthanides est Ln3+ , que l’on peut noter [Kr] 4d10 4fn 5s2 5p6 où n varie de 0

pour le lanthane à 14 pour le lutécium.

Pour tous les lanthanides, ainsi que pour le scandium et l’yttrium, on trouve l’oxyde sous la

forme M2O3. Toutefois, la cérine CeO2 est la forme courante de l’oxyde de cérium, alors que

pour le terbium on trouve Tb4O7=2TbO2+Tb2O3, la couche 4f vide (Ce4+ ) ou semi-remplie

(Tb4+ ) stabilisant la configuration. Pour l’europium à l’inverse, c’est la valence Eu2+ qui est

stabilisée par la couche 4f semi-remplie. Dans les ions Ln3+ , la couche 4f n’est pas la plus

externe et les électrons 4fn interviennent peu dans la liaison chimique. Cet effet d’écran (par

5s2 5p6) explique que les modifications énergétiques des électrons 4fn soient très faibles lorsque

l’ion est introduit dans un champ de ligands.
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FIGURE II.1 – Les lanthanides dans la classification de Mendeleiev

II.2 Propriétés optiques des lanthanides

II.2.1 Introduction

Les propriétés optiques des ions lanthanides trivalents ont été étudiées du point de vue

expérimental et du point de vue théorique dès 1940-1950, avec les travaux de G. Racah [55,

56, 57, 58], R.J. Elliot et K.W.H. Stevens [59, 60, 61], puis B.R. Judd [62]. Plusieurs ouvrages

ou séries de cours ont permis d’expliciter de façon détaillée les configurations électroniques des

ions Ln3+ et comment les traiter théoriquement dans un champ cristallin [62, 63, 64].

La théorie et les modes de calcul des intensités des transitions intra-configurationnelles

(intra-4fn) ont été développés simultanément par B.R. Judd et G.S. Ofelt [65, 66] donnant

lieu à la théorie de Judd-Ofelt.

Dans ce qui suit nous explicitons certaines de ces notions, qui sont importantes dans le

cadre de ce travail, que nous avons extraites de plusieurs cours [67] ou de thèses plus ou moins

récentes [68, 69]. Enfin, nous avons employé les descriptions fondamentales telles qu’elles sont

décrites dans plusieurs articles de revue [70, 10].
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Ln Ln0 Ln2+ Ln3+ Ln4+

La [Xe]5d16s2 [Kr]4d104f05s25p6

Ce [Xe]4f15d16s2 [Kr]4d104f15s25p6 [Kr]4d105s25p6

Pr [Xe]4f36s2 [Kr]4d104f25s25p6

Nd [Xe]4f46s2 [Kr]4d104f35s25p6

Pm [Xe]4f56s2 [Kr]4d104f45s25p6

Sm [Xe]4f66s2 [Kr]4d104f55s25p6

Eu [Xe]4f76s2 [Kr]4d104f75s25p6 [Kr]4d104f65s25p6

Gd [Xe]4f75d16s2 [Kr]4d104f75s25p6

Tb [Xe]4f96s2 [Kr]4d104f85s25p6 [Kr]4d104f75s25p6

Dy [Xe]4f106s2 [Kr]4d104f95s25p6

Ho [Xe]4f116s2 [Kr]4d104f105s25p6

Er [Xe]4f126s2 [Kr]4d104f115s25p6

Tm [Xe]4f136s2 [Kr]4d104f125s25p6

Yb [Xe]4f146s2 [Kr]4d104f135s25p6

Lu [Xe]4f145d16s2 [Kr]4d104f145s25p6

TABLE II.1 – Récapitulation des états de configuration des lanthanides selon leurs états d’oxy-

dation

II.2.2 Niveaux électroniques dans 4fn

L’interprétation des spectres électroniques de terres rares est basée sur l’établissement d’un

hamiltonien permettant de satisfaire au mieux l’équation de Schödinger HΨ = EΨ. Cet hamil-

tonien peut s’écrire sous la forme d’une somme de trois termes :

Hionlibre = Hconf +Hel +HSO (II.1)

• L’hamiltonien de configuration Hconf correspond à la somme des énergies cinétiques et

potentielles des n électrons. Il a pour effet de séparer la configuration de base (4f6 pour

l’europium Eu3+ ) de la première configuration excitée (4f55d1).

• L’hamiltonien d’interaction électrostatique Hel est associé à la répulsion coulombienne

entre les électrons 4f. Il décompose la configuration 4f en différents termes notés 2S+1L

qui sont (2S+1)(2L+1) fois dégénérés. Dans cette notation L, est un nombre entier égal

à 0, 1, 2, 3. . . auquel on fait correspondre les lettres S, P, D, F. . . , et S est un nombre
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entier ou demi-entier qui traduit la multiplicité du terme 2S+1L. S et L sont des nombres

quantiques associés aux vecteurs ~S =
∑n

i=1 ~si et ~L =
∑n

i=1
~li

• Enfin l’hamiltonien HSO décrit les interactions entre le spin et le moment orbital de

chaque électron. L’interaction spin-orbite est représentée par le moment angulaire total

~J = ~L+ ~S et vérifie |L− S| ≤ J ≤ |L+ S|. Ce couplage spin-orbite, aussi appelé cou-

plage L-S ou Russel-Sanders décompose chaque terme spectral 2S+1L en 2S+1 ou 2L+1

(selon que S≺L ou S�L) niveaux notés 2S+1LJ .

Toutefois, ces trois termes caractérisant l’ion libre ne suffisent pas à décrire totalement les

spectres de luminescence de l’ion introduit dans une matrice cristalline, et un quatrième terme

doit être introduit : l’hamiltonien de champs cristallin, noté Hcc. Celui-ci prend en compte l’in-

teraction de l’ion libre avec le champ cristallin de la matrice hôte. Il décrit alors l’influence du

champ électrique créé par les charges qui entourent la terre rare. L’expression de cet hamiltonien

est la suivante :

Hcc =
∑
kqi

(Bk
q )(Ck

q )i (II.2)

Dans cette expression, Ck
q sont les opérateurs tensoriels qui se transforment comme les harmo-

niques Ykq lesquels sont les parties angulaires des fonctions d’onde calculées dans le cas simple

d’ions monoélectroniques ; Bkq sont les paramètres de champ cristallin.

Sous l’effet du champ cristallin, les niveaux 2S+1LJ vont être décomposés en sous-niveaux

énergétiques : c’est l’effet Stark. Cette décomposition dépend de la symétrie du champ cristallin.

En effet, lorsque l’ion Ln3+ est introduit dans la matrice cristalline, la symétrie de son envi-

ronnement est réduite de la symétrie sphérique à la symétrie du site cristallographique occupé

par l’ion. Il y aura alors levée de dégénérescence partielle ou totale, selon la symétrie du site

cristallographique, et les niveaux 2S+1LJ vont être décomposés au maximum en 2J+1 niveaux

Stark (si J est entier) ou en 1/2(2J+1) niveaux Stark si J est demi-entier.

A partir de la théorie des groupes, Prather [63] a dénombré les niveaux Stark pour les divers

groupes de symétrie.
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FIGURE II.2 – Ordre de grandeur des principaux hamiltoniens responsables de l’éclatement de

la configuration 4fn de l’ion Ln3+
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II.2.3 Transitions entre niveaux : règles de sélection

L’interaction des ions ainsi décrits avec le rayonnement électromagnétique peut alors don-

ner naissance à des transitions radiatives entre les niveaux énergétiques. L’opérateur associé au

champ électromagnétique peut être décomposé en 2 termes : un opérateur dipolaire électrique

(DE) qui se transforme comme un vecteur de coordonnées x,y,z et un opérateur dipôlaire

magnétique (DM) qui se transforme comme la rotation (Rx,Ry,Rz). Les transitions entre les

niveaux d’énergie vont être régies par un certain nombre de règles, déterminées en écrivant les

éléments de matrice DE et DM. Quelle que soit la nature de l’opérateur, il n’agit qu’entre états

de même S (∆S = 0)

Dans le cas de l’ion libre, les transitions sont régies par la règle de Laporte. Ces règles im-

pliquent que les transitions dipolaires électriques entre niveaux de même parité (définie par∑n
i=0 li) sont interdites. Ceci interdit théoriquement toute transition intra-configurationnelle

(par exemple intra 4f ) ; par contre, les transitions dipolaires magnétiques sont permises. Entre

configurations de parités opposées (4fn5d0 → 4fn−15d1), les transitions dipolaires électriques

sont permises, alors que les transitions dipolaires magnétiques ne le sont pas.

Cependant, certaines transitions DE intra-4fn sont permises grâce à l’effet du champ cris-

tallin, qui mélange les configurations 4f 6 et 4f 55d, de parités opposées. On parle de transitions

forcées, qui obéissent à la théorie de Judd Ofelt.

II.2.4 Transitions entre niveaux : probabilités de transition

L’intensité d’une raie d’absorption J → J ′ est exprimée par la force de l’oscillateur P , qui

peut être déterminée expérimentalement à partir du spectre d’absorption en utilisant la formule :

P = 4, 32.10−9
1

λ20NL

∫
log

I0
I(λ)

dλ (II.3)

La force d’oscillateur P donne la valeur de la probabilité radiative de la transition (le coef-

ficient A d’Einstein) par la relation :

AradJ−J ′ =
8π2e2

mcλ2J−J ′
P (II.4)

Considérant l’émission, on peut exprimer l’intensité d’une transition par :

IJ ′−J =
hc

λ2J ′−J
.AJ ′−J .NJ ′ (II.5)
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avec NJ ′ le nombre d’ions excités dans l’état J ′

La probabilité de transition radiative AJ−J ′ peut aussi être exprimée en considérant l’action

d’un opérateur (DE ou DM) entre les fonctions d’onde associées aux états J et J’ :

AJ−J ′ =
64π4ν3J−J ′

3hc3(2J + 1)
χ(〈J | V | J ′〉)2 (II.6)

où :

– h correspond à la constante de Planck et c à la célérité de la lumière dans le vide

– νJ−J ′ est la fréquence moyenne de la transition J-J’

– χ est un facteur correctif du champ local induit par la matrice hôte caractérisée par son

indice de réfraction

– (〈 J | V | J’ 〉)2 correspond à la force de la raie spectrale, où V est l’opérateur moment

dipolaire qui aura des expressions différentes pour les transitions DE et DM

Nous expliciterons dans la suite comment ces équations peuvent s’appliquer à Eu3+ .

La valeur calculée et/ou mesurée de la probabilité de désexcitation radiative d’un niveau

émetteur J, permet de calculer la durée de vie purement radiative de celui-ci, et de la comparer

avec la durée de vie observée :

1

τ radJ ′
=
∑
J

AradJ−J ′ = W rad (II.7)

Après absorption, le retour depuis l’état excité jusqu’au niveau fondamental peut se faire :

- soit en émettant un photon d’énergie hν : la transition est dite radiative

- soit en transférant son énergie au sein du système : la transition est dite non-radiative

En régime transitoire, lorsque chaque ion se comporte indépendamment les uns des autres,

l’intensité varie avec t suivant :

I(t) = I0exp

(
− t
τ

)
(II.8)

Insistons sur le fait que cette expression est juste pour un système de N ions émetteurs se com-

portant tous de façon identique, indépendamment les uns des autres. Tous les transferts non ra-

diatifs entre ions donneurs-accepteurs identiques (Eu-Eu) ou non (Yb-Er) sont très dépendants

de leur distance. Ces interactions seront plus fortes entre ions plus proches et feront interve-

nir des termes non exponentiels dans I(t). De même, les ions émetteurs situés en surface du

matériau ou ceux qui sont situés près de tout autre défaut cristallin ne sont pas soumis au même
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environnement que ceux du “bulk” et vont introduire des perturbations sur le déclin global, qui

sera alors multi-exponentiel.

Dans le cas où le déclin est exponentiel, on peut donc mesurer une valeur τ

1

τ
=

1

τ rad
+

1

τnrad
(II.9)

Toutes les probabilités de désexcitation non radiatives sont considérées dans 1
τnrad = W nrad.

Les désexcitations non radiatives des ions isolés (sans transfert d’énergie) sont dues aux

interactions avec le réseau cristallin (ou l’environnement de façon plus générale) : l’énergie est

transférée à la matrice avec création de phonons. La probabilité de désexcitation non radiative

s’écrit :

W nrad(T ) = wnrad0 (ε(T ) + 1)p (II.10)

où wnrad0 est la valeur à 0 K, elle dépend de ∆E (l’écart entre les niveaux J et J’) et de

constantes semi-empiriques caractéristiques de la matrice, p est le nombre de phonons d’énergie

~ω nécessaire pour que p~ω � ∆E et ε est le nombre de Bose-Einstein : ε = 1
exp(~ω/kT )−1

De l’expression il ressort que wnrad augmente avec la température. A température ordinaire,

la probabilité de désexcitation non radiative est d’autant plus grande que l’écart ∆E est faible,

et/ou que l’énergie caractéristique des phonons ~ω est élevée. On utilisera par exemple des

matrices fluorures (~ω ≈ 360 cm−1 ) plutôt que des oxydes (~ω ≈ 600 cm−1 ) pour observer

des luminescences intenses dans le rouge et dans l’IR.

II.3 L’europium

Lors de notre travail nous avons choisi de nous intéresser plus particulièrement à l’europium

comme centre luminescent. En effet, la sensibilité extrême de la luminescence de Eu3+ à son

environnement permet d’utiliser cet activateur comme sonde optique ponctuelle.

II.3.1 Niveaux électroniques dans 4f 6

La configuration électronique de Eu3+ (Z = 63) est [Kr] 4d10 4f6 5s2 5p6 et les énergies

des niveaux de la configuration 4f6 sont présentées sur le diagramme de la Figure II.3 avec la

notation 2S+1LJ conformément à la description du paragraphe II.2
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FIGURE II.3 – Niveaux d’énergie de la configuration 4fn de l’ion Eu3+

Le spectre d’émission de cet ion est relativement simple et se situe dans le domaine du

visible. Il existe quatre niveaux émetteurs 5D0 , 5D1 , 5D2 et 5D3 (notés globalement 5Dj ),

situés respectivement à 17300, 19000, 21500 et 24500 cm−1 environ du niveau fondamental
7F0 , mais c’est l’émission provenant de l’état 5D0 qui prédomine. L’éclatement des différents

niveaux d’énergie est grand aussi bien à l’intérieur d’un même niveau (c’est le cas pour les ni-

veaux de base 7FJ et les niveaux excités 5DJ ) qu’entre les niveaux de base 7FJ et les niveaux

excités 5DJ . Cet écart énergétique important permet d’isoler les niveaux de départ et d’arrivée

les uns des autres. Les niveaux inférieurs 7FJ correspondant à des valeurs de J faibles donc

à une dégénérescence des niveaux peu élevée permettent d’attribuer les différentes transitions
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observées sans ambigüité.

L’ion europium présente généralement une intense luminescence dans le rouge correspon-

dant à la transition 5D0→7F2 située vers 620 nm, la bande d’absorption prédominante est située

vers 390 nm et correspond à la transition 7F0 → 5L6 .

L’interprétation purement qualitative des spectres d’émission 5D0−2→7F0−6 est intéressante

car les niveaux 5D0 et 7F0 ne sont pas décomposés par le champ cristallin. Il y a donc au maxi-

mum une 5D0→7F0 par site. Le nombre de raies observées donne ainsi le nombre minimum de

sites cristallographiques ou de types d’environnements pour Eu3+ .

La décomposition due au champ cristallin peut s’exprimer en appliquant Hcc (équation II.2)

comme une perturbation par rapport à l’ion libre. On parvient ainsi à évaluer numériquement

la décomposition des niveaux en sous niveaux |J,MJ〉. Des méthodes de calcul, basées sur

l’algèbre de Racah, ont été développées puis appliquées par plusieurs groupes de chercheurs

dans les années 1970. A titre d’illustration, l’hamiltonien empirique utilisé pour traiter Eu3+ en

symétrie C1 s’écrit :

H = Eavg +
∑

k=2,4,6

F kfk + ζ4f

6∑
i=1

sili (II.11)

+
∑

k=2−4,6−8

T ktk(f) + αL2(f) + βG(G2(f)) + γG(G7(f)) (II.12)

+
∑

k=0,2,4,6

Mkmk(f) +
∑

k=2,4,6

P kpk(f) (II.13)

+B4
c

[
C

(4)
0 +

√
5

14
(C

(4)
4 + C

(4)
−4

]
+B6

c

[
C

(6)
0 +

√
7

2
(C

(6)
4 + C

(6)
−4

]
(II.14)

+B2
0C

(2)
0 +B2

2(C
(2)
2 + C

(2)
−2) (II.15)

+B4
D4

[
C

(4)
0 −

√
7

10
(C

(4)
4 + C

(4)
−4

]
+B4

2C
(4)
−2 (II.16)

+B6
D4

[
C

(6)
0 −

√
1

14
(C

(6)
4 + C

(6)
−4

]
+B6

2(C
(6)
2 + C

(6)
−2) +B6

6(C
(6)
6 + C

(6)
−6) (II.17)

+Hcf (C1) (II.18)
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Dans cette expression complexe, les équations II.11 à II.13 représentent l’hamiltonien de

l’ion quasi libre (équivalent à Hionlibre dans II.1). Les termes (II.14 à II.17) correspondent à

la formule II.2. Le terme II.14 représente l’interaction de champ cristallin pour une symétrie

cubique. Les termes II.15 à II.17 sont nécessaires pour traiter C2v et II.18 contient tous les

paramètres additionnels pour abaisser la symétrie C2v à C1. Les Bk
q sont traités comme des

paramètres ajustables ; il faut donc disposer d’un nombre suffisant de valeurs expérimentales

pour les calculer. Ils ont été définis pour certains composés que nous étudierons dans la suite

(C-Ln2O3 , Ln2O2S). Il existe quelques simplifications qu’on peut utiliser pour traiter les in-

formations de façon semi-quantitative. La plus utilisée est qu’en première approximation les

décompositions de 5D1 et 7F1 se décrivent avec II.15, en utilisant seulementB2
0 etB2

2 . L’éclatement

des trois composantes de 7F1 ne dépend, avec une très bonne approximation, que des paramètres

B2
q . Il est commode, pour comparer des échantillons dopés Eu3+ , de considérer la force de

champ cristallin d’ordre 2 donnée par :

B2 =
√

[(B2
0)2 + 2(B2

2)2] (II.19)

On mesure les énergies E des sous niveaux par rapport au barycentre de 7F1 , et on peut

calculer B2
0 et B2

2 selon [71] :

B2
0 = 5.EIB

2
2 =

EII − EIII
0, 45

(II.20)

II.3.2 Nature et force des transitions dans Eu3+ (4f6)

L’analyse des transitions 5D0→7FJ peut se faire suivant les règles décrites brièvement

au début de ce chapitre, et que nous allons détailler pour la configuration 4f6. Les règles de

sélection décrites plus haut (II.2.3) sont regroupées dans le tableau II.2.

Les transitions 5D0→7FJ , qui sont les transitions d’intérêt dans Eu3+ sont des transitions

interdites, par la règle ∆S = 0. Il faut alors faire intervenir l’hamiltonien de couplage spin-

orbite (couplage L-S) qui mélange les termes de même J mais de L et S différents. Ainsi, les

états 5D0 et 7FJ pourront s’écrire :

| 5D0 〉 = A| 5D0 〉 + α| 7F0 〉

| 7FJ 〉 = B| 7FJ 〉 + β| 5DJ 〉 J=0-4

L’interaction entre les termes de même L et S et de J différents est possible (entre 5D0 et
5DJ et entre 7F0 et 7FJ ). Les transitions 5D0→7FJ seront partiellement permises grâce aux
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II.3 L’europium

Transitions DE Transitions DM

Changement de parité Pas de changement de parité

∆S = 0 permises ∆S = 0 permises

∆J = ±2 ; ±4 ; ±6 permises ∆J = 0 ; ±1 permises

Transition 0-0 interdite sauf

pour les groupes de symétrie

Cs, Cn et Cnv

Transition 0-0 interdite

TABLE II.2 – Règles de sélection

fractions α| 7F0 〉 et β| 5DJ 〉.

Cependant les transitions 5D0→7F0
5D0→7F3 demeurent interdites (transition 0-0 et ∆ J

= 3 interdites). Toutefois, ces transitions sont très souvent observées, et pour les expliquer il

faut alors considérer l’action de l’hamiltonien de champ cristallin qui introduit un mélange en J.

Ainsi, le terme | 5D0 〉 qui contient déjà un composante α| 7F0 〉 liée au couplage L-S, va aussi

contenir une composante α’| 5D2 〉. De même | 7F0 〉, qui contient une fraction β| 5D0 〉 pourra

aussi contenir une composante β’| 7F2 〉. Ainsi les états | 5D0 〉 et | 7F0 〉 pourront s’écrire :

| 5D0 〉 = A| 5D0 〉 + α| 7F0 〉 + α’|5D2 〉

| 7F0 〉 = B| 7F0 〉 + β| 5D0 〉 + β’| 7F2 〉

La transition 5D0→7F0 sera alors possible grâce aux fractions α| 7F0 〉, β’| 7F2 〉, α’| 5D2 〉

et β| 5D0 〉 et sera donc de nature dipôlaire électrique.

De même les états 5D0 et 7F3 pourront s’écrire :

| 5D0 〉 = A| 5D0 〉 + α| 7F0 〉 + α’|5D2 〉

| 7F3 〉 = C| 7F3 〉 + γ| 5D3 〉 + γ’| 7F1 〉 + γ”| 7F2 〉

et la transition 5D0→7F3 sera possible grâce aux fractions α| 7F0 〉, γ’| 7F1 〉, γ”| 7F2 〉, γ|
5D3 〉 et α’| 5D2 〉. Cette transition sera à la fois dipôlaire électrique pour les interactions α|
7F0 〉 → γ”| 7F2 〉 et dipôlaire magnétique pour les interactions α| 7F0 〉 → γ’| 7F1 〉.

Lorsque l’ion Eu3+ est introduit dans un cristal, il subit le champ cristallin qui a les pro-

priétés de symétrie du site ponctuel. L’hamiltonien Hcc va décomposer les niveaux J en sous

niveaux donc les fonctions propres sont notées | SLJMJ 〉 (ou | JMJ 〉 pour simplifier). Chaque
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fonction propre qui a une partie radiale et une partie angulaire, présente un caractère par rapport

à chaque opération de symétrie dans le groupe ponctuel. Le nombre et le type de représentations

irréductibles (Reps) pour chaque valeur de J et pour tous les groupes de symétrie ont été ta-

bulés par J.L. Prather [63]. Pour qu’une transition soit permise il faut que le produit direct

Rep| JMJ〉.Rep(Op).Rep | J ′M ′
J〉 contienne la représentation symétrique, c’est à dire que

Rep| JMJ〉 x Rep| J ′M ′
J〉 se transforme comme Rep(Op.) suivant les opérations de symétrie

du groupe.

Nous considérerons en particulier les sites cristallographiques que nous aurons à prendre

en compte pars la suite. Dans le tableau II.3 (symétrie C2v), (x,y,z) est un repère orthonormé

attaché à l’ion Eu3+ et z parallèle à l’axe de symétrie principal C2. La transition 5D0→7F0 se

transforme sous les opérations du groupe comme z et est permise DE. 5D0→7F1 est DM, les

trois composantes peuvent être observées et se transforment comme Rz, Ry ou Rx. 5D0→7F2 est

DE, et, bien qu’il y ait cinq sous niveaux 7F2 , on ne pourra observer que 4 transitions. Pour
5D0→7F3 , on pourra observer A1 → A1 à l’ordre DE et A1 → 2A2, 2B1, 2B2 à l’ordre DM et

DE. Pour 5D0→7F4 (DE), seules sont permises sept des neuf transitions possibles.

Le cas du site C3i (S6) est intéressant parce qu’il possède un centre d’inversion. D’après

le tableau II.3, on conclut que toutes les transitions DE sont interdites, on ne pourra donc

observer que 5D0→7F1 et 5D0→7F3 à l’ordre DM. Seules deux composantes apparaitront

pour 5D0→7F1 , puisque pour J=1 en C3i il vient deux Reps : A (singulet) et E (doublet).

Théoriquement on attend également cinq composantes 5D0→7F3 .

Pour le cas Eu3+ en C3v, la table des caractères est présentée Tableau II.3. Enfin pour le cas

des sites très peu symétriques Cs et C2, la levée de dégénérescence est complète sur tous les

niveaux J, et chacune des Reps A ou B se transforme comme (x,y,z) et (Rx,Ry,Rz). On donc

pourra observer toutes les transitions, à savoir 1, 3, 5, 7, 9 pour 5D0→7F0−4 .
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Chapitre II: Aspects fondamentaux de la luminescence des lanthanides

Comme mentionné équation II.6, on peut exprimer les probabilités de transitions radiatives

connaissant les (〈J |V | J ′)〉2 et le facteur de champ local χ. Ceux ci s’expriment comme écrit

dans le Tableau II.4.

Transitions DE Transitions DM

(〈J | V | J ′〉)2 = e2
∑

t=2,4,6 Ωt(〈J
∥∥U (t)

∥∥ J ′〉)2 (〈J | V | J ′〉)2 =
(
e~
2mc

)2
(〈J
∥∥∥~L+ 2~S

∥∥∥ J ′〉)2
χDE = n(n2+2)2

9
χDM = n3

TABLE II.4 – Expression de la force des raies spectrales J-J’ pour les ions lanthanides

Ln3+ situés dans un site non centrosymétrique

– Les éléments de matrice réduits (〈J
∥∥U (t)

∥∥ J ′〉)2 caractérisent de façon intrinsèque la

transition dipôlaire électrique J-J’, indépendamment de toute action du champ des ligands

et sont tabulés

– Les paramètres de Judd-Ofelt Ωt traduisent l’interaction de l’ion Ln3+ avec son environ-

nement et donc la force du champ cristallin

La théorie de Judd-Ofelt, qui exprime le mélange des configurations 4fn et 4fn−15d1 par

le champ cristallin, permet d’exprimer les AradDE avec un nombre réduit de paramètres Ωt=2,4,6.

Dans le cas particulier de Eu3+ , nous pouvons appliquer de façon simple cette paramétrisation.

Puisque la transition 5D0→7F1 est purement DM, sa force ne dépend pas du champ cris-

tallin. La valeur, calculée et usuellement retenue de (〈0
∥∥∥~L+ 2~S

∥∥∥ 1〉)2 est 9,6.10−6 debye2 et

A0−1 = 15n3 (en s−1) [72]. Lors d’une transition d’émission J-J’, l’intensité exprimée en II.5

est proportionnelle à l’aire SJJ ′ sous le pic. Ainsi, pour la transition d’émission 5D0→7F1 , la

probabilité d’émission peut s’écrire :

A0−1 ∝
S0−1

hν0−1
N0 (II.21)

Ceci permet d’exprimer les probabilités d’émission A0−J ′ à partir des spectres d’émission :

A0−J =
ν0−1
ν0−J

.
S0−J

S0−1
.A0−1 (II.22)

Il vient donc :

AradJ ′=0 =
∑
J=0−6

Arad0−J (II.23)

Par ailleurs, dans l’expression DE du Tableau II.4, pour 5D0→7F2 : U2 = U6 = 0 et pour
5D0→7F4 : U2 = U6 = 0. Les valeurs des paramètres Ω2 et Ω4 sont alors accessibles en com-

parant les intensités relatives observées. M. Werts et al. [72] ont comparé, pour des solutions de
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II.3 L’europium

Eu3+ , les AradJ ′=0 et Ωt calculés à partir du spectre d’émission comme décrit ci-dessus et à partir

du spectre d’absorption (Equation II.4) étudié par K. Binnemans [73]. L’accord entre les deux

méthodes est bon, en dépit des incertitudes expérimentales.

II.3.3 Comment exciter la luminescence de Eu3+

Nous ne considérons ici que l’excitation par des photons du visible et du proche UV. En se

référant au schéma Figure II.3 on voit que les absorptions auront lieu essentiellement depuis le

niveau de base 7F0 vers les niveaux excités 5D0,1,2,3 ,5LJ . A température ambiante toutefois,

les sous-niveaux de 7F1 sont faiblement peuplés et participent aussi à l’absorption. Toute ab-

sorption directement dans un des niveaux excités est suivie par l’émission par celui-ci et/ou par

les niveaux émetteurs 5D inférieurs. Lorsqu’on considère l’efficacité relative d’excitation, c’est

toujours la raie 7F0 → 5L6 vers 390 nm qui est la plus efficace de ces transitions intra-4fn. Les

ions Eu3+ peuvent aussi être excités en dehors des résonances exactes avec les 5D. C’est pour-

quoi l’excitation par laser argon à 488 nm (20492 cm−1 ) est utilisée : à température ambiante

il y a relaxation vers les sous-niveaux inférieurs 5D1 , 5D0 , puis émission depuis ces derniers.

Outre les absorptions intra-4f 6, toujours de faible intensité, il est possible de provoquer l’exci-

tation des Eu3+ , soit dans la bande de transfert de charge, soit dans la bande d’absorption de la

matrice hôte.

Le transfert de charge impliqué ici est du type LMCT (Ligand to Metal Charge Transfer).

Il correspond au transfert d’électron des ligands anioniques vers l’ion central : L− − Ln3+ →

L0 − Ln2+. Les transitions vers et depuis l’état de transfert de charge (CTS) se décrivent à

l’aide d’un schéma de coordonnées de configuration E = f(R) où R représente la distance

métal-ligand (Figure II.4). Puisque les transitions avec la CTS mettent en jeu deux valences, les

positions d’équilibre (R) pour Ln3+ et Ln2+ sont décalées.

Dans le cas de l’europium, les processus les plus probables sont (Figure II.4) : l’absorption

(flèche 1) Eu3+ 4f 6(7F )→ Eu2+ 4f 7(8S7/2), la relaxation B→ C, le croisement inter-système

(flèche 2) Eu2+ 4f 7(8S7/2)→ Eu3+ 4f 6(5D) puis l’émission 5D →7 F intra 4f 6 (flèche 4).

Comme il a déjà été évoqué l’état avec la couche 4f à demi remplie (4f 7) est relative-

ment stable : la CTS est située pour l’europium à une énergie assez basse. Les nombreuses
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FIGURE II.4 – Processus d’excitation dans la bande de transfert de charge de l’europium

(CTS)[74]

déterminations expérimentales ont été tabulées par P. Dorenbos [75]. On trouve par exemple

l’énergie de la CTS O-Eu à 5,12 et 4,77 eV, soit 242 et 260 nm pour Y2O3 et Gd2O3 . Le soufre

est plus facilement donneur d’électrons que l’oxygène : la CTS S-Eu est donc située à une

énergie plus basse dans les oxysulfures (3,16 eV, soit 340 nm dans Y2O2S.

II.3.4 Désexcitations non radiatives

Si l’excitation est réalisée directement dans le niveau 5D0 et que le déclin observé 5D0→7FJ est

exponentiel alors l’équation II.24 s’applique :

Wobs = Wrad +Wnonrad (II.24)

La probabilité de déclin non radiatif Wnrad = 1
τnrad englobe encore plusieurs processus, liés

aux phonons de la matrice et à leur couplage avec les photons. Un des processus de désexcitation

non radiatives du 5D0 les plus étudiés provient du couplage avec les vibrations νOH . En effet,

νOH ≈ 3400 cm−1 , et il suffit de 4 νOH pour compenser l’énergie ∆E 5D0→7F6 (≈ 12000

cm−1 ). De nombreux travaux, effectués essentiellement sur des complexes d’Eu3+ en solution,

relient le τ (5D0 ) au nombre de vibrations OH interagissant avec Eu3+ [76].
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II.3.5 Efficacités

Plusieurs valeurs peuvent être utilisées pour définir l’efficacité d’une sonde optique. Cepen-

dant, il est important de considérer quels effets photo-physiques elles recouvrent, surtout si on

souhaite comparer des marqueurs qui appartiennent à des classes différentes telles qu’elles sont

décrites dans le chapitre I (QDs, molécules, complexes, matrices dopées).

L’efficacité d’un marqueur est reliée en premier lieu à l’intensité de la photoluminescence,

proportionnelle au nombre de photons émisNPh.emis, à la longueur d’onde d’émission λem sous

excitation à λex, et qu’on peut exprimer par :

I ∝ h
c

λem
.K.NPh.incident.ε.Φλem/λex (II.25)

Dans cette expressionK regroupe tous les paramètres expérimentaux,NPh.incident représente

de nombre de photons de λex arrivant sur l’échantillon, ε est le coefficient qui définit la partie

absorbée du rayonnement incident et Φ est le rendement quantique de photoluminescence.

La réponse de l’échantillon est donc définie par le produit

ε.Φλem/λex = ε.
NbPh.emis
NbPh.absorbes

(II.26)

Cette valeur est la plus pertinente pour caractériser l’efficacité d’un marqueur puisqu’elle

tient compte du phénomène d’absorption qui, dans le cas des marqueurs à base de lantha-

nides, peut être le phénomène limitant. Ramené au volume d’une nanoparticule, ce produit

est la “brillance” du marqueur.

La détermination expérimentale n’est cependant pas aisée. Dans l’équation II.25 la mesure

de K.NPh.incident et de I nécessite des équipements parfaitement étalonnés. C’est pourquoi la

méthodes généralement utilisée est de comparer l’intensité de luminescence du composé à celle

d’un fluorophore de référence dont le rendement quantique est connu. Cette méthode s’applique

bien pour des mesures en solution, avec ε égal à la densité optique (DO). Le standard doit

posséder des bandes d’absorption et d’émission proches de celles du matériau à caractériser.

Pour être valides, les intensités doivent être mesurées dans des conditions expérimentales d’ex-

citation, de fentes et de détection identiques sur la référence et l’échantillon, et doivent être

ramenées à un même nombre de photons incidents [77]. Dans ces conditions on peut écrire :

Φech

Φref

=
Iech
Iref

.
DOref

DOech

(II.27)
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Toutefois, les effets de concentration et l’emploi de solvants différents rendent les mesurées

délicates et parfois sujettes à de grandes variations. Les effets de solvants peuvent être limitées

en introduisant les indices de réfraction n et nR des solvants employés pour le matériau et la

référence.

Φech

Φref

=
Iech
Iref

.
DOref

DOech

.
n2

n2
ref

(II.28)

Dans le cas des poudres, la partie absorbée ε doit être déterminée à partir du spectre de

réflexion diffuse, ce qui nécessite un protocole expérimental bien adapté. Dans le cas des sus-

pensions, la détermination de la partie absorbée sur un fond de diffusion important reste un

problème qui n’est pas résolu de façon systématique.

Pour les composés d’europium, les rendements quantiques peuvent être mesurés si l’absorp-

tion est efficace et la photoluminescence induite intense, c’est à dire lorsque l’excitation a lieu

par exemple dans l’antenne organique (cf I.1.3.1). Le rendement quantique Φ mesuré sous ex-

citation dans l’antenne organique est le produit du peuplement antenne→ 5D0 et de l’efficacité

d’émission depuis 5D0 .

A partir de la mesure des probabilités de désexcitation (II.3.4), il est assez facile de définir

l’efficacité d’émission depuis 5D0 avec l’équation II.29, dans laquelle on tient compte des

processus radiatifs et non radiatifs.

q0−J =
W rad

W rad +W nrad
(II.29)

Dans la suite de ce travail, nous calculerons les valeurs des efficacités q(5D0 ) =
∑
q0−6 avec

W rad =
∑
Arad0−6 (eq. II.22 et II.23), et de la probabilité totale de désexcitation (Wrad et Wrad).

48



CHAPITRE III

SYNTHÈSE ET CARACTÉRISATION DES

PARTICULES

Contents
III.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
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III.1 Introduction

III.1 Introduction

Notre travail s’est orienté vers la synthèse de nanoparticules d’oxyde et d’oxysulfure de

lanthanides dopées par l’europium Eu3+ . En effet nous avons sélectionné les matériaux connus

pour être de très bons luminophores en essayant de les adapter aux conditions du marquage

luminescent en biologie

.

Il existe de nombreuses voies de synthèse conduisant à l’obtention de nanocristaux Ln2O3 ,

allant des réactions en voie solide à des synthèses, plus douces en voies liquide, en passant

par des réactions en phase vapeur à haute température. En utilisant cette dernière méthode, des

matériaux de tailles nanométriques, plus ou moins bien cristallisés, ont pu être obtenus. La

phase monoclinique haute température B-Ln2O3 a ainsi pu être stabilisée à température am-

biante pour Ln = Y,Eu et Eu [78]. Pour Ln = Gd, la phase cubique a pu être obtenue après

traitement à 700-800°C [79]. Dans des conditions d’ultra-vide, des clusters de quelques mo-

tifs élémentaires sont stabilisés. Pour certaines conditions expérimentales, la coexistence des

formes B (monoclinique) et C (cubique) de Gd2O3 :Eu3+ a été observée et clairement illustrée

par la superposition des spectres de luminescence correspondant (Figure III.1 [80]). La coexis-

tence des phases monocliniques et cubiques a également été observée lors de la synthèse de

nanocristaux d’Y2O3 :Eu3+ par pyrolyse de flamme [81].

Mais l’élaboration de matériaux luminescents, d’autant plus si ces derniers ont une visée

biologique, impose le contrôle de nombreuses propriétés : en particulier la composition chi-

mique, la structure cristalline, la morphologie et la taille des particules. En ce sens, les procédés

par chimie douce semblent particulièrement appropriés puisqu’ils permettent le contrôle d’un

grand nombre de paramètres tels que l’homogénéité et la taille des particules obtenues, ou en-
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FIGURE III.1 – Spectres de luminescence du multiplet 5D0→7F2 de l’ion Eu3+ dans

Gd2O3 massif en phases cubique et monoclinique enregistrés à température ambiante après

excitation dans la bande de transfert de charge (d’après [82])

core la mise en forme des matériaux, contrairement aux synthèses par voie solide.

Diverses méthodes par chimie douce permettant la synthèse de NPs d’oxydes de lanthanides

ont été reportées. Le point commun à toutes ces voies réside dans le fait qu’elles consistent à

transformer des solutions d’ions Ln3+ dissouts en milieu aqueux ou organique, en matériaux

solides, en passant par une série d’intermédiaires plus ou moins condensés. Parmi ces méthodes

on peut citer les réactions sol-gel [83], les synthèses par combustion [84], les réactions chi-

miques en micro-émulsion [85] ou encore les synthèses par voie polyol [86]. La précipitation

de particules sphériques et sub-microniques en taille, à partir d’une solution aqueuse de sels de

Ln3+ à température modérée (600-700°C) par spray pyrolyse a été développée par plusieurs

groupe de recherche, dont le notre [87, 88]. Après un traitement thermique à 1000°, des micro-

particules sphériques d’oxyde cubique cristallisé ont été obtenues.

La précipitation à partir de sels de l’hydroxyde en solution aqueuse dans des conditions

hydrothermales est également une méthode fréquemment employée. Les hydroxydes sont en-

suite convertis en oxydes par un traitement thermique approprié. Il est clair que la forme

et la taille des particules d’hydroxyde, et donc d’oxyde, dépendent fortement des conditions

d’élaboration. Dans la Ref [89] des nanocristaux d’Y2O3 :Er3+ de forme cubique et de dimen-
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sion 10-45 nm sont obtenus. Plus souvent, la précipitation par voie hydrothermale conduit à

des bâtonnets [90] ou des nanotubes [91, 92]. La précipitation des carbonates de terre rares en

milieux aqueux avec l’urée comme agent précipitant a aussi été décrite. E. Matijevic et al. ont

reporté la préparation des colloı̈des d’un grand nombre de précurseurs d’oxydes métalliques, y

compris ceux des lanthanides [93, 94, 95]. Cette méthode a été appliquée à la précipitation de

phosphors M2O3 :Ln3+ avec M = Y, Gd ou Lu et Ln = Eu, Tb, Er-Yb, Sm ou Ce [96, 97, 98,

99, 100, 101].

C’est vers cette dernière méthode que nous nous sommes orientés, car elle présente l’avan-

tage de se dérouler en milieu aqueux et permet d’obtenir des NPs sphériques dont la taille

présente une fine distribution et peut être aisément modifiée. Cette synthèse se déroule en deux

étapes : la première consiste en la précipitation des NPs sphériques de carbonates de lantha-

nides, et la seconde en un traitement thermique, ayant pour but de transformer les carbonates

en oxyde. Ces deux étapes, sont présentées dans les deux premières parties de ce chapitre. Des

méthodes spécifiques pour la préparation des oxysulfures nanostructurés ont été reportées, par

exemple la combustion assistée par la thiourée [102], ou la décomposition sous atmosphère sul-

furante de nitrates [103] ou d’oxalates [85]. Pour notre part nous avons choisi la sulfuration des

hydroxycarbonates, permettant ainsi d’utiliser les mêmes précurseurs que pour les oxydes.

Enfin, des NPs luminescentes de silice dopées europium ont également été étudiées. Leur

synthèse par le procédé spray pyrolyse (SP) est décrite dans la dernière partie de ce chapitre.

Chacun des matériaux obtenus ont été caractérisés d’un point de vu morphologique, chi-

mique et structural. Les propriétés optiques des NPs ont également été analysées.

III.2 Préparation des nanoparticules de Ln(OH)CO3 :Eu3+ (Ln

= Y ou Gd)

III.2.1 Synthèse par précipitation contrôlée

III.2.1.1 La précipitation contrôlée : principe de la réaction

Les NPs luminescentes de Ln(OH)CO3 :Eu3+ Ln = Y ou Gd) ont été synthétisées à partir

de précurseurs nitrates en milieu aqueux. La méthode utilisée se base sur la décomposition de

l’urée pour une température supérieure à 70°C, décrite par Matijevic et Hsu [93]. Le mécanisme
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réactionnel proposé par les auteurs peut être décomposé en trois étapes. Dans un 1e temps,

l’hydrolyse de l’urée en milieu aqueux entraı̂ne la formation de cyanates d’ammonium ou de

la forme ionique (équation (III.1)). Puis en solution neutre, les ions cyanates sont convertis

en carbonates d’ammonium (équation (III.2)). Parallèlement, les nitrates de lanthanide sont

lentement hydrolysés en milieu aqueux. Il peut alors y avoir précipitation d’hydroxycarbonate

de lanthanide (équation (III.3)).

NH2 − CO −NH2 → NH3 +HCNO 
 NH+
4 +NCO− (III.1)

NCO− + 2H2O → NH+
4 + CO2−

3 (III.2)

[Ln(OH)(H2O)x−1]
2+ + CO32− → [Ln(OH)CO3(H2O) + (x− 2)H2O] (III.3)

Nous avons donc sélectionné les conditions de synthèse par coprécipitation les mieux ap-

propriées pour obtenir des particules sphériques monodisperses en taille.

III.2.1.2 Mode opératoire

Les concentrations optimales, déterminées par Matijevic et Hsu [93] afin d’obtenir des par-

ticules sphériques uniformes, ont été employées ici, à savoir : 5,6.10−3 M pour les précurseurs

de lanthanides (yttrium ou gadolinium et europium, avec un rapport Ln/Eu = 0,95/0,05), et 0,5

M en urée. Les précurseurs nitrates , ainsi que l’urée sont alors dissous dans l’eau distillée et la

solution est placée dans un ballon fermé hermétiquement, et agitée à 85°C pendant environ 2h.

Il se forme ainsi un précipité blanc. La suspension est alors centrifugée afin d’isoler le précipité,

qui est ensuite lavé plusieurs fois à l’eau distillée pour éliminer l’urée, les sels d’ammonium et

les précurseurs qui n’auraient pas réagi. Il est ensuite séché à l’étuve à 80°C pendant une nuit.

III.2.2 Cinétique de réaction

Nous avons étudié en détail la cinétique de réaction pour le cas où Ln = Gd. A cette fin,

des prélèvements de 25 mL ont été réalisés à différents temps de réaction. Le pH a également

été mesuré après retour à la température ambiante. Ces prélèvements ont été centrifugés, lavés

à l’eau distillée et séchés, et les poudres obtenues ont été analysées par MET, WAXS, FTIR et

luminescence, afin de suivre l’évolution de la taille et de la composition des particules au cours

de la réaction.
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III.2 Préparation des nanoparticules de Ln(OH)CO3 :Eu3+ (Ln = Y ou Gd)

III.2.2.1 Evolution générale

Dans un premier temps, les poudres obtenues à différents temps de réaction, de t0 à t16 (0

à 420 min), suivant la notation du tableau III.1 ont été observées par microscopie électronique

à transmission. Quelques images caractéristiques des temps de réaction sont présentées Figure

III.2.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

FIGURE III.2 – Clichés TEM des particules prélevées à différents temps de maturation (a) 120

min (t6), (b) 180 min (t10), (c) 240 min (t12), (d) 270 min (t13), (e) 300 min (t14) et (f) 420 min

(t16)

De t6 à t12 (figures III.2(a) à (c)), les images montrent des particules sphériques et mo-

nodisperses en taille. Le diamètre moyen mesuré statistiquement sur ces particules est de 164

± 22 nm pour t6 et 260±15 pour t12. A partir de t13, quelques particules se présentant sous

forme de plaquettes plus ou moins allongées apparaissent. Ces plaquettes vont alors grossir au
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cours de la réaction, tandis que le diamètre des particules sphériques va diminuer. Au cours de

la réaction, entre t13 et t16, les particules sphériques vont disparaı̂tre peu à peu, et laisser place

à des agrégats de plaquettes plus ou moins importants (Figures III.2(d) à (f)). Ces observations

sont récapitulées Table III.1.

Le suivi du pH au cours de la réaction est présenté figure III.3. Sur cette courbe sont

également reportées les observations visuelles faites sur la solution. La courbe peut alors être di-

visée en trois zones. Dans la première zone allant jusqu’à 75 min (t3), bien que le pH augmente

et passe de 3,1 à 5,9, aucune modification de la solution n’est observable et cette dernière reste

transparente. Puis entre t4 et t12 (90 et 240 min) le pH va se stabiliser autour de 6. La solution

va alors se troubler, l’opalescence s’accentuant avec le temps de maturation, jusqu’à donner

une suspension blanche. Cette étape correspond à la précipitation et la croissance de particules

sphériques, monodisperses en taille, observées par MET. Enfin, le changement de morphologie

observé par MET à partir de t13 s’accompagne d’une nouvelle augmentation du pH qui va se

stabiliser autour de 7,5. Lors de cette étape la suspension va devenir instable et floculer.

Nom Temps de réaction pH Taille (nm) Forme

t6 120 min 6,0 164±22 Sphère

t10 180 min 6,2 230±23 Sphère

t12 240 min 6,2 260±19 Sphère

t13 270 min 6,3 257±39 Sphère (+ plaquettes)

t14 300 min 6,6 221±19 Sphère + plaquettes

t16 420 min 7,7 - Plaquettes

TABLE III.1 – Récapitulatif des échantillons et de leurs caractéristiques morphologiques pour

différents prélèvements

III.2.2.2 Caractérisation des poudres obtenues à t16 (420 min)

L’échantillon t16, obtenu pour le plus long temps de réaction à 420 min a été analysé par

WAXS, ATG, FTIR et photoluminescence.

Sur le diffractogramme X obtenu en utilisant les conditions WAXS nécessaires pour les

petites quantités d’échantillon disponibles (figure III.4), il apparait des pics fins correspon-
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FIGURE III.3 – Evolution du pH du milieu et de la taille des particules en fonction du temps

dant à la diffraction par des cristaux. Ces pics peuvent sans ambiguı̈té être attribués à la phase

Gd2(CO3)3.2-3H2O par comparaison avec la fiche cristallographique JCPDS 37-0559.
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FIGURE III.4 – Analyses WAXS : diffractogrammes corrigés réalisés sur des particules

prélevées à différents temps de maturation

La courbe d’analyse thermique, présentée figure III.5, est globalement concordante avec les
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observations réalisées par Park et al. [104] qui reportent la synthèse du carbonate de gadolinium

hydraté Gd2(CO3)3.2-3H2O par précipitation à 90°C de 5.10−3 M de sels de gadolinium avec

0,5 M d’urée. Pour l’échantillon t16, la perte de masse mesurée entre 30 et 720°C est de 37 %,

valeur légèrement plus élevée que les 34 % calculés pour la formulation Gd2(CO3)3.2H2O . La

décomposition peut être divisée en quatre étapes, déterminées à partir de la courbe dérivée. Les

deux premières étapes, jusqu’à 325°C, correspondent à la deshydratation du matériau, avec, aux

plus basses températures, l’évaporation de l’eau adsorbée, suivie de l’élimination de l’eau de

structure quand la température augmente. La décomposition des carbonates va se produire entre

325 et 720 °C, et peut également être divisée en deux étapes. Dans un premier temps, entre

325 et 530°C, deux molécules de CO2 vont être éliminées donnant un dioxymonocarbonate

(Gd2O2CO3), puis, au dessus de 530°C, une dernière molécule de CO2 va être éliminée, condui-

sant à la formation de l’oxyde (Gd2O3 ). Cette dernière transformation est materialisée par un

changement brutal de la pente de la courbe d’analyse thermique à 560°C. Le mécanisme de

décomposition des carbonates de gadolinium hydratés en oxyde peut être résumé par l’équation

III.4.

Gd2(CO3)3.nH2O
30≺T≺325°C→ Gd2(CO3)3 + nH2O

325≺T≺530°C→ Gd2O2CO3 + 2CO2

530≺T≺720°C→ Gd2O3 + CO2 (III.4)

Le spectre IR de l’échantillon t16 (figure III.6) présente des bandes très fines et très bien

définies entre 650 et 1550 cm−1 , attribuées aux différents modes de vibration des carbonates

CO2−
3 , la finesse des bandes étant caractéristique d’un matériau bien cristallisé. Les bandes cor-

respondant aux vibrations νH2O
et δH2O

apparaissent également à 3420 et 1646 cm−1 . Le détail

de l’attribution des bandes est présenté table III.2. Nos observations sont concordantes avec

celles réalisées par Park et al. [104] sur des échantillons préparés par décomposition de l’urée

et avec celles réalisées précédemment par Sungur et al. [105] sur des échantillons obtenus par

hydrolyse et cristallisation lente du trichloroacétate de gadolinium.

Pour l’échantillon t16, cinq composantes ont pu être identifiées pour le mode ν3CO 2−
3

, alors

que le mode ν1CO 2−
3

n’apparait presque pas. Les faibles différences entre le spectre de t16 et

ceux présentés par Park et al. et Sungunr et al. [104, 105] illustrent la dépendance du spectre IR

aux conditions de préparation du matériau. De plus, l’observation de trois composantes ν2CO 2−
3

et cinq composantes ν3CO 2−
3

supporte l’existence de deux types de groupement carbonates, alors
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FIGURE III.5 – Courbes d’analyse thermique (traits) et courbes dérivées (pointillés) des

échantillons t6 et t16
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FIGURE III.6 – Spectres IR des particules prélevées à différents temps de maturation

que les deux δH2O
indiquent l’existence de deux types de molécules d’eau.

Si dans la littérature, la structure cristalline de Gd2(CO3)3.2-3H2O n’est pas répertoriée,

toutes les caractérisations ont montré que le carbonate de gadolinium cristallise dans une phase
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ν3 (cm−1 ) ν1 (cm−1 ) ν2 (cm−1 ) ν4 (cm−1 ) δH2O
(cm−1 )

élongation élongation déformation déformation

asymétrique symétrique dans le plan hors du plan

t6 (Gd(OH)CO3)
1400 1081 848 650-800 1640

1512

t10
1400 1081 848 650-800 -

1512

t12
1400 1081 848 685 -

1512 752

t13
1413 1081 848 685 -

1501 759

t14

1413

1462 1081 837 685 -

1494 847 759

1551

t16 (Gd2(CO3)3.2H2O )

1384

1410 837 685 1620

1462 - 857 759 1646

1494 865

1551

TABLE III.2 – Fréquences d’absorptions et attributions des bandes IR observées pour différents

prélèvements

orthorombique de structure tengérite, isomorphe du carbonate d’yttrium hydraté. La structure

cristalline de la tengérite-(Y) a été redéfinie par Miyawaki et al. [106] et semble pertinente pour

décrire la structure tengérite-(Gd). En effet, dans la cellule unitaire, deux types de carbonates

apparaissent, ce qui est concordant avec les analyses FTIR. Il y a un seul type de molécule d’eau

de cristallisation défini pour cette structure, mais des molécules H2O supplémentaires adsorbées

lors de la cristallisation sont toujours révélées par analyses thermiques, en accord avec le fait

que deux δH2O
sont détectés, à 1620 et 1646 cm−1 .

La structure tengérite peut être décrite comme un empilement de feuillets ondulés, constitués
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de polyèdres Y (resp. Gd), neuf fois coordinés (figure III.7(a)). Un des deux types de groupe-

ment carbonate est situé à l’intérieur des feuillets et participe au polyèdre de coordination du

cation, tandis que l’autre type de carbonate lie deux feuillets entre eux pour former une structure

tri-dimensionnelle. Les molécules d’eau de la structure participent au polyèdre de coordination

du cation Y (resp. Gd). Dans cette structure, la terre rare est donc coordinée par huit atomes

d’oxygène provenant des groupements carbonates et un provenant d’une molécule d’eau (fi-

gure III.7(b)). Le carbonate de gadolinium hydraté Gd2(CO3)3.2H2O a donc une structure en

feuillets, ce qui concorde bien avec la morphologie de plaquettes observée pour les particules

obtenues après un temps de maturation long.

(a) (b)

FIGURE III.7 – (a) Structure cristallographique et (b) polyèdre de coordination de la tengérite(-

Y)

Le spectre d’émission de luminescence de l’Eu3+ , substitué au Gd3+ dans le carbonate de

gadolinium hydraté est présenté figure III.8 et n’avait pas été décrit jusqu’alors.

Les transitions 5D0→7FJ (J=0-4) sont clairement identifiables et sont répertoriées sur la

figure. Une seule transition 5D0→7F0 est observable, indiquant que l’Eu3+ occupe un seul site

cristallographique. D’après la structure de la tengérite-(Y), la terre rare occupe un site C1, les

2J+1 composantes de chaque transition 5D0→7FJ peuvent donc être observées (tableau II.3).
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FIGURE III.8 – Spectres d’émission enregistrés après excitation à 254 nm pour les échantillons

t6 (Gd(OH)CO3) et t16 (Gd2(CO3)3.2H2O )

Echantillon 5D0→7F0
5D0→7F1

5D0→7F2
5D0→7F3

5D0→7F4

t16 590,5 605 680,5

(Tengérite-(Gd) 578 592,5 612 649,5 692,5

(Gd2(CO3)3.2H2O ) 614 695,5

616,5

B2 (d’après II.19) ≈203

t6 588,5

(Amorphous) 578 591,5 612,5 648,5 696

(Gd(OH)CO3) 593,5

B2 (d’après II.19) ≈422

TABLE III.3 – Longueurs d’onde d’émission de l’ion Eu3+ caractéristiques dans les

échantillons t6, t16 et t6-annealed

En réalité, les transitions 5D0→7F1 , 7F2 , 7F3 et ,7F4 sont décomposées en 2, 4, 1 et 3 compo-

santes, les longueurs d’onde correspondantes sont présentées dans le tableau III.3. Le splitting

de la transition 5D0→7F1 , de 97 cm−1 est remarquablement faible, indiquant une faible valeur

des paramètres de champ cristallin de rang k = 2 (données dans le tableau III.3).
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Le déclin du niveau émetteur 5D0 mesuré à 612 nm sous excitation à 254 nm est présenté Fi-

gure III.9. Pour toutes les mesures de durée de vie les courbes expérimentales ont été modélisées

par des exponentielles I(t) = I0 exp(−t/τ). Les valeurs de τ sont calculées avec une incerti-

tude de 15%. Pour t16 τ = 0,67±0,10 ms.

0 , 0 0 , 2 0 , 4 0 , 6 0 , 8 1 , 0 1 , 2 1 , 4 1 , 6 1 , 8 2 , 0 2 , 2 2 , 4
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0
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I (u
a)

T e m p s  ( m s )

t 6

(a)

0 , 0 0 , 2 0 , 4 0 , 6 0 , 8 1 , 0 1 , 2 1 , 4 1 , 6 1 , 8 2 , 0 2 , 2 2 , 4

1

1 0

1 0 0

t 1 6

I (u
a)

T e m p s  ( m s )

t 6

(b)

FIGURE III.9 – Déclin de luminescence du niveau émetteur 5D0 mesuré à 612 nm sous ex-

citation à 254 nm pour les échantillons t6 et t16 : (a) en échelle décimale et (b) en échelle

semi-logarithmique

Sur le spectre d’excitation (Figure III.21b), on reconnait les raies fines de 7F0→5D1,2,3 ,5L6 de

Eu3+ . L’absorption dans la bande de transfert de charge est décalée vers les longueurs d’onde

inférieures à 260 nm. A 270 nm apparait la transition 8S7/2 →6IJ de Gd3+ . Sa présence dans le

spectre d’excitation de la photoluminescence prouve que le transfert d’énergie Gd3+ (6IJ ) →

Eu3+ (5DJ ) est efficace.

Bien que le spectre de luminescence de t16 n’ai pas été décrit dans la littérature, ce matériau

a quand même été étudié par plusieurs auteurs qui ont analysé les différents composés obtenus

en faisant varier les conditions de précipitation. Ainsi Park et al. [104] ont utilisé des solu-

tions concentrées en lanthanides ([Gd+Eu] = 0,05 M) et en urée ([urée] = 0,5 à 2,5 M) (contre

0,005 et 0,5 M respectivement pour nos expériences) et ont étudié les matériaux obtenus pour

des températures de synthèse de 80 et 100 °C. Ils ont ainsi montré que pour une température

de 80°C, les matériaux se présentent sous une forme de plaquettes de tengérite Gd2(CO3)3.2-
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FIGURE III.10 – Spectres d’excitation observés à 612 nm pour les échantillons t6 (Gd(OH)CO3)

et t16 (Gd2(CO3)3.2H2O )

3H2O , tandis que lorsque la température est fixée à 100°C, l’oxycarbonate Gd2OCO3 ·H2O est

obtenu. Des NPs de tengérite(-Y) ont également été préparées par Zhang et al. [107], qui ont uti-

lisé des solutions concentrées ([Y] = 0,05 M et [urée] = 0,05 à 0,15 M), chauffées à l’autoclave à

150°C pendant 22h. Ils ont ainsi observé des particules sphériques de Y2(CO3)3 · 2 H2O pour un

rapport [Y]/[urée] = 1/3, ces particules se transformant en plaquettes agglomérées sous forme

d’haltères lorsque le rapport varie à 1/1. Lors de nos observations de l’échantillon obtenu à t16,

à partir de solutions diluées (5,6.10−3 M en Ln3+ ) et à température modérée (85°C) aucune

trace d’hydroxycarbonate GdOHCO3 ou d’oxycarbonate cristallisé n’ont pu être observées. Par

comparaison avec les travaux antérieurs, il apparait que le contrôle précis de ces paramètres de

synthèse joue un rôle majeur sur la nature de la morphologie des solides précipités.

III.2.2.3 Caractérisation des solides obtenus à différents temps de réaction (de t4 (100 min)

à t13 (270 min))

Les spectres IR de différents échantillons sont présentés figure III.6. Pour les courts temps

de maturation, les spectres présentent les différents modes de vibration des groupements carbo-

nates, qui sont regroupés dans le tableau III.2. Toutes les bandes apparaissant sur ces spectres

sont plus larges que celles observées pour t16 et les modes de vibration ν 1 CO 2−
3

apparaissent
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clairement à 1081 cm−1 . Les modes de vibration de déformation de l’eau δ H2O
sont également

visibles à 1646 cm−1 , ainsi qu’une très large bande ν H2O
. Les spectres IR des échantillons t13

et t14 présentent les mêmes bandes, de mieux en mieux résolues lorsque le temps de maturation

augmente.

Les conditions de précipitation choisies pour nos synthèses sont celles décrites par Matijevic

et al. [93] qui concluent à la formule Gd(OH)CO3 .H2O, hydroxycarbonate ou carbonate “ba-

sique”, après analyse chimique. Une formule très proche, avec 0,5 molécule d’eau a également

été reportée par Moscardini et al. [108], qui ont étudié la décomposition thermique d’une série

de carbonates de lanthanide. Toutefois, dans cette étude, les poudres préparées par réaction

de 1,4.10−2 M de Gd3+ et 1 M d’urée dans l’eau bouillante étaient cristallisées, ce qui n’est

pas le cas de nos échantillons. La courbe d’analyse thermique de l’échantillon t6 (figure III.5)

présente tout d’abord une légère prise de masse, suivie d’une perte soudaine en dessous de

200 °C, la perte de masse de 4% étant due à la déshydratation du matériau et l’élimination

d’une molécule d’eau pour deux atomes de gadolinium. La deuxième perte de masse, de 24%

est en accord avec l’élimination d’une molécule d’eau et de deux molécules de CO2 (pour 2

Gd). La perte totale, entre 20 et 800 °C, est donc de 28%, ce qui est concordant avec les 26%

calculés pour Gd2(OH)2(CO3)2.H2O. En outre, une perte soudaine de masse à 660°C peut être

observée et correspond à la décomposition du dioxy-monocarbonate en oxyde. Le mécanisme

de décomposition de l’échantillon t6 concorde bien avec un hydroxycarbonate hydraté et peut

être résumé par l’équation III.5.

Gd2(OH)2(CO3)2·H2O
20≤T≤200°C→ Gd2(OH)2(CO3)2 + H2O 200≤T≤600°C

→Gd2O2CO3 + H2O + CO2

600≤T≤800°C→ Gd2O3 + CO2 (III.5)

Sur les diffractogrammes WAXS mesurés sur t14 et t13 on retrouve des pics de diffraction de

la tengérite (figure III.4), qui apparaissent sur un fond de diffusion d’autant plus intense que le

temps de réaction est court. Les fonctions de distribution radiales (RDFs) obtenues à partir des

diffractogrammes sont reportées sur la figure III.11. Pour les échantillons t6-t10, on reconnait

sur la RDF (figure III.11) un pic correspondant à une large distribution de distances de liaisons

Gd-O, centrée à 0,245 nm et un autre qui traduit une distance Gd-Gd, mieux définie, à 0,40 nm.

Les coordonnées cristallographiques extraites de la tengérite(-Y) ne sont pas satisfaisantes
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Chapitre III: Synthèse et caractérisation des particules

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0
�r  (    )

t 1 0
t 1 2

t 1 6

t 1 4
t 1 3

t 6

FIGURE III.11 – Analyses WAXS : fonctions de distribution radiales enregistrées sur les parti-

cules prélevées à différents temps de maturation

pour simuler les RDFs expérimentales. En revanche, nous avons utilisé un modèle plus appro-

prié trouvé dans la Ref. [109]. Dans ce travail, par synthèse solvothermale à partir de 6,9.10−3M

de nitrate de gadolinium et 6,9 M d’urée, des monocristaux dénommés “SLUG 8” sont analysés

par diffraction X. Comme il est spécifié dans cette référence, SLUG 8 est similaire à la tengérite

en remplaçant partiellement des molécules d’eau avec des molécules d’ammoniaque.

Pour simuler la RDF des échantillons jusqu’à t12, un modèle de très petite taille s’impose,

afin de ne pas introduire des distances plus longues que celles observées expérimentalement.

Un très petit fragment d’un feuillet de la structure de SLUG8 (Figure III.12(a)) a été extrait,

et les coordonnées atomiques correspondantes introduites dans le programme de simulation.

Un accord qualitatif est obtenu pour les distances qui impliquent le gadolinium qui est de loin

l’élément le plus lourd dans la maille (Figure III.12(b)). Cela indique que l’organisation aux

premiers temps de maturation est proche de celle présente dans SLUG8.

Pour simuler les RDF au-delà de t12, un fragment de feuillet plus important (Figure III.13(a))

a été construit et importé dans le programme de simulation. Bien que plus étendu, ce modèle

ne génère pas de distances au-delà de 1,5nm et un accord qualitatif n’est observé que sur 0,7-
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FIGURE III.12 – (a) Structure d’un petit fragment de SLUG8 et (b) comparaison des RDF

expérimentales et calculées pour ce fragment

0,8nm (Figure III.13(b)). SLUG8 semble présenter un ordre local comparable à celui présent

dans l’échantillon t14 mais à ce stade de l’étude, la mise en ordre à plus longue distance reste

mal définie. Cela indique donc qu’avec l’accroissement de la cristallisation, une autre approche,

plus cristallographique devient nécessaire.

D’autres informations structurales peuvent également être obtenues grâce à la sonde op-

tique Eu3+ . Les spectres de photoluminescence des échantillons prélevés à différents temps

de maturation ont été mesurés à l’aide d’un appareillage micro-raman qui ne nécessite qu’une

très faible quantité d’échantillon. La longueur d’onde d’excitation utilisée (488 nm ou 20492

cm−1 ) permet d’exciter tous les ions Eu3+ à une énergie très légèrement supérieure à celle du

niveau 5D1 (19100 cm−1 ), qui sera alors atteint, ainsi que le niveau 5D0 par désexcitations

non-radiatives.

La figure III.14 présente les spectres d’émission des différents échantillons, centrés sur les

transitions 5D0→7F0 , 7F1 et 7F2 . Une évolution de la forme des spectres apparait entre t6 et t16.

Comparés au spectre de t16, les spectres des échantillons t4 à t13 sont caractérisés par une tran-

sition 5D0→7F0 relativement peu intense, trois composantes pour la transition 5D0→7F1 avec
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FIGURE III.13 – (a) Structure d’un gros fragment de SLUG8 et (b) comparaison des RDF

expérimentales et calculées pour ce fragment

un splitting de 156 cm−1 et une bande 5D0→7F2 très large. Pour ces échantillons, l’élargissement

des raies est du à l’inhomogénéité de champ cristallin local exercé sur chacun des ions Eu3+ ,

comme il a déjà été décrit dans de nombreuses études réalisées sur des phases amorphes ou des

verres [71]. Des spectres similaires ont été observés pour les échantillons de t4 (110 min) à t13

(270 min). Pour les échantillons t13 et t14, le spectre de la tengérite, décrit pour t16, a été enre-

gistré. Ces échantillons sont en fait constitués d’un mélange de particules amorphes (type t6) et

cristallisées (type t16). Pour ces échantillons, les deux types de spectres peuvent alors être enre-

gistrés selon les grains présents dans le champ d’observation. Les longueurs d’onde d’émission

observées pour chaque transition de t6 sont présentées Table III.3. Sur cet échantillon, la durée

de vie du niveau émissif 5D0 , mesurée à température ambiante sous excitation à 254 nm a

également été évaluée à 0,64 ± 0,10 ms, très proche de t16.

La durée de vie du niveau émetteur 5D0 est un indicateur des modes de vibration des

différents atomes entrant dans la sphère de coordination de l’Eu3+ . Dans le carbonate (t16),

l’europium, substitué au gadolinium est coordiné par neuf atomes d’oxygène, huit d’entre eux

provenant de groupements carbonate (trois bidentates et deux monodentates) et le dernier pro-

venant d’une molécules d’eau, c’est à dire créant deux vibrateurs OH [106]. La durée de vie

est ainsi mesurée à 0,67 ± 0,10 ms. Par ailleurs, les durées de vie de plusieurs complexes de
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FIGURE III.14 – Spectres d’émission des particules prélevées à différents temps de maturation,

λex = 488 nm. Les spectres sont présentés sans normalisation

carbonate en solution aqueuse ont été déterminés par Plancque et al. [110]. Ils ont, entre autres,

mesuré la durée de vie du complexe triscarbonate Eu(CO3) 3 –
3 · 2 H2O à 0,44 ± 0,04 ms. Dans

ce complexe, la terre rare est coordinée par six oxygènes de trois carbonates bidentates et par

deux oxygènes de deux molécules d’eau (soit quatre vibrateurs OH). La durée de vie du niveau
5D0 , mesurée pour l’échantillon t6 est très proche de celle mesurée pour t16, et significati-

vement plus longue que celle mesurée pour le triscarbonate. On peut donc conclure que dans

t6, le nombre de vibrateurs OH liés est inférieur au cas de l’ion Eu(CO3) 3 –
3 · 2 H2O et proche

du nombre connu dans t16, à savoir deux vibrateurs. Le polyèdre de coordination dans t6 est

complété par des carbonates.

De cette étude étape par étape nous pouvons donc conclure qu’il y a réaction entre les hy-

droxycarbonates hydratés et les groupes carbonates supplémentaires, provenant de la décomposition

de l’urée, afin de former le carbonate hydraté. Cette évolution peut être résumée par l’équation

III.6.

Gd2(OH)2(CO3)2·H2O + CO3
2− + 2 H+ −→ Gd2(CO3)3.2H2O + H2O (III.6)

Cette réaction a été suivie pas à pas par les différentes techniques de caractérisation. Quelques

plaquettes ont pu être observées pour l’échantillon t13, leur taille et leur nombre augmentant
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au fur et à mesure que les particules sphériques disparaissent. Parallèlement à ces observa-

tions, des pics de diffraction plus structurés apparaissent, dus à l’apparition des plaquettes de

Gd2(CO3)3.2H2O et liés à la disparition des sphères entre t14 et t16. Nous concluons que la

synthèse doit être arrêtée avant l’apparition des cristaux de Gd2(CO3)3.2H2O afin d’obtenir des

NPs amorphes de Gd(OH)CO3 , monodisperses en taille.

III.3 Synthèse et caractérisation des nanoparticules de

Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Y ou Gd)

III.3.1 Structure cristalline des sesquioxydes de terres rares

Les sesquioxydes de terres rares présentent plusieurs phases solides, comme le montre le

diagramme de la figure III.15.

FIGURE III.15 – Polymorphisme des sesquioxydes de terres rares (d’après [111])

Ainsi Gd2O3 existe sous la forme cubique (C) à température ambiante, le changement de

phase C (cubique)→ B(monoclinique) a été observé entre 1000 et 1300°C. Toutefois la forme

monoclinique peut être aisément stabilisée à température ambiante après trempe [112]. Pour

Eu2O3, la transformation C → B se produit à plus basse température [111] alors que pour

Y2O3 la phase C est stable jusqu’à très haute température.

La structure cubique C-Ln2O3, de groupe d’espace Ia3, dérive de la structure fluorine MO2,
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qui peut se décrire comme la juxtaposition de deux cubes MO8. La structure C-Ln2O3 peut

être décrite avec deux types de cubes LnO6, ce qui fait apparaitre deux sites cristallographiques

différents pour les ions Ln3+ (figure III.16b). Les sites pour lesquels deux lacunes d’oxygène

se situent sur une diagonale du cube sont de symétrie ponctuelle S6 et les sites pour lesquels

deux lacunes se situent sur la diagonale d’une des faces sont de symétrie C2. Cette structure

composée de 1/4 de cubes S6 et 3/4 de cubes C2 compte 80 atomes par maille. Le paramètre de

maille est de 10,81 Å pour Gd2O3 [113] et 10,61 Å pour Y2O3 [114]. La structure de la maille

cristalline est schématisée Figure III.16(a). La structure monoclinique correspond quant-à-elle

à une distorsion de la structure cubique et présente trois sites cristallographiques différents pour

Ln3+ .

(a) (b)

FIGURE III.16 – (a) Représentations de la structure C-Ln2O3 et (b) des polyèdres de coordina-

tion rencontrés dans cette structure

III.3.2 Synthèse à partir des hydroxycarbonates

Les NPs d’oxyde de lanthanide sphériques et monodisperses en taille ont été obtenues par

traitement thermique des NPs d’hydroxycarbonate décrites précédemment. La température de

calcination a été déterminée à partir des analyses thermiques réalisées sur les particules d’hy-

droxycarbonate qui montrent que les oxydes sont obtenus à partir de 700°C. Les NPs d’hy-
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droxycarbonates obtenues par précipitation ont alors été traitées à une température légèrement

supérieure de 850°C pendant 4 heures afin de les convertir en oxyde selon l’équation C.1.

2 [ Ln(OH)CO3(H2O)0,5] −→ Ln2O3 + 2 H2O + 2 CO2 (III.7)

De cette manière, des oxydes d’yttrium Y2O3 et de gadolinium Gd2O3, tous les deux dopés

à l’europium ont été produits.

III.3.3 Caractérisations

III.3.3.1 Caractérisation chimique et structurale

Les caractérisations chimiques et structurales ont été réalisées par spectroscopie infrarouge

et diffraction des rayons X. Si le DRX de la poudre non traitée thermiquement ne présentait

pas (ou peu) de pics observables avec un diffractomètre de poudre classique, celui de la poudre

après recuit figure III.17 présente de nombreux pics qui peuvent tous être indexés selon la fiche

JCPDS N° 72-927 de l’oxyde d’yttrium en phase cubique C-Y2O3.
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FIGURE III.17 – DRX d’une poudre d’Y2O3 obtenue après recuit à 850°C pendant 4h

Cependant les analyses réalisées par spectroscopie IR révèlent que lors des recuits à 850°C

la décomposition des carbonates de lanthanide en oxyde correspondant n’est pas totale (figure

III.18). Ainsi le spectre IR de la poudre séchée présente des bandes intenses à 1500, 1400,
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1070 et 845 cm−1 , caractéristiques des vibration ν3, ν1 et ν2 des liaisons C-O des carbonates

III.2. Ce spectre présente également une bande large et intense centrée à 3430 cm−1 , et un

épaulement à 1630 cm−1 , tout deux dus aux vibrations des liaisons OH des hydroxyls et/ou des

molécules d’eau adsorbées à la surface des particules. Lors de la calcination, l’intensité de ces

bandes diminue, montrant ainsi la transformation progressive du carbonate en oxyde. Toutefois,

à 850°C, les bandes correspondant aux carbonates demeurent encore clairement observables, ce

qui signifie qu’à cette température, la conversion des carbonates en oxyde n’est pas complète.
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FIGURE III.18 – Spectres IR à différentes températures de traitement de (YOHCO3)2 ·H2O

III.3.3.2 Caractérisation morphologique

Afin d’étudier les caractéristiques morphologiques des particules, ces dernières ont été ob-

servées par microscopie électronique à transmission (MET). Les particules obtenues après

séchage sont sphériques, monodisperses en taille et nanométriques, avec un diamètre moyen

de 169± 7 nm (Figure III.19(a)). Cette figure montre également que les particules ne s’ag-

glomèrent pas lors du traitement thermique (Figure III.19(b)), et qu’elles gardent leur forme

sphérique ainsi que leur taille (Figure III.19 (c)). La diffraction électronique révèle également

que chaque particule est polycristalline, constituée de nanocristaux de 20 nm environ (Figure

III.19(d) et (e)). Le diamètre moyen apparent des particules déterminé par PCS (Photon Cor-

relation Spectroscopy) est d’environ 250 nm, avec une faible dispersité (Figure III.20), ce qui

confirme la monodispersité en taille observée par TEM. La différence entre les tailles mesurées
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par PCS et TEM réside dans le fait que la technique de PCS donne une valeur prenant en compte

la couche électrostatique entourant la particule.

(a) (b) (c)

(d) (e)

FIGURE III.19 – Clichés de microscopie électronique en transmission des particules (a)

YOHCO3, (b) et (c) Y2O3 , (d) des cristallites et (e) de la diffraction des cristallites
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FIGURE III.20 – Distribution de taille des NPs d’Y2O3 :Eu3+ mesurée pas PCS

L’analyse morphologique a été complétée par une mesure de surface spécifique par adsorption-

désorption d’azote liquide. En prenant pour hypothèse que les particules sont sphériques, denses

et de mêmes tailles, et connaissant la surface spécifique de ces dernières, il est alors possible de

remonter à une valeur moyenne de la taille des particules. Ainsi, avec des surfaces spécifiques
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Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Y ou Gd)

(σ) de 6,55 m2.g−1 pour Y2O3 et 5,75 m2.g−1 pour Gd2O3, les diamètres calculés selon la

formule III.8 sont de 179 nm et 137 nm respectivement, ce qui est très proche des valeurs

déterminées par MET (169 et 122 nm respectivement). Cependant, il faut garder en mémoire

que le diamètre des particules est très dépendant de la durée de maturation lors de la synthèse.

r =
3000

σ ∗ d
(III.8)

avec r = rayon de la particule (nm), σ = surfacespécifiqueenm2/g et d = densité en g/cm3

III.3.3.3 Caractérisation optique des poudres

Les oxydes d’yttrium et de gadolinium dopés europium cristallisent dans une même phase

(cubique Ia3̄). Excepté sur certains points de détail, les caractéristiques que nous décrivons

sont les mêmes pour les deux matrices. Le spectre est dominé par un pic intense à 611 nm,

qui confère la couleur rouge au matériau, et qui est caractéristique de la transition dipolaire

électrique 5D0→7F2 des Eu3+ en symétrie C2, soit les 3/4 des ions Eu3+ . La luminescence

de Eu3+ dans les trois matrices cubiques Y2O3 , Gd2O3 et Lu2O3 sous forme de poudres mi-

crocristallines ou de monocristaux a été très souvent détaillée, par exemple dans les références

[115, 116, 112, 117, 118, 119, 120]. Les positions spectrales des raies d’émission sont donc très

bien connues, et nos observations, rassemblées dans le tableau III.4 sont en accord avec celles-

ci. La plupart des raies d’émission sont attribuables au site C2. La symétrie réelle (C2) étant très

proche de la symétrie C2v, c’est avec cette symétrie approchée que les Reps ont été déterminées

[?]. Il y a seulement deux composantes visibles en émission pour S6 : les deux 5D0→7F1 à 589

et 594,5 nm.

Le spectre d’excitation, observé à 612 nm (5D0→7F2 ) est présenté (Figure III.21(b)) et peut

être découpé en trois zones, correspondant chacune à un mode d’excitation différent. Dans la

zone 340-550 nm, ce sont les transitions entre les niveaux 4f de l’ion Eu3+ , correspondant à

l’excitation directe de l’ion qui apparaissent. Les transitions 7F0,1→5DJ=0−3 ,5L6 peuvent être

observées. Les attributions détaillées des transitions sont notées dans la figure. Dans la zone

de 220 à 280 nm, l’émission se fait via l’excitation dans la bande de transfert de charge (notée

CT). Enfin, entre 280 et 340 nm, les fines raies qui apparaissent au pied de la bande de transfert

de charge correspondent aux absorptions du gadolinium. Elles ne sont donc pas observées pour

Y2O3 .

Les déclins de luminescence du niveau 5D0 , observés à 612 nm sous excitation pulsée à
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Transitions 5D0→7F0
5D0→7F1

5D0→7F2
5D0→7F3

5D0→7F4

Site C2v

579,9 (A1) 587,3 610,8 (A1) 650,1 (A2) 686,6 (A1)

λ (nm) 592,3 (A2) 613,5 652,1 692,2

et Rep. 598,5 623 656,5 705,5 (A1)

(d’après [121]) 629,3 (A1) 660,5 (A2) 707,3

709,9(A1)

B2 (d’après II.19) ≈950

Représentations A1 A2 2A1 A1 3A1

associées aux B1 B1 2A2 2B1

transitions B2 B2 2B1 2B2

permises 2B2

Site C3i

λ (nm)
580,5

584.5

Représentations associées Ag

aux transitions permises Eg

TABLE III.4 – Longueurs d’onde d’émission caractéristiques de l’ion Eu3+ dans C-Gd2O3

254 nm sont présentés figure III.22(a). Ces déclins, tracés avec une échelle semi-logarithmique

(figure III.22(b)), sont, en première approximation, monoexponentiels, avec une durée de vie

caractéristique τ de 1,43±0,2 ms. Plusieurs auteurs ont observé, dans les oxydes nanostructurés,

des phénomènes non visibles dans le massif, qu’ils relient à la taille des cristaux. S’il ne fait

aucun doute que les Eu3+ en surface des cristaux soient soumis à un champ cristallin différent

de ceux du volume, et donc puissent induire des émissions additionnelles [122], nous n’avons

pour notre part, pas observé de tels effets sur nos spectres. En revanche, il est vrai que la valeur

du τ 5D0 que nous mesurons est plus élevée que celle donnée par exemple pour des phosphors

commerciaux [118]. Elle pourrait être attribuée à la dimension des nanocristaux constituant la

nanoparticule, en accord avec plusieurs observations reportées sur des nanoparticules ou des

nanotubes [123, 124].
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III.4 Synthèse et caractérisation des NPs de Ln2O2S :Eu3+ (Ln = Y ou Gd)
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FIGURE III.21 – Spectres (a) d’émission enregistrés sous excitation à 254 nm et (b) d’excitation

observés à 612 nm d’une poudre de Gd2O3 :Eu3+

III.4 Synthèse et caractérisation des NPs de Ln2O2S :Eu3+ (Ln

= Y ou Gd)

L’oxysulfure d’yttium dopé Eu3+ est un des plus anciens luminophores rouges connus, il a

été en particulier utilisé dans les écrans cathodiques. Le nombre de travaux relatifs à Y2O2S,

Gd2O2S : et Lu2O2S dopés Tb3+ ou Eu3+ est très important, d’autant plus que les deux dernières

matrices peuvent également être utilisées comme convertisseurs RX-photons visibles. Beau-

coup des travaux les plus anciens portent sur les efficacités de ces luminophores sous excitation

cathodique [125], sur l’évolution en température [126] ou les transferts d’énergie entre ions do-
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FIGURE III.22 – Déclin de luminescence du niveau émetteur 5D0 de l’Eu3+ dans Gd2O3 mesuré

à 612 nm sous excitation à 254 nm : (a) en échelle décimale et (b) en échelle semi-logarithmique

pants, en fonction de leur concentration [127]. Plus récemment, on trouve des articles portant

sur les applications, par exemple en radiologie [128]. L’étude spectroscopique complète, avec la

détermination des paramètres de champ cristallin, avait été réalisée par O.J. Sovers et al [129].

III.4.1 Structure cristalline des oxysulfures de lanthanides

Il existe trois types d’oxysulfures de terres rares : Ln2O2S, Ln2O2S2 et Ln2OS2. La structure

Ln2O2S, qui nous intéresse plus particulièrement, est une structure en couches, de type Sillen,

et consiste en un empilement de feuillets constitués, d’une part, par la terre rare et l’oxygène,

et d’autre part, par plusieurs couches d’atomes de soufre. Les oxysulfures sont formés par in-

tercroissance de couches [Ln2O2]2+ et de monocouches d’ions S2− , comme le montre la figure

III.23a. Les oxysulfures cristallisent dans le groupe d’espace P3̄m [130]. Les paramètres de

la maille trigonale pour Gd2O2S et Y2O2S sont regroupés dans le tableau III.5. Leur structure

est isomorphe de l’oxyde hexagonal A-Ln2O3 , qui est la forme basse température pour Ln =

La-Nd. Dans cette structure, la terre rare se situe dans un site de coordinence 7, formé par 3 S

et 4 O. L’environnement peut se décrire comme un antiprisme triangulaire monocappé (Figure

III.23(b)). La symétrie ponctuelle est C3v, un atome d’oxygène se trouvant sur l’axe C3.

III.4.2 La sulfuration

Les nanoparticules de Ln2O2S ont été préparées à partir des particules de carbonates de lan-

thanides, par sulfuration de ces dernières. La sulfuration a été réalisée à l’aide d’un montage
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Y2O2S Gd2O2S

ICSD 154582 ICSD 636114

groupe d’espace P3̄m P3̄m

paramètre de

maille (Å)

a=b 3,75 3.85

c 6.52 6.67

angle (°)
α=β 90 90

γ 120 120

TABLE III.5 – Récapitulatif des différents paramètres pour les oxysulfures Ln2O2S

(a) (b)

FIGURE III.23 –

Représentation de la structure Ln2O2S (a) et des polyèdres de coordination présents dans cette

structure (b)

“fait maison”, inspiré de celui utilisé par A.M. Pires [131, 132] qui décrit la sulfuration de car-

bonates de gadolinium par un balayage de gaz inerte contenant des vapeurs soufrées produites

à partir de soufre solide. Dans notre cas le disulfure de carbone (CS2), liquide, a été préféré au

soufre solide car la production de vapeur est plus facile à contrôler.

III.4.2.1 Le montage

Le montage (figure III.24) a été conçu pour un double emploi : sulfuration et recuit sous gaz

inerte (argon).

Le principe de la sulfuration par CS2, qui nous intéresse plus particulièrement dans ces tra-

vaux, consiste à faire buller un gaz neutre (type argon) dans le CS2 liquide afin de produire
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FIGURE III.24 – Schéma du montage employé pour la sulfuration

des vapeurs de CS2. Ces dernières sont ensuite entraı̂nées par ce même flux de gaz jusqu’à la

chambre de sulfuration dans laquelle est placée l’échantillon.

CS2 étant un agent sulfurant très puissant, seul une très faible concentration de ce composé

doit être utilisée, comparativement à la quantité de gaz circulant dans le four. C’est pourquoi un

débitmètre mélangeur à été installé, une voie étant dédiée à l’argon seul et l’autre aux vapeurs de

soufre provenant du bullage de l’argon dans le CS2. En alimentant et contrôlant simultanément

le débit de ces deux voies, il est alors possible d’ajuster le débit d’agent sulfurant circulant dans

le four.

De plus, le CS2 étant un composé toxique, polluant et malodorant, il est important de ne

pas l’évacuer dans l’atmosphère ambiante. Ainsi, le soufre qui n’a pas réagit est dirigé vers un

piège constitué de Pb(NO3)3 ; après réaction avec le soufre il va se former du PbS solide qui

peut facilement être récupéré.

III.4.2.2 Le protocole

La sulfuration des hydroxycarbonates est un phénomène délicat qui nécessite un contrôle,

à la fois de la température de réaction et de la quantité de soufre apportée. En effet, une

température ou un débit trop faible en soufre conduiront à l’obtention de sulfates, alors qu’un

débit trop important favorisera la formation de sulfures. De plus, un recuit, même à faible

température sous atmosphère oxydante (air) conduira à la formation de l’oxyde.
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Ainsi, A.M. Pires et al. [131, 132] a montré que des oxysulfures de gadolinium bien cristal-

lisés pouvaient être obtenus à partir des hydroxycarbonates correspondants en fixant la température

du four à 750°C sous un balayage de soufre, suivi par un recuit à 1000°C sous atmosphère inerte.

Cependant les auteurs n’utilisaient pas le CS2 comme agent sulfurant, mais le soufre solide. Le

débit a donc du être ajusté au cours des expériences.

Après optimisation, le protocole final retenu pour réaliser une sulfuration par CS2 est donc

le suivant :

- Un traitement de 1h30 à 750°C sous une atmosphère suffisante composée d’un mélange

argon (50ml/min) et soufre (5ml/min) (vitesse de montée du four = 10°C/min). Cette

1e étape a pour effet de produire l’oxysulfure. Toutefois à ce stade l’oxysulfure est mal

cristallisé, comme le montre le diffractogramme X (figure III.25).

- Un recuit de 4h à 1000°C sous atmosphère inerte (argon), afin de cristalliser l’oxysulfure

est alors nécessaire.

Remarque : Le CS2 est maintenu dans un bain de glace à 4°C pendant toute la durée de

l’expérience afin, d’une part d’obtenir une tension de vapeur saturante constante, et d’autre part

d’éviter tout risque d’explosion.

III.4.3 Caractérisations des NPs obtenues

III.4.3.1 Caractérisations morphologiques et structurales

L’analyse des particules par diffraction des rayons X a permis de montrer que le proto-

cole décrit au paragraphe précédent est bien adapté à l’obtention d’oxysulfures. La figure III.25

présente le DRX des poudres obtenues après l’étape de sulfuration à 750°C et après traitement

thermique à 1000°C. Après recuit, les pics de diffraction sont relativement fins et intenses, ce

qui montre que les particules sont bien cristallisées.

Le spectre IR de ces particules est également présenté Figure III.26. Ce spectre ne présente

que les modes de basse fréquence ≺ 600 cm−1 , caractéristiques des vibrations Gd-S et Gd-O.

Sur ce spectre sont également observables des traces de carbonates et d’eau.

L’observation en microscopie électronique à transmission des poudres obtenues montre des

particules sphériques, très bien définies et très monodisperses en taille, d’un diamètre moyen
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FIGURE III.25 – Diffractogrammes de rayons X de poudres de Gd2O2S amorphes et cristallisées
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FIGURE III.26 – Spectre IR des NPs de Gd2O2S :Eu3+

de 200 nm, indiquant que le procédé de traitement thermique n’entraı̂ne pas d’agglomération

(Figure III.27). Ceci est confirmé par les analyses par PCS qui donnent un diamètre moyen

apparent de 400 nm, avec une dispersité en taille relativement faible (Figure III.28). Quelques

agglomérats, dont la taille est comprise entre 1,6 et 2 µm sont également détectés.
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(a) (b)

FIGURE III.27 – Clichés de microscopie électronique en transmission de NPs de Gd2O2S :Eu3+
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FIGURE III.28 – Distribution de taille des NPs d’Gd2O2S :Eu3+ mesurée pas PCS

III.4.3.2 Caractérisations optiques

Le spectre d’émission des NPs de Ln2O2S :Eu3+ (5%), enregistré après excitation à 355 nm

est présenté figure III.29. Les longueurs d’onde mesurées sont reportées dans le tableau III.6.

Leur indexation est donnée en suivant les travaux de O.J. Sovers et al. [129], qui avaient cal-

culé les paramètres de champ cristallin Bk
q . On retrouve sur notre spectre la plupart des raies

observées par Sovers [129]. Si certaines raies faibles n’ont pas été détectées, par contre, aucune

émission supplémentaire, due à une éventuelle phase parasite n’a été observée. Quelques raies

d’émission 5D1→7FJ faibles apparaissent également. Il y a également des raies d’émission af-

faiblies dans la zone des 5D0→7F2 , qui sont probablement d’origine vibroniques et sont de la

même façon observées sur un échantillon de Gd2O2S :Eu3+ obtenu par synthèse en voie solide.
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FIGURE III.29 – Spectres d’émission d’une poudre de Gd2O2S :Eu3+ enregistré sous excitation

à 355 nm à température ambiante

Le spectre d’excitation est présenté sur la Figure III.30. On identifie facilement les raies fines

des transitions intra-4f 6. L’aspect le plus intéressant de ce matériau, lorsqu’on le compare aux

hydroxycarbonates, carbonates ou oxydes décrits plus haut, est la présence d’une bande d’ab-

sorption large très efficace. Cette bande est attribuée au transfert de charge S-Eu. A λ ≺ 270

nm, l’efficacité d’excitation augmente à nouveau, correspondant à l’absorption dans la bande de

transfert de charge O-Eu. On peut également repérer, comme il a été fait pour Gd2O3 :Eu3+ les

raies fines de Gd3+ . Le transfert d’énergie Gd3+ → Eu3+ est donc bien efficace. En conclusion

de cette caractérisation optique, nous pouvons dire que les observations faites sur nos nanopar-

ticules sont analogues à celles reportées auparavant sur des matériaux massifs. S’il y a quelques

effets dus à des sites de surface, ceux-ci sont très minoritaires.

En revanche, il faut signaler que la durée de vie du niveau 5D0 (Figure III.31) est évaluée à

0,70 ± 0,07 ms. Cette valeur est plus grande que celle mesurée sous la même excitation sur des

poudres monocristallines (0,50 ms [127]).
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FIGURE III.30 – Spectres d’excitation d’une poudre de Gd2O2S :Eu3+ observé à 624 nm à

température ambiante

Transitions 5D0→7F0
5D0→7F1

5D0→7F2
5D0→7F3

5D0→7F4

580,2(A1) 592,4 (E) 614,2 (A1+E) 651,2 (E) 684,3 (A1)

593,5 (A2) 618,3* 651,7 (A2) 693,8 (E)

λ (nm) 584,4** 620,3* 653,5 (A1+E) 701,5 (E)

et Rep. (d’après [129]) 586,1** 623,5 (E) 703,4 (E)

627,3*

630,4*

B2 (d’après II.19) ≈123

Représentations A1 A2 A1 2E 2A1

associées aux E 2E 2A2 A2

transitions permises A1 3E
* transitions vibroniques

** transitions à partir du 5D1

TABLE III.6 – Comparaison des longueurs d’onde d’émission caractéristiques de l’ion

Eu3+ dans Gd2O2S

III.5 Synthèse et caractérisation des NPs de SiO2 :Eu3+

Bien qu’il existe un grand nombre de techniques permettant de synthétiser des NPs de silice

SiO2, celles-ci ont été obtenues par Spray Pyrolyse (SP), technique développée au CEMES.
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FIGURE III.31 – Déclin de luminescence du niveau émetteur 5D0 de l’Eu3+ dans Gd2O2S me-

suré à 614 nm sous excitation à 355 nm : (a) en échelle décimale et (b) en échelle semi-

logarithmique

III.5.1 Synthèse par spray pyrolyse

III.5.1.1 La technique du spray pyrolyse

Le procédé de synthèse par pyrolyse d’aérosol est une voie de préparation de matériaux

pulvérulents microniques de forme sphérique ou de dépôt de film. Dans le cas de la synthèse de

poudres, un brouillard d’une solution de précurseurs est traité thermiquement pour obtenir une

poudre sèche en sortie de procédé. La solution de départ étant homogène, chaque gouttelette de

l’aérosol est un micro-réacteur homogène de même composition que la solution de précurseurs.

La première étape de la synthèse par pyrolyse d’aérosol est la génération de l’aérosol

réalisée par ultrasons. Une pastille piezo-électrique (2,4 MHz) plongée dans un mélange eau/éthanol

est placée sous la solution à nébuliser. Elle génère un champ d’ultrasons dans la solution de

précurseurs qui engendre un phénomène de cavitation, ce qui a pour effet d’éjecter du liquide,

des micro-goutelettes de solution de précurseurs. Un flux d’air (5L/min) entraine ces gouttes

dans le circuit. On notera que la vitesse de nébulisation dépend entre autre de la viscosité de la

solution. L’aérosol ainsi généré est entraı̂né vers les zones de traitement thermique. La première

zone de température sert de zone de séchage. Elle est constituée par un tube de verre, entouré

d’un fil chauffant à 100°C. Lors du séchage, le solvant de la solution de précurseurs est évaporé,

ce qui va conduire à la précipitation des précurseurs (Figure III.33). Les nanoparticules ainsi

formées sont ensuite entraı̂nées par le flux d’air jusqu’à une deuxième zone de traitement, plus
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haute en température, dite zone de décomposition. Dans cette zone, constituée d’un tube en

quartz traversant un four tubulaire, la température (500°C) est suffisante pour que le produit

recherché se forme, par agglomération des nanoparticules sous forme de micro-billes. Chaque

goutte pouvant être considérée comme un micro-réacteur isolé qui garde sa forme sphérique tout

au long du procédé, les micro-billes obtenues en fin de synthèse seront également sphériques.

Les microparticules sont finalement collectées par un filtre électrostatique (ddp = 10 kV). La

poudre se dépose ainsi sur des anodes collectrices. l’ensemble du filtre est maintenu à 100°C par

des résistances chauffantes enroulées autour de l’enceinte en verre de ce dernier afin d’éviter

la condensation de l’eau (risque de court circuit), et les gaz seront évacués vers un ballon de

condensation pour récupérer le solvant et les autres produits de réaction.

FIGURE III.32 – Schéma du montage employé lors des synthèses par spray pyrolyse

FIGURE III.33 – Principe de formation des NPs par spray pyrolyse
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III.5.1.2 Mode opératoire

Les poudres de silice ont été préparées à partir d’un précurseur commercial : le Ludox AS 40

(Sigma Aldrich). Celui-ci est constitué d’une dispersion colloı̈dale de nanoparticules de silice

de 20 nm dans une solution aqueuse d’ammonium contenant 40% en masse de SiO2. La stabilité

de la disperion étant compromise en milieu basique, il est nécessaire de l’acidifier avec HNO3

jusqu’à atteindre un pH d’environ 2. La concentration en SiO2 dans la solution à nébuliser a été

choisie à 0,3 M, une solution plus concentrée aurait une viscosité trop importante qui génerait

la nébulisation. L’europium a été apporté à la solution sous forme d’ions Eu3+ , par ajout d’une

solution de nitrate d’europium (1,96 M) dans un rapport Eu/(Eu+Si) = 5%. Enfin, le solvant

utilisé est constitué d’un mélange éthanol/eau = 1/10 (v/v).

III.5.2 Caractérisation des NPs obtenues

La composition, la forme et la taille, ainsi que les propriétés de luminescence de ces parti-

cules ont été analysées.

III.5.2.1 Caractérisations morphologiques

La microscopie électronique en transmission a montré que les poudres obtenues sont com-

posées de sphères sub-micrométriques avec une dispersion en taille relativement large (III.34(a)

et (b)), ce qui est confirmé par les analyses PCS qui donnent des diamètres apparents al-

lant de 650 nm à 2 µm (Figure III.35). La microscopie électronique à balayage de la surface

des particules (Figure III.34(c)) a également révélé que chacune des billes est constituée de

sub-particules de taille nanométrique (quelques dizaines de nm), qui se sont agglomérées du-

rant l’étape de densification lors de la synthèse par spray pyrolyse. Ces observations s’avèrent

concordantes avec le mécanisme de formation des particules décrit dans le paragraphe précédent.

La surface spécifique mesurée par adsorption-désorption d’azote a été évaluée à 81,5 m2.g−1, ce

qui correspond à un diamètre moyen de particule de 43 nm, si on considère des sphères denses.

Cette valeur n’est pas la taille des particules sub-microniques mesurée par TEM et MEB qui

varie entre 100 nm et quelques µm. En revanche, elle correspond à celle des sub-particules

évaluée à quelques dizaine de nanomètres par MEB. Cela signifie donc que la surface entière

des nanoparticules de SiO2 :Eu3+ , agrégées en sphères sub-micrométriques est accessible par

l’azote liquide. Les particules sub-micrométriques ne sont donc pas denses.
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(a) (b) (c)

FIGURE III.34 – Cliché de microscopie électronique des particules de silice obtenues par SP

(a) et (b) en transmission et (c) à balayage
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FIGURE III.35 – Distribution de taille des NPs de SiO2 :Eu3+ mesurée pas PCS

III.5.2.2 Caractérisation chimique et structurale

La composition chimique des particules a été analysée par diffraction des rayons X et spec-

troscopie infrarouge. Cependant, seule la spectroscopie IR a permis d’obtenir des informations

pertinentes, puisque le diffractogramme X ne présente aucun pic de cristallisation, mais seule-

ment un relief dans une zone centrée sur 22°, ce qui signifie que la phase SiO2 n’est pas cris-

tallisée. En revanche, les analyses IR pratiquées sur ces particules (III.36) présentent un certain

nombre de bandes caractéristiques de la silice amorphe [133]. Les principaux modes de vibra-

tion Si-O-Si donnent lieu à la bande située à 470 cm−1 , ainsi qu’à la très large bande située

à 1150 cm−1 environ, cette bande étant en réalité due au recouvrement de deux bandes larges
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centrées à 1110 et 1215 cm−1 . La bande située à 3430 cm−1 peut, quant-à-elle, être attribuée

aux vibrations des molécules d’eau. Les groupes hydroxyls OH, qu’ils soient liés aux hydroxyls

de surface ou aux molécules d’eau absorbées, sont caractérisées par la bande à 1630 cm−1 . En-

fin, il apparaı̂t également un pic très fin et très intense à 1385 cm−1 correspondant à des nitrates

NO –
3 , résidus de la synthèse par spray pyrolyse.

5 0 01 0 0 01 5 0 02 0 0 02 5 0 03 0 0 03 5 0 04 0 0 0
n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

FIGURE III.36 – Spectre IR des NPs de SiO2 :Eu3+ obtenues par SP

III.5.2.3 Caractérisation optique

Les propriétés de luminescence des particules de SiO2 :Eu3+ ont été étudiées par analyse

des spectres d’émission et d’excitation de ces dernières. Le spectre d’émission a été enregistré

après excitation à 254 nm (Figure III.37). Comme pour les oxydes et les oxysulfures de lantha-

nide, ces particules présentent une intense luminescence rouge, due à la transitions 5D0→7F2 de

l’europium trivalent, située à 612 nm. Le spectre d’émission présente également quatre autres

bandes larges et intenses, situées à 577 nm, 590 nm, 630 nm et 699 nm, correspondant aux tran-

sitions 5D0→7F0 , 5D0→7F1 , 5D0→7F3 et 5D0→7F4 de l’Eu3+ respectivement, l’élargissement

des raies caractérisant la présence d’ions Eu3+ dans des environnements différents, comme on

l’observe dans les verres ou autres amorphes. Caiut et al. [133] concluent que durant le procédé

de SP, les NPs de silice s’agglomèrent en sphères sub-microniques et que les ions Eu3+ sont liés

à la surface des nanoparticules élémentaires via des liaisons Si-O-Eu. Il est en effet impossible

que des Eu3+ entrent dans la matrice en substitution des ions Si4+ . Outre l’intense émission

rouge, le spectre présente également une luminescence bleue, caractérisée par une bande large
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et peu intense centrée à 450 nm, associée à l’émission de la matrice de silice. Les mêmes obser-

vations (avec une émission relativement plus importante de SiO2 ) ont été reportées et analysées

par Petit et al. [134].

4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 7 0 0 7 5 0

4 0 0 5 0 0 6 0 0
λ  ( n m )

λ  ( n m )

5 D 0     7 F 4

5 D 0     7 F 0

5 D 0     7 F 1

5 D 0     7 F 2

5 D 0     7 F 3E m i s s i o n  S i O 2

FIGURE III.37 – Spectre d’émission de particules de SiO2 :Eu3+ enregistré après excitation à

254 nm à température ambiante

Le spectre d’excitation de ces particules, observé à 612 nm (Figure III.38), présente d’une

part, une bande large de transfert de charge O-Eu (λ ≺ 300 nm) et les bandes d’excitation

associées aux transitions 4f-4f de l’europium Eu3+ . Du fait de l’existence de multiples envi-

ronnements pour Eu3+ , les bandes correspondant à chacune des transitions sont élargies com-

parativement aux particules de Ln2O3 :Eu3+ et Ln2O2S :Eu3+ .

Le déclin de luminescence, assimilé à une exponentielle, conduit à τ = 0,25 ± 0,03 ms

(Figure III.39).

III.6 Efficacités de luminescence

Nous nous basons sur les notions exposées au Chapitre II pour comparer les efficacités de

luminescence des différentes particules que nous avons élaborées. L’efficacité q pour le niveau
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FIGURE III.38 – Spectre d’excitation de particules de SiO2 :Eu3+ observé à 612 nm à

température ambiante
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FIGURE III.39 – Déclin de luminescence du niveau émetteur 5D0 de l’Eu3+ dans SiO2 mesuré à

612 nm sous excitation à 393 nm : (a) en échelle décimale et (b) en échelle semi-logarithmique

5D0 est déterminée expérimentalement à partir des spectres d’émission, des déclins de lumi-

nescence et des Equations II.21, II.22, II.23 et II.29. Sur la Figure III.40 sont tracés les spectres

des cinq types de nanoparticules considérées, les zones spectrales utilisées pour mesurer les

S0−J sont matérialisées. Le barycentre de chaque zone est déterminé par le logiciel à partir des

surfaces intégrées.

La probabilité de transition radiative totale du niveau 5D0 de Eu3+ diminue suivant la pro-

gression Gd2O2S � C-Gd2O3 (site C2) � Gd2(CO3)3.2H2O � GdOHCO3 � SiO2 . Sans sur-

prise, on observe que les environnements pour lesquels les Eu3+ sont greffés en surface des NPs
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FIGURE III.40 – Spectres d’émission et zones spectrales utilisées pour calculer les Φint de

chaque type de particules

(SiO2 :Eu3+ ), ou liés directement à des vibrateurs OH (carbonate, hydroxycarbonate), condui-

sant à des q faibles. Pour l’oxyde, la valeur évaluée est assez élevée. Pour l’oxysulfure, en dépit

d’une forte probabilité intrinsèque, l’efficacité est inférieure à l’oxyde.

En faisant ces comparaisons, les erreurs instrumentales et celles qui proviennent de la mise

en forme de l’échantillon sont en principe annulées. En revanche, bien que leurs contributions

soient sans doute assez minimes, il reste des sources d’erreur dans le traitement numérique des

spectres : par exemple la prise en compte des fonds résiduels ou des raies parasites (siteC3i pour

l’oxyde, émission 5D1→7FJ , pour l’oxysulfure, émission des transitions 5D0→7F5 ,7F6 négligée).

La mesure des déclins avec l’appareillage dont nous disposons a toujours été réalisée sous exci-

tation dans le CTS et non dans 5D0 et avec une résolution temporelle médiocre. Il faut de plus

assimiler les déclins à des monoexponentielles, ce qui est une autre source d’erreur. Malgré

ces limitations, la détermination des q est un moyen utile de comparer l’efficacité de matrices

différentes.
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Transition A0−J
∑
A0−J τrad τexp q

(s−1) (s−1) (s) (s) (%)

Gd2O3 :Eu3+

5D0→7F0 9

503 1,99 1,43 73,0

5D0→7F1 50
5D0→7F2 355
5D0→7F3 26
5D0→7F4 63

Gd(OH)CO3 :Eu3+

5D0→7F0 3

348 2,87 0,64 21,4

5D0→7F1 50
5D0→7F2 241
5D0→7F3 17
5D0→7F4 103

Gd2(CO3)3.2H2O :Eu3+

5D0→7F0 2

453 2,21 0,67 29,4

5D0→7F1 50
5D0→7F2 278
5D0→7F3 15
5D0→7F4 108

Gd2O2S :Eu3+

5D0→7F0 8

728 1,37 0,70 50,3

5D0→7F1 50
5D0→7F2 465
5D0→7F3 14
5D0→7F4 191

SiO2 :Eu3+

5D0→7F0 2

338 2,96 0,25 8,5

5D0→7F1 50
5D0→7F2 171
5D0→7F3 8
5D0→7F4 108

TABLE III.7 – Calcul des A0−J et des efficacités
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III.7 Bilan

Différents types de NPs luminescentes ont été synthétisés et étudiés : des NPs d’hydroxy-

carbonate, d’oxyde de gadolinium et d’yttrium et d’oxysulfure de gadolinium, ainsi que des

NPs de silice. Pour toute ces NPs, la luminescence rouge est provoquée par l’introduction dans

la matrice des ions europium trivalents.

La synthèse des NPs d’hydroxycarbonate est réalisée par précipitation contrôlée en utilisant

l’urée comme agent de précipitation. Cette synthèse conduit à la formation de NPs sphériques

d’hydroxycarbonate, monodisperses en taille. L’étude de la cinétique de réaction a montré qu’un

changement de morphologie intervient au cours de la synthèse, les NPs passant de la forme

sphérique à des plaquettes. Nous avons également montré que ce changement de morphologie

s’accompagne d’un changement de phase, au cours duquel les hydroxycarbonates sont convertis

en carbonates hydratés.

Nous avons également montré que ces NPs d’hydroxycarbonate peuvent servir de précurseurs

pour produire des oxydes ou des oxysulfures par traitement thermique sous air ou sous at-

mosphère sulfurante. La morphologie et la taille des NPs sont conservées lors de ces différents

traitements.

Les particules de silice, obtenues par spray pyrolyse sont des sphères sub-microniques

constituées de nanoparticules élémentaires de 20 nm de diamètre environ. Eu3+ ne peut pas

être substitué à Si4+ , il est néanmoins intégré dans la matrice amorphe par des liaisons fortes.

On observe l’émission de Eu3+ en bandes élargies qui reflètent l’inhomogénéité du champ

cristallin autour de l’europium. Les particules sub-microniques élaborées ne sont pas denses,

leur principal défaut pour notre étude étant leur relative dispersion en taille. La synthèse par

spray pyrolyse est néanmoins très commode pour obtenir des particules de silice luminescentes,

nécessitant moins de mise au point que les méthodes Stöber.

La voie “hydroxycarbonate” a été étudiée en détail : celle-ci permet d’obtenir des nanopar-

ticules sphériques bien monodisperses, sans agent stabilisant. Les NPs de LnOHCO3 obtenus

sont toujours amorphes. Leur très gros avantage est qu’elles peuvent être considérées comme

agents de marquage luminescent telles quelles, ou après leur transformation en oxyde Ln2O3

ou en oxysulfure Ln2O2S, ce qui nous a permis d’étudier en parallèle plusieurs types de nano-
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particules avec les mêmes caractéristiques morphologiques. A l’état d’oxydes ou d’oxysulfures

chaque nanoparticule (typiquement de 150 nm de diamètre) est constituée de plusieurs nano-

cristaux (environ 25 nm) liés entre eux de façon très stable : chaque sphère peut donc être

considérée comme un nano-objet. Le choix d’une matrice terre rare laisse ouverte la possi-

bilité de sélectionner différents ions dopants Ln3+ pour obtenir des caractéristiques optiques

différentes, sans changer notablement la chimie préparatoire. Dans le chapitre suivant, nous

décrirons la modification de la surface des silices, oxydes et oxysulfures dopées Eu3+ , par des

alcoxysilanes.
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IV.6.2 Réaction de couplage du FITC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 148
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IV.1 Bio-conjugaison des NPs avec l’APTES

Comme nous l’avons vu au chapitre 1, les NPs produites ne sont que très peu réactives

vis-à-vis des récepteurs biologiques à greffer, il faut donc augmenter cette réactivité. La voie

choisie ici est de modifier chimiquement ces NPs et pour cela de greffer sur la surface une

fonction intermédiaire qui servira de support réactif pour la fonctionnalisation. La fonction

choisie comme intermédiaire est l’aminopropyltriéthoxysilane (APTES).

IV.1 Bio-conjugaison des NPs avec l’APTES

IV.1.1 Aspects bibliographiques

La modification de surface par des agents de couplage tels que les amino-silanes a été pro-

posée pour un grand nombre d’applications avec pour but de donner un caractère organique

à des matériaux inorganiques. Dans ce but, l’aminopropyltriéthoxysilane (APTES) est souvent

employé en raison de son caractère bi-fonctionnel, offrant ainsi une des nombreuses possibilités

d’attache pour les bio-molécules, notamment par réaction avec les groupements carboxyliques.

Schématiquement, et dans un cas idéal, les trois fonctions ethoxy de l’APTES vont réagir avec

les groupements hydroxyls, laissant des fonctions amino libres en dehors de la surface [?].

Ainsi, la modification par l’APTES de silices mésoporeuses [44, 45, 46], de substrats plans

Si/SiO2 [47, 48] ou encore de NPs de silice [49, 40] ont été étudiées par de nombreux groupes

de recherche. De plus, la surface des oxydes portant des fonctions hydroxyls peut également

être fonctionnalisée par des organo-silanes. Ainsi, la modification de surface par l’APTES ou

par d’autres amino-siloxanes de nanoparticules d’oxydes magnétique ou luminescentes ont été

étudiées récemment afin de bio-compatibiliser de telles NPs, utilisées comme sonde biologique

in-vitro ou in-vivo.
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Ainsi, la silanisation directe de maghémite Fe2O3 par l’APTES a été décrite par Xu et al.

[50], tandis que Flesch et al. [135] ont utilisé le N-(2-aminoethyl)3aminipropyltriéthoxysilane.

De même, la modification de surface par l’aminopropyltriméthoxysilane (APTMES) de NPs

luminescentes de YAG :Ce3+ , suivie de leur byotinylation est reportée par Asakura et al. [19].

Dans d’autres études, la fonctionnalisation par l’APTES a été favorisée par dépôt préalable

d’une couche de silice, créant ainsi une double couche à la surface des NPs. Des NPs magnétiques

Fe2O3 [36, 51], ou luminescentes (YVO4 :Eu3+ [35], Y2O3 :Tm3+ /Yb3+ [52]) ont ainsi été

modifiées selon cette procédure. Une troisième route, consistant en la co-condensation d’un

mélange triéthoxysilane (TEOS) et APTES, formant une couche de silice qui contient des fonc-

tions amines a également été employée pour la modification de particules luminescentes telles

que des oxydes (Gd2O3 :Eu3+ ) [53] ou des fluorures CeF3 [20].

IV.1.2 Aspects expérimentaux

IV.1.2.1 Principe

L’APTES est un trialcoxysilane possédant, d’une part, trois groupements éthoxy (O-CH2-

CH3), très réactifs vis-à-vis des fonctions hydroxyls présentes à la surface des NPs, et d’autre

part, une fonction amine. Dans un cas idéalisé, les trois fonctions éthoxy réagissent par hydrolyse-

condensation avec les groupements hydroxyls présents à la surface des particules, laissant libre

les groupements amino (Figure IV.2). En milieu non aqueux, l’hydrolyse est réalisée grâce aux

traces d’eau physisorbées à la surface des NPs [135]. Il peut ensuite y avoir condensation par for-

mation de liaisons hydrogènes ou covalentes entre les molécules hydrolysées et les groupements

hydroxyls présents à la surface des oxydes. La couche d’organosilane pourra ensuite croı̂tre

par condensation successives d’APTES sur la première couche. Selon ce schéma, différentes

unités peuvent être obtenues, suivant le nombre de groupement éthoxy qui vont réagir. Comme

l’APTES est un tri-alcoxysilane, il peut échanger jusqu’à trois liaisons covalentes avec la NP

(Figure IV.3a). Si, au contraire, le greffage est réalisé par seulement un ethoxy, laissant ainsi

les deux autres libres de se condenser avec les molécules adjacentes déjà greffées, ce qui va

alors entraı̂ner la formation d’une monocouche comme décrit à la Figure IV.3b. Cependant, au

lieu de former une “monocouche idéale”, les groupements éthoxy libres peuvent tout aussi bien

se condenser avec d’autres molécules d’APTES du milieu réactionnel, ce qui va entraı̂ner la

formation d’une couche plus épaisse, comme le suggère la Figure IV.3c. Dans des cas extrêmes
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IV.1 Bio-conjugaison des NPs avec l’APTES

il peut alors y avoir formation d’oligomères dans le milieu réactionnel.

FIGURE IV.1 – formule semi-développée d’une molécule d’APTES

FIGURE IV.2 – Schéma du greffage d’une molécule d’APTES sur une NP

IV.1.2.2 Protocole expérimental

Afin de limiter les réactions d’hydrolyse-condensation dans le milieu réactionnel et de

mieux contrôler le greffage de l’APTES sur les particules, les réactions de fonctionnalisation ont

été réalisées en milieu anhydre, dans le toluène. Dans un premier temps, les NPs sont séchées à

120°C sous vide pendant trois heures afin d’activer les groupements hydroxyles. Puis, 500 mg

de particules sont mises en suspension dans 50 ml de toluène et la quantité voulue d’APTES

est ajoutée. Le mélange est agité à reflux à 110°C (température d’ébullition du toluène) pen-

dant 24 à 72h. Il est ensuite centrifugé et lavé plusieurs fois au toluène puis à l’éthanol avant

d’être séché à 110°C sous vide. Selon ce protocole une grande variété de particules ont été mo-

difiées avec différentes concentrations en APTES : SiO2 :Eu3+ , Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Gd ou Y),

Gd2O2S :Eu3+ ou Gd2O3 :Eu3+ @SiO2. Pour chaque type de particule les concentrations en

APTES introduites et le nom des échantillons sont récapitulés dans le Tableau IV.1. Pour chaque

échantillon le nom est de la forme GR-X où GR est le taux de modification déterminé par ana-

lyse élémentaire et X le matériau modifié (Si pour SiO2 :Eu3+ , Y et Gd pour Y2O3 :Eu3+ et

Gd2O3 :Eu3+ respectivement, GdS pour Gd2O2S :Eu3+ , GdSi pour Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 et GdT
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

FIGURE IV.3 – Schéma représentant les différents modes de greffage possible

pour Gd2O3 :Eu3+ +TEOS/APTES).

Dans un premier temps, le détail des caractérisations sera présenté pour les NPs de SiO2 et

Y2O3 modifiées avec APTES. Les résultats principaux obtenus sur les autres types de nanopar-
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IV.2 Modification des NPs de SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

ticules (Gd2O3, Gd2O2S, Gd2O3@SiO2 et Gd2O3+TEOS/APTES) seront ensuite discutés. Nous

avons concentré notre travail sur la caractérisation physico-chimique des NPs modifiées avec

l’APTES, pour notamment déterminer la quantité d’organosilane greffée, ainsi que les modes

de greffage (formation d’une monocouche ou greffage d’oligomère).

IV.2 Modification des NPs de SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

Les NPs luminescentes de silice et d’oxyde d’yttrium, synthétisées selon les procédés décrits

au chapitre III, ont été modifiées selon le protocole décrit au paragraphe IV.1.2.2.

IV.2.1 Détermination des taux de greffages

Dans un premier temps, la composition des NPs modifiées par APTES, notamment les taux

de carbone et d’azote ont été déterminés par analyse élémentaire (EA). A partir des pourcen-

tages massiques en azote, les taux de greffage ont été calculés pour chacun des échantillons

(Equation IV.1). Les taux de greffage peuvent être définis comme la quantité d’APTES greffée

pour une quantité de matériau donnée, et sont exprimés en mol d’APTES par mol de matériau.

GR =
N% ∗M

14 ∗ (100− (N% + C%))
(IV.1)

où N% et C% sont les pourcentages massiques en carbone et en azote respectivement et M est la

masse molaire des matériaux modifiés. Ces masses peuvent être assimilées à celles des oxydes

avant modification du fait de la faible quantité d’organosilane greffée.

Les taux de greffage ainsi déterminés sont regroupés dans le Tableau IV.1(col. A). La Fi-

gure IV.5 présente l’évolution des taux de greffage déterminés par analyse élémentaire en fonc-

tion de la quantité d’APTES introduite. Pour les NPs de silice comme pour celles d’yttrium,

les taux de greffage tendent vers des valeurs maximales, qui sont 0,08 molAPTES/molSiO2

et 0,05 molAPTES/molY2O3. Ces valeurs, relativement faibles comparées aux quantités intro-

duites correspondent aux quantités maximales qu’il est possible de greffer à la surface des NPs.

A partir des résultats d’analyse élémentaire, les rapports C/N expérimentaux ont également été

calculés. On peut établir le mode de greffage (GM), c’est-à-dire le nombre de groupements

éthoxy participant à la réaction. Pour cela on compare les C/N expérimentaux avec les valeurs

théoriques des modèles récapitulés dans le Tableau IV.4. Les C/N théoriques sont 3, 5, 7 ou 9
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

pour GM3, GM2, GM1 et GM0 respectivement (dans ce dernier cas les molécules sont seule-

ment adsorbées).

FIGURE IV.4 – Tableau récapitulatif des caractéristiques des différents modes de greffage pos-

sibles (GM)
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IV.2 Modification des NPs de SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

matériau avant modification concentration introduite en

APTES (mol/mol)

nom de l’échantillon

SiO2 :Eu3+

0,006 0,010-Si

0,030 0,027-Si

0,060 0,040-Si

0,120 0,048-Si

1,200 0,079-Si

Y2O3 :Eu3+

0,113 0,034-Y

0,226 0,039-Y

0,452 0,044-Y

1,129 0,051-Y

Gd2O3 :Eu3+

0,050 0,030-Gd

0,100 0,116-Gd

0,200 0,018-Gd

0,250 0,116-Gd

0,500 0,038-Gd

1,000 0,057-Gd

Gd2O2S :Eu3+

0,050 0,037-GdS

0,100 0,070-GdS

0,200 0,023-GdS

0,250 0,071-GdS

0,500 0,055-GdS

1,000 0,058-GdS

Gd2O3 :Eu3+ @SiO2

0,050 0,028-GdSi

0,100 0,021-GdSi

0,200 0,070-GdSi

0,250 0,025-GdSi

0,500 0,022-GdSi

1,000 0,017-GdSi

Gd2O3 :Eu3+ +TEOS/APTES

0,000 0,000-GdT

0,100 0,001-GdT

0,250 0,002-GdT

0,500 0,014-GdT

1,000 0,035-GdT

TABLE IV.1 – Récapitulatif des échantillons
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IV.2 Modification des NPs de SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

FIGURE IV.5 – Variation du taux de greffage en fonction de la quantité d’APTES pour les NPs

de SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

L’analyse des taux de greffage a été complétée par des analyses thermogravimétriques. Les

courbes d’analyse thermique des NPs de silice modifiées présentent deux évènements princi-

paux (Figure IV.6) : une première perte de masse d’environ 2% autour de 85°C, correspondant

à l’évaporation de l’eau adsorbée et une perte principale entre 250 et 500°C, attribuée à la

décomposition de l’APTES et l’élimination des résidus organiques. Pour les NPs d’Y2O3 mo-

difiées, un exemple de courbes ATG est donné Figure IV.7. La décomposition et l’élimination

de l’APTES correspondent à la perte de masse mesurée entre 200 et 470 °C. Jusqu’à 1000°C

on observe une perte de masse continue, liée à la cristallisation des NPs avec la transformation

des carbonates résiduels en oxyde.

A partir des pertes principales correspondant à l’élimination de l’APTES, plusieurs taux

de greffage peuvent être calculés, en fonction du mode de greffage considéré. Pour chaque

échantillon, quatre taux de greffage (GR0, GR1, GR2 et GR3) ont été déterminés(Tableau

IV.2(col. E)) en considérant la perte de masse organique associée au greffage par 0, 1, 2 ou

3 ethoxy. Les valeurs présentant le meilleur accord avec les taux de greffage déterminés à partir

du N % sont mises en évidence en caractères gras. Excepté pour l’échantillon le plus faible-

ment modifié, on observe un bon accord entre les deux types d’analyses (Col. A et E). Pour

les échantillons 0,027-Si, 0,040-Si et 0,048-Si le greffage est effectué par un ou deux ethoxy,

alors que pour l’échantillon le plus fortement modifié (0,079-Si), il apparait que deux ou trois

ethoxy ont réagi. Ces modes de greffage déterminés à partir des ATG sont également en bon
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FIGURE IV.6 – Courbes d’analyse thermique de NPs de SiO2 modifiées avec APTES

accord avec ceux qui découlent du C/N (Col. D) et indiquent une condensation plus importante

de l’APTES lorsque la quantité introduite augmente.

Pour les particules d’Y2O3, les valeurs issues de l’ATG s’accordent bien avec le GR de la

colonne A, si l’on considère un modèle de condensation via 3 éthoxy. Comme pour les silices

toutefois, l’accord n’est pas vérifié pour la plus faible quantité introduite (échantillon 0,034-Y).

Pour tous les Y2O3 modifiés, le rapport C/N total est beaucoup trop important et conduirait à

des taux de condensation trop faibles (notés entre parenthèses Col. D). Nous attribuons cet effet

principalement aux carbonates résiduels constituants la matrice, dont l’élimination entraı̂ne une

augmentation du rapport C/N expérimental. Ce dernier ne doit donc pas être pris en compte

pour la détermination des modes de greffage dans le cas d’Y2O3 .

IV.2.2 Détermination de l’épaisseur de la couche d’organosilane

Un autre paramètre à analyser lors du greffage est l’épaisseur de la couche d’organosilane

greffée. En effet, comme il a été mentionné au chapitre I, cette dernière doit être la plus fine

possible, afin de ne pas perturber l’activité de la bio-molécule. La détermination de l’épaisseur

de la couche greffée a été réalisée à partir des pertes de masse mesurées par ATG.
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FIGURE IV.7 – Courbes d’analyse thermique de NPs d’Y2O3 modifiées avec APTES

Le volume moyen d’une particule modifiée peut être calculé selon la formule IV.2 :

VG = VNP

(
1 +

∆M

MOx

∗ ρOx
ρOS

)
(IV.2)

où VNP est le volume d’une NP nue, ∆M est la perte de masse due à la décomposition de

l’organosilane (déterminée par ATG), MOx est la masse d’oxyde mesurée à la fin de l’ATG, ρOx

et ρOS sont respectivement les densités des oxydes et de l’organosilane (ρOS=1,0 g.cm−3[35]).

Le rayon d’une particule greffée peut alors être déterminé après avoir soustrait celui d’une

particule nue et l’épaisseur de la couche eOS peut être calculée. Le rayon moyen des NPs

d’Y2O3 nues a été déterminé par microscopie électronique : il est d’environ 75 nm. Pour les

particules de silice il est évalué à environ 350 nm. Les valeurs de eOS calculées sont regroupées

dans le Tableau IV.2(col. G).

Les résultats montrent que l’épaisseur de la couche d’organosilane greffée sur les particules

de silice varie de 16 à 28 nm, soit dix fois l’épaisseur calculée pour les NPs d’Y2O3 , qui

n’excède pas 1,5 nm. Comme on peut le voir sur les clichés TEM (Figure IV.8), une couche

apparaı̂t clairement à la surface des particules de silice, dont l’épaisseur est évaluée à environ

25-30 nm . Cette couche n’est pas homogène ni régulière mais se présente sous la forme de na-

noplots d’APTES polymérisé, répartis tout autour de la surface de la particule. De plus, lorsque

le taux de greffage augmente, la couche autour des particules devient plus irrégulière et s’étend
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

largement en dehors de la surface de la particule.

(a) (b) (c)

FIGURE IV.8 – Clichés de microscopie des particules de silice (a) vierges, et modifiées par

APTES : 0,040-Si (b) et 0,079-Si (c)

Une couche s’est également formée à la surface des NPs de Y2O3 , observable en micro-

scopie à haute résolution. Elle apparaı̂t alors plus homogène et beaucoup plus fine, de l’ordre

de 1 nm, ce qui est concordant avec les valeurs obtenues par le calcul. En outre, les clichés de

microscopie ne présentent aucun agrégat ce qui signifie que si l’excès d’organosilane a réagi et

a polymérisé, les agglomérats formés ont été éliminés lors des étapes de lavage et centrifugation.

(a) (b)

FIGURE IV.9 – Clichés de microscopie des particules de Y2O3 modifiées par APTES : (a) 0,044-

Y et (b) HRTEM 0,051-Y

La longueur d’une chaı̂ne O-Si-(CH2)3-NH2 a été estimée à environ 0.5 nm en utilisant le lo-

giciel AVOGADRO, ce qui signifie que eOS correspond à 3 couches d’organosilane pour Y2O3
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et entre 30 et 60 couches pour SiO2.

Les considérations à propos des taux de greffages, la détermination et la mesure de l’épaisseur

de la couche d’organosilane greffée supportent le modèle d’une condensation par 3 groupements

éthoxy dans le cas des particules d’Y2O3. Un tel modèle peut être réalisé soit par réaction des

trois éthoxy sur la particule (Figure IV.3(a)), soit par réaction de seulement un ou deux ethoxy

sur la particule et condensation des autres avec d’autres molécules d’APTES comme le montre

la Figure IV.3(b). Ces deux modèles entraı̂nent alors la formation d’une couche faiblement

réticulée de faible épaisseur. Le schéma (Figure IV.3(c)) présentant la formation d’une couche

plus réticulée, moins ordonnée et plus épaisse semble plus approprié pour décrire le greffage de

l’APTES sur les particules de silice.

IV.2.3 Spectroscopie IR

Afin de confirmer la présence et le greffage de manière covalente de l’APTES dans les

échantillons fonctionnalisés, ces derniers ont été analysés par spectroscopie IR. Les spectres IR

des particules de silice pures et modifiées sont présentés Figure IV.10. La position et l’attribu-

tion des bandes caractéristiques observées sont regroupées Table IV.3.

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

S i O 2

0 , 0 7 9 - S i
0 , 0 4 8 - S i
0 , 0 4 0 - S i
0 , 0 2 7 - S i

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

0 , 0 1 0 - S i

2 0 0 0 1 9 0 0 1 8 0 0 1 7 0 0 1 6 0 0 1 5 0 0 1 4 0 0 1 3 0 0
n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

FIGURE IV.10 – Spectres IR des particules de silice nues et modifiées. A droite, spectres détaillés

obtenus par différence des spectres des particules modifiées et nues

Outre les bandes caractéristiques des liaisons Si-O-Si, décrites au paragraphe III.5.2.2 pour

les particules de silice vierges, les spectres IR de ces particules modifiées présentent à 2870 et

2930 cm−1 et entre 1350 et 1450 cm−1 des raies fines liées aux vibrations des liaisons C-H de
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SiO2 :Eu3+ Y2O3 :Eu3+

NPs vierges
NPs modifiées

NPs vierges
NPs modifiées

(bandes additionnelles) (bandes additionnelles)

3000-3700 (O-H) 3430 (O-H)

2870,2930 (C-H2) 2853, 2932, 2967 (C-H2)

1630 (O-H) 1634 (O-H)

1568, 1500 (N-H) 1568, 1515 (N-H)

1503 (CO3
2−)

1438, 1412, 1390 (C-H2) 1438, 1412, 1390 (C-H2)

1387 (CO3
2−)

1385 (NO –
3 )

1244 (Si-C) 1230 (Si-C)

1110, 1215 (Si-O-Si) 1159 (Si-O-X) (X=C,Y)

980 (Si-OH) 1104 (CO3
2−)

470, 800 (Si-O-Si) 450, 490 (Y-O-Y)

TABLE IV.3 – Récapitulatif des positions et des attributions des bandes d’absorption IR pour

les échantillons SiO2 :Eu3+ et Y2O3 :Eu3+

la chaı̂ne propyle. Les autres bandes caractéristiques de l’APTES sont masquées par le massif

large et intense de la matrice de silice. Toutefois, un certain nombre d’informations peuvent

être obtenues par différence entre le spectre des particules modifiées et celui des particules nues

(Figure IV.10) qui fait notamment apparaı̂tre des bandes à 1568 et 1500 cm−1 caractéristiques

des amines, ainsi que les bandes à 1438, 1412 et 1390 cm−1 qui sont la signature des CH2 de la

chaı̂ne propyle [44].

Concernant les NPs d’Y2O3, de nouvelles bandes apparaissent également sur les spectres

enregistrés après greffage (Figure IV.11), à 2853, 2932 et 2967 cm−1 , dues aux vibrations C-H.

De plus, comme aucune bande liée à la NP ne vient masquer la région située entre 1000 et 1400

cm−1 les bandes apparaissant dans cette zone peuvent sans ambigüité être attribuées à l’APTES.

Ainsi, si la bande observée à 1230 cm−1 est clairement reliée aux vibrations des liaisons Si-CH2

de la chaı̂ne propyle [54, 136], il est difficile de déterminer avec certitude l’origine du pic situé à

1159 cm−1 , ce dernier pouvant tout aussi bien être du aux liaisons Si-O-Y, ce qui prouverait une
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interaction covalente entre les particules et l’APTES, qu’aux liaisons Si-O-C des groupements

éthoxy de l’APTES.

5 0 01 0 0 01 5 0 02 0 0 02 5 0 03 0 0 03 5 0 04 0 0 0
n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

0 , 0 4 4 - Y

0 , 0 3 9 - Y
0 , 0 3 4 - Y

0 , 0 5 1 - Y

Y 2 O 3

6 0 08 0 01 0 0 01 2 0 01 4 0 01 6 0 01 8 0 02 0 0 0
n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

FIGURE IV.11 – Spectres IR des particules d’Y2O3 nues et modifiées. A droite, spectres détaillés

obtenus par différence des spectres des particules modifiées et nues

Cependant, l’analyse des taux de greffage avait révélé que l’APTES était préférentiellement

greffé à la surface des NPs via les trois groupements éthoxy, ce qui limite la présence de liaisons

Si-O-C dans les échantillons. La bande située à 1159 cm−1 serait donc attribuée aux liaisons Si-

O-Y, prouvant ainsi un greffage covalent de l’APTES. En outre, même s’il est difficile d’isoler

les vibrations des groupements NH2 de celles des carbonates (1503 cm−1 ) et de l’eau (1634

cm−1 ) sur les spectres non traités, le spectre différentiel révèle clairement la présence d’amines

à 1568 et 1515 cm−1 . Sur ce même spectre, les bandes correspondant aux CH2 de la chaı̂ne

propyle peuvent, quant-à-elles, être observées à 1390, 1412 et 1438 cm−1 .

IV.2.4 Spectroscopie RMN

La coordination de Si dans les oxydes et les organosilanes a été l’objet de nombreuse études,

en particulier par RMN du silicium, qui est de ce fait bien documentée. La nomenclature dis-

tingue ainsi différents types d’atomes de silicium nommés Q2, Q3 et Q4 lorsqu’ils font partie de

la matrice et T1, T2 et T3 s’ils proviennent de l’organosilane (Figure IV.12), chaque type d’en-

vironnement étant caractérisé par une valeur de déplacement chimique. Ainsi, un déplacement

chimique de -111 ppm est attribué aux atomes Q4 du bulk (Si(OSi)4), alors que les atomes de

silicium associés aux silanols de surface Q3 (Si(OSi)3(OH)) donneront lieu à un déplacement
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de -100 ppm. Un déplacement de -90 ppm correspondra aux Q2 (Si(SiO)2(OR)2). De même, si

l’atome d’oxygène lié au silicium est impliqué dans un groupement organosilane, les signaux

correspondant aux unités T2 ((SiO)2−Si−R(OR)) et T3 ((SiO)3−Si−R) apparaı̂tront respecti-

vement à 58 et -67 ppm.

FIGURE IV.12 – Dénomination des atomes de silicium

Sur les spectres 29Si{1H}DP-MAS présentés Figure IV.13, il apparaı̂t la signature caractéristique

de la matrice de silice : un pic intense à -111 ppm correspondant aux atomes de silicium Q4,

ainsi qu’un épaulement lié aux Q3, dont l’intensité décroit avec l’introduction de l’APTES.

Sur ces mêmes spectres, la bande liée aux atomes de silicium de l’organosilane T3 apparaı̂t

pour l’échantillon 0,048-Si, et est clairement visible pour l’échantillon 0,079-Si. Lorsque les

spectres de ces mêmes échantillons sont enregistrés avec la technique de polarisation croisée

(29Si{1H}CP-MAS ), la réponse des atomes de silicium à proximité des protons est exhaltée,

ce qui, aura comme principale conséquence de diminuer la réponse des atomes Q4 compara-

tivement aux autres contributions (Q3, T2 et T3). Les spectres enregistrés avec cette technique

sont présentés Figure IV.14. Les pics T3 sont alors clairement observables pour les échantillons

0,079-Si et 0,048-Si, et plus faiblement pour l’échantillon 0,010-Si.

Les spectres 13C{1H}DP-MAS (Figure IV.15) présentent, 3 pics à 10, 26 et 44 ppm, cha-

cun d’eux correspondant à un CH2 de la chaine propyle de l’APTES. Puisque les intensités

respectives de ces pics demeurent similaires, on peut en déduire que le squelette de la chaı̂ne

aminiopropyl est conservé après le processus de greffage.
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FIGURE IV.13 – Spectres 29Si{1H}DP-MAS des particules de silice nues et modifiées

FIGURE IV.14 – Spectres 29Si{1H}CP-MAS des particules de silice nues et modifiées

Ces résultats confirment donc le succès de la modification de surface des particules de silice

et l’établissement d’un lien covalent pour tous les échantillons, y compris les plus faiblement

modifiés.

Les mêmes analyses ont été réalisées sur les nanoparticules d’Y2O3 modifiées, mais aucun

signal n’a pu être détecté, que ce soit pour le silicium ou pour le carbone. Cela peut être expliqué
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FIGURE IV.15 – Spectres 13C{1H}DP-MAS des particules de silice nues et modifiées

par la fine épaisseur calculée de la couche d’organosilane qui est environ dix fois plus faible pour

les NPs d’Y2O3 que pour celles de SiO2 (Tableau IV.2(col. G)).

IV.2.5 Spectroscopie XPS

Les NPs d’Y2O3 modifiées, pour lesquelles aucun signal n’a pu être détecté par RMN du

solide ont été étudiées par XPS. Comme la profondeur analysée par cette technique ne dépasse

pas 4 nm, la réponse des groupements greffés à la surface est largement augmentée en compa-

raison de celle du bulk. Les spectres globaux des échantillons sont présentés Figure IV.16. Pour

les NPs d’Y2O3 non modifiées, les pics présents correspondent aux orbitales Y 4s, Y 3p, Y 3s et

O 1s [137], un faible signal attribué à Eu 4d étant aussi détecté. Après greffage de l’APTES, les

modifications les plus importantes sont l’apparition de deux nouveaux pics à 103,2 et 399,6 eV

correspondants respectivement aux niveaux d’énergie Si 2p et N 1s de l’APTES, confirmant le

greffage. De ces spectres, les ratios atomiques N/Y et Si/N ont pu être calculés et sont regroupés

Tableau IV.4. En accord avec les résultats des analyses chimiques et thermiques, les ratios N/Y

sont presque les mêmes pour tous les échantillons étudiés. De même, pour tous les échantillons,

les ratios Si/N sont plus élevés que 1, qui est la valeur attendue dans le cas de l’APTES. Cet

écart est attribué au recouvrement des pics N 1s et Y 3s ce qui conduit à une sous-estimation

de la quantité d’azote. Les spectres détaillés des niveaux énergétiques O 1s, C 1s et N 1s ont

également été enregistrés.
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FIGURE IV.16 – Spectre XPS global des NPs d’Y2O3 modifiées avec APTES

Le pic du niveau C 1s a également été analysé en détail (Figure IV.17(a)). Les particules

d’Y2O3 nues, ayant été mise en suspension dans le toluène afin de servir de référence, la com-

posante majeure observée à 285,0 eV lors de la déconvolution est attribuable aux liaisons C-H

résiduelles du toluène (Figure IV.17(b)). De plus, le pic à 286,6 eV peut être lié aux liaisons

C-O des carbonates résiduels. Après modification, la déconvolution du pic C 1s fait apparaı̂tre

une seconde composante autour de 286,0 eV, qui augmente avec le taux de fonctionnalisation,

reflétant à la fois les contributions de la chaı̂ne aminopropyl et des groupements éthoxy de

l’APTES. Enfin, la troisième composante centrée à 283,5 eV est à relier à la présence des liai-

sons C-Si. En effet, cet environnement a été confirmé lors de l’analyse des spectres des niveaux

Si 2p, qui présentent, outre les sous-pics SiO2 et SiOx à 103,5 et 102,7 eV, une petite compo-

sante liée aux liaisons Si-C. Ces attributions sont en concordance avec les analyses IR qui ont

permis de mettre en évidence les liaisons Si-C.

Concernant les amines, une seule composante à 399,6 eV, caractéristique des groupements

NH2 pic N 1s, alors que la signature des amines protonées NH+
3 vers 402,5 eV décrite par Maria

Chong et al. est absente [138] (Figure IV.17(c)).

L’analyse du niveau Y 3d confirme la présence de la phase Y2O3 avec un pic caractéristique à

157,5 eV, et ceci pour tous les échantillons. Le spectre O 1s des particules d’Y2O3 nues (Figure

IV.17(a)) présente deux composantes principale à 529,5 eV et 531,5 eV liées respectivement au
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bulk Y2O3 et aux hydroxyls de surface des NPs, le pic moins intense situé à 532,5 eV étant à at-

tribuer aux liaisons O-C des groupements carbonates résiduels. Après modification par APTES,

la contribution des O-H diminue très fortement, au bénéfice de liaisons O-Si, matérialisées par

l’apparition d’un nouveau pic à 532,5 eV, qui chevauche celui des liaisons O-C des carbonates.

Cependant, comme la proportion de carbonates de la NP est supposée constante l’apparition de

cette troisième composante permet de mettre en évidence la présence de la couche d’APTES et

des liaisons O-Si à l’interface couche/particule [137].

Y2O3 0,034-Y 0,039-Y 0,044-Y

Rapport

élémentaire

N/Y - 0,20 0,16 0,24

Si/N - 3,4 1,7 1,6

aire du pic O 1s

(%)

O-bulk 29,8 19,1 26,4 20,9

O-H 54,6 16,4 27,1 9,9

O-Si, O-C 15,6 64,5 51,5 69,2

aire du pic C 1s

(%)

C-Si - 2,5 6,7 7,2

C-H - 83,4 71,9 68,9

C-N - 13,1 21,4 23,8

TABLE IV.4 – Compositions chimiques des NPs d’Y2O3 modifiées avec APTES et vierges,

déterminées par XPS

Les analyses par RMN et XPS permettent donc de montrer, non seulement la présence, mais

aussi le greffage de l’APTES de façon covalente à la surface des NPs. De plus, la faible varia-

tion, à la fois des rapports d’intensité des trois pics observés sur les spectres 13C{1H}DP-MAS ,

mais également du rapport N/Y calculé à partir des analyses XPS indiquent que le squelette de

l’APTES et particulièrement la chaı̂ne aminopropyle est conservée lors de la réaction de gref-

fage.
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FIGURE IV.17 – Spectre XPS des NPs d’Y2O3 :Eu3+ modifiées avec différentes concentration

en APTES enregistrés pour différents seuils : (a) niveau O1s, (b) niveau C1s, (c) niveau N1s et

(d) niveau Si2p
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IV.2.6 Potentiel zéta

Un autre paramètre clé pour la fonctionnalisation est le taux de couverture des NPs par

les amines, puisque ce sont ces fonctions qui serviront de base pour lier les récepteurs biolo-

giques. Ce paramètre a été suivi par mesure du potentiel zéta, mesuré en fonction du pH, après

dispersion des particules dans un électrolyte (0,25 mg dans 1 mL de NaCl 10−3 M). Pour les

particules de silice nues, le point isolélectrique (IEP) a été déterminé à pH 1,7 Figure IV.18.

Comme il a été décrit dans la Ref. [139], l’IEP de la silice amorphe se situe aux alentours de

pH 2-3, et est contrôlé par la déprotonation des groupes silanols Q3. L’échantillon 0,027-Si ne

présente presque aucune modification comparé aux particules de silice pures. Pour les taux de

greffage supérieurs, l’IEP est observé à un pH beaucoup plus élevé, autour de 9,5. Cette valeur

est l’évidence directe de la présence de groupes amines à la surface des particules qui sont pro-

tonées à pH ≺ 9,5 et sous forme neutre NH2 à pH supérieur.

FIGURE IV.18 – Courbes de suivi du potentiel zéta des NPs de SiO2 :Eu3+ modifiées avec

différentes concentration en APTES

Le point isolélectrique des NPs nues d’Y2O3 est mesuré à pH 8,3 (Figure IV.19). Cette valeur

est beaucoup plus élevée que pour les particules de silice. A titre de comparaison, pour les NPs

de maghémite l’IEP apparait à pH 6,5 [135]. Pour les particules d’Y2O3 modifiées par APTES,

l’IEP augmente à 8,6 pour le plus faible taux de greffage (échantillon 0,034-Y) et atteint la

valeur 9,2 pour 0,039-Y et 0,044-Y, prouvant la présence de groupements amines en surface.
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FIGURE IV.19 – Courbes de suivi du potentiel zéta des NPs d’Y2O3 :Eu3+ modifiées avec

différentes concentration en APTES

IV.2.7 Luminescence

La modification et le greffage de l’APTES ont été réalisés sur des NPs luminescentes, afin

de les rendre compatibles pour une future utilisation en tant que bio-marqueurs. De ce fait,

l’influence de l’APTES sur les propriétés de luminescence doit être étudiée. Nous avons donc

comparé les propriétés avant et après modification. La Figure IV.20 présente les spectres de

luminescence enregistrés sur les poudres d’Y2O3 :Eu3+ , de SiO2 :Eu3+ et l’échantillon 0,040-

Si. Les spectres observés pour les particules nues de Y2O3 :Eu3+ ont été décrits au Chapitre

III.

Après réaction avec l’APTES, des spectres similaires d’émission et d’excitation de l’Eu3+ sont

enregistrés, montrant que l’environnement des ions Eu3+ n’a pas changé. Ceci était attendu, car

l’émission provient des ions Eu3+ substitués aux Y3+ , essentiellement dans le bulk de la parti-

cule. Pour les particules de silice on observe une amplification du fond de luminescence après

modification. Ce fond est dû à la luminescence des défauts de la silice. La proportion de silice

dans l’échantillon est augmentée après réaction avec l’APTES, ce qui exalte le fond par rap-

port à l’émission de Eu3+ . Toutefois, l’émission rouge caractéristique demeure bien observable

après modification.
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FIGURE IV.20 – Spectres de luminescence enregistrés sur poudre : Y2O3 :Eu3+ et SiO2 :Eu3+ et

0,040-Si. En haut spectre d’émission des NPs après excitation à 393 nm, en bas : spectre d’ex-

citation enregistrés à 612 nm
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IV.3 Modification des NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+

Après avoir caractérisé en détail les NPs de silice et d’oxyde d’yttrium, nous présentons ici,

de façon plus concise, les résultats obtenus sur les NPs d’oxyde et d’oxysulfure de gadolinium,

analysées suivant la même démarche. Les différences avec les NPs d’Y2O3 seront discutées.

IV.3.1 Détermination des taux de greffage

Comme pour les particules de silice et d’oxyde d’yttrium, les taux de greffage ont été

déterminés par EA, selon l’équation IV.1. Les résultats sont regroupés dans le Tableau IV.5,

et l’évolution des taux de greffage en fonction de la quantité d’APTES introduite pour chacun

des matériaux est présentée en Figure IV.21. Pour l’oxysulfure de gadolinium, le taux de gref-

fage tend vers une valeur maximale de 0,06 molAPTES/molGd2O2S . Cette valeur est proche

des 0,05 molAPTES/molY2O3 et l’évolution du taux de greffage est également similaire à celle

observée pour les NPs d’oxyde d’yttrium. Pour les NPs d’oxyde de gadolinium, contrairement

à l’yttrium, l’évolution du taux de greffage est plus irrégulière et aucune tendance ne se dessine.

Ce comportement pourrait être attribué à la saturation de la surface des NPs par l’APTES qui

intervient extrêmement rapidement. Bien qu’apparaissant de façon moins marquée, cette satu-

ration intervient également rapidement lors de la modification des NPs de Gd2O2S et Y2O3 et

pour tous ces échantillons les taux de greffage mesurés n’évoluent que très peu en fonction de

la quantité introduite.

FIGURE IV.21 – Variation du taux de greffage en fonction de la quantité d’APTES pour les NPs

de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+
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Pour chacun des échantillons, les rapports C/N expérimentaux et les modes de greffage ont

également été déterminés selon les mêmes considérations que pour les échantillons de silice ou

d’Y2O3 , et sont regroupés dans le Tableau IV.5. Pour l’oxyde de gadolinium, la détermination

des rapports C/N indique que l’APTES est greffé sur les NPs via les trois groupement éthoxy,

alors que pour les oxysulfures, les modes de greffage sont plus aléatoires, et ne semblent pas

suivre de règles particulières.

Comme pour les particules de silice et d’oxyde d’yttrium, l’analyse des taux de greffage a

été complétée par des analyses thermogravimétriques.
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FIGURE IV.22 – Courbes d’analyse thermique de NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+ mo-

difiées avec APTES : (a) 0,116-Gd et (b) 0,023-GdS

Les courbes d’analyse thermiques des NPs de Gd2O3 (Figure IV.22 (a)) présentent deux

événements principaux : une première perte de masse, d’environ 0,5%, entre 20 et 250°C, cor-

respondant à la déshydratation avec l’évaporation de l’eau adsorbée, suivie par une perte prin-

cipale entre 250 et 600°C, attribuée à la décomposition de l’APTES et l’élimination des résidus

organiques. On peut remarquer qu’il n’y a pas de perte notable à plus haute température, qui

correspondrait à la décomposition des carbonates résiduels comme cela avait été décrit pour

Y2O3 . En effet, pour Gd2O3 nous avons choisi une température de traitement thermique de

850°C (contre 650°C pour Y2O3 ), afin de les éliminer.
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

Les taux de greffage ont été calculés à partir des pertes de masse correspondant à l’élimination

de l’APTES. Un bon accord peut être trouvé entre les taux calculés par EA (Col. A) et les GRn

(Col. E), calculés à partir des analyses thermiques. De même, on remarque une bonne concor-

dance entre les C/N déterminés par ces deux méthodes (Col. C et F). Ainsi, pour l’oxyde de

gadolinium, comme pour l’oxyde d’yttrium, un greffage via les trois fonctions éthoxy a été mis

en évidence.

Le profil des courbes de décomposition thermique des NPs de Gd2O2S (Figure IV.22 (b))

est bien différent, et deux grandes zones peuvent être distinguées. Jusqu’à 500°C, une première

perte de masse de faible amplitude, liée à la déshydratation du matériau (20-320°C), puis une

deuxième, plus importante, attribuée à la décomposition de l’APTES (320-500°C) sont ob-

servées. La deuxième zone de température (� 500°C) est marquée par une prise de masse impor-

tante due à la transformation de l’oxysulfure en oxysulfate [140], la décomposition Gd2O2SO4

→ Gd2O3 ayant lieu au dessus de 1070°C. Les taux de greffage calculés à partir de l’ATG et

à partir des EA s’avèrent moins concordants que pour les oxydes et on ne peut pas tirer de

conclusions quant aux modes de greffage.

IV.3.2 Détermination de l’épaisseur de la couche d’organosilane

Comme pour les particules d’oxyde d’yttrium, l’épaisseur de la couche d’organosilane a été

calculée selon la formule IV.2, les résultats sont présentés Tableau IV.5, ainsi que le nombre

de monocouches correspondantes. Les résultats montrent que l’épaisseur de la couche d’orga-

nosilane greffée sur les particules varie de 1,8 à 4,9 nm, ce qui correspond à l’ajout de 4 à 10

monocouches d’APTES, ce qui est légèrement plus élevé que pour les NPs d’Y2O3 . Il convient

également de noter que des épaisseurs similaires ont été calculées pour Gd2O2S .

Afin de visualiser la couche de silice, les particules modifiées ont également été imagées

par TEM. Pour l’oxyde de gadolinium, les images font état de particules sphériques, mono-

disperses en taille, plus ou moins agglomérées. Les images de microscopie haute résolution

(HRTEM) réalisées sur ces particules révèlent la présence d’une couche amorphe autour des

NPs, attribuée à l’APTES (Figure IV.23(d)). Nous avons pu remarquer que le greffage est in-

homogène, des épaisseurs allant de 1 à 10 nm ayant été mesurées, pour un même échantillon.
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IV.3 Modification des NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+

De plus, nous avons également constaté que cette couche n’est pas présente autour de toutes les

NPs, et que certaines ne sont pas recouvertes. On peut également noter que lorsque le taux de

greffage augmente, des agrégats vont apparaı̂tre, d’abord de façon isolée, en dehors de la surface

des particules (0,057-Gd), puis de façon agglomérée entre les NPs (0,116-Gd), permettant de

conclure qu’au delà d’une certaine quantité d’APTES, le mode de greffage va évoluer et passer

d’un greffage en monocouche à une réticulation plus importante.

(a) (b) (c) (d)

FIGURE IV.23 – Clichés de microscopie électronique en transmission des NPs de Gd2O3 mo-

difiées : (a) 0,038-Gd, (b) 0,057-Gd et (c) 0,117-Gd. (d) Image HRTEM de la couche d’APTES

sur 0,038-Gd

(a) (b) (c)

FIGURE IV.24 – Clichés de microscopie électronique en transmission des NPs de Gd2O2S mo-

difiées : (a) 0,055-GdS, (b) 0,058-GdS et (c) 0,070-GdS
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

IV.3.3 Spectroscopie IR

Comme pour les NPs de silice ou d’oxyde d’yttrium, les NPs à base de gadolinium ont été

analysées par spectroscopie IR. Les spectres IR des particules nues et modifiées sont présentés

Figure IV.25 et IV.26. La position et l’attribution des bandes caractéristiques observées sont

regroupées Tableau IV.6.

Gd2O3 :Eu3+ Gd2O2S :Eu3+

NPs vierges
NPs modifiées

NPs vierges
NPs modifiées

(bandes additionnelles) (bandes additionnelles)

3435 (O-H) 3447 (O-H)

2962, 2927, 2854 (C-H2) 2997, 2962, 2924,

2855 (C-H2)

1636 (O-H) 1634 (O-H)

1587 (N-H) 1540 (N-H)

1497 (CO3
2−) 1541 (CO3

2−)

1447, 1384 (C-H2) 1384 (C-H2)

1389 (CO3
2−) 1387 (CO3

2−)

1260 (Si-C) 1228 (Si-C)

1154 (Si-O-X) 1153 (Si-O-X)

(X=C,Gd) (X=C,Gd)

1110 (Si-O-Si) 1117 (Si-O-Si)

1068 (CO3
2−)

1022 (Si-O-Si) 1003 (Si-O-Si)

851 (CO3
2−) 846 (CO3

2−)

805 (Si-O)

543, 443 (Gd-O-Gd) 757, 704, 674, 446

(Gd-O-Gd et/ou Gd-S-Gd)

TABLE IV.6 – Tableau récapitulatif des bandes observées par spectroscopie IR et de leur attri-

bution

Outre les bandes caractéristiques des d’impuretés carbonates et d’hydroxyls, décrites au pa-

ragraphe III.3.3.1 pour les particules de Gd2O3 vierges et au paragraphe III.4.3.1 pour celles
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IV.3 Modification des NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+

de Gd2O2S , les spectres des particules modifiées présentent également des bandes révélant la

présence de l’APTES. Ainsi, entre 3000 et 2850 cm−1 et entre 1450 et 1350 cm−1 , les spectres

IR présentent de fines bandes liées aux vibrations des liaisons C-H de la chaı̂ne aminopropyl. De

plus, bien qu’aucune bande liée aux matrices Gd2O3 et Gd2O2S , n’apparaissent théoriquement

entre 1000 et 1400 cm−1 , les bandes des carbonates résiduels, observées pour les particules

nues, masquant partiellement celles de l’APTES, et perturbent l’analyse. Toutefois, comme

pour les particules de silice et d’Y2O3 , un certain nombre d’informations peuvent être obtenues

par différence entre les spectres des particules modifiées et celui des particules nues.

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 1 1 7 - G d

0 , 1 1 6 - G d
0 , 0 5 7 - G d
0 , 0 3 8 - G d
0 , 0 3 0 - G d

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

G d 2 O 3

2 0 0 0 1 8 0 0 1 6 0 0 1 4 0 0 1 2 0 0 1 0 0 0 8 0 0 6 0 0

0 , 1 1 7 - G d

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

0 , 0 5 7 - G d

FIGURE IV.25 – Spectres IR des particules de Gd2O3 nues et modifiées. A droite, spectres

détaillés obtenus par différence des spectres des particules modifiées et nues

Ainsi, pour les NPs de Gd2O3 , un deuxième pic, caractérisant les vibrations C-H de la

chaı̂ne aminopropyl peut être observé à 1447 cm−1 , ainsi qu’une bande à 1586 cm−1 , qui peut

être attribuée aux vibrations des liaisons N-H des amines. La présence de l’APTES dans les

échantillons peut également être mise en évidence par les pics intenses à 1260 cm−1 , lié aux vi-

brations des liaisons Si-CH2 de la chaı̂ne aminopropyl, et à 1110 et 1022 cm−1 , caractéristiques

des liaisons Si-O-Si, démontrant ainsi un certain degré de polymérisation de l’APTES. Enfin,

la présence d’un pic à 1150 cm−1 peut être attribuée aux liaions Si-O-X (X = Gd ou C), sans

toutefois pouvoir privilégier avec certitude l’une ou l’autre des origines. Cependant, l’étude

des modes de greffage ayant révélé que le greffage s’établissait préférentiellement via les trois

groupements éthoxy, il semble pertinent de privilégier les liaisons Si-O-Gd, prouvant alors une
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

interaction covalente entre les particules de Gd2O3 et l’APTES.

Concernant les NPs de Gd2O2S , le spectre différentiel fait apparaı̂tre à 1540 cm−1 une

bande caractéristique des vibrations des liaisons N-H des amines de la chaı̂ne aminopropyl de

l’APTES, ainsi que les bandes Si-C à 1228 cm−1 . Enfin, la présence des bandes caractéristiques

des vibrations Si-O-Si à 1117 et 1003 cm−1 et Si-O-X (X = C ou Gd) à 1153 cm−1 confirme

le greffage de l’APTES. Cependant, là encore, il est très difficile de déterminer avec exacti-

tude l’origine de cette bande car le nombre de groupements éthoxy participant aux greffage de

l’APTES s’est révélé aléatoire.

5 0 01 0 0 01 5 0 02 0 0 02 5 0 03 0 0 03 5 0 04 0 0 0

0 , 0 7 1 - G d S
0 , 0 7 0 - G d S

0 , 0 5 8 - G d S
0 , 0 5 5 - G d S

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

G d 2 O 2 S

0 , 0 2 3 - G d S

2 0 0 0 1 8 0 0 1 6 0 0 1 4 0 0 1 2 0 0 1 0 0 0 8 0 0 6 0 0
n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

FIGURE IV.26 – Spectres IR des particules de GdS nues et modifiées. A droite, spectres détaillés

obtenus par différence des spectres des particules modifiées et nues

En outre, des spectres très différents peuvent être enregistrés dans la zone 1000-1300 cm−1 ,

particulièrement pour les NPs de Gd2O2S modifiées. Ainsi, l’échantillon 0,055-GdS, pour le-

quel quelques excroissances et agglomérats peuvent être observés (Figure IV.24(a)), ne présente,

dans cette zone, qu’une bande large relativement intense à 1003 cm−1 , liée aux vibrations

des liaisons Si-O-Si. Sur le spectre de l’échantillon 0,058-GdS cette bande est totalement ab-

sente alors que deux bandes correspondant aux liaisons Si-O-X et Si-C situées à 1156 et 1228

cm−1 respectivement sont observées. Pour cet échantillon, de très légères excroissances appa-

raissent sur les clichés TEM, mais aucun agglomérat n’est observé. Il vient donc que l’absence

des bandes Si-O-Si sur les spectres IR permet de conclure que l’APTES n’a pas polymérisé et
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IV.3 Modification des NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O2S :Eu3+

ne s’est donc déposé que sous forme d’une fine couche à la surface des particules. Enfin, pour

l’échantillon 0,070-GdS, les bandes attribuées aux vibrations des liaisons Si-O-X et SiO2 ap-

paraissent simultanément, ce qui signifie qu’à la fois une couche d’APTES a été greffée à la

surface des particules, mais que ce dernier a également polymérisé en dehors de la surface pour

former des agglomérats, visibles sur les clichés de microscopie (Figure IV.24(c)). Des obser-

vations similaires ont également été faites sur les échantillons de Gd2O3 , en particulier pour

0,117-Gd.

Deux mécanismes concurrents interviennent donc lors du greffage de l’APTES sur les NPs

d’oxyde et d’oxysulfure de lanthanide : le premier consiste en la création de liaisons covalentes

entre la surface de la NP et les molécules d’APTES, permettant le greffage d’une fine couche

d’organosilane sur les particules. Le deuxième mécanisme consiste en la polymérisation des

molécules d’APTES entre elles, sur ou en dehors de la surface des NPs, entraı̂nant alors la

formation d’un réseau de silice et l’apparition d’agglomérats.

IV.3.4 Potentiel zéta

Une preuve supplémentaire du greffage de l’APTES provient des mesures de potentiel zéta.

En effet, pour les particules de Gd2O3 , le point isoélectrique a été déterminé à pH 7,8. Comme

pour les particules Y2O3 , cette valeur élevée peut être expliquée par le faible nombre de grou-

pements hydroxyl présents à la surface des particules. Après modification avec l’APTES, l’IEP

augmente à pH 8,2 pour le plus faible taux de greffage (0,030-Gd), et atteint un plateau autour

de pH 8,7 a partir de 0,057-Gd, démontrant que les NPs sont recouvertes d’APTES.

Pour les NPs de Gd2O2S , le potentiel zéta reste faible (≺ 10 mV) pour les pH compris entre

2 et 7,3 et prend une valeur faiblement négative à pH� 7,3. Après modification par l’APTES, le

pH de l’IEP pour atteindre 8,6 pour l’échantillon ayant le taux de greffage le plus élevé (0,071-

GdS), démontrant également la présence d’amines sur les NPs de Gd2O2S .

IV.3.5 Luminescence

Comme pour les matériaux précédents, très peu de modifications des spectres apparaissent

après le greffage de l’APTES (Figures IV.29 et IV.30). Pour chacun, les bandes caractéristiques
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

FIGURE IV.27 – Courbes de suivi du potentiel zéta des NPs de Gd2O3 :Eu3+ modifiées avec

différentes concentrations en APTES

FIGURE IV.28 – Courbes de suivi du potentiel zéta des NPs de Gd2O2S :Eu3+ modifiées avec

différentes concentration en APTES

des transitions 5D0→7FJ (J=0-4) de l’europium sont observables, indiquant que l’environne-

ment des ions Eu3+ n’est pas notablement modifié en présence de l’APTES, ce qui était at-

tendu puisque l’émission provient majoritairement des centres luminescents du bulk, et que

ceux présents en surface des NPs ne jouent qu’un rôle mineur. Les durées de vie mesurées après

modification (1,55±0,22 ms pour 0,116-Gd et 0,69±0,10 ms pour 0,055-GdS) sont du même

ordre que pour les particules nues. Nous discuterons plus en détail de l’effet des modifications

sur la luminescence au paragraphe IV.5.
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0 , 0 3 8 - G d
0 , 0 5 7 - G d
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5 D 0    7 F 0

FIGURE IV.29 – Spectres d’émissions des NPs de Gd2O3 :Eu3+ modifiées avec APTES : 0,038-

Gd, 0,057-Gd et 0,116-Gd (λex = 254 nm)
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G d 2 O 2 S
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5 D 0    7 F 3

FIGURE IV.30 – Spectres d’émissions des NPs de Gd2O2S :Eu3+ modifiées avec APTES : 0,023-

GdS, 0,055-GdS et 0,071-GdS (λex = 355 nm)
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IV.4 Modification des NPs encapsulées dans une couche de

silice

Comme il a été mentionné au chapitre I, l’encapsulation des NPs dans une couche de si-

lice, réputée réactive vis à vis du matériel biologique, est une voie couramment employée

pour favoriser le greffage de l’APTES à la surface des NPs. Pour ce faire, deux méthodes sont

généralement décrites. La première, réalisée en deux étapes, consiste, dans un premier temps, à

déposer une couche de silice à la surface de la NP selon le procédé Stöber, puis, dans un second

temps, à greffer l’APTES, selon le protocole décrit au début de ce chapitre, sur la NP encap-

sulée. La seconde méthode est réalisée en une seule étape, et consiste à encapsuler la NP dans

une croute de silice contenant des fonctions amines. Pour cela, un dépôt mixte TEOS/APTES

est réalisé à la surface des particules par le procédé Stöber.

Dans un premier temps, le coating de silice des NPs de Gd2O3 :Eu3+ sera décrit et les

particules obtenues seront caractérisées d’un point de vue chimique, morphologique et optique.

Après avoir étudié le coating des NPs, nous nous intéresserons à leur fonctionnalisation par

APTES et les deux voies de modification seront comparées.

IV.4.1 Encapsulation des NPs de Gd2O3

IV.4.1.1 Protocole expérimental

Le protocole utilisé se base sur une technique Stöber modifiée [141]. La manipulation est

ainsi réalisée en milieu alcoolique. Les particules sont mises en suspension dans l’éthanol avec

une concentration de 10mg/ml et de l’ammoniaque est ajouté (0,006 ml/mg). Ce dernier joue

le rôle de catalyseur et a pour effet de favoriser les réactions de polymérisation par basisifi-

cation du milieu. Enfin, après homogénéisation la source de silice (TEOS) est introduite et le

mélange est agité pendant 2h à température ambiante. Les particules sont finalement séparées

par centrifugation, lavées à l’éthanol et séchées à l’étuve pendant une nuit.

IV.4.1.2 Caractérisation

Dans un premier temps, afin de vérifier que le TEOS a bien polymérisé pour former la croûte

de silice, les particules ont été analysées par spectroscopie IR.
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4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0
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( a )

FIGURE IV.31 – Spectre IR des NPs de Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 (a), comparé à celui des NPs de

Gd2O3 :Eu3+ (b)

Le spectre IR (Figure IV.31 présente ainsi un certain nombre de bandes caractéristiques de

la silice, dont les plus importantes, à 1210, 1073 et 805 cm−1 , correspondent aux modes de

vibration des liaisons Si-O-Si. La bande située à 954 cm−1 . De plus, les bandes caractéristiques

des carbonates résiduels, déja décrites pour les NPs de Gd2O3 sont également visibles à 1398 et

1507 cm−1 . Enfin, les groupes hydroxyls OH, qu’ils soient liés aux hydroxyls de surface ou aux

molécules d’eau adsorbées sont caractérisés par la bande à 1630 cm−1 . Cette bande apparait

plus intense après encapsulation dans la couche de silice.

Afin de vérifier que les bandes caractéristiques de la silice observées par spectroscopie IR

sont bien dues au dépôt d’une croûte et non pas à la formation de particules de silice, les NPs

ont été observées par TEM.

FIGURE IV.32 – Images TEM de NPs de Gd2O3 :Eu3+ @SiO2
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Les images Figures IV.32 montrent qu’une couche d’environ 20 nm s’est formée autour des

NPs d’oxyde de gadolinium. Celle ci apparait régulière et uniforme et aucune particule secon-

daire ne semble s’être formée. De plus, l’encapsulation a bien été réalisée sur les particules

individuelles. L’absence de poly-encapsulation indique donc une bonne dispersion des NPs lors

de leur mise en suspension.

Les propriétés de luminescence ont également été analysées. Les spectres d’émission des

NPs de Gd2O3 :Eu3+ et Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 sont présentées Figures IV.33. La durée de vie

du niveau 5D0 est de 1,30±0,20 ms. Cette valeur, ainsi que le rendement quantique interne en

découlant seront discutés au paragraphe IV.5.

5 8 0 5 9 0 6 0 0 6 1 0 6 2 0 6 3 0 6 4 0 6 5 0 6 6 0 6 7 0 6 8 0 6 9 0 7 0 0 7 1 0 7 2 0
G d 2 O 3 - S i O 2
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G d 2 O 3

5 D  0     7 F 3
5 D  0     7 F 4

5 D  0     7 F 2

5 D  0     7 F 1

5 D  0     7 F 0

FIGURE IV.33 – Comparaison entre les spectres d’émission des NPs de Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 et

Gd2O3 :Eu3+

IV.4.2 Modification des NPs avec l’APTES

Les deux méthodes généralement décrites dans la littérature ont été envisagées. D’une part,

les NPs encapsulées dans une croûte de silice ont été fonctionnalisées par l’APTES selon le

procédé décrit au paragraphe IV.4.1.1. D’autre part, une couche mixte de silice contenant des
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IV.4 Modification des NPs encapsulées dans une couche de silice

fonctions amines a été déposée à la surface des NPs de Gd2O3 :Eu3+ . Pour cela, la méthode

Stöber, employée pour encapsuler les NPs dans une croûte de silice, a été adaptée, en remplaçant

le TEOS par un mélange TEOS/APTES, dont on peut faire varier le quantité d’aminosiloxane,

tout en gardant une concentration en organosilane constante. Les NPs modifiées par les deux

méthodes ont été caractérisées et comparées.

IV.4.2.1 Détermination des taux de greffage

Pour chacune des voies de modification, les taux de greffage ont été déterminés à partir des

pourcentages d’azotes mesurés par analyse élémentaire. Les résultats sont regroupés dans le

Tableau IV.7, et l’évolution des taux de greffage en fonction de la quantité d’APTES introduite

est représentée Figure IV.34.

FIGURE IV.34 – Variation du taux de greffage en fonction de la quantité d’APTES

Pour les NPs modifiées par la méthode comportant deux étapes (appelée méthode indirecte

dans la suite du manuscrit), les taux de greffage augmentent de façon linéaire, lors de l’aug-

mentation des concentrations introduites en APTES. Pour les NPs encapsulées dans une couche

mixte TEOS/APTES en une seule étape (appelée méthode directe dans la suite du manuscrit),

l’évolution du taux de greffage diffère légèrement de celle observée par la méthode indirecte. En

effet, pour les faibles quantités d’APTES introduites, les taux de greffage calculés sont proches

de zéro, puis à partir de 0,20 molAPTES/molGd2O3 :Eu3+ @Si introduites, le taux de greffage

augmente de façon linéaire.
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IV.4 Modification des NPs encapsulées dans une couche de silice

Pour chacun des échantillons, les rapports C/N ont également été déterminés. Pour la méthode

indirecte celui-ci reste globalement constant mais élevé (≈ 20), probablement en raison d’une

polymérisation incomplète du TEOS lors de la formation de la couche de silice. En effet, si

toutes les fonctions ethoxy ne subissent pas de réaction d’hydrolyse-condensation, leur décomposition

lors d’un traitement thermique va entraı̂ner une augmentation de la quantité de carbone produite.

Les NPs modifiées par la méthode directe ont également un rapport C/N élevé, mais au lieu

d’être constant, celui-ci diminue lorsque la quantité d’APTES introduite augmente. Là encore,

le fort pourcentage de carbone provient des fonctions ethoxy du TEOS n’ayant pas réagi.

La courbe d’analyse thermique des NPs de Gd2O3:Eu3+ @SiO2 +APTES présente quatre

événements majeurs : le premier, de faible amplitude, correspond à la déshydratation des matériaux

entre 20 et 250°C. Puis entre 250 et 470°C, les courbes présentent une importante perte de

masse, liée à la décomposition de l’APTES et à l’élimination des résidus organiques. Une

troisième perte de masse peut être observée entre 470 et 830°C, et peut être attribuée à la cris-

tallisation de la croûte de silice. Enfin, au dessus de 830°C, la perte de masse observée est due

à la décomposition des carbonates résiduels. Le profil des courbes de décomposition thermique

des NPs modifiées par la méthode directe est très différent et présente une seule perte de masse

régulière entre 230 et 1000°C. Celle-ci est principalement attribuée à la décomposition et la

cristallisation de la couche de silice, avec l’élimination des silanols de surface et des groupe-

ments éthoxy qui n’ont pas été condensés. Dans cette perte est également incluse la contribution

de la décomposition de l’APTES, mais celle ci est probablement trop faible pour être détectée

par rapport à celle de la silice.

A partir des pertes de masse correspondant à la décomposition de l’APTES, les différents

taux de greffage ont pu être calculés en fonction des modes de greffage considérés. Les résultats,

présentés dans le Tableau IV.7, montrent que la meilleure concordance qui puisse être trouvée

entre les taux de greffage déterminés par EA et par ATG correspond à une simple adsorption de

l’APTES sur les NPs. Toutefois, le très fort pourcentage de carbone lié aux ethoxys du TEOS

non polymérisés entraine une surestimation de la perte de masse et donc du taux de greffage.
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FIGURE IV.35 – Courbes d’analyse thermique (rouge) et dérivée (noir) de NPs de Gd2O3 en-

capsulées dans la silice, (a) selon la méthode indirecte et (b) selon la méthode directe

IV.4.2.2 Détermination l’épaisseur de la couche d’organosilane

Seules les courbes de décomposition thermique des échantillons obtenus selon la méthode

indirecte sont interprétables. L’épaisseur de la couche d’organosilane a été calculée selon la

formule IV.2, dans laquelle ρox a été déterminé en faisant la moyenne pondérée des densités

de l’oxyde Gd2O3 et de la silice dense SiO2 . Les résultats sont présentés Tableau IV.7, ainsi

que le nombre de monocouches correspondantes. Il apparait alors que l’épaisseur de la couche

d’APTES greffée à la surface des NPs est faible et ne dépasse pas 3,5 nm pour l’échantillon le

plus fonctionnalisé, ce qui correspond à environ 7 monocouches.

Afin de visualiser la couche d’APTES, les particules fonctionnalisées ont été observées par

TEM. Pour le procédé indirect, les images de l’échantillon ayant le plus faible taux de greffage

(0,017-GdSi) présentent des NPs sphériques enrobées par une couche de silice homogène de 30

nm d’épaisseur environ. Sur le pourtour de cette couche des irrégularités qui ne sont pas visibles

pour les NPs de Gd2O3@SiO2 (Figure IV.36(a)) peuvent être observées et attribuées au dépôt

d’une fine couche supplémentaire d’APTES. Toutefois cette couche n’a pas pu être mieux mise

en évidence par HRTEM. En effet, les deux couches (SiO2 et APTES) ayant une composition et

un état cristallin (amorphe) similaire, aucun contraste n’apparaitra en HRTEM, et on ne pourra

pas les distinguer. Pour l’échantillon 0,022-GdSi, possédant très légèrement plus d’APTES, une

irrégularité de la surface des NPs est toujours observée, mais les clichés révèlent également la

formation d’agrégats d’APTES polymérisé (Figure IV.36(b)), ce qui signifie que la saturation
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IV.4 Modification des NPs encapsulées dans une couche de silice

de la surface est atteinte.

(a) (b)

FIGURE IV.36 – Images TEM des NPs de Gd2O3 :Eu3+ fonctionnalisées selon la méthode indi-

recte : (a) 0,017-GdSi et (b) 0,022-GdSi

Pour le procédé direct, quel que soit le taux de greffage, les images (Figure IV.37) montrent

que l’encapsulation n’a pas été réalisée, mais qu’il y a eu formation de particules secondaires.

Seul l’échantillon 0,000-GdT, présente la formation d’une faible couche de silice de 6 nm envi-

ron, mais pour cet échantillon l’APTES n’a pas pu être détecté par EA.

(a) (b) (c)

FIGURE IV.37 – Images TEM des NPs de Gd2O3 :Eu3+ fonctionnalisées selon la méthode di-

recte : (a) 0,000-GdT, (b) 0,002-GdT et (c) 0,035-GdSi
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

IV.4.2.3 Spectroscopie IR

Afin de déterminer, dans la mesure du possible, le type de liaisons créées entre l’APTES

et la surface des NPs, les échantillons ont été analysés par spectroscopie IR. Les spectres IR

des particules nues et modifiées par chacune des deux méthodes sont présentés Figure IV.38 et

IV.39.

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 2 5 - G d S i
0 , 0 7 0 - G d S i
0 , 0 1 7 - G d S i
0 , 0 2 2 - G d S i

0 , 0 2 1 - G d S i

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

G d 2 O 3 - S i O 2

FIGURE IV.38 – Spectres IR des NPs Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 fonctionnalisées par APTES

(méthode indirecte)

Pour les particules fonctionnalisées par la méthode indirecte, outre les bandes caractéristiques

des particules Gd2O3@SiO2 , décrites au paragraphe IV.4.1.2, deux bandes liées à l’APTES ap-

paraissent. La première, située vers 2950 cm−1 correspond aux vibrations des liaisons C-H de

la chaı̂ne aminopropyl, tandis que la deuxième apparait à 1160 cm−1 et peut être attribuée aux

liaisons Si-O-C. Pour les échantillons préparés par la méthode directe aucune différence ne peut

être observée lors de l’introduction de l’APTES.

IV.4.2.4 Luminescence

Les spectres d’émission des NPs encapsulées et modifiées par chacune des deux méthodes

sont présentés Figure IV.40 et IV.41. Les valeurs des durées de vie sont 1,45±0,21 ms (méthode

directe) et 1,26±0,19 ms (méthode indirecte).
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0 , 0 0 2 G d - T

0 , 0 0 0 G d - T

n o m b r e  d ’ o n d e  ( c m - 1 )

G d 2 O 3 - T E O S

FIGURE IV.39 – Spectres IR des NPs de Gd2O3 :Eu3+ fonctionnalisées selon la méthode directe

IV.5 Efficacités de luminescence

Comme nous l’avons fait pour les particules non modifiées, nous pouvons comparer les ef-

ficacités de luminescence. Les opérations déjà décrites au paragraphe III.5 ont été appliquées

aux spectres d’émission des particules après modification des surfaces. Les résultats qui nous

semblent les plus informatifs sont reportés dans le Tableau IV.8. Afin de minimiser les erreurs

dans la collecte des spectres et leur traitement, les mesures des
∑
A0J reportées ont été faites

avec les mêmes conditions expérimentales pour les particules nues et après modification. Il y a

donc quelques différences dans les valeurs de
∑
A0J pour les particules nues dans ce Tableau,

par rapport au Tableau III.7.

En considérant ces valeurs nous pouvons tirer quelques conclusions cohérentes pour les NPs

de Gd2O3 :Eu3+ . Après modification par APTES, les
∑
A0J ne changent pas, mais les valeurs

de τexp, donc celles des q augmentent (de 70% pour les particules non modifiées à 80% pour

0,116-Gd et 90% pour 0,057-Gd). Nous pouvons conclure que la modification a globalement

diminué la probabilité des désexcitations non radiatives. Cette conclusion va bien dans le sens

du greffage sur la surface au cours duquel des Eu-O-H de surface sont remplacées par des Eu-

O-Si. En revanche, l’encapsulation par le TEOS produit plutôt l’effet contraire (diminution du

τexp), ce qui prouve que le nombre de liaisons Eu-O-H n’a pas diminué : il y a bien coating (la
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5 8 0 5 9 0 6 0 0 6 1 0 6 2 0 6 3 0 6 4 0 6 5 0 6 6 0 6 7 0 6 8 0 6 9 0 7 0 0 7 1 0 7 2 0

0 , 0 7 0 - G d S i

0 , 0 1 7 - G d S i

λ ( n m )

G d 2 O 3 - S i O 2

0 , 0 2 5 - G d S i

5 D  0     7 F 3
5 D  0     7 F 4

5 D  0     7 F 2

5 D  0     7 F 1

5 D  0     7 F 0

FIGURE IV.40 – Spectres d’émissions des NPs de Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 APTES (méthode indi-

recte)

Echantillon
∑
A0−J τrad τexp q

J = 0-4 (ms) (ms) %

Gd2O3 :Eu3+ 488 2,05 1,43 69,8

0,116-Gd 516 1,94 1,55 79,9

Gd2O2S :Eu3+ 583 1,71 0,70 40,4

0,055-GdS 640 1,56 0,69 45

Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 530 1,89 1,32 70

0,017-GdSi 618 1,62 1,26 78

0,002-GdT 609 1,64 1,45 88,3

TABLE IV.8 – Calcul des
∑
A0−J et des efficacités pour les échantillons modifiées avec APTES

couche de silice est clairement visible par TEM), mais il n’y a pas eu de greffage. Pour les autres

échantillons, nous avons reporté les valeurs numériques dans le tableau sans avoir cherché à les

interpréter, d’autant que les diverses caractérisations réalisées ont montré que les échantillons

modifiés sont assez inhomogènes.
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5 D 0     7 F 1
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5 D 0     7 F 0

FIGURE IV.41 – Spectres d’émissions des NPs de Gd2O3 :Eu3+ +TEOS/APTES (méthode di-

recte)

IV.6 Détermination du taux d’amines accessibles

Bien que le taux de greffage, c’est à dire la quantité d’APTES greffée ou adsorbée à la

surface des particules soit une information importante, cette dernière doit toutefois être relati-

visée. En effet, lors de la modification, une couche plus ou moins importante peut se former,

emprisonnant des fonctions amines et entraı̂nant une diminution du nombre de NH2 accessibles,

susceptible de participer à une future fonctionnalisation. Ceci est particulièrement vrai si l’on

se trouve dans un cas où les groupements ethoxy se condensent avec les molécules d’APTES du

milieu réactionnel, comme décrit Figure IV.3(c). Le nombre d’amines accessibles aux fonctions

biologiques est donc un paramètre fondamental. Il peut être déterminé optiquement à l’aide

d’un second fluorophore : la fluorescéine isothiocyanate. Cette molécule est un colorant orga-

nique qui présente une grande affinité pour les fonctions amines sur lesquelles elle va venir se

coupler dans un rapport 1/1 selon l’équation IV.3. La méthode de dosage la plus fréquemment

employée est décrite dans la Ref. [142]. Elle est utilisée pour mesurer le nombre d’amines dans

des protéines ou autres entités bio-chimiques. Elle peut être aussi appliquée pour des particules
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Chapitre IV: Modification chimique des NPs avec l’APTES

en suspension [35].

R′NCS +R2NH2 → R2NHCS −R′ (IV.3)

IV.6.1 Principe

En pratique, on relève le spectre d’absorption UV-visible. Connaissant le coefficient d’ab-

sorption à la longueur d’onde de mesure, il est aisé de déterminer la concentration en FITC dans

la suspension analysée avec la formule de Beer-Lambert : A = ε.C.l où ε est le coefficient d’ex-

tinction molaire du composé à la longueur d’onde de mesure et l la dimension de la cuve. En

ramenant ensuite la concentration déterminée à un nombre de moles de matériau, on peut alors

obtenir la concentration en NH2 accessible en mol de NH2 par mol d’oxyde, et en rapportant

cette valeur au taux de greffage, on peut finalement accéder aux taux de NH2 accessibles. Un

spectre d’absorption typique obtenu avec des NPs de silice est présenté Figure IV.42.

FIGURE IV.42 – Spectre d’absorption UV visible de NPs de SiO2 +APTES couplée avec le FITC

Sur un tel spectre, après correction de la ligne de base pour effacer le fond lié à la diffusion,

l’absorbance due au FITC peut être mesurée. Toutefois, lorsque les concentrations en FITC sont

très faibles, la diffusion liée à la présence des NPs devient prépondérante, masquant alors le si-

gnal lié au FITC. Pour faire face à ce problème, nous avons mis au point une méthode basée sur

les propriétés de luminescence des particules en utilisant les rapports des intensités d’émission

du FITC et de l’europium. Sous excitation à 393 nm, la luminescence de l’Eu3+ et du FITC sont

détectés simultanément. Un spectre caractéristique est présenté Figure IV.43.
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4 8 0 5 0 0 5 2 0 5 4 0 5 6 0 5 8 0 6 0 0 6 2 0 6 4 0
λ  ( n m )

F I T C 5 D 0    7 F 2

FIGURE IV.43 – Spectre d’émission de NPs de Gd2O3 :Eu3+ +APTES, couplées avec FITC (λex

= 393 nm) après correction de la ligne de base

Sur ce spectre, la surface du pic correspondant au FITC, ainsi que celle correspondant à

l’Eu3+ sont déterminées, et le rapport des deux calculé. La transition 5D0→7F2 est utilisée

comme étalon interne, son intensité ne dépend que du nombre de Eu3+ excités, donc du nombre

de particules si celles-ci sont de même taille. Ce rapport des émissions FITC/Eu3+ sera donc un

indicateur de la quantité de FITC présent dans l’échantillon.

Des analyses similaires doivent être réalisées sur des échantillons “étalon”, contenant différentes

concentrations connues en FITC. Nous avons utilisé des suspensions de NPs de Gd2O3 :Eu3+ ,

à une concentration de 0,25 mg/ml dans l’éthanol, auxquelles des concentrations variables de

FITC ont été ajoutées. Pour ces échantillons standards, les rapports des émissions FITC/Eu3+ sont

tracés en fonction de la concentration en FITC dans l’échantillon. La droite obtenue est présentée

Figure IV.44. Connaissant l’équation de cette droite, et les rapports des émissions FITC/Eu3+ des

échantillons à analyser, il devient alors possible de déterminer la concentration en FITC donc

d’amines accessibles dans l’échantillon.
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FIGURE IV.44 – Courbe d’étalonnage représentant la concentration en FITC en fonction du

rapport des intensités d’émission FITC/Eu

IV.6.2 Réaction de couplage du FITC

La réaction de couplage du FITC avec des NPs modifiées est réalisée dans le diméthylformamide

(DMF). Le protocole utilisé a été mis au point à l’aide de ceux décrits par Giaume et al. [35] et

Invitrogen [142]. Divers essais ont du être réalisés pour son optimisation.

Dans un premier temps, les NPs greffées sont mises en suspension dans le DMF, à une

concentration de 0,25 mg/ml. Afin de favoriser le couplage du FITC avec les NH2 de l’APTES,

du triethylamine (NEt3) est ajoutée à une concentration de 1% molaire par rapport à la concen-

tration en APTES déterminée par analyse élémentaire. Le TEA est une base faible qui a pour

fonction de basicifier légérement le milieu afin que toutes les fonctions amines de l’APTES

se présentent bien sous leur forme NH2 et non pas NH+
3 qui n’est pas ciblé par le FITC. Pa-

rallèlement, une solution de FITC est préparée à une concentration de 7 mg/ml dans le DMF.

Après homogénéisation de la suspension de NPs, la quantité voulue de FITC est ajoutée. Les

études préliminaires que nous avons réalisées ont montré qu’une quantité équivalente à deux

fois la concentration en NH2 déterminée par analyse élémentaire était optimale pour réaliser le

couplage. Les suspensions sont ensuite agitées pendant 12h à température ambiante et à l’abri

de la lumière puis elles sont centrifugées et lavées plusieurs fois à l’éthanol afin d’éliminer toute

trace de FITC résiduel qui risquerait de perturber les mesures.

Enfin, les NPs ainsi couplées sont mises en suspension dans l’éthanol à une concentration

de 0,25 mg/ml afin d’être analysées.
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IV.6 Détermination du taux d’amines accessibles

IV.6.3 Caractérisations

Pour les échantillons de silice, les taux d’amines accessibles ont été déterminés par absorp-

tion UV-visible. En effet, la bande d’absorption du FITC est clairement visible sur ces spectres,

permettant une analyse pertinente. En revanche, l’émission de l’europium, masquée par celle

du FITC, n’a pas pu être enregistrée, rendant impossible la détermination de la concentration

en NH2 accessibles par les spectres de luminescence.

Pour les NPs d’oxyde, d’oxysulfure et d’oxyde encapsulé, l’absorption liée au FITC s’est

avérée trop faible, et seule la diffusion des particules apparait sur le spectre UV-visible. En

revanche, cette faible concentration en FITC a rendu la quantification des amines accessibles

possible par étude des propriétés de luminescence.

IV.6.4 Résultats

Le Tableau IV.9 présente les résultats des concentrations en NH2 accessibles ainsi que les

taux d’amines accessibles.

Pour les échantillons de silice, la concentration mesurée augmente légèrement entre 0,027-

Si et 0,040-Si (de 1,57.10−4 mol/mol à 2,11.10−4 mol/mol) puis n’évolue plus pour les autres

échantillons, indiquant que le nombre d’amines accessibles reste constant pour tous ces échantillons.

Ramenée à une surface, cette concentration varie de 0,40 à 0,58 NH2 /nm2. Cette très faible

évolution des concentrations, quels que soient les taux de greffage déterminés par analyse

élémentaire indique que la majorité des amines se trouvent au sein de la couche greffée. Cela se

traduit également par des faibles pourcentages d’amines accessibles, qui diminuent lorsque le

taux de greffage et l’épaisseur de la couche greffée augmentent, confortant l’idée de la forma-

tion d’une couche fortement réticulée. Cette faible concentration en NH2 accessibles, et surtout

sa constance permettent donc de conclure que la majorité des amines se trouvent au sein de

la couche greffée, et bien que l’épaisseur de cette dernière augmente, le nombre de NH2 sus-

ceptibles de réagir ne varie pas, confortant ainsi l’idée de formation d’une couche fortement

réticulée.

Pour les échantillons d’yttrium, les concentrations en FITC mesurées sont légèrement plus

élevées et atteignent 5,06.10−4 mol/mol pour 0,051-Y. Les particules d’Y2O3 sont beaucoup
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nom de [FITC] densité densité access. taux NH2

l’échantillon (mol/mol*) (NH2 /nm2) NH2 /particule access. (%)

SiO2 :Eu3+

0,010 - - - -

0,027-Si 1,57.10−4 0,40 6,2.105 0,58

0,040-Si 2,11.10−4 0,54 8,4.105 0,53

0,048-Si 2,26.10−4 0,58 9,0.105 0,47

0,079-Si 2,26.10−4 0,58 9,0.105 0,47

Y2O3 :Eu3+

0,034-Y - - - -

0,039-Y 2,81.10−4 0,07 4978 0,72

0,044-Y - - - -

0,051-Y 5,06.10−4 0,13 8954 0,99

Gd2O3 :Eu3+

0,018-Gd 1,35.10−4 0,04 3000 0,75

0,030-Gd 5,52.10−4 0,17 12000 1,84

0,038-Gd 4,70.10−4 0,15 10000 1,24

0,057-Gd 1,56.10−3 0,49 35000 2,73

0,116-Gd 1,26.10−3 0,40 28000 1,09

0,117-Gd 1,19.10−3 0,38 27000 1,02

Gd2O2S :Eu3+

0,023-GdS 0 0 0 0

0,037-GdS 0 0 0 0

0,055-GdS 1,28.10−4 0,04 2639 0,23

0,058-GdS 1,02.10−4 0,03 2098 0,18

0,070-GdS 9,83.10−5 0,03 2018 0,14

0,071-GdS 8,52.10−5 0,02 1749 0,12

Gd2O3 :Eu3+ @SiO2

0,017-GdSi 2,06.10−5 0,01 3648 0,12

0,021-GdSi 2,65.10−4 0,17 47104 1,26

0,022-GdSi 0 0 0 0

0,025-GdSi 0 0 0 0

0,028-GdSi - - - -

0,070-GdSi 6,86.10−4 0,43 121820 0,98
*mol/mol : moles de FITC par moles d’oxyde ou d’oxysulfure

TABLE IV.9 – Résumé des déterminations du nombre d’amines accessibles
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plus petites que celles de silice et pour une même concentration molaire en oxyde, la surface

développée par les particules d’Y2O3 est plus grande que celle développée par la silice. Il y a

donc en moyenne 0,13 NH2 /nm2 sur Y2O3 contre 0,58 NH2 /nm2 sur SiO2 .

Pour les NPs de Gd2O3 :Eu3+ , des concentrations en FITC légèrement plus importantes que

pour Y2O3 :Eu3+ (environ 3 à 4 fois) ont été mesurées. Donc, la densité d’amines à la surface des

NPs de Gd2O3 varie de 0,15 à 0,50 NH2 /nm2, alors qu’elle ne dépasse pas 0,13 NH2 /nm2 pour

les NPs d’Y2O3 . On peut également noter que le taux d’amines accessibles atteint son maxi-

mum pour l’échantillon 0,057-Gd, puis diminue lorsque le taux de greffage augmente. Ainsi, la

densité d’amines accessible maximale est évaluée à 35000 NH2 /particule, soit 0,49 NH2 /nm2.

Cette évolution est attribuée à la saturation de la surface par les molécules d’APTES, qui in-

tervient pour 0,057-Gd. Pour les taux de greffage supérieurs, l’autocondensation de l’APTES

entraı̂ne la formation d’agrégats visibles sur les clichés TEM de ces échantillons.

Pour les oxysulfures, bien que les taux de greffage soient comparables à ceux de Gd2O3 ,

les concentrations en FITC sont beaucoup plus faibles et les densités en amines accessibles

ne dépassent pas 0,004 NH2 /nm2. Les clichés de microscopie électronique révèlent que ces

faibles valeurs sont dues au fait que la majorité des molécules d’APTES se trouvent confinées

à l’intérieur d’objets constitués par des agglomérats de taille plus ou moins importante.

Enfin, pour les particules d’oxyde encapsulées, la luminescence du FITC a seulement pu

être enregistrée sur les NPs modifiées par la voie indirecte. Excepté pour les échantillons ayant

le taux de greffage le plus élevé, les concentrations en amines accessibles sont relativement

faibles car de nombreux agglomérats d’APTES se sont formés.

Les résultats des analyses FITC montrent donc que d’une manière générale les densités

d’amines accessibles sont faibles. Nous avons également montré que ces densités passent par

un maximum, puis lorsque la surface des particules est saturée, des agglomérats d’APTES se

forment, entraı̂nant une diminution de la densité d’amines accessibles. Les matériaux pour les-

quels la saturation de la surface intervient la moins rapidement sont les oxydes d’yttrium et de

gadolinium, des densités d’amines accessibles plus importantes étant mesurées pour Gd2O3 .

Ainsi, pour ces NPs la densité en amines accessibles va de 0,04 à 0,5 NH2 /nm2. Ces valeurs
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sont entre 4 et 40 fois plus faibles que celles déterminées par D. Giaume [35] sur des NPs

d’YVO4@SiO2 qui reporte 1,9 NH2 /nm2. Toutefois, nos particules mesurant environ 150 nm

de diamètre, chacune présente entre 3000 et 35000 amines accessibles, ce qui est beaucoup plus

élevé que les 4300 NH2 /particule d’YVO4.

Les particules de silice présentent également des quantités d’amines accessibles intéressantes,

mais pour ces dernières le taux d’amines accessibles, c’est à dire le rapport entre le nombre de

NH2 accessibles et le nombre total de molécules d’APTES est plus faible. Cela indique qu’une

plus grande quantité d’agglomérats s’est formée, et que la modification telle que nous l’avons

décrite n’est pas optimale pour ces particules.

IV.7 Bilan

Dans ce chapitre nous avons étudié la modification de la surface des différents types de

NPs par l’APTES. Au cours de cette étude, nous avons utilisé et adapté un certain nombre de

méthodes de mesures et d’analyses globales ou microscopiques de façon à préciser :

- le mode de greffage de l’APTES sur les NPs

- la répartition de l’organosilane après condensation dans l’échantillon (sur les particules

ou en dehors)

- le nombre de fonctions amines accessibles sur les NPs.

Les analyses pratiquées sur les NPs ainsi fonctionnalisées ont montré qu’il est possible de

lier de manière covalente l’APTES à la surface des NPs. Toutefois, la saturation est très vite at-

teinte et l’APTES qui n’est pas greffé va polymériser sur lui-même pour former des agrégats, vi-

sibles par TEM. Pour les particules de SiO2 :Eu3+ préparées par SP, nous avons mesuré des taux

de greffage importants. Toutefois une forte réticulation et l’apparition de nombreux agglomérats

ont été mis en évidence, la présence de ces agglomérats conduisant à des taux d’amines acces-

sibles relativement faibles. La méthode choisie n’est donc pas très bien adaptée.

Pour les NPs de Ln2O3 (Ln = Y ou Gd), les taux de greffage déterminés par analyse

élémentaire sont plus faibles que pour la silice, mais contrairement à celle-ci aucun agglomérat

n’a été détecté. Au contraire, une couche homogène de 5 nm en moyenne a été observée par

HRTEM. Pour ces NPs, bien que le taux de greffage soit plus faible que pour la silice, la concen-
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tration en amines accessibles, déterminée par la luminescence du FITC, s’avère plus élevée.

Nous sommes donc parvenus à contrôler les conditions opératoires résultant en un greffage de

l’APTES à la surface des NPs.

Pour les oxydes Y2O3 :Eu3+ et Gd2O3 :Eu3+ , la méthode retenue est donc bien adaptée

et conduit au greffage de 35000 amines accessibles par particules de Gd2O3 et 9000 amines

accessibles par particules de Y2O3 .

En ce qui concerne les NPs de Gd2O2S , les taux de greffage déterminés par EA sont du

même ordre que pour les NPs d’oxyde, mais des agrégats ont été observés hors de la surface

des particules, leur présence entraı̂nant une diminution de la concentration en amines acces-

sibles.

L’encapsulation des NPs de Gd2O3 :Eu3+ dans une couche de silice fonctionnalisée par

l’APTES a également été étudiée. Les deux voies de greffage ont été étudiées :

1. indirecte : encapsulation dans une couche de silice puis greffage de l’APTES

2. directe : encapsulation dans une couche mixte TEOS/APTES

Les analyses ont montré que de faibles quantités d’organosilanes ont été greffées, l’APTES

ayant majoritairement polymérisé pour former des agglomérats.

Pour toutes les particules la luminescence de Eu3+ a été observée. Dans le cas des particules

de SiO2 :Eu3+ , avant modification, on observait la luminescence de l’Eu3+ et une émission

centrée dans le bleu due à la matrice de silice. Après modification par APTES, cette émission

a tendance à augmenter par rapport à celle des Eu3+ . En effet, la quantité globale de silice

dans l’échantillon augmente à cause de la présence de nanoplots en surface des microparticules

et aux agrégats formés par auto-condensation. Pour les autres particules, la luminescence des

Eu3+ reste intense et garde essentiellement la même répartition spectrale après modification.

Une étude plus approfondie des efficacités démontre toutefois que dans les cas où il y a eu un

greffage de l’aminosiloxane sur l’oxyde, celui-ci provoque une augmentation de la durée de vie

moyenne mesurée pour le niveau émetteur 5D0 , donc du rendement quantique de luminescence.
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VERS DE NOUVEAUX BIO-MARQUEURS
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Chapitre V: Vers de nouveaux bio-marqueurs

Dans ce chapitre nous présentons les résultats d’expériences d’internalisation des NPs par

des cellules. Toutefois, la mise en oeuvre de ces expériences a nécessité la vérification d’un

certain nombre de pré-requis tels que la conservation des propriétés de luminescence lors de

la mise en suspension des particules ou encore la possibilité de détecter la luminescence des

NPs par les techniques d’analyse biologiques telles que la microscopie de fluorescence ou la

microscopie confocale. Nous démontrerons aussi la possibilité de détecter nos particules par

cytométrie de flux.

V.1 Mise en suspension des particules

Dans le but d’utiliser les NPs comme marqueur luminescent, les propriétés de lumines-

cence des particules sphériques de Gd2O3 :Eu3+ et Gd(OH)CO3 :Eu3+ ont été étudiées, après

dispersion dans l’eau à une concentration de 1 mg/mL, ce qui correspond à 8,1.1013 NPs de

Gd(OH)CO3 et 5,7.1013 NPs de Gd2O3 par litre de suspension, soit une concentration en ions

luminescents de 2,1.10−4 et 2,8.10−4 M, respectivement. La stabilité de la suspension colloı̈dale

au cours du temps a été vérifiée par mesure UV-visible, et la faible diminution de l’absorbance

au cours du temps (moins de 20% après 30 min) montre que les particules ne s’agglomèrent pas

en suspension.

Les spectres d’émission de l’ion Eu3+ enregistrés sur les suspensions de Gd(OH)CO3 :Eu3+ et

Gd2O3 :Eu3+ sont présentés figure V.1 et comparés à ceux des poudres sèches. Les principales

caractéristiques observées pour les poudres sèches se retrouvent également pour les suspen-

sions. Les durées de vie sont très proches dans les deux cas, à savoir 0,55±0,06 ms pour l’hy-

droxycarbonate et 1,34±0,13 ms pour l’oxyde. La constance des propriétés de photolumines-

cence confirme la stabilité chimique des suspensions. Les intensités des émissions, intégrées sur
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la gamme de longueur d’onde prenant en compte les transitions 5D0→7F0−2 sont regroupées

dans le tableau V.1. Sous excitation à 393 nm, c’est à dire dans la transition 7F0→5L6 de l’Eu3+ ,

les émissions ont presque les mêmes intensités intégrées, voir même légèrement plus élevées

pour l’hydroxycarbonate. En revanche, sous excitation à 254 nm, dans la bande de transfert de

charge ligand-métal, les intensités relatives sont totalement différentes, et l’émission de l’hy-

droxycarbonate, n’est que de 3% de celle de l’oxyde. Ces différences peuvent être expliquées

par comparaison des spectres d’excitation correspondants (figure V.2). En effet, l’excitation à

254 nm est très faible et l’absorption à cette longueur d’onde sera donc particulièrement ineffi-

cace pour exciter les ions Eu3+ , contrairement à l’oxyde où la bande d’excitation très impor-

tante peut être observée en dessous de 280 nm.

5 6 0 5 8 0 6 0 0 6 2 0 6 4 0 6 6 0 6 8 0 7 0 0 7 2 0
s o l i d e

s o l i d e

s u s p .
G d 2 O 3

λ  ( n m )

G d O H C O 3
s u s p .

5 D 0    7 F 1

5 D 0    7 F 3

5 D 0    7 F 2

5 D 0    7 F 0
5 D 0    7 F 4

FIGURE V.1 – Spectres d’émission des NPs de Gd2O3 :Eu3+ et GdOHCO3 :Eu3+ , en suspension

à 1mg/ml dans l’eau et sur poudre sèche

V.2 Observation des NPs par microscopie de fluorescence et

microscopie confocale

Parmi les moyens de détection utilisés en biologie, la visualisation des cellules par microsco-

pie de fluorescence et microscopie confocale sont des techniques très fréquemment employées.

Ces techniques permettent de détecter la fluorescence émise par les NPs, que celles-ci soient
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Echantillon τ I I

(λex) = 254 nm (λex) = 254 nm (λex) = 393 nm

t6 Solide 0,62 ms - -

Gd(OH)CO3 :Eu3+ Suspension 0,55 ms 3 1

t6-annealed Solide 1,45 ms - -

Gd2O3 :Eu3+ Suspension 1,34 ms 100 1

TABLE V.1 – Durée de vie du niveau 5D0 et intensités intégrées sur la plage 5D0→7F0−2 pour

les poudres sèches et en suspension

2 5 0 3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0

G d 2 O 3
G d O H C O 3

7 F 0    5 D 1
7 F 0    5 D 2

4 f - G d

λ  ( n m )

C T

4 f - E u 7 F 0    5 D 3 , 5 L 6

FIGURE V.2 – Spectres d’excitation enregistrés à 610 nm pour Gd(OH)CO3 :Eu3+ et

Gd2O3 :Eu3+

sèches, déposées sur un substrat, ou en suspension, coincées entre lame et lamelle.

V.2.1 Microscopie de fluorescence

Les NPs de carbonate de gadolinium dopé europium, d’oxyde et d’oxysulfure ont été ob-

servées en microscopie de fluorescence, sur poudre sèches et en suspension dans l’eau, après

excitation à 365 nm. Les clichés sont présentés Figure V.3 et V.4. Sur toutes les images réalisées

sur les poudres sèches, des agglomérats de particules, plus ou moins importants, peuvent être

observés (Figure V.3), ces agglomérats présentant tous une luminescence rouge relativement

intense. Lors de la mise en suspension des NPs dans l’eau, à une concentration de 1 mg/ml, la
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luminescence rouge est globalement conservée (Figure V.4). De plus, pour tous les échantillons

une meilleure dispersion des particules a pu être observée, caractérisée par une diminution

de la taille des agrégats. Enfin, lors de la mise en suspension des NPs d’hydroxycarbonate

Gd(OH)CO3 :Eu3+ , une intense luminescence rouge a pu être détectée sur l’ensemble du champ

d’observation, révélant que la dispersion de ces NPs dans l’eau donne des suspensions parti-

culièrement homogènes.

D’autres dopants ont également été testés, par exemple le Tb3+ . Les images des poudres

sèches de GdOHCO3 :Tb3+ (Figure V.5(a)) montrent la présence d’agglomérats de particules de

taille relativement importante. Lors de la mise en suspension des particules, comme pour celles

dopées à l’europium, une intense luminescence verte est détectée sur l’ensemble du champ

d’observation (Figure V.5(b)), ce qui signifie que la suspension est assez homogène.

(a) (b) (c)

FIGURE V.3 – Clichés de microscopie de fluorescence réalisés sur poudres sèches (λex = 365±5

nm) (a) GdOHCO3 :Eu3+ , (b) Gd2O3 :Eu3+ et (c) Gd2O2S :Eu3+

V.2.2 Microscopie confocale

Les observations en microscopie confocale ont été réalisées sur des échantillons de Gd2O3 :Eu3+ et

les images obtenues ont été comparées à celles réalisées en microscopie de fluorescence clas-

sique. Pour ces observations, une excitation à 488 nm a été employée. L’énergie associée à cette

longueur d’onde se situe entre les niveaux 5D2 et 5D1 . Les ions sont excités dans le niveau
5D1 et le niveau émetteur 5D0 est atteint par désexcitations non radiatives. Les clichés montrent

la présence d’agrégats formés de particules beaucoup plus petites, relativement dispersées. En

mode confocal, le même type d’images a pu être réalisé, avec une résolution meilleure, malgré

159



Chapitre V: Vers de nouveaux bio-marqueurs

(a) (b) (c)

FIGURE V.4 – Clichés de microscopie de fluorescence réalisés sur les suspensions (1 mg/ml,

λex = 365±5 nm) (a) GdOHCO3 :Eu3+ , (b) Gd2O3 :Eu3+ et (c) Gd2O2S :Eu3+

(a) (b)

FIGURE V.5 – Clichés de microscopie de fluorescence réalisés sur particules de

GdOHCO3 :Tb3+ (a) sur poudres sèches et (b) en suspension (λex = 365±5 nm)

une plus faible intensité.

V.3 Internalisation des NPs dans les cellules

Afin de démontrer le potentiel de marquage biologique des NPs à base de lanthanide, les

particules sphériques d’hydroxycarbonates, d’oxydes ou d’oxysulfure de gadolinium dopés

Eu3+ ont été mises en contact avec des cellules cancéreuses. De même, des NPs de Gd2O3 :Eu3+ fonc-

tionnalisées avec l’APTES ont été testées.
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(a) (b) (c)

FIGURE V.6 – Clichés de microscopie de Gd2O3 :Eu3+ (a) en fluorescence, (b) en champ clair

et (c) en mode confocale (1 mg/ml, λex = 488 nm)

V.3.1 Protocole expérimental

Les cellules cancéreuses HeLa sont maintenues dans un milieu de culture supplémenté avec

10% de FBS (fetal bovine serum) et 1% de penyciline et streptomicyne dans une atmosphère

régulée en CO2 (5%). Pour la mise en contact des NPs, 2 mL de cellules diluées de 1 :2 à

1 :4 sont disposées dans des boites de culture. Pour cela, elles sont disposées sur des lamelles

stériles 18x18 mm. Les cellules sont maintenues pendant 2 jours dans le milieu de culture afin

de réaliser leur accroche sur les lamelles et leur multiplication. Des solutions de NPs à 1 mg/mL

dans le PBS sont préparées et soumises à sonification pendant 30 min, avant d’être ajoutées aux

cellules dans le milieu de culture de façon à atteindre le rapport 1 :200. Après incubation 12h à

37°C, le milieu de culture est extrait et les cellules sont lavées deux ou trois fois avec du PBS,

puis 2 ml de milieu de culture sont à nouveau ajoutés. L’observation des cultures est réalisée

sans autre préparation, les boites sont placées dans une chambre à atmosphère controlée (37°C,

5% CO2) et observées au microscope confocal en configuration inversée (observations réalisées

à la City-U, Hong Kong).

V.3.2 Observation des particules au microscope confocal

Les images de microscopie confocale réalisées sur tous les types de particules ont été ob-

tenues sous excitation à 514 et 488 nm. En effet, ces deux longueurs d’onde se situent entre

les niveaux 7F0→5D1 et 7F0→5D2 et sont susceptibles d’exciter l’ion Eu3+ dans son niveau
5D1 . L’émission a été enregistrée sur une bande spectrale allant de 550 à 670 nm. Les clichés

de microscopie de fluorescence confocale sont présentés figure V.7 (gauche). Les images de la
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colonne de droite sont la superposition de ces images de fluorescence avec les images en champ

clair de la même zone. D’autres dopants ont été testés, et des NPs de GdOHCO3 :Tb3+ et

Gd2O3 :Er3+ ont également été internalisées par les cellules et observées au microscope confo-

cal, sur une bande spectrale allant de 500 à 700 nm.

On reconnait les cellules vivantes ayant internalisé les NPs par la superposition des images

de fluorescence et en champ clair. En effet, une intense fluorescence rouge ou verte peut être

observée dans le cytoplasme, plus intense autour du noyau. Sur ces images, quelques agrégats

de NPs apparaissent également, avec une fluorescence plus intense. Ces agrégats ne semblent

pas être internalisés mais seulement adsorbés ou déposés à la surface des cellules. Des obser-

vations tout à fait similaires ont été faites lorsque lorsque les NPs ont été modifiées avec APTES.

Pour évaluer la cytotoxicité des NPs envers les cellules, les mêmes observations ont été re-

prises après 24h d’incubation. On n’observe pas de différence notable avec les images précédentes,

ce qui est une preuve qualitative de la non toxicité des NPs envers les cellules.

V.4 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux, pour l’analyse ou le tri des cellules, est une technique extrêmement

répandue dans les laboratoires de recherche biologique mais aussi dans les laboratoires d’ana-

lyse médicale (cf. Chapitre I). Les fluorophores utilisés en cytométrie en flux sont essentielle-

ment des molécules organiques, qui seront fonctionnalisées pour atteindre une entité biologique

définie, conduisant à une variété énorme d’applications [142]. D’un autre coté, des microbilles

de polymère ou de silice contenant un chromophore organique sont aussi proposées [143]. Sur

leur surface est greffée une fonction de reconnaissance et chaque ensemble formé par la micro-

bille et ses espèces ciblées/accrochées est ensuite vue comme un objet unique par le cytomètre.

Les cytomètres sont construits avec plusieurs sources laser, les longueurs d’onde d’excita-

tion sont donc fixées. Dans la configuration dont nous avons disposé, il y a quatre longueur

d’onde d’excitation : 355, 405, 488 et 515 nm.

Il y a une très importante limitation pour l’observation des marqueurs Ln3+ par cytométrie,

qui est le temps d’observation de l’objet luminescent. Selon le principe de fonctionnement d’un
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FIGURE V.7 – Images de cellules HeLa observées par microscopie de fluorescence confocale

après 12h d’internalisation. Haut : GdOHCO3 :Eu3+ , milieu : Gd2O3 :Eu3+ et bas : 0,116-Gd

cytomètre décrit Figure V.9, un objet luminescent traverse la zone de mesure/détection en 1 à

10 µs, en fonction des conditions du flux. Considérant l’échelle de temps typique d’un déclin,

le nombre de photons observables est donc très faible par rapport au nombre total émis.

Malgré ces conditions expérimentales très restrictives, les NPs d’oxysulfure de gadolinium

dopées europium, nues et modifiées par l’APTES ont été introduites dans le flux et correctement

détectées. La longueur d’onde d’excitation est fixée à 355 nm, la longueur d’onde d’observa-

tion à 610 ± 20 nm. Les résultats sont présentés figure V.10. Sur ces spectres les valeurs en

abscisse correspondent à l’intensité de fluorescence mesurée, tandis que l’axe des ordonnées est

représentatif du nombre d’objets détectés. Pour les NPs d’oxyde, l’intensité de luminescence

mesurée est quasiment nulle. Cette mesure est ainsi considérée comme le blanc de référence
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(a) (b)

FIGURE V.8 – Images de microscopie de fluorescence confocale des NPs de (a)

GdOHCO3 :Tb3+ et de (b) Gd2O3 :Er3
+

internalisée dans des cellules HeLa (λex = 488 nm)

pour nos expériences. En revanche, pour les particules d’oxysulfure, le signal enregistré possède

une intensité plus élevée, significative pour ce type d’analyse.

Nous voyons bien ici qu’en fait c’est la réponse du marqueur (sa “brillance” c.f. Eq. II.26)

qui est déterminante.

ε.Φλem/λex = ε.
NbPh.emis
NbPh.absorbes

Seules les NPs luminescentes qui ont une bande d’absorption efficace (ici la CTS S-Eu) à

355 nm ont donc pu être détectées.

Enfin, un des buts que nous poursuivons est d’utiliser les NPs comme marqueurs dans les

expériences de cytométrie en temps retardé. Dans la Ref. [144], les auteurs décrivent un disposi-

tif dans lequel la fenêtre de mesure de la luminescence est décalée en temps et ouverte pendant

30 µs. Ces conditions ont été optimisées pour la mesure des émissions des lanthanides. Pour

notre part, nous avons aussi détecté la luminescence des Gd2O2S :Eu3+ en temps retardé, mais

dans des conditions moins favorables (fenêtre 1 µs, décalage ∆t = 20 µs). Nous observons prati-

quement les mêmes efficacités après ce ∆t (Figure V.11). Cette observation est particulièrement

encourageante pour de futurs développements car, après 20 µs l’autofluorescence des milieux

biologiques est pratiquement éteinte.
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FIGURE V.9 – Principe de fonctionnement d’un appareil de cytométrie en flux

V.5 Bilan

En vue d’une future utilisation en tant que bio-marqueurs, les propriétés de luminescence

des NPs de Gd(OH)CO3 :Eu3+ et Gd2O3 :Eu3+ ont été étudiées lors de leur mise en suspen-

sion dans l’eau, ceci afin de simuler le milieu biologique. Les résultats ont alors montré que

malgré une diminution globale du signal, la luminescence reste bien observable lors de la mise

en suspension des NPs, que ce soient les hydroxycarbonates ou les oxydes. De plus, nous avons

également mis en évidence que, sous excitation convenable (393 nm), le signal émis par les

oxydes et par les hydroxycarbonates en suspension observés dans les mêmes conditions sont du

même ordre.

L’observation des différents types de NPs (GdOHCO3 :Eu3+ , Gd2O3 :Eu3+ , Gd2O2S :Eu3+ )

au microscope de fluorescence et au microscope confocal constitue une première étape, démontrant

que les NPs peuvent être détectées par les outils couramment utilisés en biologie. Enfin, nous

avons également pu observer la luminescence de ces NPs après leur internalisation dans des

cellules sans provoquer leur mort.

Au cours des expériences en microscopie de fluorescence nous n’avons pas été réellement

confrontés au manque d’intensité du signal émis, que ce soit sur lames ou dans les cellules.
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(a)

(b) (c) (d)

(e) (f) (g)

FIGURE V.10 – Courbes d’analyse en cytométrie de flux des NPs de Gd2O2S :Eu3+ nues et

modifiée (λex = 355 nm, λem = 610 ± 20 nm) (a) Gd2O3 :Eu3+ (blanc), (b) Gd2O2S :Eu3+ , (c)

0,037-GdS, (d) 0,055-GdS, (e) 0,058-GdS, (f) 0,070-GdS et (g) 0,071-GdS

Les NPs de Gd(OH)CO3 :Eu3+ , que nous n’avions initialement considérées que comme des

précurseurs pour les oxydes et les oxysulfures, révèlent également un bon potentiel comme mar-

queurs dans les cellules. Cette observation confirme bien les mesures en suspension. Lorsque

l’excitation est réalisée dans les transitions intra-4fn, la différence de rendement interne me-

surée sur les poudres (73% pour l’oxyde et 22% pour l’hydroxycarbonate) ne donne pas lieu

à des différences significatives dans les intensités observées. Il faut toutefois noter que nous

n’avons pas la certitude d’observer des particules uniques, ce qui serait nécessaire pour une
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(a)

(b) (c) (d)

(e) (f) (g)

FIGURE V.11 – Courbes d’analyse en cytométrie de flux des NPs de Gd2O2S :Eu3+ nues et

modifiée (λex = 355 nm, λem = 610 ± 20 nm, ∆t = 20 µs) (a) Gd2O3 :Eu3+ (blanc), (b)

Gd2O2S :Eu3+ , (c) 0,037-GdS, (d) 0,055-GdS, (e) 0,058-GdS, (f) 0,070-GdS et (g) 0,071-GdS

comparaison plus pertinente. Ces NPs d’hydroxycarbonate, que nous avons observées dopées

par Eu3+ (ou Tb3+ ) présentent en outre l’avantage d’être plus facilement dispersées.Les modi-

fications de surface par APTES que nous avons effectuées n’ont modifié ni l’internalisation des

NPs, ni l’efficacité globale de luminescence.

Nous avons pu détecter les NPs de Gd2O2S :Eu3+ dans un cytomètre de flux. Dans ce

cas, la mesure est faite sur une particule unique (ou des agrégats de quelques NPs) avec une
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longueur d’onde d’excitation fixée à 355 nm. Dans ces conditions de mesures très contrai-

gnantes, c’est l’efficacité d’absorption qui est le facteur essentiel et parmi nos NPs, seules les

Gd2O2S :Eu3+ présentent un absorption importante à cette longueur d’onde, et ont été convena-

blement détectées.
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Conclusion

Les travaux, objets de ce mémoire, s’inscrivent dans le cadre des études sur l’utilisation

de NPs inorganiques comme bio-marqueurs, et plus particulièrement de NPs présentant des

propriétés de luminescence induites par des ions lanthanides. Le choix du système s’est porté

sur des oxydes et des oxysulfures de lanthanides, dopés europium, connus pour être des lu-

minophores efficaces déjà utilisés dans des systèmes de visualisation, notamment en tant que

luminophores rouge dans les écrans TV.

Dans le cadre de ces travaux, différents types de NPs luminescentes ont été étudiées : des

NPs d’hydroxycarbonate, d’oxyde et d’oxysulfure de gadolinium (et d’yttrium), ainsi que des

NPs de silice. L’originalité de la synthèse de ces particules réside dans le fait que les oxydes et

les oxysulfures peuvent être obtenues à partir des mêmes précurseurs, les hydroxycarbonates.

Ces derniers sont synthétisés par précipitation contrôlée à partir des précurseurs nitrates en

solution aqueuse à température modérée (85°C). Les différentes analyses ont montré que les

particules obtenues sont sphériques, monodisperses en taille, avec un diamètre moyen de 150

nm environ. Les oxydes sont ensuite obtenus par traitement thermique des NPs d’hydroxycar-

bonate, tandis que les oxysulfures sont préparés par un procédé de sulfuration utilisant le CS2

comme agent sulfurant, ces deux réactions s’effectuant sans changement de morphologie ni

agglomération des particules. Ces NPs d’oxyde et d’oxysulfure sont donc sphériques monodis-

perses en taille. Des particules sub-microniques de SiO2 :Eu3+ synthétisées par spray pyrolyse

ont également été étudiées.
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La deuxième étape de cette étude a été le développement et le contrôle de la modification de

la surface des NPs par un aminosilane : l’APTES. En effet, une telle étape est nécessaire si l’on

veut pouvoir utiliser ces NPs comme bio-marqueurs. L’étude du greffage de l’APTES sur des

NPs de SiO2 , Ln2O3 (Ln = Y ou Gd) et de Gd2O2S a été effectuée en détail. Nous avons ainsi

montré que l’APTES est greffé de manière covalente à la surface des NPs, mais que la satura-

tion des surfaces est atteinte très rapidement. Cela a pu être mis en évidence par détermination

des taux de greffage qui atteignent un plateau, ainsi que par spectroscopie IR, RMN, XPS et

mesure du potentiel ζ . Nous avons également pu déterminer les modes de greffage de l’APTES

à la surface des NPs pour chaque type de matériau, ainsi que l’épaisseur de la couche greffée.

De plus l’étude des propriétés de luminescence des NPs fonctionnalisées a montré que ces

dernières ne subissent aucune modification lors du greffage de l’APTES, l’intensité d’émission,

l’efficacité d’émission et la durée de vie du niveau émetteur étant conservées. Enfin, le taux

d’amines accessibles a également pu être évalué par étude des propriétés de luminescence des

NPs modifiées après couplage avec le FITC. Il apparait alors qu’une très faible proportion des

molécules d’APTES présente dans les échantillons peut finalement servir de support à une fu-

ture fonctionnalisation, les matériaux les plus favorables étant les NPs de Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Y

ou Gd).

Enfin, dans une troisième étape, après avoir montré que les propriétés de luminescence des

matériaux étaient compatibles avec une utilisation en tant que bio-marqueurs, les NPs ont été

internalisées par des cellules cancéreuses et leur luminescence a pu être observée par micro-

scopie confocale. Nous avons également prouvé que les NPs de Gd2O2S :Eu3+ peuvent être

utilisées comme marqueurs luminescents pour la détection au cytomètre de flux.

Ainsi, lors de ce travail de conception de marqueurs biologiques, deux étapes majeures ont

été réalisées avec succès, à savoir la synthèse de nanoparticules, et leur modification de sur-

face pour les rendre bio-compatibles. Reste maintenant à poursuivre le processus et greffer des

récepteurs spécifiques, afin de cibler des fonctions particulières de l’organisme.
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FIGURE V.12 – Etat d’avancement du processus de fonctionnalisation
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ANNEXE A

CARACTÉRISTIQUES DES PARTICULES

SiO2 :Eu3+ Y2O3 :Eu3+ Gd2O3 :Eu3+ Gd2O2S :Eu3+

M (g/mol) 60 225,8 362,5 378,5

d (g/cm3) 2,2 5,03 7,6 7,3

Nb motif/maille 16 16 1

Vmaille (nm3) 1,192 1,264 0,086

R (nm) 350 75 75 75

S (nm2) (Eq. A.1) 1,54.106 7,07.104 7,07.104 7,07.104

V (nm3) (Eq. A.1) 1,8.108 1,77.106 1,77.106 1,77.106

σ (m2/g) 81,5 6,55 5,75

mparticule (g) (Eq. A.1) 3,05.10−13 8,89.10−15 1,34.10−14 1,29.10−14

Nb particule/mol (Eq. A.2) 1,52.1014 2,54.1016 2,70.1016 2,93.1016

Nb particule/g (Eq. A.2) 2,53.1012 1,13.1014 7,45.1013 7,75.1013

Nb particule/cm3 (Eq. A.2) 5,57.1012 5,66.1014 5,66.1014 5,66.1014

Nb M*/particule (Eq. A.3) 4,04.109 4,75.107 4,47.107 4,11.107

Nb M*/cm3 (Eq. A.3) 2,25.1022 2,68.1022 2,53.1022 2,33.1022

Nb M*/g (Eq. A.3) 1,02.1022 5,34.1021 3,33.1021 3,19.1021

Nb Eu/g (Eq. A.4) 5,11.1020 2,67.1020 1,67.1020 1,60.1020

Nb Eu/cm3 (Eq. A.4) 1,13.1021 1,34.1021 1,27.1021 1,17.1021

Nb Eu/particule ( Eq. A.4) 2,02.108 2,38.106 2,24.106 2,06.106

* M = Y, Gd ou Si

TABLE A.1 – Récapitulatif des caractéristiques des particules nues
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S = 4.π.R2 V =
4

3
.π.R3 m = d.V (A.1)

Nbpart./mol =
M

m
Nbpart./g =

1

m
Nbpart./cm3 =

d

m
(A.2)

NbM∗/part. =
2.V.Nbmotif/maille

Vmaille
NbM∗/cm3 =

2.Nbmotif/maille
m.Vmaille

NbM∗/g =
2.V.d.Nbmotif/maille

m.Vmaille
(A.3)

NbEu/part. = 5%.NbGd/part. NbEu/cm3 = 5%.NbGd/cm3 NbEu/g = 5%.NbEu/g (A.4)
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ANNEXE B

TECHNIQUES DE CARACTÉRISATION

B.1 Microscopie électronique en transmission

Lorsqu’un faisceau d’électrons traverse un échantillon, il interagit avec les atomes consti-

tuant le matériau, ce qui va produire différents types de rayonnements (figure : B.1). Les ob-

servations portent essentiellement sur le faisceau transmis (diffraction élastique et inélastique),

mais l’analyse des rayonnements X émis apportent des mesures complémentaires sur la com-

position de l’échantillon. L’imagerie par microscopie électronique à transmission repose sur les

interactions élastiques entre le faisceau incident et les atomes du matériau observé.

FIGURE B.1 – Schéma illustrant les différents types de rayonnements produits lors de l’interac-

tion rayonnement-matière

Un microscope électronique à transmission se compose de quatre parties majeures :
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- Une source, permettant de produire les électrons. Elle est située au sommet du microscope

et est généralement constituée d’un filament (LaB6 ou W), porté à un fort potentiel (100

à 300 kV), afin d’extraire les électrons, soit par effet thermo-électrique, soit par effet de

champ (FEG).

- Une colonne, dont la fonction principale est de conduire les électrons depuis la source jus-

qu’au dispositif de visualisation (écran fluorescent ou caméra), en passant par l’échantillon.

Cette colonne est principalement constituée de lentilles électromagnétique qui permettent

de diriger le faisceau en faisant varier le courant qui leur est appliqué.

- Un échantillon, qui est introduit dans la colonne. Afin de pouvoir observer le faisceau

transmis, il doit être relativement mince (de quelques centaines de nm).

- Un système de vide très poussé, nécessaire pour permettre la circulation des électrons.

Les observations ont été réalisées sur trois microscopes du CEMES :

- Un CM20 (Philips), équipé d’un filament LaB6 et d’une caméra Gatan 1024×1024 pixels.

- Un CM20 FEG (Philips), équipé d’une caméra 1024×2048 pixels, dévelopée par le labo-

ratoire. Ce microscope est également équippé d’un détecteur EDX.

- Un CM30 (Philips), équipé d’un filament LaB6.

Tous les échantillons ont été observés par dépot de quelques gouttes de poudre en suspension

dans l’éthanol sur une grille de cuivre recouverte d’un très fin film de carbone.

B.2 Diffraction des rayons X

La diffraction des rayons X permet d’identifier la nature des phases présentes dans un

matériau et d’obtenir des informations sur sa structure cristalline.

Les rayons X sont des rayonnements électromagnétiques présentant des longueurs d’onde

proches des distances inter-atomiques des solides que l’on désire analyser. Ainsi, lorsqu’un fais-

ceau de rayons X est envoyé sur un cristal, il y a diffraction par les atomes du réseau et on obtient

un diagramme de diffraction présentant des pics, renseignant sur la nature de l’échantillon. A

l’aide de la loi de Bragg, donnant les conditions d’interférence constructives, il est alors possible

d’interpréter chaque pic du DRX.

Loi de Bragg :

2dhkl sin θ = nλ
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où : d(hkl) est la distance entre 2 plans cristallins d’indice h, k et l

θ est l’angle que fait le faisceau incident avec les plans (hkl),

λ est la longueur d’onde du faisceau incident et n est un entier relatif, correspondant à

l’ordre de la diffraction

Le diffractogramme de rayons X correspond ainsi à l’intensité du rayonnement diffracté en

fonction de la position du détecteur. A partir de la position des pics, il est alors possible de

remonter aux différents d(hkl) d’un cristal et ainsi de connaı̂tre la structure cristalline.

Les diagrammes de diffraction ont été réalisés à l’aide d’un diffractomètre XRD 300TT

SEIFERT, en configuration de Bragg-Brentano (θ − 2θ), travaillant avec la radiation Kα du

cuivre (λ=1,5406Å). Les échantillons ont été préparés en déposant une fine couche de poudre

sur un porte échantillon en aluminium de 1 cm2 spécialement usiné à cette fin.

B.3 WAXS

La technique de diffusion des rayons X aux grands angles est souvent utilisée pour déterminer

la structure des polymères, de nanoparticules ou de matériaux peu cristallisés, voir amorphes.

En effet, un objet contenant des zones cristallisées étendues donne par diffraction des pics bien

définis. Lorsque la taille des zones ordonnées diminue, les pics s’élargissent, jusqu’à se re-

couvrir. Le WAXS permet de retrouver les informations structurales qui persistent dans ces

spectres. Cette technique se réfère spécifiquement à l’analyse des pics de Bragg dispersés aux

grands angles, ce qui (selon la loi de Bragg) implique qu’ils sont causés par des structures de

taille sub-nanométrique.

B.3.1 Principe de la technique

L’échantillon à étudier est placé dans un faisceau de rayons X monochromatique. Il produit

un rayonnement diffusé noté I(s) dans toutes les directions de l’espace, s étant le module du

vecteur d’onde égal à (4π sin θ/λ) avec θ la moitié de l’angle de diffusion et λ la longueur

d’onde du RX incident.

La mesure de l’intensité diffusée en fonction de l’angle de diffusion conduit à une courbe

I(s) = f(θ). Cette intensité peut se décomposer en deux termes. Un premier terme dit intensité
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indépendante (Iindep), n’est fonction que de la composition chimique et s’exprime en fonction

des facteurs atomiques de diffusion des espèces chimiques présentes dans le matériau. Le se-

cond terme, dit intensité réduite (i(s)), contient toute l’information structurale. L’intensité totale

de diffusion élastique peut donc s’écrire :

I(s) = i(s) + Iindep (B.1)

Cette intensité réduite peut être examinée directement dans l’espace réciproque, mais peut

également être examinée dans l’espace réel en effectuant une transformée de Fourier de l’inten-

sité réduite :

F (r) =
2r

π

∫ smax

smin

s.i(s) sin(rs)ds (B.2)

Cet espace réel est en fait l’espace des distances inter-atomiques entre atomes du matériau

étudié. Le résultat de cette opération est une fonction de distribution radiale (FDR) réduite qui

donne une image de la répartition des distances inter-atomiques. L’analyse de la fonction de

distribution radiale fournit une mesure moyenne de la distance métal-métal et/ou métal-ligand

et de l’étendue de l’ordre intérieur de la particule. La distribution des distances inter-atomique

ne suffit pas à proposer une structure, et il nécessaire de la comparer à des FDR simulées pour

les différents modèles structuraux envisagés. Le calcul de l’intensité théorique correspondant à

un modèle se fait grâce à la formule de Debye :

i(s) = 2
N−1∑
i=1

N∑
j=i+1

fi(s)fj(s)

[
sin(s.rij)

s.rij

]
exp(−bijs2) (B.3)

où N est le nombre total d’atomes dans le modèle, fi le facteur de diffusion atomique de

l’atome i, rij la distance entre les atomes i et j, bij un facteur d’agitation thermique affectant

l’interaction entre les atomes i et j. La transformée de Fourier de cette intensité réduite théorique

conduit à la FDR théorique directement comparable à la FDR expérimentale.

Comme dans le cas de toutes les techniques statistiques, le principal inconvénient de cette

technique vient du fait qu’elle fournit une structure moyenne du système étudié. Pour une uti-

lisation optimisée, il faut que le système soit parfaitement homogène et présente des particules

de même structure et de même taille. En effet, la présence dans le milieu d’espèces minoritaires

n’est pas facilement décelable par WAXS mais perturbe la FDR. De même, une FDR résultant

de la présence dans le système de particules de tailles non monodisperses sera difficilement

interprétable. La connaissance, au préalable, de la distribution en taille des particules est donc

nécessaire à l’interprétation de la FDR expérimentale.
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Les mesures WAXS sont réalisées sur une petite quantité de poudre placée dans un capillaire

de Lindemann qui est scellé sous vide afin d’éviter tout risque d’oxydation. Il n’y a aucun

risque de modification structurale induite par l’interaction rayonnement-matière. Les mesures

de diffusion X ont été réalisées sur un goniomètre à deux cercles ω/θ dédié qui possède une

résolution angulaire de 0,001° sur chaque axe et une précision supérieure à 0,005° sur l’angle.

Il est équipé d’un tube à rayon à rayon X classique, d’un monochromateur avant graphite plan,

et d’un détecteur à scintillation. Toutes les fonctions du diffractomète sont sous le contrôle d’un

micro-ordinateur. Le rayonnement utilisé est la raie Kα du molybdène (λ = 0,71069 Å). Une

mesure typique permet de collecter 457 points équidistants en s dans le domaine angulaire 0°

≤ θ ≤ 65° en une vingtaine d’heure. Pour chaque échantillon les données ont été enregistrées

pendant 20h, et ont été corrigées des effets de polarisation, d’absorption et de diffusion du

capillaire vide. Ils ont ensuite été normalisés et une transformée de Fourier a été appliquée pour

obtenir la fonction de distribution radiale.

B.4 XPS

La spectroscopie de photoélectron X (XPS) est une technique spectroscopique quantitative

qui permet de déterminer la composition élémentaire, la formule empirique, les états chimiques

et électroniques de la surface d’un matériau. Si on considère un atome isolé qui est sur le point

d’être ionisé par un photon X d’énergie totale hν+Ei, où hν est l’énergie du photon et Ei celle

de l’atome dans son état initial. Suite à l’absorption du photon et à l’émission du photoélectron,

l’énergie totale est devient EC +Ef où EC est l’énergie cinétique de l’électron et Ef l’énergie

de l’atome dans son état final. Comme l’énergie totale est conservée :

hν + Ei = EC + Ef ⇔ hν − EC = Ef − Ei = BE (B.4)

avec BE qui est l’énergie de liaison de l’orbitale d’où l’électron est éjecté et est égal à la

différence entre l’énergie photonique (que l’on connait) et l’énergie électronique (que l’on me-

sure). Cette énergie de liaion est donc déterminée par la différence entre l’énergie totale de

l’atome à son état initial et de l’ion à son état final. Chaque élément produit un jeu de pics à des

énergies de liaison caractéristiques. Ces pics correspondent aux configurations électroniques des

électrons de chaque atomes (1s, 2s, 2p, 3s...). De plus, le nombre d’électrons détectés pour cha-

cun des pics est directement lié à la quantité d’élement mesurée par unité de volume analysée.

Pour pouvoir déterminer les pourcentages atomiques, le signal XPS doit être corrigé par un fac-
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teur de sensibilité relative (RSF) et normalisé par rapport à l’ensemble des éléments détectés.

Les spectres XPS sont obtenus en irradiant le matériau avec un faisceau de rayons X et en

mesurant simultanément l’énergie cinétique et le nombre d’électrons s’échappant du matériau.

Les électrons ou photo-électrons émis étant fortement absorbés par le matériau, c’est unique-

ment ceux dont l’origine se trouve très près de la surface qui seront mesurés. C’est pourquoi la

profondeur sondée par l’XPS n’est que de quelques nanomètres.

L’XPS permet de détecter tous les éléments ayant un nombre atomique (Z) supérieur ou

égal à 3. Pour tous ces éléments, la limite de détection est de l’ordre de 1/1000. Des limites

de détection de l’ordre du ppm peuvent toutefois être atteinte en accumulant le signal sur de

longues périodes.

Les analyses XPS on été réalisées à l’institut de chimie d’Araraquara, UNESP, Brésil. L’ap-

pareil utilisé est un spectromètre commercial UNI-SPECS UHV. Les échantillons sont excités

par la raie Kα du magnésium (E=1253,6 eV), et la bande passante du détecteur est de 10 eV.

La diffusion inélastique des électrons de coeur est soustraite en utilisant la formule de Shirley.

Les énergie de liaison sont corrigées en utilisant les fonctions CH2 des polymères dont l’énergie

est fixée à 285 eV. La composition de la surface est déterminée à partir des surfaces relatives

des pics, corrigées par les facteurs de sensibilité des éléments correspondants. Les spectres

sont déconvolués sans imposer de contraintes particulières. La largeur à mi-hauteur des pics

(FWHM) varie entre 1,6 et 2 eV, et la résolution en énergie sur la position des pics est de 0,1

eV.

B.5 Détermination de la surface spécifique d’un solide : mesure

BET

La surface spécifique désigne la surface réelle d’un objet par opposition à sa surface ap-

parente. Elle est souvent exprimée en m2/g. La surface spécifique d’une poudre est estimée à

partir de la quantité d’azote adsorbée en relation avec sa pression à la température d’ébullition

de l’azote liquide et sous une pression atmosphérique normale. L’adsorption physique est le

résultat d’interactions spécifique adsorbat-adsorbant. C’est un processus spontané, parfaitement
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réversible, qui se fait sans modification de la structure moléculaire. La détermination de la sur-

face spécifique se fait via la détermination de la quantité de gaz adsorbé, selon le modèle de

Brauner, Emmett et Teller, souvent appelé méthode BET.

L’adsorption (ou la désorption) peut être représentée par un isotherme qui relie l’activité

d’un adsorbat contenu dans une atmosphère donnée, à la quantité d’adsorbat adsorbée sur un

solide en équilibre avec cette atmosphère. L’isotherme d’adsorption est ainsi le reflet des interac-

tions entre un solide et un adsorbat. En fonction des différentes caractéristiques de l’isotherme,

il sera alors possible de déterminer le type de pores, le volume total et le rayon moyen des pores,

ainsi que la distribution de taille des mésopores. Le calcul de la répartition poreuse se fait par la

méthode BJH qui est basée sur l’analyse pas à pas de la branche d’adsorption ou de désorption

de l’isotherme. La méthode BJH, de Barett, Joyones et Hallanda (1951), fait donc le lien entre

des données thermodynamiques de l’isotherme de sorption et des données géométriques, pro-

priétés intrinsèques du solide.

Les analyses BET ont été réalisées sur un appareil BELSORP Mini II. L’échantillon est

d’abord chauffé à 150°C sous vide pendant 16h, afin de désorber toutes les molécules d’eau.

Il est ensuite placé dans une cellule que l’on plonge dans l’azote liquide. L’azote gaz est alors

introduit dans la cellule et se condense à la surface du matériau : l’appareil effectue une mesure

de pression avant et après l’introduction de l’azote. La mesure des différents volumes permet

alors de remonter aux quantités de gaz adsorbées par le solide et ainsi de déterminer la surface

spécifique grâce à la méthode BET.

Lorsque les particules sont sphériques et monodisperses, et si elles ne sont pas poreuses, la

mesure de la surface BET permet de remonter à leur taille :

r =
3000

σ ∗ d
(B.5)

r = rayon de la NP en nm, d = densité en g/cm−1 et σ = surface spécifique en m2/g

B.6 Potentiel zéta et diffusion de la lumière

Le potentiel zéta (potentiel ζ ) représente la charge que la particule acquiert grâce aux ions

qui l’entourent quand elle est en solution. Plus précisemment, le potentiel ζ est la différence de
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potentiel qui existe entre la couche dense de Stern et le liquide environnant (Figure B.2). La va-

leur de potentiel ζ peut être directement reliée à la stabilité des dispersions colloı̈dales et indique

le degré de répulsion entre des particules chargées similaires adjacentes. Ainsi, pour des parti-

cules assez petites, une valeur élevée du potentiel ζ conférera une bonne stabilité à la dispersion

colloı̈dale. Cependant le potentiel ζ ne peut pas être mesuré directement et doit être calculé se-

lon des modèles théoriques et des mesures expérimentales de la mobilité électrophorétique.

Cette mobilité peut être obtenue en mesurant la vélocité avec laquelle les particules vont migrer

vers des électrodes (de charge opposée) lorsqu’un champ électrique est appliqué à une disper-

sion. Cette vélocité est alors obtenue par mesure de la variation de fréquence ou de phase, due

au mouvement des particules, d’un faisceau laser, et convertie en potentiel ζ en tenant compte

de la viscosité du solvant et la permittivité diélectrique et en appliquant la théorie de Smolu-

chowski. En outre, le potentiel ζ va varier en fonction d’un grand nombre de paramètres tels

que la concentration en particules ou le pH de la dispersion.

FIGURE B.2 – Définition du potentiel ζ

Le potentiel ζ peut donc s’annuler lorsque les charges du milieu vont compenser les charges

de surface de la particule. Ce point est appelé point de charge nulle (PZC) ou point isoélectrique

(IEP). Le pH correspondant à ce point dépend du matériau considéré et va varier en fonction

des charges de surface. La mesures du potentiel ζ en fonction du pH est donc un outil de choix

pour caractériser la surface des particules.
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Les mesures de potentiel ζ ont été réalisées à l’IQ d’Araraquara, sur un appareil Zeta Plus

BIC. Tous les échantillons ont été préparés par mise en suspension des poudres (C=0,25 mg/ml)

dans un électrolyte NaCl 10−3 M. Pour chacun des échantillons, le pH a été ajusté par ajout de

NaOH 10−3 ou 10−2 M et HCl 10−3 ou 10−2 M.

La diffusion dynamique de la lumière (DLS) est une technique d’analyse spectroscopique

non destructive permettant d’accéder à la taille de particules en suspension dans un liquide.

Lorsque la lumière d’un laser atteint des petites particules dans une microcuvette, la lumière

diffuse dans toutes les direction (différence d’indice). Ce phénomène est principalement de la

diffusion de Rayleigh, diffusion élastique où les particules sont plus petites que la longueur

d’onde considérée. On peut mesurer l’intensité de la lumière diffusée par les particules à un

angle considéré (90° typiquement) au cours du temps . Cette dépendance en temps vient du fait

que les particules dans un liquide sont soumises au mouvement Brownien à cause de l’agita-

tion thermique. La distance entre diffuseurs (concentration locale) change ainsi sans cesse. Il en

résulte des interférences constructives ou destructives et l’intensité totale mesurée contient des

informations sur la vitesse de mouvement des particules. Un traitement mathématique est mise

en œuvre. On définit la fonction d’autocorrélation qui permet de comparer le signal mesuré à

lui même, mais avec un petit décalage temporaire. Une modélisation graphique permet d’ex-

traire un temps caractéristique de décroissance de cette fonction. Si l’autocorrélation décroit

rapidement (tau faible), c’est que le signal mesuré varie rapidement. C’est le cas lorsque les

particules se déplacent assez vite, donc qu’elles sont de petites tailles (plus mobiles). Le rayon

hydrodynamique est le rayon d’une sphère théorique qui aurait le même coefficient de diffusion

que la particule considérée. Pour une particule chargée la sphère considérée contient la particule

entourée de sa couche diffuse, ce qui entraine une surestimation par rapport à une mesure de

taille par microscopie.

B.7 Analyse thermogravimétrique et élémentaire

L’analyse thermogravimétrique est une technique d’analyse qui consiste en la mesure de

variation de masse d’un échantillon en fonction de la température. Un appareil se compose ty-

piquement d’une enceinte étanche permettant de contrôler l’atmosphère de l’échantillon, d’un

four permettant de gérer la température, d’un module de pesée (microbalances), d’un disposi-
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tif de mesure de température tel qu’un thermocouple et d’un système de contrôle. L’analyse

thermo-différentielle, généralement couplée à la précédente permet de suivre, en fonction de

la temépratude du four, la différence de température entre l’échantillon étudié et une référence

interne

Les analyses ATG/ATD simultanées ont été réalisées au CIRIMAT et/ou au CEMES. Au

CIRMAT, l’appareil utilisé est un SETARAM TG-DTA 92-16, utilisant environ 20 mg d’échantillon.

Ce dernier est comparé à l’α-alumine utilisée comme référence. La température varie de 20 à

1000°C à la vitesse de 3,8°C/min et l’échantillon est balayé par un flux d’air à 1,5 L/h. Au

CEMES, les analyses ont été réalisées sur un LABSYSTG-ATD-1600°C utilisant environ 20

mg d’échantillon, également comparé à l’α-alumine. La température varie de 20 à 1000°C à la

vitesse de 10°C/min et l’échantillon est balayé par un flux de dioxygène.

B.8 Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) est basée sur l’absorption ou la réflexion de radiations

électromagnétiques appartenant au domaine infrarouge (1-1000 µm). Les bandes d’absorptions

situées dans le moyen IR proviennent de l’interaction entre la composante électrique du rayon-

nement électromagnétique et les dipôles oscillants associés aux liaisons chimiques (modes de

vibration). En raison des propriétés de symétrie du champ électrique incident, les vibrations

symétriques sont invisibles en IR.

Les spectres ont été réalisés sur un appareil Perkin Elmer Spectrum 100 Series, dans le

domaine 4000-400 cm−1. L’analyse des poudres est réalisée en pastille, préparées par frittage

de l’échantillon dans un matrice de bromure de potassium (1/100 en masse).

B.9 Résonance magnétique nucléaire du solide

La résonance magnétique nucléaire est une technique de spectroscopie applicable à des par-

ticules ou des ensembles de particules qui ont un spin nucléaire non nul. Dans le phénomène de

résonance magnétique nucléaire, un noyau atomique absorbe le rayonnement électromagnétique

à une fréquence spécifique caractéristique du noyau considéré, en présence d’un fort champ
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magnétique, avec pour conséquence une modification du moment magnétique nucléaire du

noyau. Dès la fin de l’excitation il va y avoir retour à l’état d’équilibre par un processus de

relaxation qui prend un temps plus ou moins long (appelé temps de relaxation) en fonction de

l’état physique de la substance. Une expérience de RMN classique se déroule donc en trois

étapes :

- La matière à étudier est d’abord placée dans un champ magnétique intense qui va orienter

les spins nucléaires

- Ces spins sont ensuite excités par une onde radio à la fréquence de résonnance. Certains

spins basculent alors en recevant cette énergie.

- A l’arrêt de l’excitation, les spins tendent à revenir à leur état initial. Cette désexcitation

comporte deux parties : une composante appelée spin-spin, due à l’interaction entre les

spins , et une composante appelée spin-réseau, provoquée par l’interraction des spins avec

l’environnement (autres atomes).

Si dans les liquides cette dernière composante est moyennée et annulée par mouvement brow-

nien, dans les solides elle est très présente car les molécules sont figées dans l’espace, et elle

entraı̂ne une fort élargissement des raies.

Pour réduire la largeur des pics et étudier séparément chacune des interactions, il existe

cependant plusieurs techniques ou astuces dont les plus courantes sont :

- La méthode de l’angle magique (RMN MAS) : la mise en rotation de l’échantillon à un

angle de 54,7° (dit angle magique ou magic angle spin) a pour conséquence de rétrécir la

largeur du signal.

- Découplage spins rares-spins abondants : afin de mieux percevoir le signal dû à des spins

rares dispersés au sein de spins abondants, l’application d’un fort champ radiofréquence

à la fréquence des spins abondants a pour effet d’annuler la contribution de ces derniers.

Il ne reste alors plus que celle des spins rares qui peu ainsi être observée.

- La polarisation croisée (ou cross polarization : CP) : cette séquence consiste à transférer

l’aimantation du noyau abondant vers le noyau peu abondant. Cela a alors pour effet

d’augmenter la réponse des noyaux peu abondants, mais ne peut être quantitatif, puisque

la contribution des noyaux peu abondants spatialement proches des noyaux abondants

sera plus importante que celle des noyaux peu abondants éloignés des noyaux abondants.
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Les analyses RMN ont été réalisées au Laboratoire de Chimie de Coordination par M. COP-

PEL, sur un spectromètre BRUCKER Avance 400 (9,4T). Les spectres RMN des noyaux 29Si

ont été enregistrés en orientant l’échantillon, placé dans un rotor en zircon de 4 mm tournant à

12 KHz, à l’angle magique avec une fréquence de 83,3 KHz et un temps de recyclage de 60s.

Deux types de séquence ont été appliquées : une séquence de cross polarisation 29Si{1H}CP-

MAS et une séquence de découplage 29Si{1H}DP-MAS . Pour les séquences 29Si{1H}CP-

MAS CP/MAS, la durée du pulse de cross polarisation a été fixée à 3 ms avec une répétition

toutes les 5 s. Pour les séquences 29Si{1H}DP-MAS l’échantillon a été incliné à 30° et les

mesures ont été réalisée toutes les 60 s.

Les spectres RMN des noyaux 13C ont également été enregistrés dans les mêmes conditions

que les noyaux 29Si (MAS, rotor en zircon de 4 mm tournant à 12 KHz, fréquence de rotation

de 83,3 KHz et temps de recyclage de 60s) en appliquant une séquence de polarisation croisée.

Le temps de contact entre les noyaux de carbone et d’hydrogène a été fixé à 2 ms avec un temps

de recyclage de 3 s.

Pour tous les spectres, les déplacements chimiques sont reportés par rapport au tétramethylsilane

(TMS) utilisé comme référence.

B.10 Luminescence

B.10.1 Appareil micro-raman

L’appareil utilisé est un spectromètre UV Dilor XY, équipé d’une caméra CCD. L’excitation

des échantillons est réalisée à 488 nm par un laser Kr-Ar, dont le faisceau est focalisé par un

microscope optique sur l’échantillon déposé sur une lame de verre.

B.10.2 Spectrophotomètre

Cet appareil autorise des mesures sur des échantillons solides, déposés sous forme de poudre

dans des portes échantillons spécialement usinés à cet effet, ou sur des échantillons liquides,

dans des cuves en quartz. L’appareil utilisé est un spectrophotomètre Jobin Yvon Fluorolog

FL3-22, équipé d’un photomultiplicateur Hammamatsu R928. L’excitation est réalisée par une
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lampe Xe 450 W et les bandes spectrales sont sélectionnée par des monochromateurs com-

portant chacun un jeu de deux fentes motorisées dont l’ouverture peut être sélectionnée de

manière continûment variable entre 0 et 7mm. Le Fluorolog-3 comporte également un détecteur

de référence (une photodiode) qui reçoit une fraction de la lumière incidente et permet la nor-

malisation du signal de fluorescence par rapport à l’intensité d’excitation reçue. Cette référence

est très utile pour corriger les fluctuations de la lampe dans le temps (long terme) et pour les

acquisitions des spectres d’excitation. Pour l’analyse des déclins de luminescence, une lampe

Xe pulsée a été employée.

FIGURE B.3 – Schéma du spectrophotomètre

B.11 Microscopie de fluorescence

B.11.1 Microscopie de fluorescence en champ large

La microscopie de fluorescence est un technique communément employée en biologie, qui

tire profit des propriétés de fluorescence des matériaux, pour les appliquer à la microscopie

classique. Dans ces configurations, c’est le signal de luminescence qui est observé au lieu,
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ou en plus, des phénomènes de réflexion ou d’absorption de la lumière. La figure B.4 donne

le principe de fonctionnement d’un microscope de fluorescence. La source excitatrice envoie

une radiation à une longueur d’onde spécifique, qui va être focalisée sur l’échantillon grâce à

l’objectif. La luminescence émise par l’échantillon est ensuite transmise au détecteur par ce

même objectif. Comme la majeure partie de la radiation excitatrice est transmise, seule la partie

réfléchie ou réémise par l’échantillon sera analysée par le détecteur.

FIGURE B.4 – Schéma de principe d’un microscope de fluorescence

Les clichés de microscopie de fluorescence en champ large ont été réalisés à l’IPBS sur un

microscope droit, équipé d’une caméra CCD, permettant de visualiser les images. L’excitation

a été réalisée à 365± 5 nm, et la luminescence a été enregistrée sur tout le spectre visible, entre

400 et 800 nm. Pour toutes les images le temps d’exposition était fixé à 200 ms.

B.11.2 Microscopie confocale des particules

La microscopie confocale repose sur le même principe que la microscopie champ large,

mais utilise, en plus, une résolution en z, permettant d’éliminer tout les signaux n’appartenant

pas au plan de focalisation. Cette technique permet ainsi une reconstruction 3D des images à

partir des images plan par plan obtenues.

Les clichés de microscopie confocale des particules ont également été réalisés à l’IPBS,
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sur un microscope confocal ZEISS LSM 510, équipé d’un laser Ar d’une puissance nominale

de 25 mW travaillant à 3,125 mW. L’excitation est réalisée à 488 nm et l’émission enregistrée

entre 585 et 800 nm. La confocalité des images est assurée grâce à un pinhole placé devant le

détecteur (valeur du pinhole 130 ce qui correspond à 1 unité d’Airy).

B.11.3 Microscopie confocale des cellules

Les images de microscopie confocale des cellules ont été réalisée au département de chimie

de l’université de Hong Kong (City U) à l’aide d’un microscope confocal Leica SP5, equipé

d’un laser Ar et d’un laser pulsé Ti-saphir femtoseconde. Le faisceau du laser argon comprend

plusieurs raies entre 457 et 514 nm, parmi lesquelles on sélectionne une longueur d’onde exci-

tatrice. Le faisceau est focalisé sur les cellules via un objectif 40x en immersion dans l’huile.

Lors de ces expériences, les cellules (HeLa) ont été observées directement dans le milieu de

culture (5% CO2, 37°C) et collées sur une lame de verre.

B.12 Cytométrie en flux

La cytométrie de flux est définie comme l’étude précise d’objets isolés (particules, cellules,

bactéries...vivantes ou mortes), entrainée par un flux liquide ou gazeux, permettant de faire

défiler ces objets à grande vitesse dans le faisceau laser en les comptant et les caractérisant.

Il s’agit donc d’analyser les signaux optiques ou physiques émis par un objet coupant ce

faisceau et plus particulièrement la lumière réémise par diffusion ou fluorescence. Les signaux

optiques recueillis peuvent être de trois types, chacun ayant une intensité corrélée avec les

propriétés particulaires :

– la lumière diffusée : celle ci renseigne sur la morphologie et la structure de l’objet. Si

la diffusion de la lumière est mesurée dans l’axe du rayon incident, l’intensité du signal

peut être corrélée avec la taille et la viabilité cellulaire. Sous un angle de 90°, la mesure

correspond à la structure intra-cellulaire de la cellule (granulosité, morphologie, rapport

nucléo-cytoplasmique).

– la lumière absorbée : cette mesure évolue proportionnellement au diamètre de la cellule

(supposée sphérique) et à l’indice d’absorption des constituants.

– la fluorescence émise : cette fluorescence peut être d’origine endogène, mais le plus sou-

vent, elle est apportée à la cellule par un fluorochrome. Celui-ci absorbe l’énergie du laser
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et réémet l’énergie absorbée sous forme de photons d’une longueur d’onde plus élevée.

Ces signaux sont ensuite séparés par des filtres optiques, et collectés par des photomultipli-

cateurs, amplifiés, numérisés, traités et stockés informatiquement. Le résultat d’une analyse peut

se présenter sous la forme d’histogrammes monoparamétrés (un paramètre en abscisse, l’or-

donnée correspondant au nombre d’événements par canal), ou sous la forme d’histogrammes

biparamétrés (un paramètre en abscisse, un autre en ordonnée, le nombre d’évènements étant

représenté par la densité de nuages de points). Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cel-

lule) est donc multiparamétrique et peut s’effectuer à la vitesse de plusieurs milliers d’événements

par seconde.

L’analyse par cytométrie de flux est réalisée sur des objets individuels, il est donc nécessaire

que les échantillons se présentent sous la forme d’une suspension.

Les principales applications de la cytométrie de flux concernent le domaine clinique. Il est

ainsi possible de

– suivre une population de cellules par la taille et la granulosité du cytoplasme

– évaluer la présence de protéines membranaires sur des cellules vivantes

– trier des cellules vivantes selon l’expression de certains marqueurs

– évaluer la viabilité d’une population de cellules, sa mortalité et de type de mort

Par exemple, en cancérologie la cytométrie de flux est utilisée pour détecter les cellules pa-

thologiques, en mesurant le contenu anormal d’ADN dans le noyau de la cellule tumorale. Elle

permet également de suivre la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle en

fonction de divers stimulus ou de l’ajout de certaines drogues. Enfin, de nombreuses études en

pharmacologie font aussi appel a cette technique pour la mise au point de drogues antimitotiques

ou pour l’immunothérapie.

L’appareil utilisé est un cytomètre de flux BD LSR II, comportant quatre lasers alignés qui

permettent d’acquérir jusqu’à dix couleurs. Les lasers sont fixes et transmettent le faisceau à

la cellule de mesure et aux détecteurs via un système de miroirs. Ces détecteurs, appelés en

fonctions de leur géométrie, “trigons” et “octagons” collectent la fluorescence et transforment

l’intensité en un signal électronique puis numérique. Le schéma de principe de l’appareil utilisé

est présenté Figure B.5.

Dans cette configuration, l’enregistrement du signal n’est réalisé que sur 1 µs et la durée de

parcours entre chacun des laser est de 20 µs.
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FIGURE B.5 – Schéma de principe de l’appareil utilisé
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ANNEXE C

PROTOCOLES EXPÉRIMENTAUX

C.1 Synthèse des NPs de Ln(OH)CO3.H2O :Eu3+

C.1.1 Principe

Les NPs luminescentes de Ln(OH)CO3 :Eu3+ Ln = Y ou Gd) ont été synthétisées à partir

de précurseurs nitrates en milieu aqueux. La méthode utilisée se base sur la décomposition de

l’urée pour une température supérieure à 70°C, décrite par Matijevic et Hsu [93] Le mécanisme

réactionnel a été présenté au paragraphe III.2.1.1.

Nous avons sélectionné les conditions de synthèse par coprécipitation les mieux appropriées

pour obtenir des particules sphériques monodisperses en taille.

C.1.2 Mode opératoire

Les concentrations utilisées sont : 5,6.10−3 M pour les précurseurs de lanthanides (yttrium

ou gadolinium et europium, avec un rapport Ln/Eu = 0,95/0,05), et 0,5 M en urée. Une synthèse

typique est réalisée pour 800 mL de solvants, ce qui correspond à 2,13 mL de Gd(NO3)3,

151,3 µL de Eu(NO3)3 et 24 g d’urée. Les précurseurs nitrates, ainsi que l’urée sont alors

dissous dans l’eau distillée et la solution est placée dans un ballon fermé hermétiquement, et

agitée à 85°C pendant environ 2h. Il se forme ainsi un précipité blanc. La suspension est alors

centrifugée afin d’isoler le précipité, qui est ensuite lavé plusieurs fois à l’eau distillée pour

éliminer l’urée, les sels d’ammonium et les précurseurs qui n’auraient pas réagi. Il est ensuite

séché à l’étuve à 80°C pendant une nuit.
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C.2 Synthèse des NPs de Ln2O3 :Eu3+

Les NPs d’oxyde de lanthanide sphériques et monodisperses en taille ont été obtenues par

traitement thermique des NPs d’hydroxycarbonate. La température de calcination a été fixée à

850°C pendant 4 heures afin de les convertir les hydroxycarbonates en oxyde selon l’équation

C.1.

2 [ Ln(OH)CO3(H2O)0 5] −→ Ln2O3 + 2 H2O + 2 CO2 (C.1)

De cette manière, des oxydes d’yttrium Y2O3 et de gadolinium Gd2O3, tous les deux dopés

à l’europium ont été produits.

C.3 Synthèse des NPs de Ln2O2S :Eu3+

Les nanoparticules de Ln2O2S ont été préparées par sulfuration des particules d’hydroxycar-

bonates de lanthanides, par sulfuration de ces dernières. Le montage (figure III.24) a été conçu

pour un double emploi : sulfuration et recuit sous gaz inerte (argon).

Après optimisation, le protocole final retenu pour réaliser une sulfuration par CS2 est le

suivant :

- Un traitement de 1h30 à 750°C sous une atmosphère suffisante composée d’un mélange

argon (50ml/min) et soufre (5ml/min) (vitesse de montée du four = 10°C/min). Cette 1e

étape a pour effet de produire l’oxysulfure.

- Un recuit de 4h à 1000°C sous atmosphère inerte (argon), afin de cristalliser l’oxysulfure.

Remarque : Le CS2 est maintenu dans un bain de glace à 4°C pendant toute la durée de

l’expérience afin, d’une part d’obtenir une tension de vapeur saturante constante, et d’autre part

d’éviter tout risque d’explosion.

C.4 Synthèse des NPs de SiO2 :Eu3+ par spray pyrolyse

Les poudres de silice ont été préparées à partir d’un précurseur commercial : le Ludox AS 40

(Sigma Aldrich). Celui-ci est constitué d’une dispersion colloı̈dale de nanoparticules de silice

de 20 nm dans une solution aqueuse d’ammonium contenant 40% en masse de SiO2 à un pH

d’environ 2. La concentration en SiO2 dans la solution à nébuliser est 0,3 M. L’europium a été
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apporté à la solution sous forme d’ions Eu3+ , par ajout d’une solution de nitrate d’europium

(1,96 M) dans un rapport Eu/(Eu+Si) = 5%. Enfin, le solvant utilisé est constitué d’un mélange

éthanol/eau = 1/10 (v/v). La température de la zone de chauffage est fixée à 600°C.

C.5 Modification des NPs avec l’APTES

Les réactions de fonctionnalisation ont été réalisées en milieu anhydre, dans le toluène. Dans

un premier temps, les NPs sont séchées à 120°C sous vide pendant trois heures afin d’activer

les groupements hydroxyles. Puis, 500 mg de particules sont mises en suspension dans 50 ml

de toluène et la quantité voulue d’APTES est ajoutée. Le mélange est agité à reflux à 110°C

(température d’ébullition du toluène) pendant 24 à 72h. Il est ensuite centrifugé et lavé plu-

sieurs fois au toluène puis à l’éthanol avant d’être séché à 110°C sous vide. Selon ce protocole

une grande variété de particules ont été modifiées avec différentes concentrations en APTES :

SiO2 :Eu3+ , Ln2O3 :Eu3+ (Ln = Gd ou Y), Gd2O2S :Eu3+ ou Gd2O3 :Eu3+ @SiO2. Dans le

chapitre IV, les échantillons sont notés GR-X où GR est le taux de modification déterminé par

analyse élémentaire et X le matériau modifié (Si pour SiO2 :Eu3+ , Y et Gd pour Y2O3 :Eu3+ et

Gd2O3 :Eu3+ respectivement, GdS pour Gd2O2S :Eu3+ . GdSi est la notation employée pour

Gd2O3 :Eu3+ @SiO2 et GdT pour Gd2O3 :Eu3+ +TEOS/APTES).

C.6 Dosage du taux d’amines accessibles

La réaction de couplage du FITC avec des NPs modifiées est réalisée dans le diméthylformamide

(DMF). Le protocole utilisé a été mis au point à l’aide de ceux décrits par Giaume et al. [35] et

Invitrogen [142]. Divers essais ont du être réalisés pour son optimisation.

Dans un premier temps, les NPs greffées sont mises en suspension dans le DMF, à une

concentration de 0,25 mg/ml. Afin de favoriser le couplage du FITC avec les NH2 de l’APTES,

du triethylamine (NEt3) est ajoutée à une concentration de 1% molaire par rapport à la concen-

tration en APTES déterminée par analyse élémentaire. Le TEA est une base faible qui a pour

fonction de basicifier légérement le milieu afin que toutes les fonctions amines de l’APTES

se présentent bien sous leur forme NH2 et non pas NH+
3 qui n’est pas ciblé par le FITC. Pa-

195



Chapitre C: Protocoles expérimentaux

rallèlement, une solution de FITC est préparée à une concentration de 7 mg/ml dans le DMF.

Après homogénéisation de la suspension de NPs, la quantité voulue de FITC est ajoutée. Les

études préliminaires que nous avons réalisées ont montré qu’une quantité équivalente à deux

fois la concentration en NH2 déterminées par analyse élémentaire était optimale pour réaliser le

couplage. Les suspensions sont ensuite agitées pendant 12h à température ambiante et à l’abri

de la lumière puis elles sont centrifugées et lavées plusieurs fois à l’éthanol afin d’éliminer toute

trace de FITC résiduel qui risquerait de perturber les mesures.

C.7 Internalisation des NPs dans les cellules

Les cellules cancéreuses HeLa sont maintenues dans un milieu de culture supplémenté avec

10% de FBS (fetal bovine serum) et 1% de penyciline et streptomicyne dans une atmosphère

régulée en CO2 (5%). Pour la mise en contact des NPs, 2 mL de cellules dilluées de 1 :2 à

1 :4 sont disposées dans des boites de culture. Pour cela, elles sont disposées sur des lamelles

stériles 18x18 mm. Les cellules sont maintenues pendant 2 jours dans le milieu de culture afin

de réaliser leur accroche sur les lamelles et leur multiplication. Des solutions de NPs à 1 mg/mL

dans le PBS sont préparées et soumises à sonification pendant 30 min, avant d’être ajoutées aux

cellules dans le milieu de culture de façon à atteindre le rapport 1 :200. Après incubation 12h à

37°C, le milieu de culture est extrait et les cellules sont lavées deux ou trois fois avec PBS, puis

2 ml de milieu de culture sont à nouveau ajoutés. L’observation des cultures est réalisée sans

autre préparation, les boites sont placées dans une chambre à atmosphère controlée (37°C, 5%

CO2) et observées avec un microscope confocal en configuration inversée.
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[47] M. Arroyo-Hernandez, J. Pérez-Rigueiro, and J.M. Martinez-Duart. Formation of amine

functionalized films by chemical vapour deposition. Materials Science and Engineering

C, 26 :938 – 941, 2006.

[48] Z. Jianying, L. Yuhan, G. Haiquan, and G. Lianxun. Relative surface density and stability

of the amines on the biochip. Chin J Anal Chem, 34(9) :1235–1238, 2006.

[49] A. Van Blaaderen and A Vrij. Synthesis and characterization of monodisperse colloidal

organo-silica spheres. Journal of colloid and interface science, 156 :1–18, 1993.

[50] Z. Xu, Q. Liu, and J.A. Finch. Silanation and stability of 3-aminopropyl triethoxy silane

on nanosized superparamagnetic particles : I.Direct silanation. Applied Surface Science,

120 :269–278, 1997.

201



Chapitre C: BIBLIOGRAPHIE

[51] S. Campelja, D. Makovec, and M. Drofenik. Functionalization of magnetic nanoparticles

with 3-aminopropylsilane. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 321 :1346–

1350, 2009.

[52] Q. Lu, A.H. Li, F.Y. Guo, L. Sun, and L.Ch. Zhao. Experimental study on the surface

modification of Y2O3 :Tm3+/Yb3+ nanoparticles to enhance upconversion fluorescence

and weaken aggregation. Nanotechnology, 19 :145701–145710, 2008.

[53] A.C. Faure, G. Barbillon, M. Ou, G. Ledoux, O. Tillement, S. Roux, D. Fabregue, A. Des-

camps, J.L. Bijeon, C.A. Marquette, C. Billotey, C. Jamois, T. Benyatou, and P. Perriat.

Core/shell nanoparticles for multiple biological detection with enhanced sensitivity and

kinetics. Nanotechnology, 19 :485103–485111, 2008.

[54] L.D. White and C.P. Tripp. Reaction of (3-aminopropyl)dimethylethoxysilane with

amine catalysts on silica surfaces. Journal of Colloid and Interface Science, 232 :400–

407, 2000.

[55] G. Racah. Theory of complex spectra. II. Phys. Rev., 62 :438–462, 1942.

[56] G. Racah. Theory of complex spectra. III. Phys. Rev., 63 :367–382, 1943.

[57] G. Racah. Theory of complex spectra. IV. Phys. Rev., 76 :1352–1365, 1949.

[58] G. Racah. L(L+1) correction in the spectra of the iron group. Phys. Rev., 85 :381–382,

1952.

[59] R.J. Elliott and K.W.H. Stevens. The magnetic properties of certain rare-earth ethyl

sulphates. Proc. Roy. Soc. Lond. A, 219 :387–404, 1953.

[60] R.J. Elliott and K.W.H. Stevens. The theory of magnetic resonance experiments on salts

of the rare earths. Proc. Roy. Soc. Lond. A, 218 :553–566, 1953.

[61] R.J. Elliott and K.W.H. Stevens. Matrix elements and operator equivalents connected

with the magnetic properties of rare earth ions. Proc. Roy. Soc. Lond. A, 65 :209, 1952.

[62] B.R. Judd. Série de cours sur les configurations électroniques et le champ cristallin.
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Sud, Orsay, France, 1979.

[70] L.D. Carlos, R.A.S. Ferreira, V. de Zea Bermudez, and S.J.L. Ribeiro. Lanthanide-

containing light-emitting organic–inorganic hybrids : A bet on the future. Adv. Mater.,

21 :509–534, 2009.

[71] J. Dexpert-Ghys, B. Piriou, N. Jacquet Francillon, and C. Sombret. Europium site selec-

tive spectroscopy of aluminosilicate glasses : structural approach and influence of phos-

phorous on the lanthanide’s environment. J. Non crist. Solids, 125 :117–128, 1990.

[72] M.H.V. Werts, R.T.F. Jukes, and J.W. Verhoeven. The emission spectrum and the radia-

tive lifetime of Eu3+ in luminescent lanthanide complexes. Phys. Chem. Chem. Phys.,

4 :1542–1548, 2002.

[73] K. Binnemans, K. Van Herck, and C. Görller-Warland. Influence of dipicolinate li-

gands on the spectroscopic properties of europium (III) in solution. Chem. Phys. Lett.,

266 :297–302, 1997.

[74] P. Dorenbos. Systematic behaviour in trivalent lanthanide charge transfer energies.

Journal of Physics : Condensed Matter., 15(49) :8417, 2003.

[75] P. Dorenbos. The Eu3+ charge transfer energy and the relation with the band gap of

compounds. Journal of luminescence, 111 :89–104, 2005.

[76] R.M. Supkowskia and Jr. W.DeW. Horrocks. On the determination of the number of

water molecules, q, coordinated to europium(III) ions in solution from luminescence

decay lifetimes. Inorganica Chimica Acta, 340 :44–48, 2002.

[77] Jobin Yvon. A guide to recording fluorescence quantum yields.

http ://www.horiba.com/fileadmin/uploads/Scientific/Documents/Fluorescence/quantumyieldstrad.pdf.

203



Chapitre C: BIBLIOGRAPHIE

[78] B. Bihari, H. Eilers, and B.M. Tissue. Spectra and dynamics of monoclinic Eu2O3 and

Y2O3 :Eu3+ nanocrystals. Journal of Luminescence, 75 :l–10, 1997.

[79] W.O. Gordon, J.A. Carter, and B.M. Tissue. Long-lifetime luminescence of lanthanide-

doped gadolinium oxide nanoparticles for immunoassays. Journal of Luminescence,

108 :339–342, 2004.
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[140] M. Leskelä and L. Niinistö. Thermal decomposition of rare earth oxysulfides in air.

Journal of thermal analysis, 18 :307–314, 1980.

[141] L. Jin, X. Mao, Sh. Wang, and M. Dong. Optimization of the rheological properties of

yttria suspensions. Ceramics International, 35 :925–927, 2009.

[142] Molecular Probes Invitrogen. Amine-reactive probes : Protocole de dosage des amines
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SYNTHESE ET CARACTERISATION DE NANOPARTICULES 
LUMINESCENTES A BASE DE LANTHANIDES : 

VERS DE NOUVEAUX BIO-MARQUEURS 
 
 
Ce travail concerne la mise au point de nanoparticules (NPs) luminescentes utilisables 

comme bio-marqueurs. Des nanoparticules inorganiques ont été synthétisées, dans lesquelles l'ion 
luminescent (Eu3+ pour la plupart des mesures) est introduit en substitution dans une matrice oxyde. 
 

Des nanoparticules de LnOHCO3:Eu3+ (Ln = Y ou Gd), de Ln2O3:Eu3+, de Ln2O3S:Eu3+ et de 
SiO2 :Eu3+ ont été caractérisées avec les techniques ATG, DRX-WAXS, TEM, IR et 
photoluminescence (PL). La précipitation contrôlée en présence d'urée est la voie qui a été optimisée 
pour obtenir des NPs sphériques et monodisperses en taille (150±15 nm). Ces particules 
d'hydroxycarbonate de lanthanide amorphes peuvent être utilisées comme marqueurs luminescents, 
telles quelles, ou après leur conversion en oxyde ou en oxysulfure. Pour les particules de SiO2:Eu3+, 
c'est la synthèse par pyrolyse d'aérosol qui a été employée. Ces particules sont sphériques d'un 
diamètre moyen de 350 nm.  
 

Dans un second temps, les NPs inorganiques ont été modifiées en surface, par réaction avec 
des alcoxysilanes, afin d’y greffer des fonctions amines réactives. Plusieurs voies de modification 
ont été explorées : avec APTES (aminopropyltriethoxysilane), avec TEOS (tetraethoxysilane) puis 
APTES ou avec le mélange TEOS+APTES. Les mêmes techniques de caractérisation ont été 
appliquées aux particules modifiées, ainsi que l'analyse chimique, la RMN du solide et l'XPS. Des 
mesures de DLS et potentiel ζ des NPs en suspension dans l'eau ont été réalisées, ainsi que 
l'évaluation du nombre de NH2  accessibles par le couplage avec FITC (fluorescéine isothiocyanate). 
La modification directe de l'oxyde (Y2O3, Gd2O3) par APTES est la voie la plus favorable, et permet 
de greffer une couche d'environ 1 nm d'épaisseur, homogène à l'observation par TEM et présentant 
le plus grand nombre de NH2 accessibles.  
 

Finalement, pour progresser vers les applications de marquage luminescent en milieu 
biologique, la luminescence des particules a été observée et analysée : 

- au spectrofluorimètre, après leur dispersion dans l'eau 
- au microscope de fluorescence, sur lame de verre, sous excitation en bande large 
- au microscope confocal, sous excitation laser, après internalisation des particules dans des 

cellules cancéreuses 
- au cytomètre de flux 

 
 
 
 
Mots clés : Europium, Luminescence, Nanoparticules, Bio-marquage, Greffage, Amino-silane 
 
 
 
 



 
SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF LANTHANIDE- BASED  

LUMINESCENT NANOPARTICLES : 
TOWARD NEW BIO-LABELS 

 
 

This work deals with the development of luminescent nanoparticles (NPs) suitable as bio-
labels. Inorganic NPs have been synthesized, in which luminescent ion (Eu3+ in most of cases) is 
substituting ions of the oxide host matrix.  
 

NPs of Ln(OH)CO3:Eu3+ (Ln = Y or Gd), Ln2O3:Eu3+, Ln2O2S:Eu3+ and SiO2:Eu3+ have been 
characterized by the way of TGA, WAXS-XRD, TEM, IR and photoluminescence (PL) techniques. 
The controlled precipitation using urea as precipitating agent is the way chosen and optimized to 
obtain spherical and monodispersed in size (150±15 nm) NPs. These particles of amorphous 
lanthanide hydroxycarbonate can directly be used as luminescent bio-labels or after their conversion 
in oxide or oxysulfide. For the silica particles, the synthesis by aerosol pyrolysis has been used. The 
obtained particles are spherical with a main diameter of 350 nm. 
 

In a second step, the surface of the inorganic NPs has been modified, in order to graft amino-
reactive functions. Several modification ways have been explored: with APTES 
(aminopropyltriethoxysilane), with TEOS (tetraethoxysilane) and then APTES, or with a 
TEOS/APTES mixture. The same characterizations techniques have been applied to the modified 
particles, and chemical analysis, solid state NMR and XPS. DLS and ζ-potential of the NPs 
dispersed in water have also been measured. These analyses have been completed by the evaluation 
of the number of accessible amine functions by coupling with FITC (fluoresceine isothiocyanate). 
The direct modification of oxides (Y2O3 or Gd2O3) with APTES is the best way, and an homogenous 
layer of 1 nm with a high number of accessible amine can be graft.  
 

Finally, to move toward luminescent bio-labelling in biological medium, the luminescence of 
the NPs has been observed and analyzed using: 

- A spectrofluorimeter, after their dispersion in water 
- A fluorescence microscope, on glass slides, under broad band excitation  
- A confocal microscope, under laser excitation, after their internalisation in cancer cells 
- A flow cytometer 

 
 
 
 
 
Keywords : Europium, Luminescence, Nanoparticles, Bio-labelling, Grafting, Amino-silane 
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