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Introduction

Depuis plusieurs années, les avancées médicales et technologiques réalisées dans le cadre de la recherche
contre le cancer ont nettement augmenté les chances de survie et de guérison face & cette maladie.
Cependant, elle reste I'une des premiéres causes de mortalité en Europe avec environ 1,7 millions de
décés chaque année ! et des progrés restent & accomplir en termes de prévention, de diagnostic précoce et
de prise en charge. Dans ce contexte, les avancées récentes en synthése, stabilisation et fonctionnalisation
de nanomatériaux ont permis de développer des marqueurs de taille nanométrique compatibles avec les
milieux biologiques, permettant ainsi d’envisager des avancées majeures pour le diagnostic précoce et le
suivi du traitement de telles maladies.

Par ailleurs, les récents progrés dans le domaine de 'imagerie optique sont importants et ouvrent
de nombreuses possibilités en termes d’applications pour la biologie et la médecine. En effet, la large
diffusion de techniques telles que la microscopie confocale et la microscopie multiphotonique couplée au
développement de marqueurs fluorescents est a l'origine de progrés significatifs en imagerie biomédicale.
Cependant, "utilisation de ces techniques basées principalement sur la fluorescence présente certaines li-
mitations. L’autofluorescence des tissus a tendance & réduire le contraste optique, le temps d’observation
est souvent restreint a des durées de 'ordre de quelques dizaines de minutes en raison du photoblanchi-
ment des marqueurs organiques et des inconvénients tels que le clignotement de la fluorescence peuvent
apparaitre avec 'utilisation de nanocristaux semi-conducteurs, appelés Quantum Dots (ou boites quan-
tiques). Ces derniers présentent également une toxicité élevée qui peut les exclure de certaines applications
biologiques, en particulier in vivo. Enfin, pour les marqueurs organiques, la toxicité générée par des effets
de photodégradation chimique peut étre également problématique .

Face a ces limitations, une nouvelle génération de sondes optiques a propriétés optiques non linéaires
est en cours de développement. Il s’agit de nanocristaux de structure cristalline non-centrosymétrique
qui ont la particularité de générer un rayonnement & la fréquence double lorsqu’ils sont soumis & un flux
incident intense. En microscopie multiphotonique, 1’exploitation de ce processus, appelé génération de
second harmonique (GSH), offre de nouvelles possibilités en termes de suivi sur de longues durées et de
profondeur de pénétration dans les tissus biologiques 234. En effet, la génération de second harmonique
est un phénomeéne non résonant, limitant ainsi la photodégradation des marqueurs et permettant leur
suivi sur de longues durées. De plus, ce processus optique est relativement indépendant de la longueur
d’onde d’excitation, ce qui permet de travailler dans le proche infrarouge. Dans cette gamme spectrale les
tissus biologiques absorbent peu. On augmente ainsi la profondeur d’imagerie tout en diminuant I’énergie
lumineuse déposée dans 1’échantillon.

1. Portail de la commission européenne pour la santé publique, http://ec.europa.eu/health-eu/index_en.htm

2. B. E. Cohen, Biological imaging : Beyond fluorescence, Nature. 467, 407-408 (2010)

3. W. Dempsey, S. Fraser, P. Pantazis, SHG nanoprobes : Advancing harmonic imaging in biology BioEssays, 34, 351-360
(2012)

4. L. Bonacina, Nonlinear Nanomedecine : Harmonic Nanoparticles toward Targeted Diagnosis and Therapy. Molecular
Pharmaceutics, 10 (3), 783-792, 2012
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INTRODUCTION

Au laboratoire SYMME, Les projets de recherche collaboratifs Naomi 5 (Nano-sOndes Multifonction-
nelles pour I'Imagerie) et Namdiatream ¢(NAnotechnological toolkits for Multi-modal disease DIAgnostics
and TREAtment Monitoring) ont ainsi pour objectif le développement de nano-sondes performantes pour
I’imagerie biomédicale et le diagnostic précoce de cellules tumorales.

Récepteur membranaire
(marquage cellulaire)

o 4 radioactif,
(e}

Nanocristal TEP
GSH et HN
imagerie Oj/ (0]
optique 5 F 4
Encapsulation

Nano-sonde = nanoparticule fonctionnalisée

L’utilisation de tels marqueurs pour ces applications nécessite de regrouper des compétences multidisci-
plinaires allant de la synthése des nanocristaux a leur manipulation en milieu biologique, en passant par
la maitrise des techniques de microscopie. Ces différents thémes de recherche sont étudiés par différents
partenaires impliqués selon leur domaine de compétences. La société de cristallogenése FEE 7 travaille
sur la synthése des nanocristaux ainsi que le laboratoire SYMME &, qui a aussi pour réle de quantifier les
propriétés de GSH des particules obtenues et de les stabiliser en milieu aqueux par une modification de
leur chimie de surface. La synthése et ’encapsulation des nanocristaux est également développée au la-
boratoire LAGEP ?. La fonctionnalisation des particules pour un marquage spécifique est développée par
le laboratoire de chimie LSPN !© en coopération avec une équipe de recherche en chimie biomédicale du
CHUYV 1. Cette méme équipe est également responsable de la manipulation des milieux biologiques, des
études de toxicité et des observations in vitro de marquage sur différentes lignées cellulaires. L’imagerie
biphotonique est réalisée au sein du laboratoire GAP-biophotonics 2 sur une plateforme développée par
Nikon. L’entreprise AAA '3, qui développe des marqueurs radioactifs pour la tomographie & émission de
positons, est également impliquée dans ce projet de recherche dans I'optique de développer des sondes mul-
tifonctionnelles. Par ailleurs, une équipe de biologie du laboratoire CARRTEL 4 s’intéresse au marquage
spécifique de bactéries en milieux biologiques lacustres pour les aspects biodiversité et pollution. L’entre-
prise Epithelix '® est concernée quant & elle par des applications de vectorisation de médicaments pour
les troubles respiratoires et par un marquage permettant d’observer efficacité des traitements utilisés.
Une derniére équipe partenaire, issue du CHU de Genéve ', a pour thématique principale de recherche
la différenciation de cellules souches en cellules cardiaques et ce pour des applications thérapeutiques.

Mon travail de thése s’inscrit dans cette démarche générale et porte plus particuliérement sur la carac-
térisation des propriétés de GSH des nanocristaux. Ces propriétés optiques, communément caractérisées
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sur des cristaux massifs, des poudres micrométriques et des couches minces, sont peu étudiées a ’échelle
des cristaux nanométriques. En raison de leur taille, il est en effet impossible d’utiliser les moyens usuels
de caractérisation. La microscopie de GSH permet dans une certaine mesure d’accéder a des informations
pertinentes sur les propriétés optiques non linéaires des nanoparticules mais son utilisation est limitée
d’un point de vue quantitatif. Dans ce travail, nous mettons en application une technique basée sur des
mesures d’ensemble pour déterminer les efficacités de GSH de nanocristaux. A 1'origine, la technique
de diffusion Hyper-Rayleigh a été développée afin de caractériser les propriétés optiques non linéaires
de molécules. Par la suite, son application a été étendue & des objets de plus grande taille tels que des
assemblages moléculaires ou des nanoparticules centrosymétriques et métalliques. La caractérisation de
nanocristaux non-centrosymétriques est relativement nouvelle et seules quelques études font actuelle-
ment part de l'utilisation, présentée dans ce travail, de la technique de diffusion Hyper-Rayleigh pour cet
objectif.

Ce mémoire est divisé en cing chapitres. Dans le chapitre 1, nous introduisons les notions d’optique
non linéaire nécessaires & la compréhension de ce travail. Elles permettront de mieux appréhender les
intéréts des nanocristaux GSH qui sont ensuite détaillés pour I'imagerie. Le principe et les avantages de la
microscopie multiphotonique sont également présentés puis nous donnons un état de ’art sur I'utilisation
des marqueurs GSH pour des applications en imagerie biomédicale.

Le chapitre 2 porte sur la technique de diffusion Hyper-Rayleigh que nous avons utilisée pour la
caractérisation optique des marqueurs. Aprés en avoir présenté le principe et le formalisme général, nous
présentons les particularités liées a 'application de cette technique & des suspensions de nanocristaux. Les
protocoles de mesures optiques, le montage expérimental utilisé ainsi que les techniques de caractérisations
complémentaires sont aussi exposés.

Dans le chapitre 3, nous présentons les résultats des mesures de l'efficacité de GSH des marqueurs
étudiés : BaTiOs, KNbO3, KTP, LiNbO3 et ZnO. Nous commengons par une description générale des
caractéristiques de ces différents types de nanomatériaux. Nous décrivons ensuite la démarche globale de
mesure et nous nous intéressons tout particuliérement a sa validité, en identifiant les parameétres a prendre
en compte pour une détermination fiable des coefficients optiques non linéaires moyens des nanocristaux.
Les résultats obtenus par cette approche, qui essaie de quantifier I'influence de la taille et de la forme des
nanocristaux, sont ensuite présentés et discutés.

Le chapitre 4 décrit les mesures aboutissant a l'identification des composantes indépendantes du
tenseur optique non linéaire de second ordre des nanocristaux. Des mesures résolues en polarisation ont
ainsi été effectuées. Leur analyse est présentée et discutée dans cette section. Par ailleurs, nous montrons
dans une seconde partie I'influence de la forme des nanocristaux, & travers une étude de la réponse en
polarisation réalisée sur des aiguilles d’iodate de fer en formation.

Le chapitre 5 porte sur la caractérisation de nanocristaux de ferrite de bismuth (BFO), un matériau
multiferroique dont ['utilisation est envisagée dans le cadre du projet pour la fabrication de sondes
multifonctionnelles couplant, par exemple, les propriétés magnétiques et optiques non linéaires de ce
matériau. Ces derniéres sont trés peu connues mais présentent a priori un fort potentiel pour le marquage
optique. La caractérisation par diffusion Hyper-Rayleigh est ici appliquée & des nanocristaux de BFO afin
d’obtenir une estimation de lefficacité de GSH de ces marqueurs potentiels.







Génération de Second Harmonique de nanoparticules et
applications en imagerie bio-médicale

Introduction

Le développement de I'imagerie biomédicale est un enjeu actuel majeur en biologie et en médecine.
On peut citer par exemple la lutte contre le cancer qui nécessite des méthodes de diagnostic toujours plus
performantes. De maniére générale, ’amélioration des techniques d’imagerie, et en particulier I'imagerie
optique, représente aussi un atout non négligeable pour I’étude et la compréhension du monde du vivant
et des maladies.

La génération de second harmonique, appelée également doublage de fréquence, est un phénomeéne
optique non linéaire qui présente un fort potentiel pour le développement de I'imagerie biomédicale. On
envisage ainsi depuis peu de réaliser du marquage biologique grace a des nanoparticules, dont la taille
favorise une bonne interaction avec les milieux biologiques et pour lesquelles les propriétés de doublage
de fréquence permettent une détection aisée en microscopie.

L’objectif de ce premier chapitre est donc de présenter les propriétés de génération de second har-
monique des nanoparticules considérées et de démontrer leur intérét pour des applications en imagerie
biologique. Dans une premiére partie, nous introduirons les fondamentaux de I’optique non linéaire ainsi
que les formalismes qui seront utilisés dans la suite de ce manuscrit. Une seconde partie décrira briéve-
ment les derniéres avancées en microscopie optique pour des applications biologiques avant de présenter
un état de ’art sur 'utilisation de nano-marqueurs a doublage de fréquence pour I'imagerie biomédicale,
en considérant les avantages intrinséques & l'optique non linéaire.

I Optique Non Linéaire et Génération de Second Harmonique

L’Optique Non Linéaire (ONL) correspond a 1’étude de la réponse optique des matériaux lorsqu’ils
sont soumis & une lumiére trés intense. L’ONL est un domaine qui est apparu peu aprés l'invention du
laser et la premiére observation de Génération de Second Harmonique (GSH) par Franken et al. date de
1961 [Franken 61].

Dans un premier temps, nous présenterons une courte description des phénoménes ONL, nous permet-
tant d’introduire les formalismes que nous utiliserons par la suite. Ensuite, nous décrirons de maniére plus
précise les propriétés ONL de second ordre, qui sont a l'origine de la Génération de Second Harmonique.
Enfin, nous nous intéresserons en particulier & la GSH au niveau microscopique, ce qui permettra de
mieux saisir les enjeux des études propres aux nanocristaux.




CHAPITRE 1 : GENERATION DE SECOND HARMONIQUE DE NANOPARTICULES ET APPLICATIONS EN
IMAGERIE BIO-MEDICALE

I.1 Introduction a ’optique non linéaire

¢ Interaction lumiére-matiére
Les phénomeénes optiques non linéaires sont dus aux interactions lumiére-matiére lorsque le champ élec-
tromagnétique incident est intense. Un matériau soumis & une onde lumineuse correspond & un ensemble
de charges qui oscillent sous l'effet d’'un champ incident. Ce champ va entrainer 'apparition de dipéles
électriques, créant ainsi une polarisation macroscopique dans le matériau. Chacun de ces dipdles en vi-
bration émet & son tour un rayonnement. A 1’échelle macroscopique, la somme de ces rayonnements est
a Dorigine d’une nouvelle onde électromagnétique qui s’ajoute a I’onde incidente.

o De I'optique linéaire a ’optique non linéaire
En optique linéaire, la polarisation macroscopique P du matériau générée par un champ E est propor-
tionnelle & ce champ.

P =cyxE (1.1)

X la susceptibilité électrique du matériau,
avec e .
€o la permittivité du vide.

Dans ce cas, la fréquence de 'onde émise par rayonnement est la méme que celle de I’onde incidente.

Lorsque l'intensité du champ incident est élevée, on observe des effets non linéaires : le matériau ne
répond pas de maniére proportionnelle & I’excitation. La polarisation macroscopique comprend alors des
composantes non-linéaires qui s’ajoutent a la composante linéaire initiale telles que :

P=¢o(xE+xPE*+x¥E3 1 ..) (1.2)

que l'on peut également écrire :
P=PY 4 p@ 4 pB 4 |

@, x®) les susceptibilités électriques non linéaires d’ordre 2 et 3 respectivement,
avec P la polarisation linéaire,
P®) P®) les polarisations non linéaires d’ordre 2 et 3 respectivement.

Dans ce cas, I'onde électromagnétique émise par rayonnement dipolaire peut avoir une fréquence
différente de 'onde incidente.

¢ Phénoméne du doublage de fréquence
La génération de second harmonique (GSH) est un phénomeéne optique non linéaire d’ordre 2, ¢’est-a-dire
qui est issu de la polarisation d’ordre 2, P(?. Pour une onde incidente de fréquence w; dont le champ
physique réel est défini par :

E(wl) = El(wl) + E’f(wl) — Ele—i(unt) + Elei(wlt)

On a:
E%(w)) = E2(2 + e71w1t) 4 oiCit)y — 92 4 B(20w))

Cela implique une polarisation du second ordre telle que :
P = gox P (2E? + E(2w1))

Le terme 2E? décrit une polarisation constante du matériau n’entrainant pas de rayonnement. On
appelle ce phénomeéne la Rectification Optique.

Le second terme F(2w;) correspond a la polarisation qui est a lorigine du rayonnement & la fréquence
double, autrement dit la GSH. La polarisation étant proportionnelle au carré du champ incident, cela
implique que l'intensité de GSH émise est proportionnelle au carré de I'intensité incidente.

La GSH peut également étre représentée par l'interaction de deux photons de méme fréquence w;
avec le matériau, entrainant la génération d’un troisiéme photon de fréquence double, comme le montre
la figure 1.1.
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[ - OPTIQUE NON LINEAIRE ET GENERATION DE SECOND HARMONIQUE
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Figure 1.1 — Représentation de la Génération de Second Harmonique

o Notion d’accord de phase
Dans un matériau, nous avons vu que la GSH est émise de maniére cohérente par des dipdles sous ['effet
d’une onde excitatrice. Cette onde incidente n’excite pas tous les dipbles en méme temps mais au fur
et & mesure qu’elle se propage a travers le matériau. Cela signifie que chaque dipéle génére une onde a
la fréquence double en phase avec I'onde excitatrice lors de son passage et 'onde GSH globale générée
par le matériau est la somme de chacune de ces ondes. Or, la vitesse de propagation de l'onde a la
fréquence double n’est pas la méme que celle de ’onde incidente. Cette différence de phase est a ’origine
d’interférences constructives ou destructives des ondelettes GSH générées par tous les dipodles. L’onde
GSH globale va ainsi voir son intensité varier en fonction de la longueur traversée du matériau.

L’intensité de second harmonique générée & une longueur z du matériau s’écrit :

Ak
Lo (2) o XD I222sinc? <22)

avec - 1, intensité de 'onde excitatrice
’ Ak = ko, — 2k, la différence de phase.

Dans le cas particulier de ’accord de phase, correspondant & Ak = 0, toutes les ondelettes GSH
s’additionnent constructivement et l'intensité de GSH augmente quadratiquement avec la longueur du
matériau, soit I? o< z2. En général, il n'y a pas accord de phase et cette propriété n’est pas respectée. On
définit alors la longueur de cohérence [. pour laquelle 'intensité de GSH est maximale :

T Aw

le = N 4(ngw — ny)

Le tableau 1.1 présente les longueurs de cohérence de certains matériaux étudiés dans la cadre de ce
travail. On constate que 'ordre de grandeur est le ym, ce qui signifie qu’en dessous de cette taille, toutes
les ondelettes GSH s’additionnent de maniére constructive.

Tableau 1.1 — Indices de réfraction de matériaux optiques non linéaires aux longueurs d’onde de 532 et
1064 nm eztraits de [Bass 09] et longueurs de cohérence associées.
N5z nNioes Ak [nm~'] 1o [pm]

BaTiOs 2,47 2,38 1,06.1073 2,96
KNbO; 22 212 9451074 3,33
KTP 1,78 1,74 4,72.107* 6,65
LiNbO; 2,32 223  1,06.1073 2,96
ZnO 2,03 1,94 1,06.107% 2,96

SiC-3C 2,67 2,59  945.107* 3,33

EN{



CHAPITRE 1 : GENERATION DE SECOND HARMONIQUE DE NANOPARTICULES ET APPLICATIONS EN
IMAGERIE BIO-MEDICALE

Ainsi, lorsque l'on travaille avec des nanoparticules, leur taille est nettement inférieure a cette longueur
de cohérence. Le phénoméne d’accord de phase n’entre donc pas en compte dans l'observation de la GSH
pour notre étude.

o Conventions, notations, unités

Nous introduisons ici une autre notation caractérisant les propriétés ONL de second ordre, qui sera utilisée
préférentiellement dans ce manuscrit : le coefficient non linéaire d ou sa notation tensorielle d;;i. Celle-ci
est généralement utilisée dans les conditions de Kleinman et est reliée au tenseur x(?) par un facteur qui
varie selon la convention. Les conventions utilisées dans la littérature pour décrire les processus optiques
non linéaires peuvent varier d’'un groupe a l'autre. Afin d’éviter les confusions, une comparaison de ces
conventions est présentée par [Kuzyk 98]. Ici, nous choisissons la convention I, pour laquelle on a pour
un phénoméne de GSH :

1
P= 550X<2>E2 = god E? (1.3)
avec I’équivalence en notation matricielle :
1
dygr = §X§jk) (1.4)

Par ailleurs, dans la suite de ce manuscrit, nous simplifierons ’écriture de la polarisation en omettant
volontairement le facteur £g. La permittivité du vide devra cependant étre prise en compte dans les
calculs. On rappelle que g9 = 8,854.1072 F.m ™',

Le systéme d’unité choisi ici est le systéme d’unités international. Dans la littérature, les valeurs des
coefficients optiques non linéaires sont parfois données dans le systéme CGS en [esu]. Dans ce systéme,
la permittivité du vide n’entre pas dans ’expression de la polarisation. Pour effectuer la conversion, il
est nécessaire de changer d’unités et d’inclure la permittivité du vide [Kuzyk 98|. La conversion pour une
hyperpolarisabilité de second ordre, grandeur que I'on définira par la suite, est telle que :

3,7088.10"21Cm*V 2
8,854.10~12 Fm™ " (gp)

1 esucgs) = =4,189.10"'m*V ¢,

1.2 Propriétés ONL de second ordre

I.2.a Susceptibilité non linéaire d’ordre 2

Dans le cas général d’une interaction non linéaire d’ordre 2, deux ondes de fréquences w, et wn,
provoquent la génération d’une troisiéme onde de fréquence w,, + wy, = Wp4m, comme schématisé dans
la figure 1.2.

Wy

(2) Wnim
W, X —s
—>

Figure 1.2 — Phénoméne optique non linéaire d’ordre 2.

Dans la convention I (définie par ’eqn. 1.3), la polarisation non linéaire & cette fréquence somme est
notée [Boyd 92] :

Pi(Wntm) = > Y digp(Wnm: Wn, @i ) B (wn) Br (W) (1.5)

Jk (nm)

Les indices ijk correspondent aux composantes z,y ou z d’un repére cartésien dans lequel sont définis les
champs.
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La susceptibilité non linéaire dix(wp4m;wn,wm) est un tenseur de rang 3 possédant 27 éléments. On
peut également écrire I’équation précédente comme suit :

Pi(wn+m) =D Z dijk(wn+m5 Wn, Wm)Ej (Wn)Ek(WM) (1~6)
&

Le facteur D, qui correspond a Z(m), est égal au nombre de permutations distinctes sur les fréquences.
Par exemple, pour un processus de sommation de fréquence ot wy et we provoquent la génération d’une
troisiéme onde de fréquence ws, on a D = 2. Pour un processus de génération de second harmonique,
Wnp =wWm =wetD=1.

La polarisation non linéaire peut aussi s’écrire sous forme matricielle, a ’aide de la notation matricielle
du tenseur de susceptibilité non linéaire d; donnée dans le repére (z,y,z) ou les champs sont définis.
Les indices 5k du tenseur sont notés dans ce repére par 1 =z, 2 =y, 3 = z.

Eac(wn)E;c(wm)

Ex(wn)Ey(wm)

E.(wn)E:(wm)

P, di11 die diz dizi diza digz dizi dize diss Ey(wn)Ey(wm)
P, =D | donn doiz doiz daa1 daga dooz  doszi daze  doss Ey(wn)Ey(wm)
L D dgin dziz dsiz dsor dspa dsas dam dszz dssz |, | Ey(wn)Ex(wm)
' | Eu(wn)Ee(wm)
EZ(wn)Ey(wm)

| E(wn)Ez(wm) |

Il y a permutation sur les indices j et k puisque la polarisation non linéaire issue du produit E; (wy, ) Ex(wm,)
est équivalente & celle issue de Ej(wm)E;j(wy), c’est-a-dire que d = daj. Chaque ligne du tenseur ne
comporte plus que 6 éléments indépendants soit 18 éléments indépendants au total.

E.(wn)Ey(wm)
E,(wn)Ey(wm
P, di11 diz2 dizz di2z diiz diie Ey EZ gEyEZj ;
P, =D | d d d d d d AT AR
Py d211 d222 d233 d223 d213 d212 Ey (wn)Ez (wm) + Ez (Wn)Ey (wm)
z Wnitm 311 322 333 323 313 312 Wntm Ez (Wn)Ez (Wm) + Ez (Wn)Ex (wm)
Em(wn)Ey(wm) + Ey(wn)Ez(Wm)

© Notation contractée
La notation est alors simplifiée grace a la contraction dy, = d;; avec les correspondances suivantes :

jk | 11 | 22 | 33 |23=32]31=13 | 12=21
L |1 | 2 [ 3 | 4 | 5 | 6

Le tenseur de susceptibilité non linéaire peut donc étre représenté de la maniére suivante :

din dig diz dis dis dig
diy = | da1 doa daz dog dos dog
d31 dsp dss d3q dss dss

o Hypothése de Kleinman
L’hypothése de Kleinman correspond au cas ot les fréquences optiques sont trés inférieures aux fréquences
de résonance du matériau. Cela implique une interaction lumiére-matiére sans perte et instantanée. Dans
ces conditions, la permutation est possible sur tous les indices :

dige = djg = diyy = digg = djg. = dig; (1.7)
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IMAGERIE BIO-MEDICALE

Le tenseur d;; ne comporte alors plus que 10 éléments indépendants.

dijk =
Avec

do11 = di12

da13 = dy23

da12 = dy22

avec d311 = dq3

d3zz = da23

d323 = da33

d313 = dy33

d312 = dy23

dinn di2a
di12  dao2
di13  daos

équivalent a

d133  di23

da33  da23

d3zz  da33
do1 = dig
dos = dyy
dos = di2
d31 = di5
d3a = doy
d3q = da3
dss = dy3
d3g = diy

di13  dii2
di23  di22
di33  di2s

en notation contractée.

¢ Génération de Second Harmonique
Dans le cas particulier de la génération de second harmonique, avec pour fréquence incidente w et fréquence
géneérée wo = 2w, 'équation (1.5) devient :

Pi(2w) =Y dig(2wi w, w) Bj(w) Ex (w) (1.8)
gk
La notation matricielle de la polarisation non linéaire dans les conditions de Kleinman donne :
B3 (w)
E2
Py diy1 diz diz dig dis  dig E1 Eg;
P, = | dig da2 doz dosa dia di2 9F (;)E () (1.9)
P, dis  doa dzz doz diz dia |, 2Ey(w)EZ(w)
2B, (w)Ey(w)

I.2.b Symétrie cristalline

Le tenseur de susceptibilité non linéaire est lié a la symétrie de la structure cristalline du matériau.
Par simplicité, le tenseur est défini dans le repére du cristal. Cela signifie par exemple que si le cristal
posséde un axe de symétrie d’ordre 4 autour de son axe z, c’est-a-dire que la structure cristalline est la
méme selon les axes x et y, les propriétés optiques non linéaires vont également posséder cette symétrie.
On a alors, dans ce repére, I’équivalence d.., = dyy. A chaque classe cristalline ou groupe ponctuel de
symétrie correspond donc une forme de tenseur particuliére dont certains coefficients d;; sont égaux entre
eux et d’autres s’annulent.

Les structures cristallines qui comprennent un centre de symétrie n’ont pas de propriétés ONL de
second ordre, autrement dit, le tenseur d;; correspondant est nul [Boyd 92]. En effet, pour un matériau
centrosymétrique, si un champ électrique E génére une polarisation P, le champ de signe opposé -E génére
une polarisation égale et opposée a la premiére, -P. Par exemple, pour un processus de GSH :

_p= X(2)[_E]2 =yPE2=P

La seule solution de cette équation est x(?) = 0, soit un tenseur nul.

Certains matériaux ne possédent pas de centre de symeétrie, ils sont appelés non-centrosymétriques.
C’est cette particularité qui leur procure les propriétés ONL de second ordre et en particulier celle de
GSH qui nous intéresse ici.

Les tenseurs des principaux matériaux étudiés ensuite sont répertoriés dans le tableau (1.2).
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Tableau 1.2 — Tenseur de susceptibilité d’ordre 2 pour quelques classes cristallines, et équivalences dans
les conditions de Kleinman. Ezxtrait de [Boyd 92].

Classe cristalline Tenseur (d;;) sous forme matricielle conditions de Kleinman Matériaux

0 0 0 0 dis O

6mm, 4mm 0 0 0 d15 0 0 d15 = d31 ZIIO, BaTiO3
ds1 d31 dszs O 0 0
0 0 0 dy dis 0 d—0

6 0 0 0 dis dyy O { d“: y Fe(I03)3
d31 d31 d3z3 0 0 O 1o o8l
0 0 0 0 dy 0 g4
mm?2 0 0 0 dy 0 0 { d15 ~ d31 KNbO;3, KTP

d31 dzz d3z3 0 0 O 2T

3m —d22 d22 0 d15 0 0 d15 = d31 LleOg, BiFe03

0 0 0 digy O 0
ng 0 0 O 0 d14 0 SC—SiC, Bi25FeO40
0 00 O 0 dig

I.3 Moment dipolaire induit et polarisabilité moléculaire

Lorsqu’une molécule est excitée par un champ électrique local Ej,., le moment dipolaire moléculaire
induit p est défini par la relation :

p=aE,. + 5E120c + WElSoc + ... (1.10)

Cette relation est I'équivalence a I’échelle microscopique de la relation (1.2) avec « la polarisabilité
électronique linéaire de la molécule, 5 et v les hyperpolarisabilités de premier et de second ordre respec-
tivement de cette molécule. Rappelons ici que l'on se place dans la convention I (cf. § 1.1). Le moment
dipolaire moléculaire de second ordre pour un phénoméne de second harmonique (SH) s’écrit alors :

p) = BE?, (1.11)

o Facteur de champ local et relation de Lorentz-Lorenz
Une molécule soumise & un champ est rarement isolée dans l'air. Son milieu environnant modifie les
propriétés du champ incident du fait de I'interaction lumiére-matiére et des effets de polarisation et de
champs de réaction qui en résultent [Kuzyk 98]. Le champ effectif Ej,. vu par la molécule différe du champ
incident E par un facteur de champ local f, tel que Ej. = f,FE, qui dépend des propriétés diélectriques
du milieu environnant. La relation de Lorentz-Lorenz relie les champs macroscopique et microscopique
dans un liquide homogéne non dipolaire d’indice de réfraction n :

B — n?(w) + 2 B
3

L’hyperpolarisabilité moléculaire f,,,; est reliée au coefficient macroscopique d par ces facteurs de

champ local. Elle est définie pour un phénomeéne de second ordre par [Zyss 82] :

d= Nmol.fif2wﬁmol (112)
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avec N,,o; le nombre de molécules par unité de volume émettant de maniére cohérente. Le coefficient d
représente donc les propriétés ONL pour une unité de volume du systéme.

Nous utiliserons également la notation F; pour exprimer le facteur de champ local dans le cas de la
génération de second harmonique.

Fi = f2fau (1.13)

Conclusion

Dans cette premiére partie, nous avons décrit les propriétés optiques non linéaires et plus particuliére-
ment la GSH. Nous avons pu voir que ce phénoméne entraine 1’émission d’une onde & la fréquence double
sous illumination intense et pour laquelle I'intensité émise est proportionnelle au carré de l'intensité inci-
dente. Ce processus optique est caractérisé par une grandeur appelée susceptibilité non linéaire d’ordre 2
ou encore, au niveau moléculaire, hyperpolarisabilité. De nature tensorielle, cette caractéristique dépend
de la structure cristalline du matériau. On peut aussi signaler que ce phénoméne est inhérent a toute
non-centrosymeétrie et en particulier celle propre aux cristaux non-centrosymétriques. Nous verrons par
la suite en quoi ces propriétés optiques sont intéressantes pour des applications en imagerie biomédicale.

IT Applications en biologie : marquage et imagerie

Introduction

La seconde partie de ce chapitre est destinée a présenter l'intérét et les enjeux de l'utilisation de
nanoparticules GSH en imagerie biomédicale, afin de mieux appréhender les motivations de ce travail de
recherche. Nous nous intéresserons dans un premier temps a la microscopie multiphotonique qui est une
technique novatrice pour imager les milieux biologiques. Aprés en avoir exposé le principe et les enjeux,
quelques exemples d’applications seront présentés de maniére & illustrer la portée de cette technique,
puis l'utilisation de marqueurs pour 'imagerie optique sera abordée. La seconde partie portera sur le
marquage biologique par des nanoparticules GSH en faisant état des avantages de ces marqueurs dans ce
contexte, des technologies utilisées, des types de nanoparticules et enfin des résultats obtenus a ce jour.
Nous terminerons par une présentation succincte d’autres types de marqueurs qui, bien que non étudiés
dans le cadre de ce travail, nous semblent pertinents pour le développement de I'imagerie biomédicale.

II.1 Microscopie multiphotonique

II.1.a Principe et enjeux en imagerie biomédicale

En biologie, la microscopie optique classique est habituellement confrontée a des difficultés telles que
I’endommagement des échantillons par photo-dégradation, la difficulté & imager en profondeur ou encore
la résolution spatiale. La microscopie confocale [Shotton 89| a permis de contourner certains obstacles.
En particulier, la résolution spatiale est améliorée au moyen de trous confocaux, dont 'un permet de
limiter ’angle d’excitation et ’autre, utilisé pour la détection, laisse passer uniquement la lumiére issue
d’un point précis de I’échantillon. Couplée & un systéme de balayage, la microscopie confocale permet
alors de reconstruire une image de ’échantillon en trois dimensions avec une résolution élevée.

Plus récemment, une nouvelle technique de microscopie est apparue suite aux travaux de [Denk 90] :
la microscopie multiphotonique. Cette technique offre de nouvelles possibilités en terme d’imagerie, grace
notamment a l'utilisation de différents processus optiques tels que la fluorescence a deux-photons (2PF,
pour "2-Photon Fluorescence") et a 3 photons (3PF), les phénomeénes optiques non linéaires comme la
GSH, la génération de troisiéme harmonique (GTH) ou le mélange quatre ondes (FWM, pour "four
wave mixing"), et la diffusion Raman, qu’elle soit cohérente (CARS, pour "Coherent Anti-Stokes Raman
Scattering") ou stimulée (SRS, pour "Stimulated Raman Scattering") [Zipfel 03]. Comme décrit ci-aprés,
la microscopie multiphotonique est trés prometteuse dans le domaine des applications biomédicales.
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o Principe
Une maniére assez simple de décrire le principe de la microscopie multi-photonique consiste & se baser
sur la comparaison des phénoménes de fluorescence et de fluorescence & deux-photons.

La fluorescence est un phénoméne optique de type luminescent. Elle est émise par des matériaux
ou molécules dans lesquelles certaines transitions entre deux états électroniques peuvent s’effectuer par
absorption ou émission de photons. La figure 1.3 (a) décrit ces interactions. Dans un premier temps,
I’absorption d’un photon entraine la transition de 1’état électronique fondamental ou initial a I’état excité.
Un phénomeéne de relaxation vibrationnelle, de type non radiatif, peut se produire de maniére a atteindre
le niveau le plus bas de l'état électronique excité. Enfin, une derniére transition est nécessaire pour
retrouver 1’état de plus faible énergie. Lorsque cette désexcitation s’effectue par I’émission d’un photon,
c’est ce que l'on appelle I’émission de fluorescence. L’énergie de ce photon est prédéfinie puisqu’elle est
déterminée par la transition énergétique entre les deux états mis en jeu.

Cette émission de fluorescence est produite par ’excitation d’un photon, d’énergie égale ou supérieure a
la bande d’absorption de la transition correspondante. Or il est possible d’exciter ce méme échantillon par
I’absorption simultanée de deux photons de plus faible énergie, mais dont la somme permet effectivement
Pexcitation, comme le montre la figure 1.3 (b). Ce type de fluorescence, appelé fluorescence a 2 photons
se produit & condition que les deux photons arrivent au méme endroit en méme temps. L’émission de
fluorescence, qu’elle soit excitée a& 1 ou 2 photons, aura dans les deux cas la méme énergie.

a)

Figure 1.3 — Fluorescence excitée (a) & un photon, (b) a deux photons. Eztrait de [Bonacina 12].

Il est ainsi possible d’exciter un échantillon avec une énergie lumineuse inférieure & son énergie d’ac-
tivation intrinséque, c’est-a-dire en utilisant une longueur d’onde supérieure. C’est en exploitant cette
propriété que la microscopie biphotonique permet de contourner de nombreux inconvénients de la micro-
scopie classique. Ce phénoméne d’absorption simultanée de deux photons a donné son nom & la micro-
scopie biphotonique, mais il peut également se manifester avec trois photons ou plus et ’on parle alors
de microscopie multiphotonique.

o Enjeux
Les enjeux en imagerie biomédicale sont nombreux puisque les avantages de la microscopie biphotonique
permettent de repousser les limites actuelles de la microscopie classique. Dans cette partie, nous détaillons
ces avantages.

On peut citer tout d’abord I’amélioration de la résolution spatiale. En effet, les conditions
selon lesquelles deux photons de méme énergie doivent arriver en méme temps impliquent une plus faible
probabilité d’excitation. Cette faible probabilité doit étre compensée par une intensité d’excitation élevée,
ce qui est fait au moyen d’un faisceau laser focalisé. Le processus optique est alors limité spatialement
par l'intensité d’excitation : il reste confiné au point focal. Cette région étant inférieure a la limite de
diffraction, la résolution spatiale ainsi obtenue est meilleure que celle obtenue en microscopie confocale.
Un systéme de balayage complémentaire permet, comme en microscopie confocale, d’obtenir une image
compléte d’un échantillon avec une résolution spatiale trés élevée.
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Objectif

LUorescence luorescence a 2-
~-excitee hors du ~ photons restreinte
plan focal au point focal

Figure 1.4 — Microscopie classique (& gauche) et microscopie biphotonique (a droite) avec amélioration
de la résolution spatiale. Le couplage & un systéme de balayage permet d’imager en 3 dimensions.

En microscopie a un photon, la résolution spatiale vaut ), = %, ON étant 'ouverture numérique

du systéme, tandis que la résolution latérale & deux photons est plus fine et vaut rg, = %. Concernant
la profondeur de champ (Depth Of Field, DOF), elle est de DOFy,, = % 4 un photon et est restreinte
a seulement DOF;), = % a deux photons, ce qui améliore considérablement la résolution selon l'axe z.

Par ailleurs, cette technique permet d’augmenter la profondeur de pénétration dans les tissus.
La possibilité d’exciter des échantillons & des longueurs d’onde supérieures a celles habituellement utilisées
permet de travailler dans des zones oul ’absorption des tissus n’est pas aussi importante que dans le
visible. La fenétre spectrale dite de transition biologique se situe dans le proche infra-rouge, entre 700
nm et 1000 nm, comme illustré sur la figure 1.5. En travaillant dans cette zone, le signal optique sera
peu absorbé par ’échantillon biologique et pourra ainsi pénétrer plus profondément dans les tissus. Il
est intéressant d’ajouter ici que la diffusion de la lumiére joue un réle important dans la profondeur
de détection en microscopie biphotonique. Lorsque 1'on prend en compte cet effet, on constate qu’il est
souvent avantageux d’augmenter la longueur d’onde au-dela de cette fenétre afin de travailler dans le
domaine Infra-Rouge (IR) ot les tissus diffusent beaucoup moins la lumiére, méme si I’eau absorbe plus.
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Figure 1.5 — Spectres d’absorption des principaux constituants des milieux biologiques. Extrait du Bio-
medical Photonics Handbook [Vo-Dinh 04].

Enfin, la photo-dégradation des échantillons peut étre restreinte. D’une part en raison de
I’absorption moindre des tissus dans la zone de longueur d’onde utilisée, et d’autre part par la trés faible
zone spatiale d’excitation limitée au point focal. Il semble important d’ajouter que si les intensités laser
employées doivent étre élevées, les puissances moyennes peuvent étre relativement faibles grice a des
lasers pulsés ultra-rapides, dont la durée de pulsation est de 'ordre de la femto-seconde.
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Ces particularités offrent de nouvelles possibilités. Ainsi, 'imagerie non-invasive en profondeur présente
un fort potentiel pour des zones sensibles et peu accessibles telles que le cerveau, ou encore pour I’étude
des tissus épais, en dermatologie par exemple. En médecine, les champs d’application sont nombreux,
allant de la simple imagerie permettant le diagnostic et le suivi de maladies & une utilisation comme
assistance a la chirurgie ou aide & ’administration ciblée de médicaments.

II.1.b Exemples d’applications

Depuis une dizaine d’années, différentes utilisations de la microscopie multiphotonique en sciences
de la vie ont été proposées [Konig 00], incluant des études photochimiques sur des cellules vivantes, des
études d’endommagement cellulaire, la possibilité de réaliser des biopsies optiques non invasives ou encore
l'utilisation pour de la nano-chirurgie. Associée a des techniques telles que la diffusion Raman (CARS
ou SRS), l'imagerie multiphotonique permet également Panalyse biochimique de structures biologiques
[Folick 11]. Les usages de cette technique sont par conséquent relativement variés. En cancérologie par
exemple, elle permet de réaliser de I'imagerie simple de tumeurs et de métastases permettant le diagnostic
et le suivi de cancers, mais également d’effectuer des études de dynamique cellulaire et d’interaction dans
un micro-environnement tumoral, ce qui donne lieu & une meilleure compréhension de certains mécanismes
immunitaires et permet alors d’améliorer les traitements thérapeutiques [Perry 12].

A Theure actuelle, la microscopie multiphotonique est employée dans divers secteurs en recherche
médicale et biologique parmi lesquels on peut citer les neurosciences [Ellis-Davies 11], ophtalmologie
[Gibson 11], la dermatologie et étude des tissus [Kirejev 12], ’embryologie [Supatto 11], ou la pneumologie
[Nava 10].

Plus précisément, de nombreux exemples d’applications, basés sur différents processus optiques tels
que la GSH, la GTH, la 2PF ou le FWM sont décrits dans la littérature [Tong 11]|. Parmi eux, une étude
intéressante porte sur la reconstruction du lignage d’un embryon sans marqueur [Olivier 10| grace aux
propriétés optiques endogénes de 2PF, de GSH et de GTH des cellules . Les propriétés ONL endogénes
telles que la GSH ou la GTH permettent par ailleurs des études structurales précises des tissus malgré
la trés faible intensité du signal, ou encore 'imagerie de 'activité électrique neuronale lorsqu’ils sont
combinés & des agents de contraste électrochimiques [Campagnola 03, Mahou 11]. Un autre exemple en
neurosciences présente une méthode d’imagerie de 'oxygéne et du flux sanguin dans le cerveau [Lecoq 11].

La microscopie multiphotonique est également utilisée pour caractériser des infections ou maladies. Par
exemple, I’étude de la forme du collagéne grace & ses propriétés de GSH endogéne permet de quantifier la
fibrose du foie lors de 'infection par ’hépatite C [Gailhouste 10]. Un autre exemple basé sur 'imagerie du
systéme immunitaire permet d’étudier les infections pulmonaires [Fiole 11]. L’imagerie biphotonique est
également un moyen de diagnostiquer le cancer, comme par exemple le cancer du poumon [Pavlova 10].

Ces quelques exemples ne sont pas représentatifs de tout ce qui existe dans le domaine mais montrent
bien que les particularités optiques de la microscopie multiphotonique lui conférent un intérét non né-
gligeable en biologie et en médecine, et ce a différents niveaux : études fondamentales, diagnostic, suivi,
voire également thérapie. Bien que les propriétés optiques endogénes de tissus, tels que le collagéne, per-
mettent d’accéder & des informations biologiques particuliérement intéressantes, il est souvent nécessaire
d’utiliser des sondes exogénes. Ces marqueurs optiques, que nous présentons dans le paragraphe suivant,
permettent entre autres de cibler des éléments biologiques spécifiques.

II.1.c Marqueurs optiques luminescents

Le développement des nanotechnologies permet une interaction mieux maitrisée avec le monde du
vivant, favorisant I'observation et la compréhension des processus biologiques : ingénierie des tissus,
étude structurale d’ADN, etc. Ces avancées en biologie associées au développement de techniques de
diagnostic et de thérapie sont & 'origine de progrés en médecine. Par exemple, la détection spécifique de
protéines permet le diagnostic de maladie comme le cancer, et ’administration de médicaments et/ou de
génes est utilisée a des fins thérapeutiques.
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Figure 1.6 — Dimensions d’éléments biologiques en comparaison avec des marqueurs exogénes existants.
Extrait de [Paumier 08].

De nombreux types de marqueurs existent pour de telles applications. Nous nous intéresserons ici
aux marqueurs optiques uniquement. Les paramétres & prendre en compte dans le cadre d’applications
biomédicales sont :

o Leur taille, qui dépend de ’application visée : de 'ordre du nm pour une interaction a 1’échelle
moléculaire, la taille des marqueurs peut atteindre quelques centaines de nm pour des applica-
tions a 1’échelle cellulaire.

o Leurs caractéristiques optiques incluant les longueurs d’onde d’excitation et d’émission et la
photostabilité. Ces caractéristiques sont & comparer aux propriétés optiques des milieux biolo-
giques.

o La biocompatibilité des marqueurs.

Les marqueurs optiques exogénes les plus utilisés actuellement sont fluorescents. Ce sont généralement
des molécules ou particules, qu’on utilise pour leurs propriétés optiques afin de les détecter facilement.
Le principe de la fluorescence a été présenté précédemment (cf fig. 1.3). Dans cette partie, les différents
marqueurs fluorescents sont décrits puis leur utilisation en microscopie biphotonique est abordée.

o Les différents types de marqueurs luminescents
Les marqueurs fluorescents sont sélectionnés pour leur capacité a absorber la lumiére d’excitation (co-
efficient d’extinction) et leur taux de conversion lumiére absorbée - lumiére émise élevée (rendement ou
efficacité quantique). La photostabilité des marqueurs est également prise en compte.

Les sondes fluorescentes sont de nature et de tailles variées. Les sondes organiques ou fluorophores
sont constituées de molécules fluorescentes [Mason 99, Drummen 12]|. Leur taille moléculaire permet de
marquer des protéines mais elles se photodégradent rapidement. Parmi celles-ci, la plus connue, la protéine
"Green Fluorescent Protein" (GFP), est a lorigine une protéine naturelle de méduse qui a été clonée
pour son utilisation en imagerie biologique. Une meilleure stabilité ainsi qu'un rendement quantique
plus élevé est attribué a des sondes inorganiques de plus grande taille telles que les Quantum Dots
(QDs) [Alivisatos 04, Michalet 05, Medintz 05] ou les nanoparticules de silicium [Erogbogbo 08]. D’autres
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particules sont également utilisées pour leurs propriétés de luminescence un peu particuliéres. Il s’agit de
de nanocristaux dopés par des ions terres rares ou lanthanides. Les lanthanides sont également utilisés a
’échelle moléculaire sous forme d’ions chélatés [Hemmild 05]. Le tableau 1.3 récapitule les caractéristiques
optiques des principaux marqueurs luminescents. D’autres comparaisons plus détaillées de ces sondes
luminescentes sont disponibles dans la littérature [Resch-Genger 08, Bouzigues 11].

A ces marqueurs s’ajoutent les particules encapsulantes constituées de microsphéres de silice ou de
nanosphéres polymériques a I'intérieur desquelles se trouvent un ou plusieurs marqueurs optiques. L utili-
sation de telles capsules a plusieurs avantages. En optique, la présence d’une capsule permet de regrouper
plusieurs molécules fluorescentes afin d’augmenter 'intensité de signal. Il est également possible de re-
grouper différents types de marqueurs de maniére & obtenir des "signatures" optiques spécifiques. De plus,
I’encapsulation assure une meilleure stabilité du signal en évitant les interactions avec ’environnement, en
particulier oxygéne, généralement a l'origine du photoblanchiment [Ow 05, Ma 12]. Sur le plan médical,
la co-encapsulation de médicaments et de marqueurs optiques permet d’associer un tragage optique a une
délivrance de médicaments contrdlée [Couvreur 06].

D’autres marqueurs optiques, bien que non luminescents, sont également utilisés en imagerie biolo-
gique. Il s’agit de particules métalliques, principalement d’or ou d’argent, dont 'utilisation repose en
grande partie sur leurs propriétés de diffusion de la lumiére [Alivisatos 04]. A certaines longueurs d’onde
spécifiques, dépendant de la taille et de la forme de la nanoparticule, I’intensité regue est fortement am-
plifiée par excitation plasmonique. Ces structures sont utilisées pour des mesures de rapprochement de
deux couples molécule - sonde, d’amplification de signal de fluorescence, ou encore de diffusion Raman
(SERS, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) lors de l'adsoprtion de molécules a la surface de ces
nanoparticules.

o Marqueurs fluorescents en imagerie biphotonique

Les marqueurs fluorescents peuvent étre utilisés en microscopie multiphotonique. Cependant, l'efficacité
d’absorption biphotonique n’est pas la méme pour tous les marqueurs. Cette efficacité est importante
puisqu’elle détermine la capacité d’'un marqueur & étre observé en imagerie biphotonique, sans que ’ex-
citation ne soit trop intense pour les milieux biologiques. Les marqueurs fluorescents dont lefficacité
d’absorption biphotonique est la plus efficace sont les QDs [Larson 03]. Cependant, il apparait que leur
usage in vivo est souvent restreint en raison d’une toxicité élevée. De plus, bien qu’ayant des vitesses de
photoblanchiment faibles par rapport & d’autres marqueurs, ce phénoméne exclut toute application de
suivi au-dela de quelques heures. Pour finir, les QDs peuvent clignoter ce qui limite ainsi des applications
résolues en temps. Divers travaux ont été menés afin de réduire cet effet, avec succés pour certains, mais
au détriment du seuil de photo-dégradation, nécessitant I’application de puissances lasers plus faibles
[Wang 09].

Conclusion

La microscopie multiphotonique est une technique trés prometteuse pour les applications biomédi-
cales. La diversité des phénoménes optiques exploités par cette technique, telles que la fluorescence ou
loptique non linéaire, lui procure une large gamme d’utilisation. Aux phénoménes optiques endogénes
s’ajoutent également 'usage de marqueurs exogénes, permettant d’élargir encore ses applications. Ces
derniers, principalement fluorescents, présentent cependant certains inconvénients, particuliérement en ce
qui concerne leur stabilité optique. L’emploi de marqueurs aux propriétés optiques non linéaires semble
étre une alternative intéressante dans ce contexte.

1I.2 Marqueurs GSH : état de l’art

Dans cette section, nous faisons un état de I’art des marqueurs GSH et de leurs applications en imagerie
biomédicale. On trouve actuellement dans la littérature quelques revues concernant ces marqueurs et leurs
applications en imagerie biologique [Brasselet 10, Dempsey 12, Bonacina 12, Ladj 13].

Dans une premiére partie, les intéréts de 1'utilisation de ces marqueurs sont énumérés en lien avec leurs
propriétés optiques. Nous nous intéresserons ensuite & la microscopie de GSH utilisée pour la réalisation
d’images, incluant la technologie et les techniques d’observation. Un troisiéme paragraphe présentera les
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Tableau 1.3 — Propriétés et utilisation des marqueurs fluorescents. Données extraites de [Lahmani 07].

Nature Taille

Durée de vie
de
fluorescence

Propriétés optiques

Applications

Limites

Fluorophores  Moléculaire ns - Emission du proche UV - In vitro (ou petit animal) - In vivo possible
au proche IR selon le type - Mesures d’interaction FRET" uniguement avec des
de fluorophore - Mesures de mobilité FRAP? cyanines (émission
- Large bande d’absorption - Mesures d’interaction avec IR) mais faible
- Recouvrement des I’environnement (pH, rendement
spectres d’absorption et concentration en ions etc) quantique
d’émission. - Détection unique de - Pas de multiplexage
molécules - Vitesse élevée de
photoblanchiment
Chélates de Moléculaire us - Séparation des bandes -In vitro car auto-fluorescence - In vivo envisageable
lanthanides d’absorption et d’émission  des tissus élevée dans le bleu  seulement en
- Excitation dans le bleu - Fluorescence retardée’ biphotonique
- Absorption biphotonique - Analyse biochimique :
couplage avec des
fluorophores pour des
mesures d’interaction
Quantum 2-10 nm 50-100 ns - Large bande d’absorption  -In vitro et petit animal - In vivo restreint car
Dots - Bande d’émission étroite, - Marquage cellulaire toxicité élevée
fonction de la taille - Multiplexage - Clignotement :
- Absorption biphotonique faible stabilité du
efficace signal
- Emission IR > 950 nm
avec structure coeur-
coque
- Photoblanchiment
relativement lent
Nanocristaux ~ 100-500 nm ms - Séparation des bandes - Analyse biochimique et
de terres d’absorption et d’émission  diagnostic in vitro : détection
rares dopées - Raies d’émission fines de virus, de protéines,
- « down-conversion » ou d’antigénes.
« up-conversion »* - Fluorescence retardée’
- faible vitesse de
photoblanchiment
1 Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) : Une molécule fluorescente préalablement excitée peut transférer son énergie et exciter ainsi un autre type de
fluorophore, en fonction de la distance existante entre les deux molécules. La technique basée sur ce principe permet d’évaluer cette distance.
2 Fluorescence Recovery After Bleaching (FRAP) : Le photoblanchiment est provoqué volontairement dans une zone précise. Le repeuplement de molécules
fluorescentes permet d’évaluer ainsi leur mobilité.
3 Fluorescence retardée : Un chélate, de longue durée de vie de fluorescence, transfére son énergie a un autre accepteur, qui seul, aurait une durée de vie beaucoup
plus courte. Cette technique permet d’éliminer I'autofluorescence au moyen d’un éclairement pulsé et d’un filtrage temporel.
4 Down-conversion : convertit une énergie élevée en une énergie plus faible, up-conversion : conversion d’une énergie en une énergie plus élevée.
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nanoparticules utilisées dans ce contexte, incluant I’aspect fonctionnalisation nécessaire au marquage bio-
logique. Pour finir, nous présenterons plus en détail les résultats récents des travaux d’imagerie biologique
réalisés a ce jour.

I1.2.a Intéréts des marqueurs GSH pour I’imagerie biomédicale

Comme nous ’avons vu précédemment, les marqueurs GSH offrent la possibilité de détecter un signal
a la fréquence double du signal d’excitation. Le processus optique étant différent de la fluorescence & deux
photons, les propriétés du signal émis ne sont donc pas les mémes. La figure 1.7 présente une comparaison
schématisée des deux phénomeénes.

a) Etat excité tat virtuel
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Figure 1.7 — Comparaison des phénomeénes de (a) fluorescence a deux photons et de (b) génération de
second harmonique. Ezxtrait de [Bonacina 12].

Contrairement & la fluorescence, la génération de second harmonique n’implique pas d’absorption
lumineuse par le matériau. C’est un phénomeéne cohérent, c’est-a-dire que ’onde émise est cohérente avec
I’onde d’excitation ce qui explique le temps de réponse instantané de ce phénoméne. De plus, comme ce
processus implique des niveaux d’énergie dits virtuels, il est non-résonant. En d’autres termes, la GSH
ne dépend pas de bandes d’énergie particuliéres du matériau : elle est effective quelle que soit la longueur
d’onde d’excitation et sa réponse correspond exactement & la fréquence double de I'excitation.

Ces propriétés optiques intrinséques font de ces particules des marqueurs biologiques a fort potentiel.
Les intéréts particuliers pour 'imagerie sont détaillés dans la section suivante.

o Photostabilité
La GSH est un processus lumineux sans absorption d’énergie. On n’observe donc pas les effets de pho-
todégradation qui y sont habituellement associés en fluorescence. De plus, il n’y a pas de clignotement
possible comme pour les QDs. Le signal GSH est donc stable au cours du temps et sur de longues durées,
comme démontré premiérement par [Le Xuan 08].

Dans un travail récent, [Staedler 12| présente 1’évolution au cours du temps sous excitation conti-
nue, de la fluorescence issue de marqueurs FM1-43FX d’une part et de la GSH de nanoparticules non-
centrosymétriques d’autre part (fig. 1.8). Le signal de fluorescence est devenu quasiment indétectable
aprés 2h d’éclairement tandis que le signal de GSH reste stable pendant plus de 5h.
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Figure 1.8 — Comparaison de la fluorescence (en rouge) et de la GSH (en bleu) sous excitation laser
continue. En haut : image d’une culture cellulaire marquée par des particules GSH (a) en début d’exci-
tation, (b) aprés 10 min d’excitation laser intense. En bas : évolution de la fluorescence et de la GSH en
fonction du temps. Extrait de [Staedler 12].

[Pantazis 10] a également comparé le signal GSH issu de particules de BaTiO3 & la fluorescence de
QDs (fig. 1.9) : le signal de GSH reste trés stable tandis qu’on observe un effet de clignotement avec les
QDs.
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Figure 1.9 — Comparaison de signaux de GSH et de fluoresence sous excitation laser a 820 nm de faible
intensité. (a) Signal de GSH de particules de BaTiOj3 et (b) signal de fluorescence de QDs CdSe/ZnS.
Eztrait de [Pantazis 10].

La photostabilité des marqueurs GSH offre ainsi la possibilité d’effectuer des études a long terme ou
en dynamique, par exemple le suivi de lignées cellulaires en différenciation dans un embryon.

¢ Flexibilité en longueur d’onde

La GSH étant un processus non résonant, la longueur d’onde d’émission ne dépend pas des bandes
d’émission du matériau mais uniquement de la longueur d’onde d’excitation : comme le veut le principe
de doublage de fréquence, la longueur d’onde d’émission est donc égale & la moitié de celle d’excitation.
[Kachynski 08] le montre pour la premiére fois en excitant des nanocristaux de ZnO a deux longueurs
d’onde différentes : 1064 nm et 850,6 nm. Un autre travail [Extermann 09] démontre également la possibi-
lité d’exciter des nanocristaux GSH par deux sources distinctes & 800 et 1550 nm et exploite les avantages
de cette propriété afin d’améliorer la profondeur de pénétration.

En effet, cette particularité présentée dans la figure 1.10, offre la possibilité de varier les longueurs
d’onde d’excitation de maniére a éviter les zones d’absorption des tissus biologiques qui se trouvent
principalement en dessous de 700 nm (rappel fig. 1.5).
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Figure 1.10 — Flexibilité en longueur d’onde des marqueurs. En haut : spectres d’excitation laser a dif-
férentes longueurs d’onde (A) 720 nm, (B) 790 nm, (C) 868 nm et (D) 970 nm et spectres d’émission
GSH correspondants (A’,B’,C’,D’). En bas : images de cellules HTB-182 avec agent de contraste fluores-
cent (en rouge) exposés a des nanocristaux GSH (en bleu), et excitées aux différentes longueurs d’onde
(A,B,C,D). La ligne du bas correspond aux mémes images avec uniquement le signal de GSH. Extrait de
[Staedler 12].

Travailler dans le domaine spectral infra-rouge permet, en évitant cette fenétre d’absorption biologique,
de pénétrer plus profondément dans les tissus. Les travaux de [Grange 11] démontrent qu’il est possible
de détecter des marqueurs GSH & une profondeur de 120 pm sous excitation a 820 nm (fig. 1.11). De
plus, la faible absorption optique des tissus biologiques entraine une accumulation d’énergie moindre et
donc une diminution de '’endommagement de ces tissus par laser.

(a) 812 nm 406 nm (b)
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Figure 1.11 — Détection de marqueurs GSH en profondeur. (a) Schéma d’échantillon, (b) détection de
marqueurs (ou SHRIMPS, acronyme anglais pour Second Harmonic Radiation IMaging ProbeS) de 300
nm sous une épaisseur de 120 pm d’un tissu de queue de souris. Extrait de [Grange 11].

¢ Intensité et contraste
Les phénoménes optiques non linéaires d’ordre 2 ont une réponse qui varie en fonction du carré de
lintensité d’excitation comme on I’a vu précédemment (cf. § I.1). Ils nécessitent donc une excitation
intense pour étre détectés. Grace a la technologie laser femto-seconde actuelle, il est possible d’obtenir
une sensibilité suffisante sans endommager les tissus, par le moyen de pulses ultra-courts d’intensité élevée,
dont I’énergie moyenne reste faible. Il semble important de préciser que les milieux biologiques sont plutot
sensibles aux intensités moyennes tandis que l'intensité d’émission de la GSH dépend elle de l'intensité
créte d’excitation.

Concernant I'intensité absolue, [Hsieh 09] fait une comparaison de celle émise par des QDs fluorescents
a 2-photons et celle de nanoparticules GSH. Il s’avére que l'efficacité optique est meilleure pour les QDs
avec 47.103 GM! (1 GM = 10=°° em*.sec.photon™!) que pour des nanoparticules de BaTiO3 de 120
nm avec 19.10>° GM. Il est cependant intéressant de constater que l'ordre de grandeur est le méme.
Par ailleurs, la sensibilité optique n’est généralement pas une difficulté majeure pour les microscopes

1. unité Gopper-Mayert : Defficacité est exprimée comme une section efficace de fluorescence a4 2 photons pour une
comparaison avec les QDs.
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actuels, et d’autres particularités des nanoparticules GSH telles que la flexibilité en longueur d’onde ou
la photostabilité sont également & prendre en compte.

Le contraste n’est pas un probléme majeur pour I'imagerie de GSH. En effet, contrairement aux
marqueurs fluorescents, les bandes spectrales d’excitation et d’émission sont étroites en GSH. Cela permet
de rejeter le bruit de fond par le simple usage de filtres optiques. Gréce a cela, on réduit, voire on élimine
I'influence de I'autofluorescence (fluorescence endogéne due aux tissus biologiques), favorisant un fort
contraste. La GSH endogéne émise par certains types de collagénes ne peut pas étre filtrée de cette
maniére. Cependant, [Pantazis 10] montre que cette source de GSH n’est pas particuliérement génante
puisqu’elle émet un signal beaucoup plus faible que celui émis par les marqueurs. Pour finir, le méme
groupe note que 'effet de saturation habituellement constaté avec les QDs fluorescents n’est pas observé
avec les marqueurs GSH puisqu’il n’y a pas d’absorption. Il est donc possible d’améliorer le contraste en
augmentant 'intensité d’excitation, tant que les tissus ne sont pas endommagés.

L’effet de I’excitation laser intense sur les tissus doit également étre prise en compte. Une étude réalisée
par [Konig 97] analyse l'effet de I’excitation laser & forte puissance sur les tissus biologiques et montre
qu’en dessous de 1 mW, un faisceau laser femto-seconde fortement focalisé n’engendre pas de dommage
cellulaire, ce qui correspond & une puissance créte de 100 GW.cm™2. Par comparaison, les travaux de
[Grange 11] sont effectués a une intensité dix fois plus faible que ce seuil, ce qui laisse une marge non
négligeable pour amplifier encore la réponse des marqueurs.

¢ Conclusion

Les marqueurs GSH présentent des propriétés particuliérement intéressantes dans le cadre de I'imagerie :
photostabilité, flexibilité en longueur d’onde pour une grande profondeur de pénétration, et excellent
contraste. Les limites de 'usage de ces marqueurs optiques sont plutot liées & la faible intensité émise.
La technologie laser femto-seconde permet de palier avantageusement a cet inconvénient. Cependant, il
est intéressant de noter que 'intensité GSH est proportionnelle au carré du volume des nanoparticules.
Actuellement, il est donc difficile de faire de la détection unique de particules GSH trés petites ce qui
restreint les applications & du marquage extra-cellulaire.

I1.2.b Microscopie de GSH : technologie

Le microscope de GSH est 1'outil essentiel permettant de réaliser de I'imagerie biomédicale avec des
marqueurs GSH. Le développement de cette technique repose sur des avancées technologiques que 1’'on
présente ici briévement.

La microscopie de GSH fait appel a des lasers performants ultrarapides et des systémes optiques précis
et modulables.

Les lasers utilisés actuellement sont généralement des lasers Titane : Saphir de durée d’impulsion
inférieure a 100 fs et dont la longueur d’onde peut varier de 650 et 1100 nm. Afin d’exciter I’échantillon a
une longueur d’onde précise, le laser doit étre accordable. Ces lasers ont un coiit élevé qui représente une
large part du cotit du microscope. Leur prix varie entre 110000 et 150000 € en moyenne. Les améliorations
en perspective dans ce domaine concernent donc principalement la réduction des cotlits du laser, par
exemple en utilisant pour le pompage une diode laser relativement peu onéreuse comparée aux solutions
existantes [Sibbett 12]. Par ailleurs, de nouvelles possibilités d’imagerie en profondeur dans les tissus sont
attendues grace au développement de sources lasers ultra-rapides de longueurs d’onde plus élevées, de
l'ordre de 1,5 pm.

En raison des cofits de I’équipement et du développement récent de la technique, la microscopie bi-
photonique est principalement employée dans le secteur de la recherche et n’est pour le moment pas
industrialisée. Certaines entreprises 'utilisent cependant, notamment dans le domaine des cosmétiques.
A cette échelle, la conception des microscopes est personnalisée et différe selon 'usage souhaité : types
d’objectifs, fenétres spectrales de détection, positionnement de I’échantillon, séparation du faisceau d’ex-
citation, etc. Le cotit moyen d’un microscope biphoton, laser inclus, est de ’ordre de 400000 € mais varie
selon les systémes optiques utilisés.

Au vu des enjeux en biologie et en médecine, la microscopie biphotonique offre un nouveau potentiel en
imagerie. Les améliorations technologiques ainsi que ’augmentation de la demande devraient permettre,
a terme, de rendre I’équipement plus abordable et de répandre son utilisation.
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Dans le cadre des projets Naomi et Namdiatream, l'imagerie est réalisée au GAP-biophotonics (Ge-
néve) au moyen d’'un systéme basé sur un microscope inverse Nikon A1R-MultiPhoton, couplé & un
oscillateur accordable Mai-Tai Spectra-Physics (100 fs, 80 MHz, 700-1100 nm). Le balayage de ’échan-
tillon est effectué directement par le mouvement du faisceau optique, contrélé par un systéme de miroirs,
ce qui permet de garder ’échantillon stable durant la manipulation. En détection, le signal est séparé
spectralement & l’aide de miroirs dichroiques et de filtres interférentiels, aux longueurs d’onde de 395 + 5,5
nm, 485 + 10 nm, 531 + 20 nm, et 607 £ 35 nm. Quatre détecteurs indépendants placés derriére les filtres
permettent ainsi I’acquisition en paralléle des signaux sur les différentes gammes de longueurs d’onde et
deux filtres additionnels peuvent également étre utilisés ponctuellement & 360 +£ 6 nm et 434 £+ 8,5 nm.
Par ailleurs, la puissance d’excitation est calibrée de maniére & conserver des conditions comparables
lorsque 'on modifie la longueur d’onde incidente.

II.2.c Marqueurs : synthése et fonctionnalisation

L’objectif de cette partie est de présenter les caractéristiques des nanoparticules utilisées comme mar-
queurs, c’est-a-dire les matériaux et techniques de synthése associées ainsi que les méthodes de fonction-
nalisation nécessaires & une bonne interaction des particules en milieu biologique. Nous nous intéressons
ici uniquement & des nanocristaux de structure cristalline non-centrosymétrique, pour lesquels la GSH
est inhérente au cristal et n’est pas liée & des effets de surface.

© Quantum Dots (QDs)

Les Quantum Dots sont déja bien connus pour leurs propriétés de fluorescence et leur petite taille de
I’ordre de 10 nm. Parmi ceux-ci, certains ont une structure non-centrosymétrique et peuvent également
générer un signal de second harmonique.

Ces caractéristiques optiques de GSH ont été étudiées par différents groupes, tenant compte des
effets de taille pouvant y étre associés. Les matériaux suivants sont recensés : CdSe [Jacobsohn 00], CdS
[Zhang 01], CdZnS [Petrov 02] et CdTe [Winter 11].

Cependant, différentes études ont prouvé leur toxicité élevée, liée principalement & la présence de
cadmium [Hardman 06, Lewinski 08, Gomes 11]. Cet inconvénient majeur pour des applications biolo-
giques peut entraver leur utilisation in-vivo. Les risques pour 'environnement et le recyclage sont aussi
& considérer en cas de production industrielle.

o Nanoparticules de molécules organiques conjuguées a structure non-centrosymétrique
L’assemblage de molécules organiques par conjugaison permet d’obtenir une amplification de la réponse
ONL de ces molécules [Shen 00, Yi 04]. La réalisation de tels assemblages sous forme de nanoparticules
peut donc également étre envisagée pour des applications de marquage GSH lorsque la structure est de
type non-centrosymmétrique. Le développement de techniques de synthése a permis d’obtenir ce type
de nanoparticules organiques sous diverses formes. Des nanocristaux (de CMONS) dispersés en matrice
sol-gel ont ainsi été étudiés pour leurs propriétés GSH et ont montré un potentiel intéressant en tant
qu’alternative aux sondes fluorescentes moléculaires [Treussart 03]. Plus récemment, des systémes hy-
brides constitués de chromophores (DAZOP) intercalés avec des couches inorganiques (de type MPS3)
ont été étudiés en matrice polymeére par microscopie de GSH [Delahaye 09]. La réponse GSH particuliére-
ment élevée d’agrégats de 100-300 nm formés de nanocristaux individuels de I'ordre de 10 nm a ainsi été
estimée, ce qui présente une perspective intéressante pour les applications biomédicales. Des améliorations
en ce qui concerne les techniques de synthése sont encore nécessaires afin d’obtenir de tels agrégats dilués
en solution et non sous forme de nanocristaux individuels pour lesquels la réponse est plus faible.

o Matériaux inorganiques non-centrosymétriques et techniques de synthése
D’autres matériaux présentant cette structure non-centrosymétrique peuvent étre utilisés comme mar-
queurs GSH. Il s’agit de matériaux inorganiques, principalement des oxydes, parmi lesquels on trouve :
ZnO, Fe(I03)3, KNbO3, LiNbO3, KTiOPO, (plus connu sous le nom de KTP), BaTiO3 et SiC, étudiés
durant ce travail.

Différentes techniques de synthése sont utilisées actuellement pour obtenir des cristaux de taille na-
nométrique.
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o La voie sol-gel est généralement employée pour 1’élaboration de cristaux de BaTiO3 [Rodriguez 09],
et de ZnO [Kachynski 08].

o La synthése hydrothermale est également appropriée pour le ZnO [Baruah 09]. Des cristaux de
niobate de potassium ont aussi été obtenus grace & cette technique, le plus souvent sous forme
de nanofils [Nakayama 07, Dutto 11].

o La synthése solvothermale a été utilisée pour la fabrication de cristaux de LiNbOj de taille
<50nm [Mohanty 12].

o Une autre technique pour le LiNbO3 consiste a réduire des sels de niobium puis a les hydroliser
avec LiH [Aufray 09].

o Des nanocristaux de KTP ont été récupérés par centrifugation de poudres brutes issues des
restes de cristallogenése des cristaux massifs [Le Xuan 08].

o La synthése par co-précipitation en microémulsions, employée par [Mugnier 11], a été utilisée
pour élaborer des aiguilles de Fe(IO3)s.

o Le broyage de macro cristaux est également une technique permettant d’obtenir des nanocris-
taux. Elle peut étre mécanique ou de type électro-chimique comme la technique "arc-vapor"
utilisée par [Urban 12]. Cependant, les méthodes de broyage générent des distributions de taille
et de forme trés larges, entrainant une perte importante de matériau.

Les tailles et formes obtenues dépendent de la technique de synthése utilisée mais également de nom-
breux paramétres inhérents a ces techniques. Actuellement, I'obtention de nanocristaux de 100 nm n’est
plus problématique. Il est cependant encore difficile d’atteindre des tailles inférieures & 50 nm, si ’on
souhaite une internalisation cellulaire efficace. D’autre part, le controle de la forme des nanoparticules,
de leur qualité cristalline et de la reproductibilité et du rendement des procédés est un défi qui reste d’ac-
tualité. L’amélioration des techniques de synthése des nanocristaux est donc un enjeu important pour
les applications visées puisque la quantification de propriétés physico-chimiques et de toxicité dépend
directement de ces distributions.

o Biocompatibilité et fonctionnalisation
La biocompatibilité d’'un marqueur suppose en premier lieu une faible toxicité. Au-dela des effets de
toxicité du matériau méme, que nous aborderons plus loin, il faut également réduire au maximum les
effets d’agrégation. Pour cela, un traitement de surface ou une encapsulation est généralement mis en
ceuvre afin de stabiliser les nanoparticules sous forme de suspensions colloidales.

L’encapsulation a aussi pour intérét de rendre les particules invisibles pour le systéme immunitaire.
Cela évite I’élimination trop rapide des marqueurs, leur accumulation au niveau du systémpe immunitaire
et permet une plus longue circulation dans le flux sanguin par exemple. Le Polyéthyléne glycol (PEG)
est un polymeére généralement utilisé pour sa biocompatibilité.

Lorsque leffet recherché consiste & internaliser les marqueurs dans les cellules, il a été démontré
[Yu 11, Serdiuk 12] que la charge surfacique des marqueurs avait une forte influence. Des traitements de
surface spécifiques sont alors employés pour modifier la charge surfacique initiale. L’encapsulation permet
également de modifier la charge de surface.

Dans certains cas, 'objectif est de réaliser un marquage spécifique. Le marquage spécifique consiste
a cibler certaines molécules, en général des protéines. Cela permet le marquage de récepteurs membra-
naires exprimés spécifiquement (ou en surexpression) a la surface de certaines cellules. Par exemple, les
cellules cancéreuses qui expriment trés fortement les récepteurs aux facteurs de croissance peuvent ainsi
étre détectées par cette technique. Pour cela, il faut fonctionnaliser les particules. La fonctionnalisation
s’effectue en deux étapes principales. Tout d’abord l’encapsulation qui a pour but de protéger la par-
ticule et de rattacher des groupements fonctionnels & sa surface, par exemple des groupements amine.
Ensuite la bioconjugaison consiste & rattacher des molécules de ciblage ou des anticorps & ces groupements
fonctionnels.

Les techniques d’encapsulation sont variées et souvent issues de celles utilisées pour les QDs. Diverses
publications résument [Medintz 05| ou décrivent plus précisément les stratégies utilisées [Basiruddin 10].
Les nanoparticules GSH utilisées étant pour la plupart des oxydes, la silanisation, décrite dans la figure
1.14, est la méthode la plus facile & mettre en oeuvre et la plus courante. Le couche de silane résultante de
cette encapsulation peut ensuite étre enrobée par du PEG. Il est également possible d’utiliser directement
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des polymeéres ou des phospholipides qui sont reliés & des fonctions chimiques. Une encapsulation de ce
type peut se faire par liaison covalente ou par simple interaction électrostatique.
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Figure 1.14 — (a) Principe de la silanisation et (b) schéma décrivant le dépot d’APTES en fonction du
temps. Extrait de [Roy 10].

La bioconjugaison peut employer deux voies. La premiére consiste & utiliser des anticorps, qui sont
des protéines de grande taille (environ 20-30 nm) naturellement produites par les organismes vivants
de maniére & s’attacher spécifiquement & des protéines. L’utilisation artificielle de ces anticorps néces-
site souvent une production préalable effectuée dans des bioréacteurs ou a partir d’animaux. La greffe
d’anticorps sur les nanoparticules est effectuée par des liens peptidiques. Il existe aussi des anticorps
secondaires qui peuvent se rattacher & des anticorps premiers et qui eux-mémes vont fixer une protéine
cible. Cet enchainement est parfois utile dans les méthodes de marquage spécifique et pour des procédures
de controle négatif.

La seconde méthode emploie des inhibiteurs synthétisés artificiellement. Ces molécules sont souvent
issues de médicaments et leur utilisation est plus délicate car elle nécessite de développer la copie des
molécules existantes, les méthodes de fixation pour les accrocher aux particules et éventuellement la
modification de ces molécules pour améliorer leur performance.

Enfin, lorsque les particules doivent étre utilisées pour différentes applications, un marquage multifonc-
tionnel doit étre envisagé, regroupant plusieurs techniques de fonctionnalisation sur un méme nano-objet
[McCarthy 12].

> Quelques exemples
La stabilisation de particules de ZnO a été réalisée par [Kachynski 08] a laide de micelles phospho-
lipidiques. Dans cette expérience, une partie de ces phospholipides est préalablement conjuguée a des
molécules d’acide folique afin de cibler des cellules tumorales. Les particules de ZnO bioconjuguées avec
I'acide folique présentent une internalisation des cellules beaucoup plus élevée.

Un autre travail [Hsieh 09] présente une technique de stabilisation de particules de BaTiO3. Aprés un
traitement de surface a ’acide phosphorique, les particules sont enrobées par des groupements amine. La
stabilisation de la suspension est alors assurée par répulsion électrostatique entre groupements NH3+.

Le méme groupe a aussi développé une méthode détaillée de bioconjugaison de particules de BaTiOg3
[Hsieh 10b] (fig. 1.15), incluant un traitement de surface par de 'acide nitrique pour une formation de
liaisons covalentes avec des couches organiques grace a I’emploi d’APTES. La bioconjugaison d’anticorps
secondaires est enfin réalisée par la réaction catalysée entre les groupements amine déja présents et les
sulthydryls rattachés préalablement aux anticorps. La spécificité du marquage a par la suite été testée au
moyen de controles négatifs.
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Figure 1.15 — Principe de bioconjugaison de BaTiOj3 par anticorps immunoglobuline G. Eztrait de
[Hsieh 10b].

Le groupe de Pantazis a également travaillé sur la fonctionnalisation du BaTiOg. Dans un premier
travail [Pantazis 10], les nanoparticules sont conjuguées a des anticorps secondaires marqués préalable-
ment par des cyanines fluorescentes Cy5. Une autre publication [Culi¢ Viskota 12] détaille précisément
le protocole mis en place afin de fonctionnaliser ces particules avec de la biotine, aprés une encapsulation
par du PEG et des méthodes de chimie click.

Dans le projet Namdiatream, la fonctionnalisation comprend une encapsulation par silanisation puis
un enrobage PEG. La présence en surface de groupements azide permet alors de conjuguer par chimie click
les nanoparticules & des peptides antagonistes RGD. Ces derniers iront ensuite se fixer sur des protéines
intégrine oV 53. Alternativement, des inhibiteurs tels que I'erlotinib et la lapatinib sont également utilisés
comme molécules de ciblage. Ces molécules vont se fixer sur des récepteurs aux facteurs de croissance
comme 'EGFR ou le HER2, qui sont principalement présents sur les cellules cancéreuses.

11.2.d Applications des marqueurs GSH pour I’imagerie biologique

Aprés avoir cité les intéréts des marqueurs pour l'imagerie biologique de maniére synthétique au
paragraphe I1.2.a, nous allons maintenant présenter de maniére plus détaillée les différents travaux effec-
tués dans ce contexte. Avant de présenter les résultats obtenus en imagerie, nous nous intéressons dans
un premier temps & la problématique de la toxicité qui est un critére décisif pour I'étude des milieux
biologiques.

o Toxicité

> Qu’est-ce que la toxicité ?

Lorsque l'on travaille avec des milieux biologiques vivants, il est nécessaire de s’assurer que les études
effectuées n’endommagent pas ces milieux. Dans le cas de l'utilisation de marqueurs GSH, leur impact
peut étre observé a différents niveaux. La destruction directe des cellules est le phénomeéne le plus évident &
observer. Mais il faut également prendre en compte le potentiel d’altération du fonctionnement cellulaire,
ainsi que la modification des dynamiques de prolifération cellulaire et de différenciation de cellules souches.

De plus, les causes de toxicité peuvent étre variées. Elles peuvent provenir de la composition chimique,
a savoir si le constituant est stable et neutre chimiquement, ce qui dépend évidemment de ’environnement
biologique dans lequel il se trouve. La toxicité peut également étre liée a la composition chimique de surface
des particules uniquement, ce qui nécessite une attention particuliére aux procédures de fonctionnalisation
des marqueurs. La stabilité des particules en suspension joue un réle important puisqu’un matériau
chimiquement inerte peut devenir toxique par simple accumulation ou agrégation. Pour finir, la forme
des nano-objets peut également jouer un réle en toxicité.

> Toxicité des nanoparticules GSH
Différentes études ont mis en avant la faible toxicité de certains marqueurs GSH inorganiques. En ce qui
concerne le BaTiO3, [Pantazis 10] montre le développement normal d’un embryon de poisson-zébre dont
les cellules sont marquées par des nanoparticules de BaTiO3. Des études biologiques plus approfondies me-
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nées par Ciofani et al. déterminent la toxicité de ces particules sur les cellules. Différents paramétres sont
évalués, qu’ils soient quantitatifs, comme ’étude du métabolisme (transformations énergétiques dans la
cellule) ou de la prolifération cellulaire, ou qualitatifs, tels I’apoptose (mort cellulaire auto-programmée),
la viabilité et la différenciation. Deux conclusions peuvent étre tirées de ces travaux : la faible toxicité des
nanoparticules de BaTiO3z d’une part, et 'importance de I’encapsulation de ces particules d’autre part.
En effet, dans une premiére étude [Ciofani 10], les particules enrobées de polylysine semblent toxiques
aprés 24h pour des concentrations supérieures a 10 pug/mL. Une seconde étude [Ciofani 13] basée sur les
mémes particules mais enrobées par du glycol-chitosan, montre quant a elle des effets de toxicité a des
concentrations bien plus élevées, de 50 a 100 pg/mL et aprés 120h. Dans ’ensemble, le BaTiO3 présente
donc une faible toxicité et les polyméres utilisés pour I’enrobage doivent étre précautionneusement choisis.

Le ZnO, contrairement au BaTiOgz, semble présenter une toxicité plus importante. L’une des nom-
breuses études menées a ce sujet [Xia 08] met en évidence la libération de dérivés réactifs de 'oxygéne lors
de l'exposition de cellules & du ZnO, entrainant une dégradation cellulaire importante sur les deux types
de cellules utilisés. L’hypothése proposée permettant d’expliquer ce phénoméne serait que les particules
de ZnO se dissolvent dans les milieux de cultures.

Une étude comparative de différents matériaux [Staedler 12] confirme la toxicité du ZnO sur des
cellules. Comme on le voit sur la figure 1.16, la forme arrondie des cellules exposées aux nanocristaux de
ZnO indique un mauvais état de santé, tandis que les autres cellules semblent peu affectées. L’absence de
marqueurs GSH (en bleu) semble confirmer ’hypothése selon laquelle il y a dissolution du ZnO.

Figure 1.16 — Cultures de cellules BEAS-2B exposées pendant 5h & des nanocristaux de (A) BaTiOsg,
(B) KNbOgs, (C) LiNbOgs, (D) KTP, et (E) ZnO. Extrait de [Staedler 12].

En paralléle, cette méme étude évalue la toxicité de ces particules par des tests de cytotoxicité et
d’hémolyse, et ce sur trois types de cellules tumorales du poumon. Les particules sont stabilisées avec du
Poly-Ethylene Glycol (PEG) et des concentrations de 50 pg/mL sont utilisées pour ces tests.

o Le controle de cytotoxicité par test MTT, consiste & déterminer la quantité relative de cellules
vivantes et actives métaboliquement par rapport au nombre de cellules totales. Une faible di-
minution est observée pour BaTiOs, KNbOg3 et LiNbOg3 aprés 24h, et 'on note une diminution
de 20 a 30% aprés 72h. Les cristaux de KTP entrainent une cytotoxicité plus importante avec
le temps alors que les cristaux de ZnO sont nettement cytotoxiques.

o Le test d’hémolyse consiste & observer la destruction des globules rouges en présence des na-
nocristaux. Si la destruction de ces cellules est un phénoméne naturel entrainant la libération
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d’hémoglobine (Hb) dans le plasma sanguin, elle peut occasionner de sévéres troubles lorsqu’elle
est accélérée. Cette accélaration artificielle peut étre provoquée par exemple par des interactions
électrostatiques entre les membranes cellulaires et les particules, ou encore par la formation de
dérivés réactifs de 'oxygéne. C’est donc un indicateur intéressant pour des applications in vivo.
Les résultats montrent un taux d’hémolyse de 4,6 a 7% avec des particules de BaTiO3, KNbOs3
et LiNbOj3. L’enrobage des particules joue également un role trés important dans ce cadre.

o Détection en profondeur
Pouvoir détecter des marqueurs en profondeur dans un tissu est un avantage considérable de la GSH pour
les applications bio-médicales. Nous avons énoncé précédemment que la flexibilité en longueur d’onde des
sondes GSH permet de travailler dans des zones spectrales ou les milieux biologiques absorbent peu. En
pratique, différents paramétres sont a prendre en compte pour une imagerie en profondeur :

o L’intensité de GSH des sondes

o L’absorption des tissus

o La diffusion des tissus

o L’anisotropie des tissus et la configuration géométrique.

L’intensité des sondes GSH joue un roéle dans la mesure ou un signal de GSH intense sera moins faci-
lement absorbé par un tissu qu’un signal faible. L’intensité du signal dépend non seulement de 'intensité
d’excitation mais également du matériau et de la taille des marqueurs. En effet, I'intensité de GSH est
proportionnelle au carré du volume du cristal. L’étude de [Grange 11] montre effectivement qu’il sera
plus facile de détecter en profondeur des cristaux de grande taille (300 nm) que de petite taille (100 nm)
(fig. 1.17). Pour les mémes raisons, le contraste par rapport a de la GSH endogéne est également meilleur
lorsque la taille augmente. Cependant, il est important de rappeler que la taille des cristaux ne doit pas
étre trop grande pour certaines applications biologiques et qu'un compromis doit alors étre trouvé.

(a) 100 nm BaTiO,, 50 um of tissue (b) 300 nm BaTiQ,, 120 um of tissue

100 um

Figure 1.17 — Imagerie en profondeur : (a) cristaux de 100 nm sous une épaisseur de tissu de 50 pum de
queue de souris, (b) cristaux de 300 nm sous une épaisseur de tissu de 120 pym. Extrait de [Grange 11].

La diffusion des tissus est aussi un parameétre important en microscopie. En effet, lorsque le laser est
focalisé dans un milieu diffusant, les photons sont déviés de leur trajectoire initiale. Cela réduit I'efficacité
d’excitation, puisqu’il est alors plus difficile de réunir les conditions selon lesquelles deux photons doivent
se trouver au méme endroit en méme temps. La déviation des photons de second harmonique réduit
également la probabilité de détection du signal de GSH.

L’impact de ces effets en détection profonde a été simulé et expérimenté par [Extermann 09]. Sur
la figure 1.18, on observe la décroissance exponentielle du signal de GSH en fonction de 1’épaisseur de
tissu traversé. Il est intéressant de noter que le modéle prend en compte les propriétés d’absorption et
de diffusion des tissus et que les marqueurs situés en profondeur sont plus aisément détectés pour des
longueurs d’onde d’excitation élevées, dans 'IR (1550 nm ici). Cette observation permet de conclure que
la diffusion joue un role plus important que I’absorption & ces longueurs d’onde. Malgré une plus forte
absorption & 1550 nm par rapport a la fenétre de transmission biologique (700-1000 nm), il est quand
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méme plus intéressant de travailler & des longueurs d’onde élevées pour détecter la GSH en profondeur
dans les tissus. L’étude de [Balu 09] confirme ces observations.

—5— 800 nm
—=-1064 nm
100 —e— 1320nm
9 —#- 1550 nm

Normalized Epi-Detected HNP Signal
=
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Figure 1.18 — Intensité de détection du signal GSH en fonction de la profondeur des nanocristaux, pour
différentes longueurs d’onde. Eztrait de [Extermann 09].

L’anisotropie des tissus est également prise en compte dans ce type d’étude et mise en relation avec la
configuration géométrique. Il est intéressant de noter & ce sujet que la GSH issue de marqueurs nanomé-
triques est émise de maniére isotrope, selon le modéle de diffusion de Rayleigh. Cela permet de détecter
le signal de maniére trans- ou épi-directionnelle au choix.

Dans ce contexte d’imagerie en milieu complexe, un dernier travail propose I'utilisation des propriétés
de cohérence de la GSH afin de détecter des marqueurs & travers une couche turbide [Hsieh 10a]. Cette
méthode ne permet pas d’imager en profondeur car elle est utilisable uniquement dans le cas de milieux
turbides relativement minces. Cependant, elle pourrait étre appliquée a des cibles placées dans des milieux
non diffusants mais entourés par des couches turbides, comme par exemple pour des crustacés, des ceufs
ou des vaisseaux sanguins.

o Imagerie in vitro
Des expériences de marquage spécifique in vitro ont été menées par le groupe de Psaltis [Hsieh 10a].
La bioconjugaison de nanocristaux de BaTiOgs, déja abordée (voir fig. 1.15), a effectivement permis de
détecter spécifiquement des cellules présentant des antigénes de leucocytes humains de classe I (HLA,
Human Leucocyte Antigen) a leur surface. La lignée cellulaire utilisée, de type HeLa (cellules cancéreuses),
a été tout d’abord marquée par des anticorps premiers, avant d’étre détectée par les marqueurs (fig. 1.19

(a)) tandis qu’'un échantillon de controle, non marqué par ces anticoprs premiers n’a pas été détecté
(fig. 1.19 (b)).
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Figure 1.19 — Fusion d’images GSH (vert) et de fluorescence (rouge) de cellules HeLa mise en contact
avec des marqueurs GSH spécifiques : (a) avec un marquage préalable par anticorps premiers, (b) sans
marquage préalable. Extrait de [Hsieh 10a/.

Le méme groupe a travaillé sur de la détection en profondeur in vitro [Grange 11], dont les résultats
ont déja été présentés sur la figure 1.17.

Dans notre projet, un marquage non spécifique a été expérimenté sur des cellules de cancer du poumon
HTB-182 et des cellules saines BEAS-2B [Staedler 12]. Le marquage est effectué dans ce cas par des
nanocristaux simplement stabilisés par enrobage avec du PEG. Ces particules stabilisées viennent ensuite
s’accrocher & la surface des cellules lors d’une mise en contact de quelques heures puis les marqueurs non
accrochés sont enfin retirés par lavage. Les cellules cancéreuses HTB-182 ainsi marquées par du KNbOs3
sont présentées sur la figure 1.10. Les images des cellules BEAS-2B marquées par de nombreux types de
cristaux, sont illustrées par la figure 1.16.

Une autre expérience menée dans le méme cadre, consiste a utiliser ces marqueurs pour suivre la
différenciation de cellules souches embryonnaires de souris [Magouroux 12|. Mises en culture et exposées
4 des marqueurs selon deux méthodes différentes, ces cellules se sont, dans les deux cas, différenciées en
cellules cardiaques d’une part et rosettes neuronales d’autre part. Aucune modification de développement
n’a été observée entre des cultures marquées et les cultures non exposées aux nanoparticules. De plus,
I’acquisition du mouvement des marqueurs GSH a permis d’observer les battements cardiaques des cellules
différenciées, comme le montre la figure 1.20.

[wrl] yuswaoedsiq
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Figure 1.20 — (a) Image de marqueurs GSH sur des cellules souches différenciées. Les fleches indiquent
le déplacement des marqueurs entrainés par les contractions de cellules cardiaques. Ces déplacements
sont enregistrés en fonction du temps (b) hors du plan et (c) dans le plan de I’échantillon. Extrait de
[Magouroux 12].

Un dernier groupe [Urban 12] a réalisé de I'imagerie GSH in vitro a partir de sang de poisson-zébre
(zebrafish). Dans ce cas, des nanocristaux de ZnO ont été injectés dans le sang puis des lamelles de sang
ont été observées au microscope aprés 30 min. L’internalisation des marqueurs par les thrombocytes (ou
plaquettes) est visible sur la figure 1.21. Aucune trace de ZnO n’ayant été vue dans le muscosquelette,
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Iinternalisation des marqueurs semble spécifique aux thrombocytes ce qui est probablement lié a la
similarité des charges de surface de ZnO et de celles des corpuscules du sang.

Figure 1.21 — Marquage GSH de thrombocytes : (a) échantillon de sang en lumiére blanche, (b) en
lumiére blanche et détection GSH et (¢) GSH uniquement. Extrait de [Urban 12].

Pour finir, une technique d’imagerie un peu particuliére est proposée par [Hsieh 09]. Basée sur la
propriété de cohérence de la réponse GSH, elle permet de réaliser de I'imagerie holographique en trois
dimensions. Cette technique a été appliquée avec succés & des marqueurs GSH internalisés dans des
cellules.

o Imagerie in vivo

Une des premiéres études de marquage GSH in vivo a été menée par [Pantazis 10]. Des particules de
BaTiO3 ont été injectées dans un embryon de poisson-zébre au stade unicellulaire. L’imagerie de GSH
a été réalisée apres 72 heures de développement embryonnaire et les marqueurs sont observés a travers
tout le corps du poisson-zébre. De plus, la présence des nanoparticules de BaTiO3 ne semble pas avoir
perturbé le développement normal de I’embryon. Un test de marquage spécifique a permis, en paralléle,
de localiser la présence de la protéine dystrophine dans I’embryon aprés 24 heures de développement. Le
contraste obtenu est bien meilleur que pour des tests similaires en fluorescence, comme montré dans la
figure 1.22. La comparaison de deux types d’imagerie est effectuée sur un méme échantillon au moyen de
sondes multifonctionnelles, la Cy-5 pour la fluorescence et BaTiO3 pour la GSH.

Figure 1.22 — Localisation in vivo de la dystrophine dans un embryon de poisson-zébre (a) par fluorescence
et (b) par GSH. Extrait de [Pantazis 10].

Du marquage GSH a également été réalisé sur des cellules végétales, lors de la croissance de plantes
[Urban 12]. La procédure employée est la suivante : des graines d’A. thaliana sont mises en culture en
présence de nanocristaux de ZnO. L’internalisation est observée aprés trois jours de germination comme
montré figure 1.23. La présence de GSH dans une pousse issue de ces graines atteste de la diffusion des
marqueurs lors de la croissance (fig. 1.23 (c)).
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b) c)

Figure 1.23 — Marquage GSH de cellules végétales A. thaliana. (a) et (b) Marqueurs GSH présents dans
les germes. (¢) Marqueurs dans une pousse. Eztrait de [Urban 12].

Pour finir, les travaux de détection en profondeur de [Grange 11| que nous avons déja mentionnés, font
état d’imagerie in vivo également. L’expérience a consisté en une injection de cristaux de BaTiO3 dans
une queue de souris dont le systéme expérimental et les résultats sont présentés figure 1.24. Des sondes
GSH ont pu étre détectées & 100 um de profondeur dans ce contexte, sans risque de confusion avec de la
GSH endogéne.

Figure 1.24 — Marquage GSH in vivo : (a) systéme expérimental (la souris est endormie) et (b) imagerie
GSH dans une queue de souris dans les deux plans (XY) et (XZ). Extrait de [Grange 11].

Conclusion

L’utilisation récente des marqueurs GSH pour les applications bio-médicales offre de nouvelles pers-
pectives en imagerie, grace a la combinaison de leurs propriétés optiques et de leur faible toxicité. Des
observations in wvitro aussi bien qu’in vivo ont pu étre réalisées, parfois a travers des tissus épais et
troubles. Ces expériences laissent présager de l'utilité de ces sondes pour de nouvelles avancées en bio-
logie et en médecine, grace & des études portant par exemple sur le développement de ’embryon, la
différenciation de cellules souches, la détection de cellules cancéreuses ou encore ’expression du systéme
immunitaire sur des cellules cancéreuses. Cependant, de nombreux progrés sont encore & réaliser. Citons
en particulier la synthése de petites particules de taille et de forme maitrisées et de structure cristalline
adéquate, le développement des méthodes de fonctionnalisation et la quantification des réponses ONL
des nanocristaux qui restent des enjeux importants pour I’essor de cette technique.

I1.3 Alternatives

Si des avancées en terme de marquage biologique et d’imagerie bio-médicale reposent sur le dévelop-
pement de marqueurs optiques tels que les nanoparticules GSH, nous présentons ici briévement d’autres
types de sondes pour des approches complémentaires et alternatives.
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w



CHAPITRE 1 : GENERATION DE SECOND HARMONIQUE DE NANOPARTICULES ET APPLICATIONS EN
IMAGERIE BIO-MEDICALE

II.3.a Nanodiamants fluorescents

Parmi leurs nombreuses caractéristiques, les particules de diamant sont relativement faciles & produire
a taille nanométrique, sont inertes chimiquement et leur surface est relativement aisée a fonctionnaliser.
Cela permet d’envisager de nombreuses applications médicales comme agents thérapeutiques, aide au
diagnostic ou utilisation pour de I’analyse biologique [Schrand 09].

Les nanodiamants sont particuliérement intéressants en imagerie bio-médicale pour leurs propriétés
optiques. En plus de leur transparence et de leur indice de réfraction élevé, ces nanoparticules sont photo-
luminescentes. Cette photo-luminescence est liée a la présence d’impuretés, c’est-a-dire d’atomes étrangers
dans la structure du cristal, entrainant la création de bandes d’absorption et d’émission.

De nombreux centres colorés de ce type sont recensés et parmi eux, les centres de type azote-lacune
(NV, pour nitrogen-vacancy). Ces centres sont généralement créés par irradiation de particules (élec-
trons, protons, ions hélium) sur les nanocristaux (entrainant la formation de lacunes) et aprés un recuit a
600-800 ° C, permettant la migration de ces lacunes vers les atomes substitutionnels d’azote. Deux types
de centres NV existent, les centres neutres NV et les centres chargés négativement NV, de raie zéro-
phonon & 575 nm et 637 nm respectivement. Ces longueurs d’onde, en particulier pour les centres NV,
s’approchent de la fenétre de transparence des tissus biologiques. L’efficacité quantique de ces nanodia-
mants est trés élevée, proche de 1, et la durée de vie de fluorescence est relativement longue, entre 10 et
40 ns. Pour finir, le signal de fluorescence est trés stable puisqu’il semble n’y avoir ni photo-dégradation
avec le temps ni clignotement contrairement aux effets observés avec les QDs actuels.

De plus, les nanodiamants sont faiblement toxiques. Une premiére expérience in vitro montre ’'inter-
nalisation spontanée de nanoparticules par des cellules HeLa ainsi que la faible cytotoxicité apparente
de ces particules [Yu 05]. Un autre groupe présente des travaux montrant également la faible toxicité de
ces particules sur des vers Caenorhabditis elegans [Mohan 10]. Plus récemment, il a été démontré que
ces sondes sont biocompatibles avec des cellules et des micro-organismes et que ces marqueurs optiques
peuvent étre utilisés pour une imagerie in vivo de ces micro-organismes [Lin 12].

D’autres travaux portent sur I'imagerie biologique grace a ces sondes nanodiamants. En particulier,
I'utilisation de la microscopie biphotonique a permis d’améliorer le contraste par rapport & de la fluo-
rescence endogéne [Chang 08|, grace notamment a une meilleure absorption des centres neutres. Cela
implique malheureusement le décalage du spectre d’émission dans le bleu mais la photostabilité du signal
est conservée. Un autre effet secondaire de l'utilisation de la microscopie biphotonique est la transfor-
mation de centres NV~ en centres neutres en raison de l'ionisation des premiers par excitation laser
femto-seconde.

Ces types de marqueurs présentent ainsi des perspectives intéressantes. Dans ce cadre, certains articles
passent en revue les techniques de synthése et de transformation de surface de ces particules [Mochalin 12],
tandis que leur utilisation en imagerie est examinée dans les travaux de [Faklaris 09] et de [Hui 10].

11.3.b Upconversion

Parmi les nanoparticules dopées aux ions lanthanides que nous avons déja évoquées parmi les mar-
queurs luminescents, certaines présentent cette propriété particuliére d’absorber des photons d’énergie
inférieure & I’énergie ensuite réémise. Les phénomeénes optiques mis en jeu sont différents de la fluorescence
4 deux photons puisqu’il ne s’agit pas d’'une absorption simultanée mais d’une absorption successive de
photons.

Les ions Ln®t possédent une couche électronique 4f incompléte au sein de laquelle les transitions
internes, normalement interdites, deviennent permises par la présence d’un environnement spécifique,
par exemple la structure cristalline de la matrice hote. Ces transitions sont intéressantes en imagerie car
elles constituent des bandes d’absorption et d’émission étroite ainsi qu’'une durée de vie des états excités
relativement longue. Cette longue durée de vie favorise ’absorption successive de photons par un ion. Ce
phénomeéne d’excitation successive peut étre aussi provoqué par transfert non radiatif de I’énergie d’un ion
excité & un autre ion également excité. Les ions lanthanides utilisés dans les phénoménes d’upconversion
sont les ions Yb37T associés aux ions Er3*t ou Tm3t.

Ce phénoméne permet donc, a l'instar de la fluorescence a deux photons ou de la GSH, d’exciter
une particule & des longueurs d’onde relativement élevées, par exemple en IR, et de détecter un signal
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4 une longueur d’onde plus faible, avec un décalage de Stokes trés important. Cela n’est pas considéré
comme un phénomeéne optique non linéaire & proprement parler puisque sa réponse ne dépend pas du x(2).
L’excitation ici ne nécessite pas de puissances lumineuses aussi élevées qu’en imagerie multiphotonique
et un laser continu suffit pour observer le phénomeéne sans endommager les tissus. Cela laisse place a
la possibilité de faire de 'imagerie en profondeur assez facilement et avec un contraste élevé. La longue
durée de vie de fluorescence permet également d’utiliser des techniques de fluorescence retardée afin de
filtrer encore mieux la fluorescence endogéne.

La synthése de ces particules reste un enjeu majeur pour une détection efficace [Mialon 10, Haase 11].
La qualité cristalline de la matrice hote est importante pour diminuer les désexcitations non radiatives par
vibration de phonons ou par présence de piéges. Les fluorides (LaFs, NaYF,) sont souvent utilisées pour
ces raisons. D’autres types de matrices comme les oxydes (Y203, Y202S, YVOy,, LasMo7027) peuvent
également étre utilisées pour leur propriétés d’absorption lumineuse, servant alors de sensibilisateur. La
taille trop petite des particules (< 20 nm) limite également les performances en raison de phénomeénes
de désexcitation en surface ou quenching. De plus, la concentration en ions ainsi que leur répartition
doit étre précisément controlée, car au-dela d’un seuil de concentration, I’émission diminue. Par ailleurs,
la fonctionnalisation de ces nanoparticules est assez semblable a celle utilisée pour les marqueurs GSH,
principalement quand la matrice hote est un oxyde et n’a pas d’effet notoire sur 'efficacité d’émission
lorsque les particules sont suffisamment grandes.

Aucun effet de toxicité n’a pour l'instant été observé sur les milieux biologiques [Nyk 08]. Différentes
expériences ont été réalisées avec succés en imagerie biologique. Une liste non exhaustive inclut la dé-
tection de particules in vivo dans des vers de type Caernorhabditis Elegans [Lim 06] ou dans des souris
[Chatterjee 08], la détection de cellules souches aprés transplantation dans une souris [Idris 09], la détec-
tion de ganglions lymphatiques (cellules du systéme immunitaire) dans des souris [Liu 12] ou des études
d’intéraction de ’ARN dans des cellules vivantes [Jiang 10]. La profondeur de détection est généralement
de quelques centaines de pm a quelques mm [Dong 11] et seule une étude mentionne des résultats jusqu’a
2 c¢cm de profondeur [Liu 11].

Au-dela de I'imagerie optique simple, ces nanoparticules sont utilisées pour de I'analyse biochimique
telle que la détection de protéines, d’ADN, et de I'imagerie de molécule unique. Elles présentent égale-
ment un potentiel pour des techniques telles que la tomographie, 'imagerie multimodale, I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) et la photothérapie [Gnach 12, Wang 10].

Conclusion

Si les nanoparticules GSH présentent de nombreux intéréts en imagerie, d’autres nouveaux nano-
matériaux peuvent également étre envisagés dans le cadre d’applications biologiques. Pour terminer,
certaines particules métalliques, d’or ou d’argent principalement, possédent la possibilité d’émettre de la
GSH, du fait de la brisure de symétrie cristalline en surface. Cependant, I’émission optique de ce type est
peu intense puisqu’elle ne provient que de la surface et non du volume, et reste sensible aux techniques
de fonctionnalisation. L’ utilisation de ces particules, assez reconnue par ailleurs pour leurs propriétés de
diffusion, d’amplification plasmonique, voire d’excitation photothermique, n’est donc pour le moment pas
envisagée dans le cadre d’émission GSH.

IIT Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons pu démontrer I'intérét des nanoparticules aux propriétés de GSH pour
I'imagerie biomédicale. En dehors de I'imagerie, d’autres applications peuvent étre envisagées dans le
domaine du vivant. Les techniques d’analyse et de diagnostic peuvent d’une part exploiter les propriétés
optiques spécifiques des nanoparticules en vue d’une réduction des seuils de détection. Par exemple, il a été
montré la possibilité de détecter des nanoparticules GSH uniques dans un milieu physiologique complexe
par spectroscopie de corrélation non linéaire [Geissbuehler 12]. D’autre part, il est également envisagé
des applications de type theranostic, ot les particules pourraient générer localement un rayonnement UV
(en changeant la longueur d’onde d’excitation), détruisant ainsi des cellules préalablement ciblées. Des
premiers résultats encourageants ont été obtenus par les partenaires du projet Namdiatream. Enfin, des
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travaux sont également menés afin de combiner différentes propriétés au sein d’une nanoparticule, comme
par exemple 1’émission optique GSH combinée & des propriétés magnétiques pour I'IRM ou radioactives
pour la tomographie par émission de positons. Le développement de sondes multifonctionnelles permet
d’allier différentes techniques complémentaires permettant par exemple de réaliser & la fois un diagnostic
pré-opératoire puis un guidage intra-opératoire lors d’une opération de chirurgie.

Toutes ces applications prometteuses nécessitent toutefois une bonne maitrise des méthodes et des
phénomeénes mis en jeu. Nous avons ainsi énoncé l'intérét d’améliorer la technologie concernant la micro-
scopie biphotonique, 1'utilité de controler les techniques de synthése et de fonctionnalisation, ainsi que
I'importance de quantifier les réponses ONL des marqueurs.

Dans ce cadre, mon travail de thése porte principalement sur la caractérisation optique non linéaire
des matériaux sous forme de nanoparticules. Cet aspect est essentiel car il permet d’une part de mieux
appréhender les phénoménes optiques mis en jeu, et ainsi de déterminer les paramétres influant le signal
optique émis : matériaux et cristallinité, taille et forme des nanoparticules, concentration, agrégation,
etc. L’objectif final de ce travail est de pouvoir aisément sélectionner les meilleurs marqueurs optiques
potentiels.




Diffusion Hyper-Rayleigh ou de second harmonique : principe
et configuration expérimentale

Introduction

La technique de diffusion Hyper-Rayleigh (HRS, acronyme anglais usuel pour Hyper-Rayleigh Scat-
tering) consiste a étudier le rayonnement optique non linéaire diffusé par de nombreux éléments, dont
la taille reste trés inférieure a la longueur d’onde conformément au régime Rayleigh. Ces mesures d’en-
semble sont utiles pour caractériser les propriétés optiques non linéaires de molécules. En effet, I'intensité
GSH d’une molécule est trés faible en raison de sa taille tandis que pour un échantillon constitué d’un
ensemble de molécules, les intensités diffusées par chacune d’elle s’additionnent de maniére incohérente
pour donner un signal plus facilement détectable et exploitable. De plus, les mesures HRS résolues en
polarisation permettent d’obtenir des informations spécifiques sur les propriétés optiques non linéaires
des molécules étudiées, comme les coefficients indépendants du tenseur d’hyperpolarisabilité.

Dans ce chapitre, nous présenterons pour commencer la théorie HRS, permettant de comprendre les
méthodes utilisées pour la caractérisation de molécules optiquement non linéaires. Aprés avoir explicité
ces méthodes, leur application & des nanoparticules sera discutée, ce qui permettra d’établir les protocoles
de mesures HRS exploitées par la suite. Nous détaillerons ensuite le systéme expérimental utilisé pour la
réalisation de ces mesures optiques et terminerons par les méthodes de préparation et de caractérisation
des échantillons nécessaires a I’analyse du signal HRS.

o Historique

La premiére observation du phénoméne de GSH fut réalisée en 1961, peu aprés l'invention du la-
ser [Franken 61]. Quelques années plus tard, en 1965, la diffusion de second harmonique (SH) est observée
pour la premiére fois par Terhune et al [Terhune 65].

A la suite de cette découverte, la théorie relative a la technique HRS fut développée par Cyvin,
incluant les conditions de symétrie de Kleinmann [Cyvin 65], puis de maniére plus générale, c’est-a-dire
sans prendre en compte ces conditions de symétrie [Bersohn 66].

D’un point de vue expérimental, une méthode permettant d’étudier les propriétés optiques non li-
néaires de molécules organiques, appelée EFISHG (pour Electric Field Induced Second Harmonic Ge-
neration), fut développée par [Kielich 68], pour laquelle application d’un champ électrique permet,
par Iinteraction avec les dipoles permanents de molécules polaires, de rompre la symétrie de la solution
moléculaire et d’induire ce phénomeéne de SH [Levine 75].

En 1991, la technique HRS est mise au point afin de mesurer I’hyperpolarisabilité de toutes les mo-
lécules indépendamment de leur symétrie ou charge, incluant aussi celles ne possédant pas de moment
dipolaire permanent [Clays 91, Hendrickx 98].

La technique HRS fut ensuite élargie a ’étude d’objets de taille supérieure & la taille moléculaire, tels
que des assemblages moléculaires ou des particules de taille nanométrique a microscopique. Elle a été
appliquée a ’étude d’objets non-centrosymétriques tels que des Quantum Dots semi-conducteurs de type
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CdS, CdSe et ZnS [Jacobsohn 00, Zhang 01, Petrov 02] ou des particules d’oxydes comme le BaTiOs3,
le PbTiO3 ou le ZnO [Rodriguez 09, Le Dantec 11]. Elle a également été appliquée a des particules
microscopiques de structure centrosymétrique dont la GSH provient de la brisure de symétrie en surface
[Wang 96, Yan 98], ainsi qu’a des nanoparticules métalliques [Nappa 05, Russier-Antoine 07].

En paralléle, I'utilisation de mesures HRS résolues en polarisation a été développée, permettant ainsi
de déterminer la symétrie des objets étudiés et plus précisément leurs coefficients ONL indépendants d;;
[Zyss 93, Verbiest 94]. La théorie relative a ces mesures fut formulée par [Kauranen 96]. D’autres travaux
font état de ce type de mesures [Brasselet 98, Ostroverkhov 00, Lemaillet 07, Revillod 08].

o Terminologie

La théorie HRS considére des objets ponctuels dipolaires qui diffusent le rayonnement de second
harmonique selon le principe de diffusion Rayleigh. Cela signifie que le champ électromagnétique appliqué
n’est pas modifié par I'objet. Cependant, au-dela d’une certaine taille, les particules modifient la phase et
Pamplitude du champ incident. On considére que les objets de taille supérieure a 5-10 nm n’entrent plus
dans la catégorie des sources ponctuelles. Le terme de diffusion Hyper-Rayleigh n’est alors plus adéquat
[Roke 12].

Dans notre étude, nous nous intéresserons plus particuliérement & des particules de structure cristalline
non-centrosymétrique de diameétre moyen situé entre 50 et 200 nm et pour lesquelles le signal HRS provient
uniquement du volume. Nous vérifierons en effet que la contribution de surface, c’est-a-dire 'intensité
provenant de la rupture de symétrie en surface de la particule, est négligeable par rapport a la contribution
de volume.

La terminologie de diffusion Hyper-Rayleigh est donc ici utilisée abusivement puisque la taille des
objets diffusants est grande par rapport au régime Rayleigh avec un rayon R > A/50. Ces objets ne
sont donc plus considérés comme des sources ponctuelles. L’appellation correcte serait alors diffusion non
linéaire (Non Linear Scattering en anglais, NLS) ou diffusion de second harmonique (Second Harmonic
Scattering, SHS). Pour des raisons d’usage et considérant que les mesures sont réalisées sur un systéme
expérimental HRS, le terme HRS est cependant utilisé dans la suite de ces travaux.

I Principe de la technique de diffusion Hyper-Rayleigh

I.1 Généralités

Lors d’une mesure HRSS, une solution moléculaire est excitée par un faisceau laser intense, de fréquence
w. Chaque molécule est donc soumise & cette excitation et diffuse alors un signal de second harmonique.
Le signal HRS correspond & la somme incohérente de tous ces signaux de SH.

Figure 2.1 — Principe de la diffusion Hyper-Rayleigh (HRS).

Ce signal HRS est caractérisé par différents paramétres liés a ’échantillon mais également au systéme
expérimental. Comme pour la GSH, le signal HRS varie de maniére quadratique avec 'intensité incidente
I,. De plus, comme il s’agit d’'une mesure d’ensemble, la réponse optique dépend de la concentration
moléculaire N de la solution et varie linéairement avec celle-ci puisqu’il s’agit de la somme de signaux
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diffusés de maniére incohérente. Par ailleurs, la diffusion de SH des molécules est directement liée & leur
hyperpolarisabilité moyenne <[>, corrigée par les facteurs de champs locaux F;. Enfin, il faut aussi
prendre en compte un facteur expérimental G.

Dans le cas ou différentes espéces i sont en présence, l'intensité du signal HRS est définie par
[Revillod 06] :

Iy =G Y (NiF, < 8} >)I2 (2.1)

Si I’échantillon correspond a une solution moléculaire constituée d’un solvant et d’une seule espéce de
molécule, on a alors :

I, = G(N,F, < 2> +N,,F,,, < % >)I? (2.2)

ot les indices s et m correspondent respectivement au solvant et aux molécules en solution.

1.2 Détermination théorique du signal de diffusion

Nous venons de voir de maniére générale que la réponse HRS d’un échantillon est caractérisée par
ses propriétés ONL ainsi que par la configuration expérimentale. Nous présentons maintenant une ap-
proche plus détaillée [Revillod 06] basée sur les processus optiques mis en jeu, afin de déterminer les
caractéristiques du signal HRS en fonction des conditions expérimentales.

o Moment dipolaire induit 4 2w d’une molécule

Lorsqu’un faisceau laser éclaire une solution de molécules, le champ local incident E(w) induit un
moment dipolaire p?* dans chacune d’elle, qui est a Porigine de la diffusion de second harmonique. Ce
moment dipolaire dépend de I’hyperpolarisabilité moléculaire By qui est généralement définie dans le
repére de la molécule. Dans ce repére, on a donc :

2 2 :
piw = ﬁijkEjEk (23)
gk
Nous nous intéressons dans un premier temps & la diffusion de second harmonique par une seule mo-

lécule. En effet, les signaux de SH sont diffusés de maniére incohérente par chaque molécule. Connaissant
le signal émis par une seule molécule, il sera donc facile par la suite de retrouver le signal HRS global.

¢ Orientation du systéme
Le moment dipolaire moléculaire induit dépend des composantes j, k du champ incident. Il est donc
nécessaire de le définir dans un repére du laboratoire (X,Y, Z) comme illustré sur la figure 2.2.

X
A
E(w) .~
— r g \&‘.{*
échantillon
Y

Figure 2.2 — Repére du laboratoire et champ incident.
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Dans ce repére, le champ incident a la position r’ est de la forme :

cos(y) .
_ . (ko —wt ) Fy amplitude du champ
Bw) = Eo 8”6(’7) ¢ ) avee: { ~ angle de polarisation
(X,Y,2)

o Propriétés ONL de la molécule dans le repére du laboratoire.

Le tenseur d’hyperpolarisabilité moléculaire 5, est définit dans le repére de la molécule (z,y, z). Afin
de 'obtenir dans le repére du laboratoire, on effectue trois rotations successives définies par les angles
d’Euler 0, ¢ et 1 comme présentés en figure 2.3. La convention adoptée ici est la convention ZYZ.

Z

4

Figure 2.3 — Changement de repére entre le repére du laboratoire (X,Y, Z) et le repére de la molécule
(2,9,2).

La transformation (x,y, z) — (X,Y, Z) revient a appliquer la matrice S :
cos()cos(0)cos(d) — sin()sin(p)  —sin(v)cos(0)cos(d) — cos(w)sin(¢)  sin(f)cos(P)
S = cos(y)cos(0)sin(p) + sin(y)cos(¢) —sin(y)cos(8)sin(@) + cos(¢)cos(¢)  sin(d)sin(¢) |(2.5)
—cos(y)sin(6) sin(v)sin(0) cos(0)
Chaque élément du tenseur fji, d’indices IJK associés aux axes XYZ du laboratoire, est déterminé

en appliquant cette transformation S au tenseur [ du repére moléculaire (x,y,z). Cette transformation
s’écrit :

Brikxyz =9 2. Y S1iSriSkk (Bisk) (2y.2) (2.6)
ik

A partir du tenseur d’hyperpolarisabilité moléculaire défini dans ce nouveau repére :

Bxxx Bxyvy Bxzz Bxvz Bxxz Bxxy
Bxyz = | Prxx Bvyvy PBvzz Pyvvz Bvxz Brxy (2.7)
Bzxx Bzvy Bzzz Bzvz Bzxz Bzxy
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et de Pexpression du produit F(w).E(w) dans ce méme repére :

cos?(+)
sin?(7)

2
2
0 (k™ —w
E(w).E(w) = E? 0 ZilkT —wty (2.8)
0

2cos(y)sin(7y) (XY.Z)

on peut facilement calculer le moment dipolaire induit & 2w :

Bxxxcos®(7) + Bxyy sin®(7) + 2Bxxy cos(y)sin(7) o
p* = Eg | Byxxcos®(7) + Byyy sin®(y) + 2Byxycos(y)sin(y) | ek = (2.9)
Bzxxcos®(7) + Bzyy sin®(7) + 2Bzxy cos(y)sin(v)

¢ Champ rayonné a la fréquence double

Connaissant I'expression du moment dipolaire induit & 2w pour une molécule, nous cherchons main-
tenant & déterminer le champ électromagnétique émis a la fréquence double. Ce champ correspond au
champ rayonné par p?* et dépend de la direction d’observation.

Pour une direction de détection ﬁ, le champ généré a la fréquence double en un point r est donné par
la relation [Jackson 75] :

—

. . . Ko eikzwlf—ﬁ\
E(2w) = g[(h x P?¥) x h] avec: g = —_—

= 2.10
dmeg |7 — 1| (2.10)

Comme nous utiliserons généralement une direction de détection perpendiculaire a l’excitation, on
choisit h =Y. La configuration de détection est présentée ci-dessous.

Figure 2.4 — Configuration géométrique de détection du signal HRS.

D’aprés les équations 2.9 et 2.10, nous obtenons alors ’expression dans le repére (X,Y,Z) du laboratoire
du champ généré a la fréquence double par une molécule.

Bxxxcos*(7) + Bxyy sin?(7) + 2Bxxy cos(7y)sin(y) L
E(2w) = gE? 0 V(2R —kau )7 (2.11)
Bzxxcos?(7) + Bayy sin?(y) + 2Bzxy cos(7y)sin(v)

t

Notons ici que le facteur e’“! n’est pas noté pour des raisons de simplicité et que le facteur g se

oikae |7l
simplifie selon 'approximation du champ lointain (r’«r) par g = 4'“;;”0 E
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¢ Intensité HRS
Lors d’'une mesure HRS expérimentale, nous n’observons par directement le champ rayonné a la fréquence
double mais l'intensité définie & partir du champ FE(2w) par :

I(2w) x E(2w)E™*(2w) (2.12)

Pour déterminer 'intensité HRS globale, il faut alors prendre en compte I’ensemble des molécules et
leurs orientations. Pour cela, on utilise le principe d’ergodicité selon lequel on considére que la moyenne
des orientations d’'un ensemble de N molécules & un instant t est équivalente & la moyenne temporelle
sur toutes les orientations possibles d’une molécule unique. Cela revient a considérer le signal moyen issu
d’une molécule pouvant prendre toutes les orientations possibles. Ce principe est vrai pour N objets sans
interactions, ce qui est le cas pour des échantillons de concentration relativement faible. Les signaux de
second harmonique diffusés par les différentes molécules sont en effet incohérents.

En pratique, il suffit de faire varier les paramétres d’orientation moléculaire définis par le schéma de
changement de repére (fig. 2.3) et intégrer sur tout I’espace. En HRS, nous considérons donc des valeurs
d’hyperpolarisabilités moyennes <>, pour lesquelles la notation <> indique une moyenne dans toutes
les directions de I'espace.

Les calculs d’intensité HRS, de la forme E(2w) E*(2w), impliquent 1'utilisation des coefficients < 5,51 850y >
déterminés de la fagon suivante :

1 27 27 T
< BrxrBimn >= 32 /4)_0 /w—o /9:0 Brcr (.10, 0) BN (9,1, 0) sin(0)dOdidg (2.13)

o Exemple d’intensité HRS détectée
Pour une détection selon }7, il est donc possible de déterminer l'intensité HRS selon les deux directions
de polarisation Ix et Iz. Par exemple, si v = 0, le champ rayonné dans la direction Y et polarisé suivant
X est, d’aprés I’équation 2.11.

Ex(2w) x< 5XXX > (214)

On calcule alors l'intensité Ix (eqn. 2.12) par :
Ix x Ex(2w)E%(2w) = GNF < BxxxBixx > I2 (2.15)

G constante

N nombre de molécules

F = F? facteur de champ local (eqn. 1.13)

I? = E}, carré de l'intensité du champ incident.

avec

Formellement, le calcul de l'intensité fait apparaitre des constantes comme €g, A et ¢ (voir [Hendrickx 98]
ou [Revillod 06] pour une expression compléte). Expérimentalement, I'intensité récoltée dépend également
de ’angle solide de détection et des instruments utilisés en optique et pour la détection, facteurs généra-
lement inclus dans la constante G.

L’intensité Iz est définie de la méme maniére :

Iz = GNF < BzxxBaxx > I, (2.16)

ce qui permet d’écrire 'intensité HRS détectée avec une excitation polarisée verticalement et sans pola-
riseur devant le systéme de détection :

I(2w) = Ix + Iz = GNF(< Bixx > + < Boxx >)I2 (2.17)

Les coeflicients < By > sont considérés réels dans le cas de non-linéarités purement dispersives, c’est-
a~dire lorsqu’il n’y a pas d’absorption [Kauranen 96]. Dans le cas contraire, la notation < Sr B >
doit étre conservée.
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I.3 Mesures résolues en polarisation

Nous avons, dans la section précédente, déterminé 'intensité HRS dans une configuration particuliére,
pour laquelle la polarisation incidente est fixée verticalement. Nous allons maintenant nous intéresser
a lexpression de cette intensité HRS dans un cas plus général. L’utilité d’'une analyse en polarisation
est de pouvoir identifier distinctement des coefficients indépendants du tenseur d’hyperpolarisabilité. En
effet, nous verrons que les coefficients < 875k > impliqués dans 'expression de l'intensité HRS ne sont
pas toujours les mémes lorsque la polarisation incidente ~y varie. Cela se traduit par la modification de
I'intensité détectée.

Reprenons le calcul de I'intensité HRS déterminé par 1’équation 2.12, & partir de 'expression générale
2.11 du champ & 2w émis dans la direction Y. L’intensité selon X s’écrit :

Ix = GNFI2(< Byxx > cos*y+ < Bryy > sinty

2 2 .9 (218)
+(4 < Bxxy > +2 < BxxxBxyy >)cos ysin®y)

Notons ici que certains coefficients s’annulent par ’opération de moyenne orientationnelle décrite par
I’équation 2.13. En particulier, pour Ix, on a < BxxxBxxy >= 0 et < Bxyy Bxxy >= 0.

De plus, on considére en HRS une émission isotrope provenant de la sommation incohérente de mo-
lécules ponctuelles. Pour des raisons de symétrie, il existe alors des équivalences entre les différentes
composantes < 37, > [Brasselet 98|, ce qui permet de réécrire cette intensité plus simplement, en sup-
posant les conditions de Kleinman :

Ix = GNFI2 < BYxx > cos’ v+ < Boyx > sin’y (2.19)

De la méme maniére, on obtient pour Iz :
Iz =GNFI? < By > (2.20)
Ainsi, lorsque l'on fait varier ’angle de polarisation incidente, les intensités HRS détectées selon X ou

7 peuvent étre représentées par des graphes polaires tels que ceux de la figure 2.5.

: < Baxx >
< ﬁZXX > ZXX P
< Bxxx >

/ f\i%/ N /
-

Figure 2.5 — Intensités HRS théoriques Ix (en rouge) et Iz (en bleu) en fonction de la polarisation
incidente « pour une solution de pNA.

I.4 Meéthodes de caractérisation des coefficients ONL

La technique HRS permet de déterminer I’hyperpolarisabilité moyenne < 3 > d’une molécule ou
encore ses coefficients indépendants 3;;. Nous allons & présent détailler les méthodes utilisées pour cela.

I.4.a Détermination des coefficients moyens < 5 >

La méthode de détermination par HRS de ’hyperpolarisabilité moyenne de molécules en solution a été
présentée en 1991 par [Clays 91]. Elle est basée sur le principe selon lequel I'intensité HRS diffusée dépend
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linéairement de la concentration en molécules, comme nous ’avons vu au début de ce chapitre. En faisant
varier la concentration des solutions, il est possible d’observer ce comportement linéaire de 'intensité
HRS et, a partir du coefficient directeur de cette droite, de retrouver I’hyperpolarisabilité moléculaire.
Deux méthodes ont été développées dans ce cadre [Verbiest 09].

o Méthode de la référence interne

La méthode de la référence interne consiste 4 mesurer l'intensité HRS de solutions de différentes
concentrations moléculaires, et & déterminer le coefficient directeur ainsi que I'ordonnée a ’origine de
la droite obtenue. Selon la formulation générale du signal HRS (eqn. 2.2), en supposant une solution
moléculaire constituée d’un solvant et d’une espéce de molécule, on a :

I, = G(Nst < /832 > +NpFp < BZ@ >)IEJ

avec m l'indice correspondant aux molécules. Dans ce cas, le champ local est le méme pour les molécules
et pour le solvant soit Fy = F,,, = F.

La figure 2.6 (a) présente l'intensité HRS en fonction de l'intensité d’excitation pour des solutions mo-
léculaires de para-nitroaniline (pNA) de différentes concentrations [Clays 91]. On note ici la dépendance
en I2 pour chaque solution ainsi que la variation d’intensité HRS en fonction de la concentration pour
une intensité incidente égale.
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(a) (b)

Figure 2.6 — (a) Intensité HRS de solutions de pNA /méthanol a différentes concentrations A, B, C, D,

E et F. (b) Coeflicient quadratique des mémes solutions en fonction de leur concentration. Extrait de
[Clays 91].

A partir de ces courbes, on peut déterminer le facteur G(NyF < 52 > +N,,, F < 32, >) pour chaque
solution. Le résultat est présenté sur la figure 2.6 (b). La droite obtenue est donc de la forme :

_ a=GF < 2 >
Is, = aN,, +yo avec { o= GN,F < B2 > (2.21)

Connaissant la concentration Ny et I’hyperpolarisabilité < S, > du solvant, il est alors relativement
facile de retrouver 'hyperpolarisabilité de la molécule étudiée :

< B2 >= yg.Ns < B2 > (2.22)
0

Cette méthode est assez facile & mettre en place puisqu’elle nécessite en pratique de mesurer sim-
plement l'intensité HRS de solutions moléculaires de différentes concentrations avec une méme intensité
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d’excitation. Cependant, elle n’est pas toujours applicable. D’une part, les concentration et hyperpola-
risabilité du solvant ne sont pas toujours connues et d’autre part, I’hyperpolarisabilité du solvant est
parfois nulle ou trop faible pour étre détectée, ce qui correspond a une ordonnée & l’origine nulle.

o Méthode de la référence externe

Lorsque la méthode de la référence interne ne peut étre utilisée, il est possible d’employer une autre
méthode, utilisant une référence externe. Le principe repose sur la méme dépendance en concentration
que pour la référence interne mais fait appel cette fois, a une autre solution d’hyperpolarisabilité connue.

On calibre dans un premier temps le systéme expérimental avec cette solution de référence r, en
mesurant U'intensité HRS pour des solutions de concentrations connues. Cela permet de déterminer la
constante G. Théoriquement, 'intensité HRS est telle que :

L, (r) = G(Na F, < 3% > +N,F, < 32 >)I?
On obtient une droite de la forme :
I, (r) = ar N, + 1 avec o, = GF,. < ,33 > If, (2.23)

Ensuite, on effectue une deuxiéme série de mesures sur la solution & étudier, pour des concentrations
variables. L’intensité HRS théorique est telle que :

I(m) = G(NgFyy < % > + Ny Fry < B2, >)I12

L’intensité détectée est de la forme :

I, (m) = am Ny, + 42 avec o, = GF,, < 5,2n > If (2.24)

Par simple comparaison des coefficients directeurs, il est alors possible de déterminer I’hyperpolarisa-
bilité de la molécule étudiée :

oy Fr
— < B> 2.25
<y (225)
Il est intéressant ici de noter que le solvant utilisé dans chaque cas n’est pas toujours le méme,
impliquant des facteurs de champ local différents. Il est alors nécessaire de connaitre ces facteurs et donc
les indices de réfraction des différents milieux.

< Bm >=

I.4.b Détermination des coefficients indépendants 3;;

o Rapport de dépolarisation
Le rapport de dépolarisation D,,; permet de retrouver les coefficients indépendants du tenseur By a
partir de I'information des mesures résolues en polarisation. Ce facteur est défini comme le rapport des
intensités HRS minimale et maximale, soit :

< Boxx >

Dot =
po
< Bxxx >

(2.26)
Ce rapport est facile & mesurer expérimentalement, soit en mesurant 'intensité Ix pour des polarisa-
tions incidentes horizontale puis verticale, soit en mesurant les intensités Ix et Iz pour une polarisation
incidente verticale (v = 0). On utilise ce rapport de dépolarisation pour caractériser la symétrie ONL
pour des molécules dont le tenseur comporte uniquement 2 composantes indépendantes non nulles.
Prenons par exemple le pNA dont le tenseur est donné (annexe B) dans le repére de la molécule. Les
coefficients < S%yy > et < S%yx > s’écrivent d’aprés Péquation 2.6 comme :

1 6 9
< fixx >= ;553 + %533531 + £5§1 (2.27)
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2 2.2
-8 (2.28)

1 2
< Boxx >= gﬁgs - ﬁﬁ?ﬁﬂ?}l +

L’expression du rapport de dépolarisation peut alors s’écrire en fonction du rapport R = % :

o 3-2R+11R?
Pol = 15 1 18R + 27TR?

(2.29)

Cette équation Dp,(R) est représentée par la courbe de la figure 2.7. La mesure du rapport de
dépolarisation permet de déterminer un ou deux facteurs R correspondants, parmi lesquels une seule
valeur est possible. Cela permet ensuite de retrouver le rapport des deux coefficients indépendants j3;; et
donc leur valeur relative.

Dpol

Figure 2.7 — Rapport de dépolarisation en fonction du facteur R pour le pNA.

Les valeurs absolues de ces coefficients indépendants peuvent ensuite étre retrouvées a partir des
valeurs moyennes d’hyperpolarisabilités < 8 >.

1.5 Conclusion

Dans cette partie, la théorie sur laquelle repose la technique HRS a été explicitée. Nous avons également
pu voir les différentes méthodes utilisées permettant de retrouver les coefficients moyens et indépendants
du tenseur d’hyperpolarisabilité de molécules. Dans la suite de ce chapitre, nous présenterons comment
ces méthodes sont mises en pratique et appliquées a des particules.

IT Mesures HRS sur des nanocristaux

L’objectif de cette section est de détailler les protocoles utilisés dans ce travail pour les caractérisations
ONL quadratiques des nanocristaux. Ces protocoles sont définis & partir du principe HRS (cf. § I) et des
méthodes qui en découlent, décrites précédemment au paragraphe 1.4. Rappelons cependant que ces
méthodes sont initialement utilisées pour la caractérisation de solutions moléculaires et non pour des
nanocristaux. Nous allons voir ici comment appliquer ces méthodes & des suspensions de nanocristaux.
Nous détaillerons ensuite les protocoles de mesures utilisés.

II.1 Application de la théorie HRS aux nanocristaux
II.1.a Caractérisation HRS de nanocristaux dans la littérature

La particularité de l'application de la théorie HRS a des nanocristaux provient du fait que le signal
de second harmonique n’est pas diffusé par des molécules d’hyperpolarisabilité microscopique mais par
des particules cristallines dont les propriétés sont généralement connues a échelle macroscopique, pour
des cristaux massifs par exemple.

16
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Dans la littérature, la majorité des études [Jacobsohn 00, Santos 00, Zhang 01, Jacobsohn Eilon 01,
Petrov 02, Segets 09] déterminent dans un premier temps ’hyperpolarisabilité microscopique des parti-
cules de la méme maniére que pour des molécules, c’est-a-dire en utilisant :

Iy = B(Ny < 2 > +Nyp, < 2, >)I2 (2-30)

avec B une constante incluant G et les facteurs de champ locaux, N5 et Ny, les concentrations respectives
du solvant et des nanoparticules en solution et < s > et < f3,, > les moyennes orientationnelles des
hyperpolarisabilités du solvant et des nanocristaux. Il est ensuite possible de retrouver ’hyperpolarisabi-
lité moléculaire relative & ce matériau en considérant I'unité de formule par particule. Par exemple, pour
une suspension de cristaux de CdS dont la concentration en unités CdS est donnée par Ny, 'hyperpo-
larisabilité moléculaire équivalente est telle que : < 672%[ >= Nuynit/Nne < 672”) >, avec Nynit/Np,p étant
également définie comme la densité d’unités CdS par particule.

Cependant, la comparaison au matériau massif est plus délicate. En effet, ces valeurs d’hyperpola-
risabilités sont microscopiques tandis que les susceptibilités moyennes d’ordre 2 déterminées pour les
cristaux massifs sont macroscopiques. Afin de contourner cette difficulté, I’hyperpolarisabilté "massive"
microscopique équivalente est calculée a partir de la susceptibilité macroscopique d (dont la valeur est
mesurée par ailleurs sur des cristaux massifs) et en tenant compte des facteurs de champ local F;
(eqn. 1.13) et de la concentration en unités moléculaires de la solution Ny, selon : Brassiy = 4/ (Nynit-F7)
[Santos 00, Zhang 02]. Cette hyperpolarisabilité microscopique peut ainsi étre comparée aux hyperpola-
risabilités mesurées sur des particules.

On constate dans ces exemples que 'application de la technique HRS & des nanocristaux ne permet de
déterminer directement la susceptibilité de second ordre du matériau. Afin de remédier a cette difficulté,
nous introduisons ici la notion d’hyperpolarisabilité effective d’une particule.

II.1.b Notion d’hyperpolarisabilité effective d’un nanocristal

Nous avons vu précédemment qu'un rayonnement intense induit dans une molécule un moment dipolaire
a la fréquence double py,,. Dans un matériau solide, le méme rayonnement crée de maniére similaire des
dipoles électriques microscopiques, dont la densité est a ’origine d’une polarisation macroscopique dans
le cristal.

Pour une molécule, le moment dipolaire ainsi induit est directement lié & I’hyperpolarisabilité mo-
léculaire, comme défini par la relation 1.10. Cette hyperpolarisabilité est ensuite reliée au coefficient
macroscopique d par un facteur de champ local traduisant l'interaction entre le champ incident et le
milieu environnant de la molécule.

Lorsque 'on travaille avec des nanocristaux, il est intéressant de pouvoir relier facilement leurs pro-
priétés optiques non linéaires de second ordre a celles du matériau, sans connaitre nécessairement les
propriétés des molécules qui la constituent. Pour cela, nous introduisons la notion d’hyperpolarisabilité
effective.

Caractérisant les propriétés ONL de second ordre, I’hyperpolarisabilité effective d’un nanocristal Befy
est une non-linéarité effective volumique qui ne doit pas étre confondue avec une hyperpolarisabilité
moléculaire.

On rappelle ’équation 1.12 qui relie une hyperpolarisabilité moléculaire 3,,,; au coefficient macrosco-
pique d :

d= Nmolff;f?wﬂmol

Par analogie, on définit ’hyperpolarisabilité effective d’un nanocristal comme 'hyperpolarisabilité de
la somme de ses dipoles a laquelle on inclut un facteur de champ local f,, tel que :

Betf = Naip f2 o Baip (2.31)

Ngip correspond au nombre total de dipéles d’hyperpolarisabilité microscopique S4;p dans le nanocris-
tal. Pour un nanocristal de volume V;,. et de densité volumique de dipoles N, on a Ny, = N, V.

Par ailleurs, un nanocristal d’hyperpolarisabilité effective B.¢s ne prend pas en compte le champ local
tel que défini au chapitre I (cf. § 1.3) puisqu’il s’agit d’une grandeur effective volumique. Cependant,
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comme le champ incident traverse successivement deux milieux d’indices différents (le solvant et la nano-
particule cristalline) cela modifie le champ macroscopique. A l'intérieur de cette particule, on a donc un
champ intérieur macroscopique F;,; qui est relié au champ incident E par un facteur de champ interne
t, [Jackson 75] tel que :

3n2(w)

By =t B = — 21\
t 2n2(w) + nf,(w)

(2.32)

Ce facteur de champ interne a les mémes propriétés que le facteur de champ local. Dans le cas de
la génération de second harmonique, le facteur T nécessaire & la détermination de la polarisation non
linéaire est de la méme forme que le facteur de champ local F' défini au chapitre 1, soit :

T = (ta.)? (2.33)

Il est intéressant de constater que dans le régime Rayleigh, 'hyperpolarisablité effective d’une particule
dépend de son volume. En d’autres termes, le terme < [y > caractérise les propriétés de GSH des
nanocristaux en tant que tels, c’est-ad-dire en fonction des propriétés du matériau massif. Elle permet
également de retrouver les propriétés propres au matériau < d > en divisant par le volume des cristaux.
11 est possible de relier cette caractéristique au coefficient macroscopique d. On rappelle ici la convention
I utilisée (cf. § 1.1, ch.1) pour laquelle la polarisation macroscopique vaut P?* = d E? et le moment
dipolaire moléculaire p®* = ﬁElic. A partir de ’équation (2.31), on obtient :

N, Beff
Bepr = T~

d=
Ndip Vnc

(2.34)

L’hyperpolarisabilité effective permet donc de déterminer les caractéristiques ONL de la particule
sans connaitre I’hyperpolarisabilité moléculaire ou dipolaire mise en jeu. Cela a pour avantage de relier
facilement cette caractéristique aux propriétés ONL du matériau massif, simplement en considérant le
volume de la particule. Le signal HRS d’un ensemble de nanocristaux d’hyperpolarisabilité effective
moyenne < B¢ >=< [, >, en suspension dans un solvant, est donc déterminé selon I’équation 2.2 :

Iy, = G(NsFs < B2 > + N, T < B2, >)I132 (2.35)

ou N, est le nombre de nanocristaux par unité de volume et T},. le facteur de champ interne. Dans la
suite de ce travail, on simplifiera la notation en utilisant N pour N,,., T pour Ty, < 32 > pour < ﬁ?w >,
et le volume V,,. des nanocristaux sera noté V.

I1.2 Coefficients moyens <> et <d> : méthode par référence externe
appliquée aux particules

Dans ce travail, nous travaillons généralement avec des solvants, comme 1’eau ou I’éthanol, dont
I’hyperpolarisabilité est faible par rapport aux hyperpolarisabilités de particules. Nous utilisons donc
la méthode par référence externe, en choisissant pour référence la molécule de para-nitroaniline (pNA).
Cette méthode, développée pour des molécules, peut s’adapter a des nanoparticules considérées comme
des sources ponctuelles, mais il est nécessaire de définir précisément les facteurs de champ local et/ou
interne correspondants.

o Conventions et référence utilisée

Le coefficient moyen est appelé ainsi parce qu’il caractérise un ensemble de cristaux sans orientation
particuliére mais également parce qu’il représente une valeur globale du tenseur d’hyperpolarisabilité.
Cette valeur globale, qui dépend des différentes composantes du tenseur, est définie pour une configuration
optique particuliére.

Dans le cadre de ce travail, la configuration choisie est celle présentée dans la figure 2.4 avec une
intensité incidente polarisée verticalement et une détection sans analyseur, perpendiculaire au faisceau
incident. L’intensité HRS correspondante Ix + Iz, définie par ’équation 2.17 est notée :

I(2w) = GNT < % > I? (2.36)
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Le coefficient moyen attribué aux cristaux < > ainsi déterminé correspond alors & la combinaison
de deux coefficients tels que :

< B2 >=< Bixx > + < Boxx > (2.37)

La molécule de référence utilisée est le pNA, d’hyperpolarisabilité moyenne donnée dans la littérature
par By = B3z = 25,9.10"3%esu [Huyskens 98]. Le coefficient moyen correspondant & notre configuration
expérimentale est présenté dans I’annexe B. On obtient un coefficient moyen de référence < fSpnya >=

NEs

o Echantillons
La mise en place de la méthode de détermination des coefficients moyens < 8 > et < d > nécessite en
premier lieu la préparation des échantillons & mesurer, & savoir :

o une solution de para-nitroaniline(pNA) dilué¢ dans du méthanol, de concentration connue
o une suspension de nanoparticules.

La concentration en nanocristaux N ne peut étre directement connue en raison de la méthode de
préparation des suspensions colloidales. La technique de détermination par pesée que 1’on décrira par la
suite (cf. § IV.2.d) permet, dans un premier temps, de connaitre la concentration massique Cp.

Ensuite, on réalise une mesure de taille par diffusion dynamique de la lumiére (DLS, pour Dynamic
Light Scattering), de maniére & obtenir un diamétre moyen D des particules. La taille des nanocristaux
ainsi mesurée permet ensuite de déterminer leur volume, en supposant que les particules sont sphériques.
La concentration N est ensuite calculée a partir de ce volume.

L’étape suivante consiste & effectuer plusieurs dilutions de chacun de ces échantillons afin de préparer
un panel d’échantillons de concentrations différentes. En ce qui concerne le pNA, on utilise généralement
des solutions finales de concentrations allant de 0,05 M & 0,25 M. La suspension colloidale est elle diluée
de maniére a obtenir au minimum quatre échantillons de concentrations relatives C'/C\ comprises entre
0,1 et 1.

© Mesures optiques

Lorsque les échantillons sont préts, ils sont caractérisés par la technique HRS, dans la configuration
présentée précédemment (fig. 2.4), c’est-a-dire pour un faisceau incident polarisé verticalement et sans
analyseur en détection. La puissance laser est réglée identiquement pour toutes les acquisitions.

Pour chaque échantillon de pNA et de nanoparticules, 'intensité HRS détectée est tracée en fonction
de la concentration. On obtient alors deux courbes en intensité & 2w telles que :

Ipna = anaCpna + 1o
et pour la suspensions colloidale :
Ine = O‘/ncc% + Y0
o Dépouillement
Les deux pentes 04; Na €t al, . sont ensuite utilisées pour le dépouillement. Celui-ci fait appel au calcul :

o du facteur de champ local F du pNA, dépendant de l'indice de réfraction du méthanol n,,. En
considérant 1, (w) ~ 1, (2w) aux longueurs d’onde de 1064 nm et 532 nm, on a :

P nfn + 2 6
3
o du facteur de champ interne T de la nanoparticule, dépendant des indices de réfraction ngs du

solvant utilisé (eau ou éthanol) et n,. du matériau de la particule . Dans la méme approximation
que pour l'indice du méthanol, on a :

T 3n? 6
2n2 +n2,
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o de la concentration N en nanoparticules qui est estimée a partir de la concentration massique
Cy, de la taille moyenne des nanoparticules D et de la masse volumique du matériau p :

Co
N=_ "0
p w/6D3

Si le parameétre a; N4 €xpérimental est obtenu en fonction de la concentration molaire, il est & exprimer
en fonction de la concentration moléculaire, au moyen de la constante d’Avogadro N4 = 6,022.10%3 mol~'.

’
o apNA
NA =
P Na

Le paramétre o, est lui obtenu en fonction de la concentration massique relative. Pour I’avoir en

fonction de la concentration N en particules :

D’aprés le modéle de la méthode de la référence externe, I’équation 2.25 s’écrit dans notre cas :

Qnpe FpNA

< B >=
QpNA T

< Bpna > (2.38)

On précise ici que < 8 >= /< $2 >. Il reste donc a calculer le coefficient moyen < 8 > a partir de
la valeur de < Bpna >= ,/% 25,9.10730,

Le coefficient moyen < d > est obtenu a partir de < 8 >, connaissant le volume des particules, selon
I’équation 2.34. On le détermine alors & partir du diamétre moyen des particules en suspension par :

:<6>

d
<a> v

(2.39)

Conclusion

Ce protocole de mesure, basé sur la méthode de référence externe, permet de retrouver, grace a la
technique HRS, les coefficients moyens < 8 > et < d > de nanocristaux en suspension. Dans le chapitre
3, nous étudierons plus en détail les premiers résultats et les limitations de cette approche.

I1.3 Coefficients indépendants d;;

La détermination des coefficients indépendants est basée sur les mesures résolues en polarisation
décrites au paragraphe 1.3.

I1.3.a Meéthode du rapport de dépolarisation

La méthode de détermination des coefficients pour les tenseurs "simples", c’est-a-dire avec au maxi-
mum deux coefficients indépendants, est établie & partir de la mesure du rapport de dépolarisation
(cf. § 1.4.b), lequel permet de retrouver le rapport des coefficients indépendants R = %

Expérimentalement, la mesure est réalisée a partir d’un échantillon de nanoparticules en suspension.
Comme la mesure permet de déterminer des coeflicients propres au matériau, c’est-a-dire dépendant di-
rectement des propriétés du tenseur f;;, la caractérisation en taille n’est pas nécessaire ici, dans la mesure
ou les particules sont considérées sphériques et suffisamment petites pour étre assimilées a des sources
ponctuelles. La concentration des suspensions n’entre pas a priori en compte dans ce type d’analyse.

La mesure optique est réalisée a l’aide du banc expérimental HRS. L’objectif est de déterminer le
rapport de dépolarisation & partir de différents états de polarisation de la lumiére incidente. En pratique,

ot
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la configuration utilisée consiste & faire varier la polarisation linéaire du faisceau incident, selon 'angle ~
défini dans la figure 2.2, au moyen d’une lame demi-onde située entre le laser et ’échantillon. Le banc de
détection est situé perpendiculairement & I'axe d’excitation, comme dans I’exemple théorique.

Pour une acquisition avec analyseur, on sait que le signal est de la forme :

IX =< B?{XX > COSQ’Y‘F < IB%XX > SZTL2’Y
2 2 2 2
= (< Bxxx > — < Bzxx >)cos™v+ < Bzxx >

Il peut paraitre aisé de relever simplement les minimum et maximum de l'intensité par simple lecture
afin de connaitre le rapport < 8%y > / < B%yyx >. Cependant, les courbes expérimentales sont souvent
bruitées et il est alors intéressant d’utiliser une fonction de fit pour avoir une meilleure approximation.

A partir de la valeur du rapport de dépolarisation, le rapport R = d31 peut alors étre obtenu par
lecture graphique. Pour des matériaux tels que BaTiO3 ou ZnO, dont le tenseur d’hyperpolarisabilité est
donné au chapitre 1, on a :

1 4 4

< Boxx >= gﬂgg - ﬁﬁiﬂﬂ&? + 2*153%1 (2.40)
1 12 24

5 = B3+ — g2 2.41

< Bxxx > 7/333 + 35531533 + 35@31 (2.41)

3 — 4R + 20R?
D, = 2.42
Pol ™ 15 + 36R + T2R2 (242)

Le rapport de dépolarisation en fonction de R est représenté dans ce cas sur la figure 2.8.

0.8

Dpol
= =
z B
L

Figure 2.8 — Rapport de dépolarisation en fonction du facteur R pour une maille cristalline de méme
symétrie que le BaTiOg et le ZnO.

Conclusion

Nous avons pu voir ici comment on peut appliquer la technique HRS & des particules, afin d’en étudier
les propriétés de GSH. Les protocoles de mesure que nous venons de détailler sont mis en pratique a 'aide
d’un systéme expérimental de détection HRS, décrit dans la suite de ce chapitre. De méme, la préparation
des échantillons ainsi que les techniques de caractérisation utilisées afin de déterminer, entre autres, la
taille et la concentration des particules, seront présentées par la suite.

III Systéme expérimental

Le systéme expérimental utilisé comporte un laser, un montage optique divisé en un banc d’excitation
et un banc de détection, et un systéme électronique de détection et de traitement du signal. L’échantillon
étudié est placé sur le montage optique a la jonction entre la zone d’excitation et la zone de détection.
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III.1 Description du banc d’optique

Le banc optique est schématisé figure 2.9.
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Figure 2.9 — Montage expérimental.

Le laser est un YAG a 1064 nm (Wedge HB, bright solutions) utilisé en mode pulsé a la fréquence de
répétition de 1 kHz. La durée approximaive d’un pulse est de 2 ns et la puissance maximale du laser est
de 1 mJ par impulsion.

Le montage optique est constitué d’un miroir infra-rouge monté a 45° par rapport au faisceau. Ce
miroir laisse passer un faisceau parasite a 532 nm provenant du laser, et détecté par une photodiode,
qui émettra ainsi un signal de déclenchement synchronisé avec la pulsation du laser. Aprés le miroir, le
faisceau a 1064 nm est focalisé sur I’échantillon grace & une lentille de focale 20 cm. Un filtre passe-haut
placé juste avant 1’échantillon permet de filtrer les photons incidents & 532 nm. Une lame demi-onde est
généralement ajoutée en amont de la lentille afin de faire varier la polarisation incidente. Le faisceau laser
est polarisé initialement & 1’horizontale.

Le banc de détection, situé aprés I’échantillon, se compose d’un filtre coloré passe-bas permettant de
couper la diffusion du fondamental. Une lentille de focale 5 cm et de diamétre 2,54 cm collecte le signal de
second harmonique puis une seconde lentille identique le focalise sur un photomultiplicateur (Hamamatsu
H10721-210). Un filtre interférentiel & 532 nm est placé juste avant le photomultiplicateur (PM) afin de ne
détecter que le signal de second harmonique. Un analyseur est généralement situé entre les deux lentilles
afin de sélectionner la polarisation de détection.

III.2 Systéme de détection et d’acquisition

Le systéme d’acquisition est principalement constitué d’un boxcar (Stanford Research Systems), d’un
oscilloscope (Tektronix ), et d'une carte d’acquisition reliée au logiciel labVIEWTM . Le courant I(t) émis
par le PM représente donc le signal HRS au cours du temps. Ce courant n’est pas directement mesuré
mais transformé en tension U(t) par une résistance de 50 €, puis relié au boxcar.
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Figure 2.10 — Principe de la chaine de détection et du Boxcar.

Le principe du traitement effectué par le boxcar est représenté sur la figure 2.10. Le boxcar acquiére,
en plus de la tension issue du PM, le signal de déclenchement émis par la photodiode. Un signal porte
y est associé, dont la durée At peut étre réglée par l'opérateur. Puisque le signal HRS est émis de
maniére instantanée a chaque impulsion laser, un pic de tension U(t) (que 'on peut aussi observer sur
Poscilloscope) est intégré sur la durée At. Cette intégration correspond a la sommation de tous les photons
regus par le PM lors d’un pulse et caractérise effectivement 'intensité HRS détectée. La sortie du boxcar
est une tension continue correspondant au signal intégré, qui est bloqué jusqu’au déclenchement suivant.

Ces valeurs de signal HRS intégré sont donc générées a la fréquence des impulsions laser, soit toutes
les ms. Le signal est ensuite moyenné sur un nombre de pulses prédéfini, généralement 1000 ou 2000
(fig. 2.11). Pour une moyenne sur 1000 pulses par exemple, on obtient donc une valeur moyenne de signal

HRS pour une acquisition de 1 seconde.

@) X
[ ]
S HHHHH pulse

Signal moyenné Iyrs /u.a.
N=? ——>
EEE L ~
échantillonnage f } t t
N 2N
Iyrs /ua.
= /\/\
[

-

Figure 2.11 — Traitement du signal.

Le systéme d’acquistion permet également de réaliser des caractérisations plus poussées. La lame
demi-onde est couplée & un moteur pour mesurer I’évolution du signal en fonction de la polarisation
incidente.

Un dispositif utilisant un hacheur de signaux a aussi été mis en place dans le but d’augmenter le rapport
signal /bruit. La motivation initiale de cette installation provient de la présence d’un offset électronique
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dans le signal, peu stable dans le temps, et variant avec la sensibilité du boxcar. L’objectif visé est de
réaliser une mesure supprimant automatiquement ’offset évitant ainsi de nombreux réglages manuels.

X
1 1 1 1
1 I 1 1
ILI— offset
R e B pulse
ON :OFF:ON 'OFFE

Figure 2.12 — Traitement du signal avec hacheur.

Le hacheur est placé dans le faisceau incident, ce qui induit une succession temporelle de modes
ON (excitation laser de I’échantillon) et de modes OFF (faisceau coupé). Le signal HRS détecté est
alors constitué alternativement de périodes "hautes" et de périodes "basses". Il est indispensable que la
fréquence de hachage soit inférieure & la fréquence de pulsation laser pour éviter un recouvrement. Par
exemple, pour une fréquence de hachage de 10 Hz, la fenétre de hachage sera de 100 ms correspondant &
100 impulsions laser, ce qui est suffisant pour obtenir des valeurs moyennes. Le traitement logiciel calcule
la moyenne séparément sur les valeurs hautes et les valeurs basses. Ces derniéres correspondant a l'offset,
il suffit de faire la différence entre les deux moyennes pour obtenir le signal HRS réel.

III.3 Limite expérimentale de détection

La limite de détection de ce systéme expérimental est difficile & déterminer car elle dépend de nombreux
parameétres tels que les conditions expérimentales (bruit optique extérieur), les réglages optiques (en
particulier 'angle solide de détection) ou la sensibilité des appareils de détection et de traitement du
signal. Cependant, il peut étre intéressant de déterminer quels sont les signaux les plus faibles qu’il est
possible de détecter, afin de connaitre le signal HRS de solvants et leur influence sur les mesures. 11
semble également pertinent de s’intéresser a l'effet que peut avoir le mouvement naturel des particules
en suspension en terme de bruit sur le signal HRS.

II1.3.a Optique et détection

Le systéme optique est isolé de toute autre source de lumiére que celle du laser. Cependant, des
parasites peuvent subsister. Le traitement du signal au moyen du hacheur permet de corriger ces parasites.
Par ailleurs, les réglages optiques sont effectués réguliérement afin de limiter les variations expérimentales.
Des solutions moléculaires de para-nitroaniline sont utilisées afin de calibrer le systéme d’une mesure a
Pautre. La puissance moyenne du laser est constante lors de la réalisation des mesures. Pour finir, les
appareils optiques et de détection sont sélectionnés de maniére a avoir la meilleure sensibilité aux longueurs
d’onde correspondantes, soit 1064 nm pour I'excitation et 532 nm en détection.

II1.3.b Signal HRS de référence

Les solvants utilisés, eatl < Bequ >= 0,56.1073° esu , éthanol < Bethanor >= 0, 76.1073° esu et métha-
1ol < Bmethanot >= 1, 46.10730 esu ont une réponse optique non linéaire qui est faible par rapport aux
nanoparticules et difficilement détectable dans la configuration expérimentale standard. Par contre, une
solution de pNA dilué dans du méthanol émet un signal facilement détecté par notre systéme expérimen-
tal, comme le montre la figure 2.13.
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Figure 2.13 — Signal HRS d’une solution de pNA dans du méthanol & 0,1 mol.L~".

II1.3.c Zone sondée par le laser

Les facteurs de variation externes tels que I'alignement du banc optique ne varient pas au cours d’une
acquisition. Cependant, dans une suspension colloidale, le mouvement des particules peut étre a ’origine
des fluctuations du signal optique. En effet, si le volume de suspension excité par le laser au point focal
inclut une faible quantité de particules, le signal HRS émis par celles-ci varie fortement en fonction de
leur mouvement dans et hors de cette zone d’excitation [Duboisset 09]. Sur la figure 2.14, on peut voir
par exemple le signal HRS en fonction de la polarisation pour deux suspensions de KNbOgs. La premiére,
relativement concentrée présente un signal stable tandis que la deuxiéme, diluée 50 fois, présente des
fluctuations beaucoup plus importantes par rapport au signal moyen, fluctuations qui ne sont pas liées
au systéme expérimental mais a ’échantillon.
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Figure 2.14 — Signal HRS de suspensions de KNbOj3 (nombre de points moyennés = 1000) : (a) suspension
initiale N~2.10'% ecm =2 et (b) méme suspension diluée 50 fois N~4.10% cm 3.

On cherche ici a définir le seuil en concentration pour lequel les fluctuations deviennent suffisamment
faibles pour ne pas dénaturer le signal et rendre possible son exploitation. En s’appuyant sur les caractéris-
tiques du laser et du montage optique, on définit, au point focal, le volume sondé par le laser, c’est-a-dire
le volume dans lequel on considére la puissance laser suffisante pour générer du second harmonique. En
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ot



CHAPITRE 2 : DIFFUSION HYPER-RAYLEIGH OU DE SECOND HARMONIQUE : PRINCIPE ET
CONFIGURATION EXPERIMENTALE

se référant & I'annexe A, on trouve un volume d’excitation tel que 7,8 107° < Vige < 9,6 1072 mm3.

La figure 2.15 illustre le nombre de particules sondées dans ce volume en fonction de la concentration N
[m~?] des suspensions. Les deux bornes min et maz font référence aux deux volumes d’excitation inférieur
et supérieur définis précédemment.
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Figure 2.15 — Nombre de particules sondées en fonction de la concentration de la suspension.

On constate d’aprés ces deux graphes, que pour les concentrations habituellement utilisées, entre 108
et 101! particules/cm?, le signal HRS détecté est issu d’une moyenne statistique de 100 & 10 particules.
On peut donc considérer cette limite comme acceptable. On note cependant que pour une concentration
de 10® particules/cm?®, le nombre statistique de particules excitées est compris entre 100 et 1000, ce qui
fait que le mouvement brownien des particules peut entrainer une variation du nombre de particules
excitées et donc des fluctuations de signal observables (fig. 2.14). Cela implique un bruit sur le signal qui
complique I'analyse des données. Il est donc préférable de travailler avec des concentrations de ’ordre de
10° particules/cm?® et plus.

II1.3.d Estimation de la limite de détection pour des suspensions

Nous cherchons & déterminer la limite de détection pour des suspensions de nanoparticules, c¢’est-a-dire
quelle sont les taille et concentration limites de ces suspensions pour une acquisition de qualité acceptable.
Pour cela, on utilise la réponse HRS d’un échantillon de cristaux de KNbO3 que 'on étudiera au chapitre
3, de concentration N=2,04.10'° cm~3 et de diamétre D=128 nm. On rappelle que :

Igprs x NV? < d? > (2.43)

au vu de la valeur du signal, on estime, pour cet échantillon, que la limite de détection est atteinte si ’on
divise le signal par un facteur 100.

Pour un échantillon de particules de méme taille, la limite est donc atteinte pour une concentration
100 fois plus faible, c’est-a-dire de l'ordre de 2.10% particules.cm™3. Comme on vient de le voir, cela
correspond également & une concentration pour laquelle les fluctuations du signal commencent & étre
relativement importantes par rapport au signal lui-méme.

On considére maintenant une concentration d’environ 2.10'° particules.cm™2 et I’on cherche & déter-
miner la taille minimale des cristaux. On a, d’aprés I’équation précédente, Iyrs o< D®. Pour un signal
100 fois inférieur au signal détecté précédemment, cela correspond a une taille équivalente a D /2,15,
soit environ 60 nm de diamétre. Cela signifie que si I’on souhaite travailler avec des particules de petite
taille, inférieures & 50 nm, il est nécessaire de préparer des suspensions de concentration plus élevée. La
comparaison avec d’autres types de particules donne les mémes ordres de grandeur pour ces limites en
taille et en concentration, excepté pour le BFO, matériau dont on reparlera au chapitre 5.
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Conclusion

Dans cette partie, le systéme de détection et d’acquisition a été présenté. Nous avons pu voir également
que ce systéme expérimental est suffisamment sensible pour détecter les réponses ONL de solutions
moléculaires de pNA dilué dans du méthanol. Nous avons également déterminé les concentrations et
tailles minimales de suspensions de particules, pour lesquelles le signal est suffisamment stable et intense
pour étre détecté dans de bonnes conditions.

IV  Préparation et caractérisation de suspensions de nanocristaux

Les échantillons observés en HRS sont le plus souvent sous la forme de suspensions colloidales, c’est-
a-dire de nanoparticules en suspension dans un solvant. Leurs caractéristiques sont importantes pour une
étude rigoureuse du signal HRS, c’est pourquoi il est nécessaire de connaitre les méthodes de préparation
et les techniques de caractérisation employées. En effet, comme on ’a vu précédemment, le signal HRS
dépend de la concentration des molécules. Il en va de méme avec les particules. Leur concentration
est donc essentielle & connaitre. Nous verrons également par la suite que la taille des particules est un
paramétre important pour 'analyse du signal HRS, et que la stabilité des suspension favorise la précision
des mesures.

IV.1 Préparation de suspensions colloidales

La méthode de préparation utilisée a pour objectif d’obtenir, & partir de poudres séches, des sus-
pensions les plus stables et les moins polydisperses possibles. La figure 2.16 décrit cette méthode de

©) ® /“‘O@
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Figure 2.16 — Préparation des suspensions colloidales.

Dans un premier temps, une solution mére est préparée par mélange de poudres séches agglomérées
dans un solvant pour une concentration d’environ 0,5 mg/mL. Le solvant est généralement 1’eau, re-
produisant les milieux biologiques, mais I’éthanol est également utilisé car certaines particules sont plus
stables dans ce solvant, ce qui rend ’étude expérimentale plus facile.

La solution mére ainsi obtenue est généralement constituée de nombreux agglomérats de particules.
La désagrégation est réalisée au moyen d’ultrasons en utilisant une sonotrode, Autotune 750W, vibra
cell 75043 (Bioblock Scientific), typiquement pendant 25 min & 40% en mode pulsé (1s on, 4s off) a
température ambiante. Les particules sont ainsi séparées les unes des autres et leur taille moyenne observée
diminue.

Ensuite, I’élimination des agrégats restants et des particules les plus grosses s’effectue par sédimen-
tation. Les solutions sont laissées au repos pendant une durée variant de 1 & 7 jours selon le type de
particules.

Pour finir, la récupération du surnageant permet d’obtenir une suspension stable constituée de par-
ticules les plus fines. Cette étape doit étre réalisée avec précaution afin de ne pas remuer le dépot. Les
concentrations des surnageants sont de l'ordre de 0,1 mg/mL.

Nous verrons par la suite que certaines mesures optiques nécessitent ’analyse de suspensions colloidales
de différentes concentrations. Dans ce cas, des dilutions sont effectuées a partir d’un méme surnageant, ce
qui permet d’obtenir des suspensions dont les concentrations peuvent étre comparées de maniére précise.
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Figure 2.17 — Suspensions colloidales de BFO de différentes concentrations obtenues & partir d’'un méme
surnageant.

IV.2 Caractérisations des suspensions

Les caractérisations des suspensions ont pour objectif de déterminer les particularités des échantillons
ayant une influence sur le signal HRS. Les principaux paramétres a connaitre sont la taille des nanopar-
ticules et la concentration des suspensions. La stabilité des colloides est également un facteur pouvant
influencer et fausser la mesure. Par ailleurs, il est généralement souhaitable de connaitre 1’aspect des
cristaux afin de connaitre leur forme d’une part et s’ils sont peu ou pas agrégées d’autre part. Pour finir,
bien qu’en général la nature cristalline des poudres est connue avant la préparation des suspensions col-
loidales, il peut étre intéressant dans certains cas de s’assurer de la cristallinité des particules présentes
en suspension. Une succincte description des techniques utilisées pour ces caractérisations est présentée
ici.

IV.2.a Taille des nanoparticules

La taille des particules est mesurée par diffusion dynamique de la lumiére (DLS, acronyme anglais
pour Dynamic Light Scattering). Cette technique permet de déterminer le diamétre hydrodynamique
d’objets en solution grace a une méthode optique. L’appareil utilisé est un zetasizer NanoZS (Malvern
Instruments).

La DLS étudie la lumiére diffusée par des particules en suspension, issue d’une illumination laser.
Généralement détectée a 90° ou 173°, la lumiére diffusée présente des fluctuations d’intensité liées au
mouvement brownien des particules. Ce mouvement brownien est régit par ’équation de Stokes-Einstien
selon laquelle la vitesse de déplacement dépend de la taille des particules : les petites particules ont un
mouvement rapide tandis que les grosses particules ont un mouvement lent. Ainsi, les fluctuations dues
a la présence de petites particules sont trés rapides et de faible intensité, alors que les fluctuations liées
aux grosses particules sont lentes et de plus forte intensité. Ces fluctuations sont caractérisées par la
corrélation entre un instant t et un instant ¢ + dt. La corrélation va étre d’autant plus élevée que la durée
0t sera courte et va ensuite diminuer avec le temps. Lorsque les objets diffusant sont petits, on a vu
que les fluctuations sont rapides donc la corrélation du signal diminue rapidement au cours du temps;
lorsqu’ils sont gros, la corrélation diminue plus lentement. L’étude de ce signal de corrélation permet donc
de retrouver la distribution en taille des particules présentes en suspension.

Pour bien comprendre les résultats donnés par la DLS, il est nécessaire de savoir que la distribution en
taille est calculée a partir de la corrélation du signal en intensité. Or, pour des objets relativement petits
de dimension D (régime Rayleigh), P'intensité diffusée par une particule est proportionnelle & D°. Le
signal diffusé par de grosses particules est ainsi beaucoup plus intense que celui issu de petites particules.
Un échantillon de polydispersité élevée, contenant des particules de tailles diverses, ne peut donc pas étre
caractérisé précisément, puisque la présence de petites particules est masquée par les grosses.

De plus, cette technique mesure la taille hydrodynamique correspondant a une sphére de motif de
diffusion équivalent, prenant en compte sa couche d’hydratation, c’est-a-dire le volume déplacé par la
particule lors de son mouvement dans le liquide.

Une mesure permet donc de déterminer une distribution en intensité des particules (intensité diffusée
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en fonction de la taille des particules). La distribution en volume est ensuite calculée en faisant appel
a la théorie de Mie, & ’aide de l'indice de réfraction de la particule. A partir de cette distribution, le
logiciel calcule enfin la distribution en nombre. Les objets caractérisés étant assimilés a des sphéres, cette
technique n’est pas vraiment adaptée a des objets de forme anisotrope tels que des batonnets ou aiguilles.

Dans la suite de ce travail, on utilisera les distributions de taille en nombre et en intensité. Les
diameétres moyens de chacune de ces distributions seront alors notés Dy et Dy, respectivement.

Par ailleurs, les agrégats de particules sont identifiés comme de grosses particules, puisque leur diameétre
hydrodynamique est important. Enfin, si la taille hydrodynamique mesurée permet de définir approxi-
mativement la taille réelle de la particule pour des diamétres D > 10 nm, le volume de liquide déplacé
avec la particule n’est plus négligeable pour des objets plus petits. Cela entraine une sur-estimation de
la taille lorsque les particules sont trés petites. Des caractérisations complémentaires sont donc parfois
nécessaires afin d’identifier la taille réelle des nanocristaux individuels, comme la diffraction des rayons
X et la microscopie électronique & balayage ou & transmission.

IV.2.b Diffraction des Rayons X (DRX)

La DRX est réalisée sur des poudres séches. Elle est principalement utilisée pour identifier la structure
cristalline des particules. Son utilisation est également envisagée comme complément a la DLS lorsque les
particules sont trés petites ou lorsqu’elles sont constituées de petites cristallites agglomérées. On utilise
dans ce cas la formule de Scherrer permettant d’estimer la taille des cristallites & partir de la largeur des
pics de diffraction.

IV.2.c Forme et aspect des nanoparticules

La seule maniére d’avoir une idée concréte de ’aspect des particules est de les observer au microscope
électronique. Pour observer les particules issues des suspensions colloidales, il ne faut pas travailler a
partir des poudres séches initiales. Le protocole utilisé consiste a centrifuger les suspensions afin de les
re-concentrer puis a déposer une goutte de solution ainsi obtenue sur un support adéquat a la technique
d’observation. Ce dépot doit succéder a la centrifugation dans un court délai pour éviter les phénoménes
d’agrégation amplifiés par 'augmentation de la concentration. Les systémes microscopiques utilisés sont le
microscope électronique a balayage (MEB), présent au laboratoire SYMME, et le microscope électronique
a transmission (MET), disponible chez des partenaires du projet.

IV.2.d Concentration des suspensions

La concentration des suspensions est difficile & déterminer dans la mesure ou elle ne peut pas étre
connue lors de leur préparation, puisqu’on travaille sur des surnageants. La méthode utilisée, décrite
ci-dessous, consiste a effectuer une détermination par pesée aprés évaporation.
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Figure 2.18 — Mesure de concentration par pesée.
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CHAPITRE 2 : DIFFUSION HYPER-RAYLEIGH OU DE SECOND HARMONIQUE : PRINCIPE ET
CONFIGURATION EXPERIMENTALE

Dans un premier temps, le flacon destiné a la mesure est pesé vide. Il est nécessaire de s’assurer de
Iextréme propreté de ce flacon afin de limiter les incertitudes de mesure. Le flacon est ensuite rempli
d’un volume précis du surnageant a caractériser, puis déposé sur une plaque chauffante afin que le solvant
s’évapore. Lors du chauffage, un capuchon est déposé par-dessus I’échantillon afin de permettre I’évapo-
ration tout en évitant que des particules de la suspension se volatilisent. Aprés évaporation du solvant, le
flacon est & nouveau pesé, incluant cette fois la poudre de nanocristaux issues de la suspension. On peut
ainsi déterminer la concentration massique de la suspension :

Cy = Mttane =Mt (244)
0

my la masse du flacon vide
avec Mfi4nc la masse du flacon aprés évaporation incluant la masse des nanocristaux
vg le volume de suspension prélevé avant évaporation.

Pour connaitre la concentration N en nombre de particules par volume de suspension, il suffit de
connaitre la masse volumique du matériau dont sont constituées ces particules ainsi que leur volume.
Celui-ci est estimé & partir de la taille des particules donnée en DLS et en considérant des particules
sphériques.

C . -
_ Co avec { p la masse volumique du matériau (2.45)

% V' le volume moyen des nanoparticules.

IV.2.e Stabilité des suspensions

La stabilité des suspensions colloidales est un paramétre important pour la fiabilité des mesures HRS.
En effet, si les particules ne sont pas stables, elles s’agrégent et vont avoir tendance a sédimenter. La
concentration réelle de la suspension diminue alors, ce qui entraine une diminution du signal HRS difficile
A quantifier.

La technique de préparation des suspensions colloidales par sédimentation, présentée précédemment,
permet d’obtenir les meilleurs résultats en terme de stabilité puisque l'on conserve naturellement les
particules les plus stables. Comme chaque suspension est différente par la nature du matériau, la nature
du solvant et éventuellement la forme des particules, il est intéressant d’observer le comportement des
suspensions lors de la sédimentation, afin de déterminer quel est le moment optimal pour prélever le
surnageant, c’est-a-dire avec une dispersion en taille la plus faible possible, une stabilité la plus élevée
possible et une concentration suffisamment élevée pour étre aisément détectée en HRS. Pour cela, des
mesures DLS réalisées au cours du temps permettent de connaitre I’évolution de la distribution en taille
des particules présentes dans le surnageant.

Un autre type de mesure, le potentiel zéta, est utilisé afin de déterminer directement la stabilité des
particules dans ’eau. Il est basé sur le principe selon lequel une particule en solution présente des charges
de surface. Par interaction électrostatique avec ces charges de surface, des ions du liquide viennent former
des couches chargées autour de la particule, se répartissant en deux zones distinctes. Premiérement,
la couche de Stern, couche dense et liée & la particule, dans laquelle des ions viennent s’adsorber & la
surface de la particule. Et deuxiémement, la couche de Gouy, plus diffuse et non liée. Entre ces deux
couches se trouve un plan de cisaillement hydrodynamique, facilement détectable par des mesures de
mobilité électrophorétique des colloides. Le potentiel zéta, calculé & partir de ces mesures, correspond &
la différence de potentiel entre ce plan et le liquide. Un potentiel zéta faible en valeur absolue et compris
entre -30 mV <(< 30 mV indique une mauvaise stabilité des suspensions tandis qu’une suspension stable
a un potentiel zéta tel que |¢| > 30 mV. L’appareil utilisé pour ces mesures est le méme qu’en DLS.

IV.3 Préparation d’une solution de para-nitroaniline

Le para-nitroaniline (pNA) est une molécule de formule C¢HgN2O2 dont les propriétés ONL sont
bien connues. Elle est utilisée comme référence afin de calibrer le systéme expérimental. La mesure HRS
s’effectue dans ce cas sur une solution moléculaire de pNA dans du méthanol.
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V - CONCLUSION

La préparation de la solution moléculaire consiste a diluer du pNA sous forme de poudre séche cristal-
lisée (Sigma-Aldrich, 185310, >99%) dans du méthanol, puis a laisser sous agitation magnétique pendant
environ 12h.

La solution doit étre réalisée de maniére a connaitre précisément la concentration, donnée nécessaire
pour des mesures quantitatives en HRS. Plusieurs précautions sont a prendre & ce niveau. On constate
par exemple un palier du signal HRS en fonction de la concentration, lié a la limite de solubilité du pNA
dans le méthanol (fig. 2.19).

0,25 4

0,20 - n -

0,15 4

I(HRS) /u.a.

0,10 | ™ i

0,05 4

0,00 T T T
0,0 01 02 03 04

concentration pNA [M]

Figure 2.19 — Seuil de solubilité du pNA

De plus, la poudre cristallisée doit étre la plus pure possible (>99%) afin d’éviter des erreurs sur la
concentration ainsi que la présence d’agglomérats dans la solution. Ces agglomérats peuvent étre détectés
au moyen d’une mesure DLS. Enfin, le vieillissement de la poudre peut également modifier la solubilité
et donc la concentration réelle de la solution.

A partir de la solution initiale, des solutions filles sont obtenues par dilution afin d’obtenir des échan-
tillons a différentes concentrations. Comme sur la figure 2.19, cet échantillon de solutions est ensuite testé
en HRS afin de conserver seulement ceux pour lesquels le signal HRS est réellement proportionnel a la
concentration.

Pour éviter une dégradation des suspensions due au vieillissement (évaporation, cristallisation, etc),
une nouvelle solution de pNA est préparée tous les 18 mois.

V  Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté le principe de la technique HRS ainsi que les méthodes utilisées
pour l'appliquer a la caractérisation de nanoparticules. Nous allons montrer par la suite la réalisation
des mesures effectuées selon les protocoles exposés ici. Dans le chapitre 3, nous nous intéresserons a la
mise en oeuvre de la méthode par référence externe, dans le but de déterminer les coefficients moyens des
nanoparticules étudiées. Le chapitre 4 traitera des mesures résolues en polarisation et de ’obtention des
coefficients indépendants des tenseurs d’hyperpolarisabilité de ces matériaux.







Efficacités optiques moyennes des nanocristaux

Introduction

La technique de diffusion Hyper-Rayleigh (HRS) présentée au chapitre 2 permet de déterminer, griace a
des mesures d’ensemble, les coefficients ONL moyens de second ordre sur des nanoparticules. Des mesures
comparatives réalisées selon la méthode de la référence externe permettent ainsi d’évaluer quantitative-
ment les propriétés de GSH de nano-marqueurs optiques potentiels tels que BaTiOs, ZnO, KNbOg, KTP
et LiNbOs.

Dans le contexte des projets Naomi et Namdiatream, ces propriétés sont particuliérement intéressantes
a évaluer afin de pouvoir sélectionner le ou les marqueurs biologiques les plus efficaces optiquement. En
effet, les particules de forte efficacité optique permettent d’imager dans de meilleures conditions en termes
de contraste optique et de temps d’acquisition. Cela favorise également 'utilisation de marqueurs de plus
petite taille, ce qui est avantageux pour certaines applications & ’échelle biologique.

Dans ce chapitre, des mesures expérimentales effectuées sur différents types de nanoparticules sont
présentées. Aprés une bréve description des particules étudiées, on détaillera un exemple de détermination
de coefficients moyens pour des nanocristaux de KNbOjs. Dans l'objectif d’évaluer la précision de la
mesure, les différentes sources d’erreurs ainsi que les difficultés expérimentales rencontrées seront ensuite
analysées. Les résultats obtenus pour chaque type de particule seront finalement présentés.

I Présentation des différentes particules

Dans cette partie, nous présentons les différentes nanoparticules étudiées dans ce travail. Pour chaque
type de matériau, une courte description physique est proposée, incluant la structure cristallographique,
ainsi que les propriétés physiques les plus exploitées a I’heure actuelle. Ensuite, les techniques de synthése
utilisées pour 'obtention des poudres sont présentées ainsi que les caractéristiques principales de ces
poudres en suspension : stabilité et temps de sédimentation.

Un des principaux intéréts de ce travail est de pouvoir effectuer une comparaison directe des efficacités
de GSH de différentes particules potentiellement avantageuses pour I'imagerie biologique, et ce, grace a
I’'utilisation des mémes outils et protocoles de mesures. Dans ce cadre, les différents matériaux ont été
réunis, grace notamment aux différents partenaires du projet tels que la société FEE mais également
d’autres partenaires comme le laboratoire SRSMC de Nancy.

I.1 BaTiOg

Le Titanate de Barium est un matériau de la famille des perovskites dont la phase a température
ambiante (8°C<T<125°C) est de structure tetragonale et de groupe ponctuel 4mm. Cette phase est
également ferroélectrique [Wang 10]. Le BaTiO3 a une masse volumique de p = 6,02 g.cm™3 et est
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insoluble dans 'eau. Au-dela de sa température de Curie & 125°C, la structure du matériau devient
cubique et paraélectrique.

En raison de ses diverses propriétés, les applications de ce matériau sont nombreuses, que ce soit sous
forme de céramique ou de couches minces. Il est par exemple utilisé pour la réalisation de condensateurs
multi-couches en raison de sa constante diélectrique élevée, ses propriétés piezoélectriques permettent de
I'employer pour des transducteurs et il entre dans la réalisation de thermistances grace a son coefficient
de température positif. Ses propriétés optiques sont également mises & profit dans la réalisation de dis-
positifs optiques et électro-optiques tels que des modulateurs électro-optiques [Maison 03]. L’utilisation
de BaTiOg3 sous forme de nanoparticules de haute qualité cristalline a d’abord été motivée par I'industrie
électronique dans lobjectif de toujours réduire les dimensions des composants [Huang 06].

Les méthodes d’élaboration de ces nanoparticules sont variées, comme on a pu le voir au chapitre 1.
Dans notre projet, les nanoparticules de BaTiO3 sont fournies par la société FEE GmbH (Idar-Oberstein,
Allemagne). Ces poudres sont obtenues par broyage de restes de cristaux massifs, dans un premier temps
a la main avec pilon et mortier en carbure de bore, puis de maniére automatisée dans une cuve de broyage
en nitrure de silicium. Lors de la préparation, le temps de sédimentation pour ces particules est d’environ
une journée. Les suspensions ainsi obtenues ont une mauvaise stabilité dans ’eau et le potentiel zéta n’a
pas pu étre mesuré a pH neutre, mais donne une valeur de 20 mV & pH=3. La stabilité des suspensions
est améliorée lorsque le solvant choisi est ’éthanol.

Figure 3.1 — Image MEB de nanoparticules de BaTiOs.

Les propriétés optiques non linéaires de BaTiOgs et des autres matériaux décrits par la suite sont
répertoriées dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 — Coefficients optiques non linéaires indépendants du tenseur d’hyperpolarisabilité des diffé-
rents matériaux dans les conditions de Kleinman. Eztrait de [Nikogosyan 05, Shoji 97, Wang 01, Volk 09]

BaTiO3 KNbO3z KTP LiNbOs ZnO

dij [pm/V]
ds; 14 108 37 595 07
dss 5.5 196 146  -344  -7,3
dsz / 108 22 / /

dao / / / 3,07 /

I.2 KNbO;

Le niobate de potassium est une perovskite ferroélectrique trés employée pour ses propriétés optiques
non linéaires. En tant que cristal massif, il sert par exemple & la réalisation d’oscillateurs paramétriques
optiques (OPO). Sa structure cristalline est de type orthorombique entre -50°C et 222°C et de groupe
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ponctuel mm2. Cette phase est conservée pour des particules de taille inférieure & 50 nm [Chen 11].
Au-dela de 418°C, correspondant & la transition entre la structure tetragonale et cubique, ce matériau
devient paraélectrique.

Les cristaux étudiés dans le cadre de ce travail sont fournis par FEE et obtenus par broyage selon le
méme mode opératoire que pour le BaTiOg3. L’étape de sédimentation avant récupération du surnageant
est de 7 jours pour les suspensions de particules de KNbOg3 dans 1’eau. Les suspensions ainsi obtenues
sont trés stables, avec une valeur typique de potentiel zéta d’environ -43 mV a pH=T7.

1pm

Figure 3.2 — Image MEB de nanoparticules de KNbOs.

1.3 KTP

Le phosphate de potassium tytanil, KTiOPOy,, est particuliérement connu pour ses propriétés optiques
non linéaires et sa bonne stabilité thermique. A l'instar du KNbOg, il est fréquemment utilisé pour la
fabrication d’OPO, mais également de guides d’ondes doubleurs de fréquence. Sa structure cristalline
est de type orthorombique de groupe ponctuel mm2 [Bierlein 89]. Son comportement ferroélectrique est
observé en-dessous de T¢=934°C [Yanovskii 86].

Les poudres utilisées dans le cadre de ce projet sont issues des restes de croissance de cristaux massifs
et fournies par la société Cristal Laser (Messein, France). Ces nanocristaux de KTP en suspension dans
I’eau nécessitent un temps de décantation de 2 jours pour un filtrage optimal. Ils sont relativement gros
et leur forme est anisotrope. La stabilité des suspensions est mauvaise dans 1’eau puisque le potentiel zéta
est au maximum de -25 mV a pH=T7.

I.4 LiNbOj

Le niobate de lithium est un matériau ferroélectrique de structure trigonale, de groupe d’espace R3c
et de groupe ponctuel 3m [Weis 85]. Ses nombreuses applications sont principalement basées sur ses
propriétés optiques et piezoélectriques : guides d’onde, modulateurs optiques, capteurs piezoélectriques,
etc.

Les nanocristaux étudiés ici proviennent d’un laboratoire partenaire, le SRSMC (Nancy, France) ou
ils sont synthétisés par voie chimique (réduction de sels de niobium suivi d’une hydrolyse [Aufray 09])
avant de subir un recuit nécessaire a leur cristallisation. Un broyage au mortier est généralement effectué
ensuite de maniére a réduire la taille des agglomérats éventuels. Les suspensions aqueuses de LiNbO3 /eau
nécessitent un temps de sédimentation de 7 jours avant récupération du surnageant. Ces suspensions sont
stables avec un potentiel zéta de -44 mV a pH neutre.
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Figure 3.3 — Image MET de nanoparticules de KTP.

200 nm

Figure 3.4 — Image MET de nanoparticules de LiNbOs.
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1.5 ZnO

L’oxyde de zinc est un matériau dont la structure est hexagonale de type Wurtzite et de groupe
ponctuel 6mm [Klingshirn 07]. Contrairement aux matériaux précédemment présentés, le ZnO n’est pas
ferroélectrique. En revanche, il appartient a la famille des semi-conducteurs II-VI, dont la bande d’énergie
interdite est de 3,4 eV (correspondant & une longueur d’onde de 365 nm). Il est trés utilisé en optoélec-
tronique ainsi que pour ses propriétés pyroélectriques. Sous formes de nanoparticules, son usage est de
plus en plus répandu dans le domaine des cosmétiques.

Au laboratoire, les poudres de ZnO ont été achetées a la société NanoAmor (Houston, Etats-Unis). Le
temps de sédimentation pour les suspensions ZnO/eau est de 7 jours. Avec un potentiel zéta de 28 mV
a pH neutre, la stabilité des nanoparticules dans I’eau est mauvaise. Cependant les suspensions de ZnO
dans I’éthanol sont nettement plus stables et sont donc préférables pour les analyses optiques. Par ailleurs,
deux types de poudres de ZnO sont analysées. L’une comporte des particules de taille commerciale 90-200
nm (fig. 3.5) et Pautre de taille 20 nm. Pour ces derniéres, la taille mesurée en DLS et par diffraction de
rayons X est plutot de l'ordre de 50 nm [Le Dantec 11].

Figure 3.5 — Image MEB de nanoparticules de ZnO 90-200 nm.

Conclusion

Ces différentes nanoparticules de structure cristalline non-centrosymétrique sont pour la plupart fer-
roélectriques, a 'exception du ZnO. Ce dernier est le seul semi-conducteur, mais reste transparent aux
longueurs d’ondes de 1064 nm et 532 nm utilisées dans ce travail. Tous les autres sont également trans-
parents dans cette gamme de longueur d’onde et ne présentent donc pas d’absorption. Les poudres ici
décrites sont toutes de couleur blanche et les suspensions obtenues sont plutot translucides, particulié-
rement lorsqu’elles sont trés concentrées. On a pu voir que certains matériaux, tels que le KNbOg et le
LiNbOg, sont trés stables dans 'eau, ce qui améliore les caractérisations optiques et DLS. Les autres
particules sont généralement étudiées dans I’éthanol.

Toutes ces nanocristaux ont donc été étudiés optiquement de maniére & retrouver leurs coefficients
non linéaires moyens. Nous allons maintenant présenter plus en détail cette approche en se basant sur un
exemple, celui de KNbOg.

II Exemple détaillé des nanocristaux de KNbOj;

Les particules de KNbOg3 présentent un intérét particulier puisque leur toxicité est faible comme on a
pu lobserver dans le chapitre 1 et que les suspensions de KNbO3 dans 1’eau sont stables, ce qui facilite
nettement les caractérisations.
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A partir de la démarche expérimentale présentée au paragraphe I1.2 du chapitre 2, nous décrivons ici
les mesures effectuées et ’analyse consécutive permettant de déterminer les coefficients ONL moyens de
ces nanocristaux.

I1.1 Préparation des échantillons et mesure de taille

Les suspensions colloidales sont préparées selon le protocole précédemment décrit, en dispersant des
poudres de KNbOj3 dans de ’eau. Cette préparation inclut les étapes de désagrégation par ultrasonification
et de sédimentation. Aprés récupération du surnageant, la taille des nanoparticules en suspension est
mesurée par DLS. Trois mesures successives sont réalisées sur un méme échantillon. La variabilité d’une
mesure a lautre est généralement due & une faible stabilité de la suspension, & une dispersion en taille
élevée ou & une faible concentration. La suspension n’est utilisée que si les trois mesures sont similaires.
Nous prenons alors en considération la moyenne des trois résultats obtenus. Les distributions en nombre
et en intensité correspondantes sont présentées dans la figure 3.6 et les tailles moyennes correspondantes
sont de Dyp=128 nm et Dj,;=219 nm respectivement.

25

T T Ty T T Ty — T T T
10 100 1000 10000

diamétre [nm]

Figure 3.6 — Distributions de taille en intensité (pointillé) et en nombre (trait continu) de nanoparticules
de KNbO3 en suspension.

I1.2 Détermination de la concentration

La concentration de la suspension aqueuse de KNbOj est déterminée par évaporation, comme décrit
au paragraphe IV.2.d. On obtient une concentration massique :

Cp=0,1033 gL}

avec les mesures suivantes :

myg = 7, 5567 g
Mfl4ne = 7,5598 g
v9 = 30 mL,

La concentration unitaire N [em ™3] est calculée a partir de cette concentration massique et du volume
moyen des nanoparticules. En considérant le diamétre moyen en nombre donné par la DLS, le volume
moyen des nanoparticules est V' = 1,098.107!% cm™3. La mesure du diamétre en intensité présente
également un intérét. Nous aborderons cet aspect de la caractérisation en taille par la suite.

A partir de la masse volumique du KNbOs, pxn = 4,62 g.cm ™3, on obtient le nombre de particules
par unité de volume soit :

N =2,04.10'Y cm™3
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II.3 Mesure du signal HRS

Les mesures optiques sont ensuite réalisées sur les suspensions colloidales de KNbOj3 de différentes
concentrations. Celles-ci sont issues de dilutions a partir d’une méme suspension initiale et sont testées
dans la méme configuration expérimentale, c’est-ad-dire avec une polarisation incidente verticale et une
détection a 90° sans analyseur. Le signal moyen I pg est ensuite tracé, pour chaque dilution, en fonction
de la concentration relative par rapport a celle de la suspension initiale, comme présenté dans la figure
3.7 (a).

En paralléle, le méme type de mesure est réalisé sur des solutions de pNA dans du méthanol, et le
signal HRS est donné en fonction de la concentration molaire [mol.L~!| de chaque solution (fig. 3.7 (b)).

1,6 T T T
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0,8 - 4
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PNA
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Figure 3.7 — Intensité HRS en fonction de la concentration (a) de la suspension de KNbOj3 et (b) de la
solution de pNA.

Un simple fit linéaire permet de retrouver le coefficient directeur de ces droites, de 13,23 pour le
KNbOj3 et de 6,04 pour le pNA. Notons que 'ordonnée & l'origine, correspondant & des concentrations
nulles en particule ou en pNA, ne dépend théoriquement que de la réponse HRS des solvants mis en
jeu. Elle est trés faible par rapport a la GSH des particules ou du pNA ce qui justifie, pour notre banc
expérimental, I'utilisation de la méthode de la référence externe.

I1.4 Calcul des coefficients moyens
Les coefficients directeurs agn et o, na doivent étre tous les deux convertis pour des concentrations

unitaires, c’est-a-dire en nombre de particules ou de molécules par unité de volume. Pour des concentra-
tions en [cm ™3| par exemple, on a pour KNbOj3 :

AN = % =6,50.1071% cm™®
Pour le pNA :
Qpna = % % 1000 = 1,00.10"% cm~*

Le facteur de champ interne pour des nanoparticules de KNbO3 (d’indice de réfraction n,. = 2,23)
en suspension dans I'eau (d’indice ny; = 1,33), est calculé selon I’équation 2.33 et on a :

TKN/eau =0, 624°
Le facteur de champ local pour le pNA dans le méthanol, avec n,,, = 1, 32, vaut :

Frpeth = 1, 256
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A partir de ces valeurs, on en déduit 'hyperpolarisabilité des particules de KNbOj :

agn Fpna

[6
< By >= < Bpna >=2,04.10°x < 3= 25,9.107%0 > esu = 2,19.10" 3esu

apna Tk N

Le coefficient moyen <d> est relié & 'hyperpolarisabilité moyenne par le volume des nanoparticules.
Nous utilisons dans cet exemple le diamétre moyen en nombre mesuré en DLS. En prenant en compte les
conversions d’unités (cf. § I.1), on calcule :

< BN >

T 4,19.10719 = 8,3 pm.V~*

< dgn >=
Il est intéressant de terminer par une comparaison de ce coefficient moyen a celui du KNbOg3 massif
(< dgny >=17,3 pm/V ) donné dans la littérature (voir annexe F).

Conclusion

Dans cet exemple, nous avons déterminé les coefficients moyens du KNbOj a partir de mesures HRS
et de suspensions caractérisées en taille et en concentration. Rappelons que la valeur de <[> caractérise
lefficacité optique de la particule et dépend de la taille de celle-ci. Le coefficient <d> caractérise le
matériau et peut étre comparé au coefficient de cristaux massifs du méme matériau. Malgré une certaine
différence, les deux valeurs sont du méme ordre de grandeur a savoir 10 pm/V.

III Validité du protocole

Aprés cette présentation du protocole, il est maintenant intéressant de se pencher sur la validité des
mesures mise en jeu. L’objectif est ici de discuter de la pertinence et de la précision des résultats obtenus.
Les erreurs expérimentales peuvent avoir des origines variées. Nous nous intéresserons dans un premier
temps & la qualité de I’acquisition optique en prenant en compte les différentes sources d’imprécision liées
au systéme expérimental, aux échantillons de référence et aux suspensions colloidales elles-mémes. Par
la suite, nous étudierons plus en détail I'influence de la caractérisation de la taille et de la concentration
des particules.

III.1 Signal HRS

Dans un premier temps, il est nécessaire de s’assurer que les conditions expérimentales sont fiables et
reproductibles. Ensuite, nous nous intéresserons au signal optique réel émis par les échantillons et aux
artefacts qu’il peut contenir par rapport au signal HRS théorique d’une solution moléculaire.

III.1.a Optique

Le signal HRS détecté peut varier d’'une mesure & 'autre en raison de facteurs expérimentaux tels que
I’alignement des éléments optiques, la présence de signaux parasites lumineux, la stabilité du laser, etc.
Nous détaillons dans cette section les diverses sources d’erreurs liées aux conditions expérimentales et en
particulier au systéme de détection optique.

o Réglages optiques et erreurs d’offset
Les réglages optiques ne sont pas trés nombreux et en pratique il est relativement aisé d’optimiser le
signal HRS. La principale difficulté consiste & contrdler les signaux parasites, responsables d’un faible
offset pouvant fausser les mesures. Cet offset peut étre mesuré avant ou aprés la mesure, puis soustrait au
signal afin de corriger les erreurs. L’utilisation du montage avec le chopper (cf. § III) a permis de résoudre
partiellement ce probléme et de faciliter la mesure : I'offset est ainsi éliminé en temps réel.
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¢ Fluctuations et stabilité du laser
Pour s’assurer de la stabilité du signal & moyen terme, nous avons réalisé des tests sur des durées de
I'ordre de 50 & 500 s. La figure 3.8 montre le signal émis par une solution de pNA de 0,25 mol.L. ! lors
d’une excitation laser continue d’une part, c’est-a-dire en mode pulsé mais sans interruption, et d’autre
part par intervalles réguliers d’illumination (mode ON) et d’obscurité (mode standby). On constate que le
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Figure 3.8 — (a) Signal HRS du pNA sous illumination pendant 500 s (rouge) et par intervalles de 50 s
(noir, pointillés).

signal émis en continu sur 500 s fluctue mais il n’y a pas d’évolution du signal moyen au cours du temps.
Rappelons ici qu’il s’agit d’un signal déja traité donc moyenné. L’amplitude des fluctuations donne une
idée de la précision de la mesure, qui est ici estimée & 0,02 u.a., soit 6% du niveau de signal.

Lorsque le laser est arrété, ce qui est nécessaire par exemple pour changer d’échantillon, les fluctuations
en intensité sont de méme amplitude, mais on remarque une légére tendance a I’augmentation au cours
du temps. L’acquisition HRS devant étre réalisée dans des conditions stables, un délai doit étre respecté
entre l'allumage du laser et le début de ’acquisition.

Par ailleurs, la comparaison des deux acquisitions (réalisées dans la méme configuration mais a une
heure d’intervalle) permet de détecter parfois une différence de niveau de signal d’environ 10% certaine-
ment liée au laser. Cela montre 'importance de réaliser les mesures du signal de 1’échantillon et de la
référence consécutivement.

o Sensibilité
Comme nous 'avons abordé au chapitre précédent, le systéme expérimental doit étre suffisamment sensible
pour réaliser une mesure fiable. Nous avons pu voir que le signal issu de solution de pNA était trés aisément
détecté. Les mesures réalisées sur des suspensions colloidales ne posent ici pas de probléme particulier
puisque leur signal est nettement plus élevé que celui du pNA. Le niveau de signal est donc largement
suffisant pour notre systéme expérimental.

o Conclusion

Ces différentes observations nous permettent de définir les précautions a prendre pour réaliser une mesure
fiable. Nous avons vu que les réglages optiques étaient relativement simples et ne nécessitent pas de
précision extréme. Le probléme d’offset a pu étre résolu grace a 'utilisation d’un hacheur de signaux,
permettant la soustraction de l'offset en temps réel. Les fluctuations liées au laser sont une autre cause
d’imprécision. Pour limiter les erreurs & court ou moyen terme, on attend alors que le signal se stabilise
apreés allumage. Sur le long terme, nous avons vu que les variations sont trop importantes pour comparer
deux mesures. On contourne ce probléme en réalisant des acquisitions HRS consécutives de 1’échantillon
étudié et d’une référence. Pour finir, on a pu vérifier que la précision et la sensibilité du systéme sont
suffisantes pour les niveaux de signaux mis en jeu.
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II1.1.b Luminescence et signaux parasites

La génération de second harmonique des nanoparticules est normalement la source du signal détecté.
Cependant, dans certains cas, il peut étre faussé par la présence d’autres signaux émis a la méme longueur
d’onde dans les mémes conditions d’excitation. Pour s’assurer de ’absence d’émission de luminescence,
parasite dans le cas de notre étude, nous avons donc mesuré les spectres d’émission des échantillons.

A T’aide d’un monochromateur, le signal émis par I’échantillon est analysé pour une longueur d’onde
comprise entre 400 & 800 nm. De cette maniére, il est relativement facile d’observer la présence éven-
tuelle de signaux parasites tels que la fluorescence (pour laquelle on s’attend généralement & des bandes
spectrales larges) tandis que la GSH est uniquement diffusée & 532 nm.

La figure 3.9 présente les résultats de cette expérience pour une suspension de KNbO3. On remarque
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Figure 3.9 — Analyse spectroscopique du signal émis par une suspension de KNbOj sous excitation a
1064 nm.

un pic étroit & 532 nm, correspondant clairement & une émission de second harmonique. On en conclut
donc & ’absence de luminescence pour ce matériau. Cette expérience a été réalisée systématiquement
pour les autres matériaux étudiés (cf. annexe E) démontrant ainsi la seule présence d’un signal HRS.

III.1.c Stabilité des échantillons de référence

Le pNA, utilisé comme molécule de référence, doit évidemment étre stable afin de réaliser des mesures
fiables. La figure 3.10 compare 'intensité HRS en fonction de la concentration en pNA pour deux séries
d’échantillons, 1 et 2. La deuxiéme série a été préparée 18 mois aprés la premiére pour la remplacer,
afin d’éviter les incertitudes liées au vieillissement de la solution. Les deux séries ont des réponses HRS
trés proches, permettant de constater la stabilité des solutions sur plusieurs mois. La légére différence
est probablement liée & une incertitude sur la concentration des solutions initiales. La comparaison des
pentes correspond a un facteur de correction de 0,98, ce qui permet d’obtenir une comparaison fiable des
résultats obtenus avec une série ou l'autre. Par ailleurs, on remarque que I’échantillon de concentration
0,25 mol.L.=! de la série 1 (plus fréquemment utilisé que les autres en pratique) émet une intensité bien
supérieure a celle attendue pour cette concentration. Cela peut s’expliquer par 'augmentation réelle de
la concentration en pNA en raison de I’évaporation partielle du solvant par chauffage dii au laser. On
suppose alors que l'excitation laser a entrainé par chauffage Ces résultats permettent de conclure sur une
bonne stabilité des solutions au cours du temps, et soulignent I'importance de renouveler ces échantillons
de référence réguliérement en raison du vieillissement par illumination laser.
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Figure 3.10 — Comparaison du signal de deux séries de pNA

II1.1.d Stabilité des suspensions

La stabilité des particules en solution aqueuse est caractérisée par le potentiel zéta qui donne une
indication sur le comportement des suspensions. Lorsque le potentiel zéta est faible, on observe une
sédimentation responsable de la diminution de la concentration effective de la suspension.

Un exemple d’échantillon peu stable est présenté figure 3.11. Durant ’acquisition de la réponse HRS
en polarisation (temps d’acquisition ~1 min.), on observe une chute du signal liée a la sédimentation des
nanocristaux aprés agrégation.
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Figure 3.11 — Exemple d’instabilité du signal HRS au cours d’une mesure en polarisation d une suspension
de ZnO.

D’une maniére générale, les mesures optiques sont réalisées peu de temps aprés la préparation des
échantillons, afin d’éviter les imprécisions sur la concentration dues & la sédimentation. De plus, les
échantillons sont retournés ou secoués juste avant la mesure. La mesure optique est ensuite validée si elle
présente une réelle stabilité sur le temps d’acquisition. Dans le cas contraire, les mesures doivent étre
recommencées sur de nouveaux échantillons, d’ou I'importance de controler I’évolution des surnageants
lors de la préparation, comme discuté au paragraphe IV.2.e du chapitre 2.
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III.1.e Agrégation

La question qui se pose ici concerne l'effet de ’agrégation sur le signal HRS. Nous cherchons d’une
part a déterminer les sources d’erreur dans notre protocole de mesure et d’autre part, et d’un point de vue
plus amont, si le signal résulte de la diffusion incohérente de particules isolées et de petite taille, qu’en
est-il des agrégats? Pour répondre & cette question, nous avons préparé une suspension de ZnO dans
I’éthanol, par prélévement du surnageant aprés sédimentation. Nous avons ensuite mesuré réguliérement
et sur plusieurs jours la taille des particules ainsi que le signal HRS. Afin de limiter les erreurs dues
aux variations de concentration par sédimentation, les échantillons sont légérement secoués avant chaque
mesure. Par ailleurs, les mesures s’étalant sur plusieurs jours, les signaux sont normalisés par rapport a
la référence du pNA. L’agrégation des particules en suspension n’est pas un phénoméne facile & maitriser.
On constate cependant qu’il est possible d’observer une augmentation de la taille réguliére et significative
(de 100 nm & 350 nm) pour un vieillissement de ’échantillon d’une semaine (fig. 3.12 (a)). Il est important
de noter que cette augmentation ne peut étre ici due qu’a la formation d’agrégats.
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Figure 3.12 — (a) Agrégation de particules de ZnO au cours du temps. (b) Intensité HRS en fonction de
la taille des agrégats.

La figure 3.12 (b) présente I'intensité HRS en fonction de la taille des agrégats formés. On constate peu
de variations et la faible diminution observée pour de gros agrégats est sans doute reliée a la diminution
de la concentration sondée, les agrégats pouvant sédimenter ou se coller contre les parois du pilulier. Ces
résultats permettent donc de conclure a une faible influence de 1'agrégation sur le signal HRS pour ces
suspensions de ZnO, limitant ainsi une source d’erreur possible. Cela démontre également qu’il n’existe
pas d’orientation spécifique entre les nanocristaux au sein des agrégats. En effet, pour un agrégat de
particules orientées, on peut supposer que le signal émis par celui-ci résulterait de la somme cohérente
des différentes ondes générées au sein de chaque nanocristal. Dans ce dernier cas, 'augmentation de
Iintensité HRS serait trés nette car fonction du volume au carré des agrégats. Ce n’est clairement pas
ce qui est observé avec ces mesures. Ces résultats nous permettent de souligner enfin une hypothése
importante pour I'analyse des données : le signal HRS détecté est la somme incohérente des ondes de
second harmonique diffusées par chaque nano-(mono)cristal de la suspension. C’est donc la taille de ces
nanocristaux qui est ici le paramétre important. Nous reviendrons sur ce point dans les parties suivantes.

II1.1.f Régime de Rayleigh

En HRS, on fait I’hypotheése selon laquelle les particules sont suffisamment petites pour étre considérées
comme des objets ponctuels. Cela implique une taille bien inférieure a la longueur d’onde. On suppose
alors que le rayonnement de diffusion de ces objets est isotrope.
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Afin de vérifier cette hypothése, nous avons effectué des mesures HRS dans différentes directions de
détection, allant de la direction perpendiculaire, habituellement utilisée, & une détection en transmission,
a 180°. Pour cela, un systéme expérimental constitué d’un bras rotatif a été mis en place. Le banc de
détection est placé sur ce bras, comme indiqué sur la figure 3.13, dont I’axe de rotation se situe au centre
de I’échantillon, dans l'alignement du faisceau laser.

Bras
mobile

\-\Support
rotatif

Echantillon
fixe

Figure 3.13 — Schéma du dispositif expérimental avec 6 ’angle de détection du signal HRS.

Les états de polarisation pouvant entrainer une modification du signal avec I’angle 6, il est nécessaire
de se placer dans une configuration pour laquelle il y a réellement isotropie de l'intensité diffusée. La
configuration choisie comprend une polarisation incidente verticale et aucun analyseur. L’augmentation
du signal en fonction de € d’une solution moléculaire dans cette configuration caractérise uniquement la
différence d’efficacité de collection selon I'angle de détection. Afin d’obtenir des résultats comparables
nous avons donc normalisé U'intensité HRS des suspensions par celle d’une solution de pNA, pour chaque
direction de détection.
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Figure 3.14 — Intensité HRS normalisée de suspensions de ZnO et de KTP en fonction de I'angle de
détection. Les fluctuations observées entre 140° et 160° sont liées & des parasites optiques dus & I'interaction
entre le faisceau laser et des éléments du montage et ne sont pas significatives.

Nous avons réalisé les mesures (fig. 3.14) sur des suspensions de ZnO, de taille moyenne 130 nm,
proche de la plupart des échantillons étudiés. Nous avons également utilisé des suspensions de KTP, de
diametre plus important (~ 200 nm).
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Pour les particules de ZnO, le rayonnement est considéré comme isotrope puisque l'intensité diffusée
en fonction de # évolue peu. Dans le cas des particules de KTP, on observe une légére augmentation du
signal diffusé vers I'avant. Cette expérience nous permet de valider ’hypothése du régime de Rayleigh
pour le plupart de nos échantillons.

II1.1.g Absorption et diffusion

Les suspensions de nanoparticules étudiées ont des concentrations massiques typiques de ’ordre de
0,1 g.L7!. A ces faibles concentrations, les effets d’absorption et de diffusion sont généralement peu
visibles. L’absorption des matériaux étudiés ici est généralement faible aux longueurs d’onde d’excita-
tion et de second harmonique, respectivement 1064 et 532 nm. Cependant, lorsque la concentration des
suspensions augmente, des phénoménes de diffusion sont parfois observés sur le signal HRS.

Sur la figure 3.15, on observe l'intensité HRS d’un échantillon de particules de KNbO3 dans 1’éthanol
en fonction de la concentration relative. La concentration absolue de cette suspension a été déterminée &
0,557 g.L.~ 1, soit 2,4.10'! particules/cm?. Cela correspond & une concentration relativement élevée.
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Figure 3.15 — Effet de la diffusion sur une suspension concentrée de KNbOs.

On remarque qu’une régression linéaire ne permet pas d’ajuster correctement les données expérimen-
tales et que la valeur de 'ordonnée a l'origine est élevée pour un solvant tel que I’éthanol. En incluant
leffet de la diffusion dans le fit par un facteur de correction, on obtient un bien meilleur comportement.
La différence des pentes obtenues par chaque fit est suffisamment importante pour entrainer une variation
d’environ 20%. Cela montre 'intérét de prendre en compte ces phénoménes d’absorption et de diffusion
dans le dépouillement des résultats, ou, en pratique, de limiter la concentration pour rester dans un
domaine ou l'intensité varie linéairement avec la concentration.

Conclusion

Ces différentes expériences permettent de clairement montrer les précautions a prendre pour réaliser
des mesures quantitatives fiables par la méthode de la référence externe. Nous avons déja évoqué les
conditions expérimentales permettant d’obtenir un signal optique stable et fiable. L’instabilité du signal
sur le long terme peut étre corrigée grace a 'utilisation d’une référence, nécessaire par ailleurs pour la mé-
thode de référence externe, dans la mesure ou les signaux de la référence et de I’échantillon sont détectés
dans un court laps de temps, c’est-a-dire consécutivement. La vérification de la stabilité de la référence
permet de valider ce protocole. Par ailleurs, la présence de parasites lumineux tels que la fluorescence est
systématiquement controlée. La stabilité des suspensions est également controlée en surveillant la stabi-
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lité du signal optique. Les erreurs liées a la diffusion (pour des échantillons de concentration élevée) sont
écartées en utilisant des concentrations suffisamment faibles pour lesquelles 'intensité augmente linéai-
rement avec la concentration. Pour finir, nous avons également vérifié que les phénomeénes d’agrégation
n’ont pas d’effet sur le signal HRS.

II1.2 Mesures de taille des nanoparticules

La caractérisation en taille des échantillons est une étape essentielle pour la détermination des coeffi-
cients ONL moyens. En effet, comme on I’a vu précédemment, l'intensité HRS augmente avec le volume
au carré des nanoparticules et est proportionnelle & la concentration des suspensions. Or, cette derniére
est calculée & partir du volume moyen des particules en tenant compte de la concentration massique.
Pour caractériser la taille des particules, nous avons principalement utilisé la technique DLS et nous
présentons dans cette partie I'influence de la polydispersité, de ’agrégation et de la forme des particules,
en s’appuyant sur des exemples de suspensions étudiées.

I111.2.a Effet de la polydispersité

Une des principales difficultés constatées lors des mesures provient de la polydispersité des suspensions.
Si la DLS fournit des résultats fiables sur des échantillons monodisperses, 'interprétation peut s’avérer
délicate dans le cas contraire. C’est une limite bien connue de la technique DLS, basée sur la détection
des fluctuations de l'intensité diffusée par des particules. En effet, dans le régime de Rayleigh, I'intensité
diffusée est proportionnelle & D%, D étant le diamétre. Dans certains cas, lintensité diffusée par les
particules les plus grandes de la suspension peut masquer le signal des plus petites, qui ne sont pas
correctement détectées. La technique DLS permet de mesurer une distribution de taille en intensité : le
maximum de cette distribution ne correspond donc pas a la taille pour laquelle les particules sont les
plus nombreuses, mais a la taille pour laquelle 'intensité émise est la plus élevée. Par calcul, on peut
remonter & des distributions en volume ou en nombre mais si la distribution en intensité est erronée, cela
se répercute évidemment sur les autres distributions.

o Comparaison de deux échantillons
La figure 3.16 présente la distribution en taille de deux échantillons de LiNbO3 obtenue par DLS. La me-
sure en intensité de ’échantillon A est de type monomodal, avec un seul pic relativement étroit indiquant
une faible dispersion en taille. L’échantillon B présente quant & lui un pic principal de dispersion nette-
ment plus large, ainsi qu'un deuxiéme pic de plus faible amplitude. Ramenées en nombre, les distributions
de ces deux échantillons sont proches. Le diamétre moyen de I’échantillon B, légérement plus élevé, est de
132 nm contre 121 nm pour ’échantillon A. D’aprés les résultats de la DLS, I'indice de polydispersité, de
0,08 pour la premiére indique une distribution presque monodisperse. La seconde est référencée comme
une suspension de polydispersité moyenne avec un indice de 0,25.

Afin de mettre en évidence 'imprécision sur la mesure liée a la polydispersité, nous avons également
comparé ces résultats & une autre technique de mesure. L’analyse de nanoparticules par suivi (ou NTA,
pour Nanoparticle Tracking Analysis) est une technique également basée sur le signal de diffusion des
nanoparticules, mais pour laquelle la taille est estimée particule par particule, permettant une meilleure
évaluation de la distribution en nombre. Ce type d’analyse est réalisé sur des échantillons trés dilués. La
comparaison des résultats DLS aux mesures NTA (Nanosight) permet d’avoir une idée de U'erreur réalisée
sur la distribution obtenue en DLS.

Reprenons les deux échantillons de LiNbO3 précédemment étudiés en DLS et observons maintenant
les résultats donnés en NTA (présentés dans la figure 3.17), en paralléle avec les résultats en nombre de
la DLS. La distribution NTA présentée ici est un peu plus précise puisque la taille de chaque particule
est identifiée individuellement. On remarque ici, en accord avec les observations de la DLS en intensité,
que I’échantillon A est monomodal tandis que le B comporte plusieurs pics distincts.

Si 'on compare maintenant les résultats obtenus avec chaque méthode d’analyse, il apparait évident
que la précision est bien meilleure sur ’échantillon A : la distribution en nombre donnée par la DLS
est corroborée par celle donnée en NTA. Pour ’échantillon B en revanche, la différence est nettement
plus marquée et les valeurs moyennes obtenues par les deux techniques présentent une variation de 20%.
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Figure 3.16 — Distribution de taille obtenue par DLS sur deux suspensions distinctes de LiNbO3 : (a)
échantillon A et (b) échantillon B.
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Figure 3.17 — Comparaison des distributions DLS et NTA en nombre pour deux échantillons distincts A
(a) et B (b) de LiNbO3.
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Ces observations sont en accord avec les indications données par 'indice de polydispersité précédemment
discutées.

La comparaison de ces deux techniques montre bien qu’un échantillon monomodal et de faible dis-
persion sera caractérisé avec beaucoup plus de fiabilité qu’un échantillon comportant une plus forte
dispersion. La corrélation des résultats pour I’échantillon A indique une bonne qualité de caractérisation
en DLS pour ce type de distribution.

o Echantillon trés polydisperse
Un autre échantillon constitué de particules de KTP est également caractérisé en taille ci-dessous. La
figure 3.18 montre les distributions en intensité (a) et en nombre (b) de cette suspension. Trois mesures
sont réalisées successivement sur le méme échantillon. On remarque que les résultats varient fortement
d’une mesure a l'autre, donnant des tailles moyennes en nombre trés différentes, de 153 nm, 95 nm et
193 nm respectivement pour chaque mesure. Ces disparités proviennent d’une forte dispersion en taille
comme l'indique l'indice de polydispersité de la DLS égal 0,6. Par ailleurs, le "rapport qualité" de la
DLS indique également une mesure peu fiable. Sur ce méme échantillon, la caractérisation NTA présente
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Figure 3.18 — (a) Distribution de taille en intensité pour trois mesures DLS successives sur une suspension
de KTP et (b) distributions correspondantes en nombre par DLS et NTA.

également une forte polydispersité, avec la présence de plusieurs pics, comme le montre la figure 3.18 (b).

Par comparaison, un autre échantillon de KTP, réalisé a partir des mémes poudres, a été caractérisé de
la méme maniére. Les trois mesures successives sont similaires et la figure 3.19 (a) en présente le résultat.
On remarque, comme précédemment pour le LiNbO3 B, une dispersion en taille relativement large, ainsi
qu’un deuxiéme pic de faible intensité vers 5000 nm. L’indice de polydispersité est ici de 0,3 et la qualité
de la mesure bien meilleure que pour I’échantillon de KTP précédent.
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Figure 3.19 — (a) résultats DLS d’une deuxiéme suspension de KTP. (b) Distribution de taille en nombre
obtenue par NTA sur la suspension de KNbOs3.

La comparaison de ces deux échantillons montre qu’a partir des mémes poudres, les suspensions
obtenues peuvent étre trés différentes. Cela souligne I'importance de la préparation des suspensions. En
particulier, il est important de surveiller I’étape de sédimentation, de maniére & réduire fortement la
polydispersité. Cela permet d’obtenir des suspensions dont la taille, parameétre essentiel pour les mesures
optiques, est caractérisée avec le plus de précision possible.

Pour finir, on présente également les résultats obtenus en NTA| figure 3.19 (b), de la suspension de
KNbOj; étudiée au début de ce chapitre (cf. résultats DLS fig. 3.6). Comme on a pu le voir pour la
suspension de LiNbO3 A, la suspension présente une faible polydispersité et les résultats en DLS et NTA
sont en trés bonne adéquation, avec des diamétres moyens respectifs de 128 et 126 nm en nombre. Cela
confirme la fiabilité des résultats DLS obtenus usuellement sur des suspensions faiblement polydisperses.

Ces observations montrent que la polydispersité peut parfois avoir une influence significative sur les
tailles DLS. En effet, un échantillon dont les tailles sont trés variables s’avére difficile & caractériser avec
cette technique. Cependant, lorsque les échantillons sont faiblement polydisperses, la DLS est relativement
fiable. C’est le cas lorsque la préparation des suspensions est réalisée avec soin, et en particulier ’étape
de sédimentation. L’obtention de telles suspensions est évidemment facilitée lorsque les particules sont
stables dans le solvant utilisé.

II1.2.b Agrégats

Une autre difficulté pour une bonne interprétation de la taille des nanocristaux individuels réside dans
la présence d’agrégats de particules. Or, la taille qui nous intéresse en HRS est celle de mono-cristaux,
pour lesquels I’émission se fait de maniére cohérente (cf. § III.1.e). Dans le cas ou le surnageant étudié
présente encore des agrégats, la DLS ne nous permet pas de le savoir et indiquera la présence de grosses
particules 1a ot il n’y en a que des petites.

On peut émettre 'hypothése que la plupart des suspensions comportent des agrégats de particules.
On considére alors que la taille moyenne donnée en nombre est sans doute surestimée par rapport a la
taille moyenne des nanocristaux effectivement présents dans la suspension. Cependant, rien ne permet
de confirmer ou d’infirmer cette hypothése. La NTA, technique basée sur les mémes procédés optiques,
ne peut fournir aucune information complémentaire a ce sujet. Face & cette problématique, la solution la
plus adéquate consiste a préparer les suspensions colloidales avec une attention particuliére aux étapes
de désagrégation par ultrasons et de récupération du surnageant, afin d’éviter au maximum la présence
d’agrégats en suspension.
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Dans un cas plus extréme encore, si les particules sont agglomérées ou polycristallines, la taille réelle
des monocristaux est alors impossible & connaitre de cette maniére. L’utilisation des valeurs données par
la DLS entrainent alors une erreur sur la détermination des coefficients optiques. Lorsque les cristaux sont
trés petits, une étude des diagrammes de DRX au moyen de la formule de Scherrer permet d’estimer leur
taille et de la comparer aux résultats de la DLS. Mais cette méthode ne peut étre appliquée de maniére
précise a des cristaux de 50 nm et plus.

On peut également utiliser des caractérisations par microscopie électronique. Cette technique va per-
mettre de qualifier 'état d’agglomération des particules. Néanmoins, la microscopie ne permet évidem-
ment pas de caractériser le degré d’agrégation des suspensions, qui est une limite générale de notre
démarche.

II1.2.c Forme des particules

Le dernier paramétre a considérer provient de la forme non sphérique des particules. En effet, la DLS dé-
termine les tailles en intensité en se basant sur la mesure du volume hydrodynamique des particules, c’est-
a-dire le volume de solvant déplacé par le mouvement des particules. Lorsque la particule est sphérique,
la taille hydrodynamique, bien que plus grande que le volume cristallin effectif, est une approximation ac-
ceptable pour définir la taille de la particule. En revanche, lorsque la particule a une forme quelconque, la
DLS a tendance a sur-estimer la taille des particules. On observe le méme comportement avec la méthode
NTA, puisque cette technique est également basée sur la diffusion lumineuse des particules.

Conclusion

On a pu observer que la caractérisation par DLS était tout a fait adaptée lorsqu’il s’agit de distributions
de particules monomodales et de faible dispersion. Les échantillons polydisperses ou instables peuvent étre
assez facilement écartés lorsque les distributions en intensité comportent plusieurs pics ou que différentes
mesures successives ne donnent pas les mémes résultats. Cependant, des erreurs dues a la forme non
sphérique des particule ou a la présence d’agrégats, indétectables par DLS, peuvent subsister.

Cette discussion sur la taille des nanoparticules en suspension colloidale souligne I'importance de
la préparation des suspensions, incluant la désagrégation par ultrasons, pour éviter au maximum la
présence d’agrégats, ainsi que les étapes de sédimentation et de récupération du surnageant qui permettent
d’obtenir une dispersion la plus étroite possible. Par ailleurs, le choix des particules doit également tenir
compte de leur aspect, de maniére a sélectionner idéalement des particules relativement sphériques. Le
développement des procédés de synthése permettant un meilleur contréle de la taille et de la forme des
nanoparticules est également une piste a suivre pour améliorer la précision de la caractérisation en taille
des particules.

III.3 Mesure de concentration des particules

La concentration des suspensions est I'un des paramétres a déterminer pour I’exploitation du signal
HRS. 11 est donc nécessaire de s’assurer de la précision de la mesure.

II1.3.a Concentration massique

La concentration des suspensions est déterminée au moyen d’une mesure par pesée. Afin d’exploiter cor-
rectement les données HRS, il est important de travailler avec des mesures de concentration suffisamment
précises.

La mesure de concentration massique, réalisée selon le protocole décrit précédemment au paragraphe
IV.2.d du chapitre II, fait appel a de trés faibles masses mesurées. La précision de cette mesure dépend
en fait principalement de deux valeurs. D’une part, la masse du flacon utilisé pour la pesée doit étre
relativement faible par rapport & la masse de poudre de nanoparticules, de maniére a obtenir une différence
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de masse appréciable avant et aprés évaporation. D’autre part, le volume évaporé doit étre élevé si 'on
veut justement obtenir une quantité de poudre significative. Ces deux contraintes nous ameénent & utiliser
un petit contenant de la taille d’un pilulier, d’'une masse d’environ 7 g, et a le remplir d’un volume précis
de suspension a plusieurs reprises, en laissant évaporer le solvant entre chaque remplissage. De cette
maniére, on diminue nettement 'incertitude de mesure sur la masse.

L’incertitude de mesure est donnée par :

ACO 2Am A'Usol
+

C(O Mne Vsol
avec les valeurs :

Am = 5.107% g, d’aprés la précision de la balance utilisée, pour une masse d’environ 7 g
Avgo = 2.1072 mL, selon la précision de la pipette,

Mpe = Mfi4nec — My masse de la poudre de nanocristaux,

Vsor Volume de solution évaporée.

Pour la suspension de KNbOg3 étudiée au paragraphe II, cela donne :

ACy
Co

=0,033

D’ot une concentration massique :
Co = (0,103 £0,003) g.L~*

La mise en application des précautions décrites précédemment rend ainsi cette incertitude de mesure
tout & fait acceptable.

I11.3.b Concentration N

A partir de la concentration massique et de la taille des particules, il est ensuite facile de calculer le
nombre de particules par unité de volume présentes dans la suspension. Pour la méme suspension de
KNbOs, par exemple, on a déterminé une concentration N = 2,04.10'° cm—3.

On compare cette concentration & celle obtenue par NTA. Cette méthode, utilisant des suspensions
trés diluées, compte les particules une a une et permet d’estimer assez précisément la concentration. La
méme suspension donne, avec cette technique : Nyra = 1, 35.10'° cm™3. Les deux valeurs différent d’un
facteur 1,5. La valeur obtenue par pesée est donc proche. Nous verrons par la suite que la différence
constatée peut s’expliquer en raison de la polydispersité des échantillons.

Pour la suspension de LiNbOj3 A, lerreur est du méme ordre, tandis que la suspension de KTP
polydisperse présentée précédemment donne une concentration par pesée de 8,41.10° ecm™3 pour une
concentration NTA de 2,68.10% cm™3. Cette différence s’explique par I’accumulation de deux erreurs.
D’une part, l'incertitude relative sur la concentration par pesée est plus élevée que pour les autres sus-
pensions (on a AC/C = 0,12 au lieu de 0,03 précédemment), et d’autre part, lerreur liée a 1’estimation
de la taille en DLS en raison de la dispersion en taille plus importante.

Conclusion

Ces observations permettent de conclure quant & la fiabilité de la détermination de la concentration par
pesée. Les résultats sont validés & deux conditions. D’une part, le protocole de mesure de concentration
doit étre effectué en prenant en compte une masse significative de particules par rapport & la masse totale
pesée. D’autre part, la mesure de taille doit également étre fiable car ce paramétre a une influence non
négligeable sur la concentration finale.

82



III - VALIDITE DU PROTOCOLE

I11.4 Influence de la distribution en taille sur 'intensité HRS

Précédemment, nous avons vu que la fiabilité de la taille en nombre donnée par la DLS est correcte
lorsque les suspensions sont peu dispersées en taille. En considérant cette distribution en nombre fiable,
il faut ajouter que la valeur de taille utilisée est une valeur moyenne. Cela signifie que l'intensité HRS
détectée est analysée comme si elle provenait d’échantillons exactement monodisperses, c¢’est-a-dire dont
toutes les particules sont de méme taille. Mais que se passe-t-il si 'on prend en compte la totalité de la
distribution ?

o Simulation des intensités HRS issues d’échantillons monodisperse et polydisperse
Afin de percevoir l'influence de la distribution en taille sur I'intensité HRS, il est nécessaire de connaitre
comment varie cette intensité en fonction de la taille des particules. On rappelle I’expression de l’'intensité
HRS d’une suspension de nanoparticules en fonction du coefficient moyen <d> du matériau :

Iyrs = GNTV? < d* > I? (3.1)

Le signal HRS est proportionnel au volume au carré de la particule. On voit alors que 'intensité émise
par les particules de taille supérieure a la taille moyenne de la distribution peut devenir prédominante.

On cherche ici & simuler 'influence de cette distribution sur le signal HRS. Pour cela, on considére
deux échantillons. Le premier est exactement monodisperse et ne contient donc que des particules d’une
méme taille. C’est le cas considéré lors de ’exploitation des données. Le second est lui polydisperse et
I’on représente la dispersion par une loi normale de méme moyenne que I’échantillon monodisperse.

Au moyen de calculs statistiques explicités dans I'annexe D, on peut alors déterminer le rapport des
intensités pour ces deux échantillons. Bien évidemment, ce rapport va dépendre du profil de la distribution
polydisperse, c’est-a-dire de son écart-type (o), et plus précisément du rapport entre cet écart-type et
la moyenne o/u . Le tableau 3.2 présente le rapport de 'intensité émise par I’échantillon polydisperse,
notée Ipoy et de celle émise par ’échantillon monodisperse, notée I,on, en considérant les distributions
expérimentales présentées précédemment, & savoir KNbOg3, LiNbO3 A, LiNbO3 B, et la seconde de KTP
(fig. 3.19 (a)).

Ces calculs sont réalisés dans un premier temps a partir d’'une approximation gaussienne de la distribu-
tion en taille des particules dont les paramétres sont issus de la DLS. L’utilisation d’une loi log-normale,
asymeétrique, permet généralement de représenter ces distributions avec une meilleure approximation. Les
mémes rapports d’intensité sont donc également calculés en suivant cette autre loi de distribution (cf.
annexe D).

Tableau 3.2 — Simulation de I'intensité HRS d’un échantillon polydisperse relativement a un échantillon
monodisperse de méme moyenne.

Echantillons Dy [nm] o [nm] % II:Z":O loi normale I:L‘:”z’o loi log-normale
KNbO3 128 31 0,24 1,99 2,87
LiNbO3 A 125 30 0,24 1,99 2,82
LiNbO3 B 132 36 0,27 2,31 3,81
KTP 237 76 0,32 2,93 6,37

On remarque ici, par exemple, que l'intensité HRS détectée pour un échantillon tel que celui de
KNbOj3 exploité précédemment est 2 & 3 fois plus importante que l'intensité détectée pour un échantillon
comprenant uniquement des particules de 128 nm. Pour des suspensions de distribution relativement
large telle que celle du KTP, l'intensité de la suspension monodisperse est nettement plus faible, de 3 a
6,4 fois moins importante que celle émise par la suspension polydisperse.

L’intensité émise par une suspension polydisperse est, comme on le supposait, supérieure a celle d’une
suspension monodisperse. Lorsque 1’on calcule le paramétre <d>>, on surestime sa valeur si ’on utilise un
traitement simple ne considérant qu’une suspension monodisperse de taille égale au diamétre en nombre.
Cependant, ce premier raisonnement ne tient compte que de 'intensité HRS. Pour déterminer <d>, nous
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utilisons également la concentration N qui est inversement proportionnelle au volume des particules. On
peut montrer, en suivant des raisonnements similaires (cf annexe D), que la concentration calculée est
surestimée si I'on ne tient pas compte de la dispersion. Au final, si I'intensité I et la concentration N sont
toutes deux surestimées, les deux erreurs ont tendance a se compenser car <d>> est proportionnel a I/N.

¢ Calcul de <d> en prenant en compte la distribution en taille mesurée
Ayant discuté de l'influence d’une distribution en taille des particules, on cherche ici a estimer l’erreur
commise sur la valeur des coefficients optiques moyens. Le détail des calculs est présenté en Annexe D.
Comme précédemment, nous calculons le coefficient <d> pour un traitement des données standard et
pour un traitement polydisperse. Le traitement standard fait référence aux valeurs calculées de <d> avec
la valeur moyenne en nombre déterminée par DLS. On note ces valeurs avec l'indice "Nb". Le traitement
polydisperse nous permet de calculer un coefficient que ’on notera a ’aide de 'indice "poly".

Le tableau 3.3 rassemble les résultats obtenus, pour les mémes suspensions que précédemment.

Tableau 3.3 — Erreurs approximatives liées a la distribution de taille sur < d >.

Echantillons Doy [nm] o [nm] 3157;[:; norm. % log-norm.
KNbOj3 128 31
LiNbO3 A 125 30 0,77 0,67
LiNbO; B 132 36 0,73 0,61
KTP 237 76 0,67 0,50

Ces calculs donnent une idée de I'erreur commise sur les coefficients moyens lorsque I'on considére
la taille moyenne en nombre des nanoparticules plutot que Iensemble de la distribution. On peut en
conclure que l'utilisation d’une valeur moyenne de taille en nombre a tendance & sur-estimer celle de
<d>. Cependant, ’erreur commise en assimilant les suspensions a des échantillons monodisperses est

relativement faible, particuliérement lorsque les distributions en taille sont étroites.

o Estimation de <d> pour une distribution en taille donnée

Compte tenu de la dépendance du signal HRS en DY, similaire & l'intensité diffusée par la technique
DLS, une idée a priori intéressante est d’utiliser le diamétre moyen en intensité pour calculer <d>.
Cependant, si ce diamétre moyen est pertinent pour déterminer correctement le signal moyen diffusé par
les particules, ce n’est plus le cas lorsque 1’on calcule la concentration. Nous présentons ici les valeurs de
<d> obtenues a partir de trois calculs considérant la taille moyenne en nombre < dy; >, la taille moyenne
en intensité < dr,; >, et la distribution de taille en nombre <dye;,>. Les résultats sont rassemblés dans
le tableau 3.4 pour les quatre suspensions étudiées précédemment.

Tableau 3.4 — Comparaison des < d >. Les tailles en intensité obtenues par DLS sont respectivement de
218 nm, 191 nm, 445 nm et 420 nm pour les suspensions de KNbOg3, LiNbO3 A, LiNbO3 B et KTP. Les
distributions considérées sont de type log-normale.

1 drint d
Echantillons << < pfOly>> <<dpjzzby>>
KNbO3 0,67 1,5
LiNbOs A 0,36 15
LiNbOs B 0,10 16

KTP 0,84 2,0

On constate que les valeurs obtenues en tenant compte de la distribution de taille sont comprises
entre les coefficients calculés avec les tailles moyennes en nombre d’une part et en intensité d’autre part
(<drne> < <dpory> < <dnp>).
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Ainsi, en prenant en compte ces considérations, quelles sont les valeurs de taille les plus pertinentes
pour la détermination des coefficients ONL moyens 7 Dans I’analyse précédente, ou <dpe,,> est supposé
étre la « vraie » valeur du coefficient, on constate que ’on obtient une valeur surestimée avec <dpp> et
sous-estimée avec <dj,;>. Cependant, il est important de noter que <dpoiy> est déduit d’une mesure de
la distribution en nombre par DLS qui posséde aussi une certaine incertitude. Plus généralement, une des
limites importantes de ces calculs provient de la présence d’agrégats dans les suspensions, impossibles a
détecter et quantifier par DLS. Ces agrégats sont sans doute responsables d’une surestimation de la taille
des particules mesurée et cela revient donc a sous-estimer le coefficient <d>>.

Par la suite, nous présenterons les résultats obtenus sur les différentes nanoparticules en montrant les
3 valeurs de <d> introduites précédemment, <dpn:>, <dpoiy>, <dnp> afin de montrer I'incertitude de
mesure associée aux problémes de distribution de taille et d’agrégation.

Conclusion

Dans cette partie, nous avons considéré les différentes sources d’erreurs susceptibles de fausser la
mesure ou le résultat de la caractérisation HRS des particules. Face a ces problémes potentiels, des
solutions ont été proposées et appliquées dans l'objectif de quantifier ces erreurs.

La stabilité optique du systéme a été controlée et des mesures ont été prises de maniére a réduire
Iinfluence des fluctuations optiques du laser sur le signal. La présence aléatoire de signaux parasites
extérieurs a également pu étre atténuée grace a la mise en place d’un hacheur de signaux. La sensibilité et
la reproductibilité de la mesure HRS a ainsi été validée pour les échantillons étudiés. De plus, les artefacts
optiques intrinséques a ces échantillons (luminescence, sédimentation, absorption) ont été identifiés et
écartés. La fiabilité de la référence utilisée a également été controlée.

Par ailleurs, des réflexions ont été menées sur les mesures de taille et de concentration. Ces carac-
térisations étant essentielles pour une analyse HRS rigoureuse, il a donc été nécessaire de s’assurer de
leur pertinence. On a pu vérifier que la mesure DLS est suffisamment précise pour la majorité des échan-
tillons étudiés, en particulier si ceux-ci sont préparés scrupuleusement selon la méthode de sédimentation
présentée au chapitre 2. De plus, nous avons identifié et écarté les résultats DLS ne permettant pas
une caractérisation correcte des particules. Les mesures de concentration nécessitent également un soin
particulier. Nous avons ainsi défini les conditions de caractérisation donnant lieu & une incertitude de
mesure sur la concentration qui reste tout a fait acceptable. Pour finir, une réflexion a été menée sur la
distribution en taille des particules et leur incidence sur les résultats des coefficients moyens. L’erreur
potentielle commise sur les coefficients moyens en raison de cette distribution a aussi été évaluée.

La mise en ceuvre de ces différentes précautions permet d’aboutir & une détermination des coefficients
ONL moyens des particules avec une bonne fiabilité. Les résultats ainsi obtenus sont présentés dans la
section suivante.

IV  Résultats : coefficients moyens <d> et <>

L’exploitation des mesures optiques réalisées de maniére systématique sur chaque type de nanopar-
ticule a permis d’obtenir les coefficients <> et <d> relatifs aux efficacités de GSH des particules et
des matériaux, respectivement. Dans cette partie, les résultats sont d’abord présentés, puis analysés en
s’appuyant sur les remarques précédentes.

Le tableau 3.5 regroupe les résultats expérimentaux. La premiére valeur de taille donnée dans ce
tableau correspond & la taille représentative des différentes particules, déterminée a partir de plusieurs
résultats DLS. Cependant, les coefficients moyens ont été calculés avec les tailles exactes des suspensions
correspondantes, qui sont reportées dans les colonnes suivantes.

Les coefficients moyens <d;;;; >, issus des valeurs de la littérature mesurées sur des cristaux massifs,
sont présentés en fin de tableau et les calculs sont explicités en annexe F. Ces valeurs sont notées ici a
titre de comparaison et également comparées sur le graphique en figure 3.20.

Un exemple d’analyse a été présenté en début de ce chapitre pour le KNbO3. Pour les autres maté-
riaux étudiés, les données expérimentales sont rassemblées en annexe E. Il n’y a pas de différence dans
la démarche utilisée pour étudier les différents nanocristaux. Cependant, certaines particules sont plus
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Tableau 3.5 — Coeflicients moyens : résultats

\ \
Taille [nm] i O<’2€ jsu] <d> [pm.V~1 [; Hcf“\t]t,ﬂ
Typique  Dny  Ding <dp > <dnp > <dpoy >

BaTiOs 110 91 135 5,16 1,9 5.5 14,1
KNbO4 120 128 219 21,8 2.6 8,3 5.6 15,3
KTP 200 237 315 335 0.6 2.8 14 7.6
LiNbO; 125 121 191 16,3 2.6 7.4 4.9 17,3
ZnO 90-200 130 132 203 7,12 0,7 2,5 1,2 2.8
7Zn0 20 50 50 90 0,33 0.5 2.1 2.8

délicates a caractériser que d’autres. Par exemple, nous avons constaté pour les particules de BaTiO3 des
problémes de reproductibilité des mesures HRS, qui ont été résolus en abaissant la puissance du laser
incident. Une hypothése est un changement de structure induit par la température (température de Curie
a 125°C) sous éclairement. Les poudres de KTP étudiées sont assez polydisperses, ce qui complexifie la
mesure de taille ainsi que 'interprétation de la mesure HRS puisque sa taille atteint la limite du régime
de Rayleigh. Les mesures sur ZnO, KNbO3 et LiNbOj3 sont les plus reproductibles.

=
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Figure 3.20 — Coeflicients <d> mesurés comparés a ceux des cristaux massifs issus de la littérature.
Résultats obtenus a l'issue de différentes mesures et erreurs prenant en compte la précision de la mesure
DLS (par comparaison avec les données NTA) ainsi que la précision de la mesure de concentration par
pesée

Les coefficients < [ > caractérisent efficacité optique des particules, c’est-a-dire directement le
signal détecté sous microscopie GSH par exemple, et dépendent aussi de la taille de celles-ci. Les valeurs
d’hyperpolarisabilité varient de 0,3.10~24 esu pour les plus petites particules (ZnO 20 - 50 nm) & 33,5.10~24
esu pour les plus grandes (KTP - 238 nm). En revanche, les coefficients < d > caractérisent directement
lefficacité de GSH des matériaux dont sont constituées les particules. Ils peuvent ainsi étre comparés
aux coefficients des cristaux massifs, issus de la littérature. Nous obtenons des valeurs du méme ordre de
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grandeur, typiquement de quelques pm/V. On constate également que la "hiérarchie" entre les matériaux
est plutdt bien respectée : les particules présentant les coefficients les plus élevés correspondent dans
I’ensemble aux matériaux de plus fortes efficacités. Cependant, on remarque que pour un matériau donné,
les particules ont un coefficient < d > deux a trois fois inférieur a celui des cristaux massifs. On peut
supposer alors un décalage systématique. Nous présentons ici quelques éléments de réflexion autour de ce
décalage :

o La méthode utilisée est basée sur une comparaison avec une référence externe qui est ici une
solution de molécules de pNA. Or, les valeurs d’hyperpolarisabilité de cette molécule (de réfé-
rence) sont assez disperses dans la littérature, avec une difficulté supplémentaire provenant des
différentes conventions utilisées. Nous avons utilisé la valeur d’hyperpolarisabilité issue de la
référence [Huyskens 98], donnée pour la convention I comme abordé dans le chapitre 2.

o Il faut également rappeler que les valeurs de la littérature des matériaux massifs sont parfois
mal connues et présentent également une certaine dispersion. Ce n’est cependant pas le cas pour
le LiNbOs, bien étudié, et cela n’explique pas le décalage systématique observé.

o Une des hypothéses principales de notre démarche stipule que l'intensité diffusée de second
harmonique est proportionnelle au carré du volume de la particule. Le décalage systématique
observé pourrait étre dii & une déviation par rapport a cette loi. Cependant, il est important de
noter que les deux échantillons de ZnO, de méme nature mais de tailles différentes, présentent
les mémes coefficients moyens <d>, ce qui valide au premier ordre I’hypothése initiale.

o Un point important, peu abordé jusqu’a présent, concerne la "qualité" cristalline des particules.
Le signal HRS étant intimement relié a la structure non-centrosymétrique des nanocristaux,
la présence d’impuretés ou de phases amorphes peut étre responsable d’une diminution des
coefficients mesurés. Une étude reliant justement parameétres d’élaboration, qualité cristalline
et signal HRS sera abordée pour des nanoparticules de BiFeOgs dans le dernier chapitre. Il est
cependant difficile de proposer ce type d’approche pour l’ensemble des nanocristaux présen-
tés : dans certains cas, nous ne disposions que d’un lot de particules par exemple, ou nous ne
connaissions pas précisément tous les paramétres matériaux.

o Plus probablement, nous estimons que ’erreur systématique constatée pourrait étre attribuée
aux problémes de mesures de taille des nanoparticules comme abordé tout au long de ce chapitre,
en raison de la surestimation de la taille liée & la mesure du diamétre hydrodynamique, du
modeéle sphérique utilisé et de la présence d’agrégats dans les suspensions initiales. Par ailleurs,
il est possible que la caractérisation soit faussée par la présence de particules polycristallines,
agglomérats non orientés de petits nanocristaux. Le volume des particules détecté par DLS n’est
alors pas le volume d’émission de GSH.

o De maniére équivalente, on peut également se poser la question de l’existence de plusieurs
domaines ferroélectriques dans une nanoparticule. On constate par exemple, que les coefficients
obtenus pour le ZnO, seul matériau non ferroélectrique étudié, sont en trés bonne adéquation
avec la littérature.

Malgré ces différentes limites, nous estimons que notre démarche permet de caractériser les coefficients
optiques non linéaires moyens avec une fiabilité acceptable. En particulier, cela permet une comparaison
relative pertinente entre les différentes particules étudiées.

V Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons réalisé des mesures d’ensemble afin de déterminer I’hyperpolarisabilité
moyenne <[> de nanoparticules et le coefficient <d> moyen des matériaux associés.

En discutant de la précision expérimentale de ces mesures, nous avons pu identifier différentes sources
d’erreurs : stabilité des conditions expérimentales, phénoménes optiques parasites extérieurs ou propres
aux échantillons, mesure de taille des nanoparticules et mesure de concentration des suspensions. Ces
observations nous ont amené a considérer différentes précautions. Dans un premier temps, le soin apporté
a la préparation des échantillons est primordial afin d’obtenir des suspensions les plus homogénes possibles.
Cela entraine une meilleure fiabilité des mesures DLS. D’autres précautions ont également été prises en
considération concernant la mesure de concentration des suspensions, la qualité et la stabilité de la
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référence utilisée pour la méthode de la référence externe ou encore la présence d’effets optiques issus de
I’échantillon tels que la luminescence ou les effets de diffusion.

Malgré toutes ces précautions, il reste encore des verrous qui limitent la précision de ces mesures.
On peut citer en particulier la difficulté de déterminer la taille de la particule cristalline "élémentaire",
comme discuté précédemment.

Par ailleurs, on peut constater qu’il n’y a pas de différence importante d’une particule a 'autre en
termes de coefficients optiques non linéaires. Dans ce cas, le signal GSH émis par une particule, c’est-a-dire
le signal effectivement mesuré dans le cadre des applications de sondes harmoniques, est principalement
relié au volume de la particule. Par exemple, un simple calcul d’ordre de grandeur montre qu'une particule
de ZnO de 125 nm présente une émission de GSH équivalente & une particule de KNbO3 de 80nm. Dans
le cadre de ce projet, cela signifie que les propriétés optiques des particules ne sont pas nécessairement le
seul facteur & considérer. D’autres critéres, comme la stabilité chimique, la toxicité et la biocompatibilité
en milieu biologique sont aussi & prendre en compte.




Détermination des coefficients indépendants d;;

Introduction

Au chapitre précédent, nous avons déterminé les coeflicients optiques moyens des particules. Afin
d’approfondir I’étude de leurs propriétés optiques, nous cherchons & présent & déterminer les différents
éléments du tenseur optique non linéaire de second ordre. Ces coefficients indépendants peuvent étre me-
surés en microscopie de GSH par des mesures résolues en polarisation [Brasselet 04, Long 07, Bonacina 07,
Sandeau 07, Le Dantec 11]. Cependant, cette approche est basée sur une connaissance de l'orientation
spatiale des cristaux. Si cela reste aisé sur des cristaux massifs, il en va autrement avec des nanoparticules
uniques, dont lorientation est difficile a évaluer. L’intérét de la technique HRS pour ce type d’analyse
réside dans le fait que ce sont des mesures d’ensemble, pour lesquelles toutes les directions cristallines
sont considérées aprés moyennage. On évite ainsi les erreurs liées a I'estimation de 'orientation.

Au chapitre 2, nous avons vu que des mesures HRS résolues en polarisation permettent de déterminer
les coefficients indépendants du tenseur ONL de second ordre sur des nanoparticules. Ici, nous nous
intéressons a la validité des mesures expérimentales avant de présenter les résultats obtenus. Les effets
de forme des particules seront abordés dans une seconde partie, avec I’étude de la réponse HRS en
polarisation d’aiguilles d’iodate de fer.

I Mesures HRS résolues en polarisation

La méthode utilisée, détaillée au paragraphe I1.3 du chapitre 2, consiste & mesurer le rapport de dé-
polarisation D, correspondant au rapport de deux intensités prises dans des conditions de polarisation
spécifiées. A partir de cette valeur de Dy, il est possible de retrouver le rapport de deux coefficients indé-
pendants (généralement (331 /333) lorsque le tenseur ONL du matériau comporte deux composantes. Par
ailleurs, le rapport Dy, peut également étre mesuré sur des matériaux dont les tenseurs sont plus com-
plexes et fournit alors une information partielle sur les cristaux considérés. Dans une démarche similaire
au chapitre 3, nous présenterons en premier lieu la fiabilité expérimentale des mesures de rapport de dé-
polarisation. A partir de ces considérations, les résultats sont ensuite présentés pour différents matériaux
et différents types de tenseurs.

I.1 Validité du protocole

Introduction

Différentes mesures effectuées sur des suspensions de ZnO dans ’éthanol ont mené & des valeurs de
D,o; variant entre 0,37 et 0,45. On constate donc que les valeurs sont assez dispersées et nous avons
cherché a en déterminer la raison.
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Dans un premier temps, la reproductibilité des mesures effectuées avec notre systéme expérimental

doit étre vérifiée. Nous nous intéressons ensuite & certaines caractéristiques des suspensions telles que
I’agrégation, la concentration et la polydispersité.

I.1.a Reproductibilité expérimentale

Des mesures résolues en polarisation sur une solution de pNA ont été réalisées a diverses reprises
pendant plusieurs mois. La configuration expérimentale ainsi que la sensibilité d’acquisition sont les
mémes lors de chaque mesure. La figure 4.1 présente la variation du rapport de dépolarisation au cours
du temps. Nos mesures donnent une valeur moyenne pour le pNA de D,,;=0,232 avec un écart-type de
0,007. Les variations de D,,; observées avec le pNA caractérisent donc la reproductibilité de notre systéme
expérimental. Ici, les variations sont trés probablement reliées & la présence d’offset non controlée.

0,26 T——————— — —————— .

0,25 -

0,241 . . i

0,23 1 . 4

Dpol

0,22 -

0,21 -

0,20 T T T
31/10/2010 19/05/2011 05/12/2011 22/06/2012

Date [jj/mm/aa]

Figure 4.1 — Rapport de dépolarisation du pNA pour les mémes acquisitions.

Il est donc important pour ce type de mesures, de traiter la présence d’offset avec une attention
particuliére. Dans ce contexte, la mise en place d’un systéme permettant de traiter les offsets en temps
réel a permis d’améliorer notablement la fiabilité de ces mesures.

Par ailleurs, la valeur de D, de la littérature pour le pNA est de 0,225 [Heesink 93], en accord avec

nos résultats expérimentaux. On constate ainsi la stabilité du systéme expérimental quant aux mesures
de Dpol-

I.1.b Agrégation

Nous avons remarqué au chapitre précédent que ’agrégation n’avait pas d’effet particulier sur le signal
HRS détecté. De la méme maniére, I'influence de ce phénoméne sur le rapport de dépolarisation a été
étudiée.

Les méthodes expérimentales sont les mémes que celles présentées au paragraphe III.1.e (ch.3). Des
suspensions de ZnO dans I’éthanol sont préparées puis étudiées sur plusieurs jours en termes de taille
de particules et de mesures HRS résolues en polarisation. Le phénomeéne d’agrégation est observé par
I’augmentation au cours du temps du diamétre moyen par DLS. Le rapport de dépolarisation est tracé
en fonction de cette taille sur la figure 4.2. On remarque ainsi que l’agrégation des particules ne modifie
pas le rapport de dépolarisation.
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Figure 4.2 — Evolution du rapport de dépolarisation avec I'agrégation.

I.1.c Taille et polydispersité

Ici, nous tentons de définir I'influence des paramétres de taille et de polydispersité des suspensions
sur le rapport de dépolarisation. Pour cela, nous avons mesuré D,,; sur différentes suspensions de ZnO.
Les suspensions préparées indépendamment 'une de 'autre présentent bien stir une taille moyenne et
une polydispersité différentes. Une premiére analyse consiste & observer le rapport de dépolarisation en
fonction de la taille moyenne des suspensions. Comme on peut le constater sur la figure 4.3, aucune
tendance ne ressort. Le méme type d’analyse a été réalisé a partir des tailles en intensité mais ne permet
pas non plus d’expliquer les variations de Dy, observées.
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Figure 4.3 — Rapport de dépolarisation en fonction des paramétres de taille et de polydispersité des
échantillons.

On cherche maintenant étudier 'influence de la polydispersité des suspensions sur le rapport de dé-
polarisation, la polydispersité étant issue des mesures DLS.

Il est important de noter que nous cherchons & déterminer 'effet de la polydispersité "réelle" des
suspensions. Or, la présence éventuelle d’agrégats dans les suspensions ne nous permet malheureusement
pas de mesurer précisément ce dernier paramétre par DLS et constitue certainement une limite aux
résultats présentés. Ici, 'observation sur la figure 4.3 de 'augmentation du rapport de dépolarisation
avec la polydispersité est donc a interpréter avec précaution. Cependant, ce résultat est en accord avec
les observations faites sur de nombreuses mesures réalisées au cours de cette thése. En effet, nous avons
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constaté une certaine corrélation entre 1’état de dispersion des échantillons et le rapport de dépolarisation.
En pratique, les échantillons que nous estimions polydisperses ! présentaient une valeur du paramétre Dpol
plus élévée que les "bons" échantillons.

On estime alors raisonnablement que les résultats issus de suspensions préparées avec soin, impliquant
une plus faible polydispersité, ont tendance a étre plus fiables. D’autre part, nous estimons également
que la dispersion des mesures sur Dpol pour un méme type de nanoparticules (comme celle présentées ici
sur ZnO) peut étre partiellement due a ces problémes.

I.1.d Effets de la concentration

Pour certaines mesures, il est apparu que le rapport de dépolarisation variait avec la concentration des
suspensions, tous les autres paramétres étant fixés. Des mesures en polarisation ont donc été effectuées
aprés dilutions d’une suspension initiale. Des suspensions de KNbOg3, KTP et LiNbOj3, de concentration
initiale Ngy—4=2,04.101 cm =3, N7 xy=3,86.10'9 cm ™3 et Ngrp=8,25.10° cm~3. La concentration de la
suspension KN-B est inconnue mais est du méme ordre de grandeur que celle de KN-A. La figure 4.4
montre ’évolution du rapport de dépolarisation en fonction de la concentration relative pour ces trois
suspensions.
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Figure 4.4 — Rapport de dépolarisation en fonction de la concentration pour des suspensions de KNbOs,
LiNbO3 et de KTP (en encart) .

On remarque une légére augmentation du rapport de dépolarisation, de 0,24 a 0,28 pour les particules
de KNbQOj3 par exemple. Cette tendance n’est cependant pas observée pour la suspension de KTP, dont
la concentration absolue est nettement inférieure aux deux autres. Il semble donc que l'influence de la
concentration sur le rapport de dépolarisation soit observable que pour des concentrations relativement
élevées. Notons ici qu’aucun effet notable de diffusion n’a été observé sur ces échantillons (cf. § IIL.1.g).

En comparaison, et comme on I’a vu au paragraphe 1.1.a, les variations propres au systéme expéri-
mental sont nettement plus faibles et ne peuvent expliquer ce phénoméne. L’influence de la concentration
pourrait expliquer la dispersion des résultats observés en début de cette partie. La faible variation obtenue
pour I’échantillon de plus faible concentration semble indiquer que les mesures sont plus fiables dans ce
cas.

Conclusion

Dans cette partie, nous avons présenté les variations expérimentales du rapport de dépolarisation
de suspensions de nanoparticules, variations qui ne peuvent étre expliquées par un simple probléme de
reproductibilité du banc expérimental. Nous avons montré que ’agrégation des particules n’influencait

1. Les échantillons estimés comme polydisperses sont des suspensions qui ont peu sédimenté par exemple.
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pas ou peu la mesure de D,,,;. Nous avons par contre constaté, de maniére empirique, une augmentation
de D, avec la concentration. Nous observons également une augmentation avec la polydispersité des
suspensions. Ces observations restent pour le moment assez délicates & interpréter. Aprés avoir éliminé les
explications les plus simples, liées a des erreurs de mesures par exemple, nous ne pouvons malheureusement
pas proposer d’hypothéses satisfaisantes et des études complémentaires sont nécessaires. Néanmoins, par
cette étude, nous estimons que la fiabilité des mesures est améliorée lorsque les échantillons sont plutot
monodisperses et assez faiblement concentrés.

I.2 Rapport de dépolarisation des différentes nanoparticules

A présent, nous allons présenter les différentes mesures réalisées. On rappelle les conditions expéri-
mentales dans lesquelles ces mesures ont été réalisées : le faisceau incident est polarisé linéairement et
Ion fait varier la direction de polarisation & l’aide d’une lame demi-onde. De cette fagon, on obtient
des courbes en fonction de ’angle de polarisation incident, dont les ajustements permettent de retrouver
directement les coefficients < Bxxx > et < Bzxx >.

I.2.a Tenseur "simple"

Nous allons présenter dans un premier temps les études réalisées sur les nanocristaux de ZnO et
BaTiO3, qui ont un tenseur d;; simple avec seulement deux coefficients indépendants non nuls, ds; et
dss. La figure 4.5 montre les graphes polaires de U'intensité HRS totale Ix + I (détectée sans analyseur)
en fonction de I'angle de polarisation. L’analyse des courbes donne les valeurs de < S%yy > et < BZyy >
(en unités arbitraires). Le rapport de dépolarisation D, est ensuite calculé en utilisant ’équation 2.26.
On trouve une valeur de D,,;=0,36 pour le BaTiO3 et D,,=0,37 pour le ZnO.

Figure 4.5 — Intensité HRS résolue en polarisation pour (a) BaTiOgz et (b) ZnO.

Comme abordé au chapitre 2, on peut alors remonter au rapport des deux coefficients R = 31/033
en utilisant I’équation 2.42. Par simple lecture graphique de la courbe Dpol = f(R), on trouve ainsi deux
valeurs de R pour le ZnO par exemple (figure 4.6). Les résultats sont reportés dans le tableau 4.1.

Comme dans le chapitre précédent, nous pouvons comparer ces résultats avec les valeurs issues de la
littérature, c’est-a-dire obtenues sur des matériaux massifs. Pour le ZnO, en tenant compte de 'incertitude
expérimentale discutée précédemment, Iécart est relativement faible (0,37 mesuré pour 0,29 selon la
littérature). D’autre part, pour le paramétre R, la comparaison avec les valeurs de la littérature permet
de sélectionner la valeur la plus probable, ici R=-0,17 qui s’approche de celle d’un cristal massif [Wang 01]
mesuré & R=-0,095. En revanche, les valeurs de D,,; pour le BaTiO3 sont plus éloignées par rapport a la
littérature [Nikogosyan 05] et ne nous permettent pas de sélectionner un coefficient R plutdt qu’un autre.
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Figure 4.6 — Détermination du facteur R & partir du rapport de dépolarisation pour le ZnO.

Tableau 4.1 — Ra

pports de dépolarisation expérimentaux des nanocristaux et de cristaux massifs.

Dea:p Dlitt Rewp

. 20,15
BaTiO3 0,36 0,21 279
21

Zn0 037 0202 "

Ryt Référence
2,55  [Nikogosyan 05]
0,095 [Wang 01]

I.2.b Tenseur "complexe"

Par ailleurs, des mesures résolues en polarisation ont également été effectuées sur les autres types de
particules étudiées, qui possédent un tenseur d;; avec plus de deux coefficients indépendants non nuls.
Les graphes en polarisation sont présentés figure 4.7 pour des nanocristaux de KNbO3, KTP et LiNbOs.
Contrairement a I’analyse précédente, la rapport R ne peut pas étre déterminé mais la comparaison entre
le rapport de dépolarisation des nanoparticules et du matériau massif est toujours pertinente (tableau
4.1). On constate un écart assez important, excepté pour les particules de KTP

Tableau 4.2 — Rapports de dépolarisation expérimentaux des nanocristaux et de cristaux massifs.

Discussion

KNbO3
KTP
LiNbOs3

Dea:p

0,25
0,13
0,32

Dy

0,13
0,12
0,13

Reéférence

[Shoji 97]
[Shoji 97]
[Volk 09]

Les valeurs du rapport de dépolarisation des nanocristaux sont assez éloignées des valeurs issues de
matériaux massifs, et cela méme en considérant les incertitudes de mesure. D’une part, on peut rappeler
que les données de la littérature sont parfois différentes selon les références, ce qui prouve que ce type de
détermination n’est pas triviale, que ce soit pour les cristaux massifs ou pour des nanocristaux.




Il - EFFETS DE FORME DES PARTICULES : CROISSANCE D’AIGUILLES D'IODATE DE FER

Figure 4.7 — Intensité résolue en polarisation pour le KNbOg, le KTP et le LiNbOs.

D’autre part, il faut garder & 'esprit les limites de cette comparaison. Nous avons jusqu’a présent
supposé, puis démontré que les propriétés de second harmonique des nanocristaux étaient principalement
reliées a leur structure cristalline. Cependant, il n’est pas surprenant d’observer des déviations sur un
paramétre tel que le rapport de dépolarisation. On peut supposer des effets liés a la forme des particules.
Le champ électrique interne (eqn. 2.32) peut alors étre modifié et induire une réponse en polarisation
particuliére pour des structures de types nanofils [Ruda 07]. Une autre hypothése plausible concerne des
déformations de la maille cristalline des particules liées a des contraintes mécaniques internes dues aux
procédé de fabrication (étapes de broyage pour KNbOj3 et LiNbOjs alors qu’il n’y a pas de traitement
mécanique pour KTP). Dans la partie suivante, nous allons justement montrer que des variations impor-
tantes du rapport de dépolarisation peuvent étre observées sur un méme type de nanoparticules, lorsque
leur forme et leur dimension sont modifiées.

IT Effets de forme des particules : croissance d’aiguilles d’iodate
de fer

Nous avons discuté précédemment des effets de 'agrégation, de la concentration et de la polydispersité
sur les mesures résolues en polarisation. Maintenant, nous allons nous intéresser a 'influence de la forme
des particules sur ces mesures.

L’iodate de fer (Fe(IO3)3 est un autre matériau dont les propriétés ONL d’ordre 2 permettent d’en-
visager son application en imagerie biomédicale, d’autant plus que sa toxicité est a priori faible. Dans
ce cadre, la synthése de nanocristaux d’iodate de fer a été développée au laboratoire [El Kass 12]. La
technique HRS a été utilisée afin de réaliser un suivi in situ et temps réel de la croissance des cristaux
[Mugnier 11]. Parmi les différentes conditions de synthése testées, certaines ont donné lieu & la formation
d’aiguilles (ou nanobatonnets) cristallines. C’est ce que nous allons étudier dans cette partie.
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II.1 Croissance d’aiguilles d’iodate de fer

II.1.a Synthése de nanoparticules en microémulsion

Les nanocristaux d’iodate de fer peuvent étre synthétisés par voie micellaire. Cela signifie que les
réactifs sont solubilisés dans des gouttelettes d’eau, lesquelles sont stabilisées dans une solution organique
grace & la présence d’'un tensioactif. La taille des micelles inverses ainsi formées est controlée par la
proportion de tensioactif par rapport a la phase aqueuse. Lorsqu’il y a une grande quantité de tensioactif,
toute l'eau des gouttelettes est immobilisée par ’hydratation des tétes polaires et les micelles sont de
taille nanométrique. Dans notre cas, la quantité de tensioactif est relativement faible, ce qui implique la
présence d’eau "libre" au cceur de micelles plus grosses (de taille typique 6-10 nm), et ’on parle alors de
microémulsion.

Les réactifs, I'acide iodique et le nitrate de fer, sont d’abord solubilisés séparément en phase aqueuse
puis mélangés, toujours séparément, & une solution organique contenant de 'AOT comme tensioactif.
Aprés agitation, on obtient ainsi deux microémulsions, I'une contenant des ions 103 et l'autre des ions
Fe3*. Lors du mélange de ces deux microémulsions, la collision des micelles entraine la formation de
diméres au sein desquels se produit une réaction de précipitation entre 105 et Fe3* donnant lieu a la
formation de particules d’iodate de fer, Fe(IO3)s.

I1.1.b  Suivi #n situ de la cinétique de croissance en HRS

Afin de suivre I’évolution de la réaction au cours du temps, la technique HRS a été utilisée dans le but
de détecter l'apparition des premiers cristaux non-centrosymétriques. Ils générent un signal de second
harmonique qui augmente avec le volume des particules.

A titre d’exemple, la microémulsion testée ci-dessous est réalisée & partir de deux solutions micellaires
a W=[H20]/[AOT]=6. Celles-ci sont obtenues a partir de solutions aqueuses d’acide iodique [I05]=0,3 M
et de nitrate de fer [Fe3t]=0,1 M. L’AOT est dissout & 0,2 M dans I'isooctane. A t=0, les deux solutions
micellaires sont mélangées et la microémulsion est maintenue & 80°C pendant toute la durée de la réaction,
de maniére a augmenter la cinétique de formation des cristaux.

Des quantités de 4 mL sont ensuite prélevées réguliérement de la microémulsion mére et analysées
en HRS dans les mémes conditions expérimentales. Le signal ainsi détecté est représenté en fonction du
temps sur la figure 4.8. On remarque que l'intensité, nulle au début, augmente a partir d’'un temps appelé
temps de cristallisation qui est mesuré ici & 11 min. Le signal augmente ensuite de maniére quasi-linéaire
avant de se stabiliser & un palier, indiquant la fin de la réaction. Il a été observé que les cinétiques de
cristallisation ainsi obtenues sont reproductibles et que la vitesse de réaction augmente avec la température
et la concentration en réactifs et AOT.

II.1.c Meécanisme de croissance des aiguilles d’iodate de fer

En paralléle, des mesures DLS et de I'imagerie MET (fig. 4.9) ainsi que des mesures DRX (fig. 4.8
(encart)) réalisées a partir des prélévements correspondants au points A, B, C et D, ont permis de mieux
comprendre le mécanisme de formation de ces cristaux d’iodate de fer, comme illustré figure 4.10.

Tout d’abord, la réaction initiale produit des particules d’iodate de fer sphériques et essentiellement
amorphes qui ont tendance a s’agréger (A). Ces agrégats organique-inorganique, non stables, se réorga-
nisent et la cristallisation commence (B). La croissance de structures unidimensionnelles de type aiguilles
(C et D) indique que la cristallisation et/ou lagrégation de particules se fait de maniére orientée, ce
qui peut s’expliquer par une adsorption préférentielle du surfactant (ou tensioactif) sur certaines faces
cristallographiques. Les cristaux obtenus par cette voie présentent un diamétre transversal d’environ 15
nm et des longueurs variables entre 50 nm et 2 pm, dans la direction de l’axe cristallographique c. En
raison de cette croissance unidimensionnelle, il semble compromis dans I'immeédiat de les utiliser en tant
que marqueurs biologiques pour 'imagerie, mais il est intéressant d’étudier de telles particules en HRS.
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Figure 4.8 — Evolution du signal HRS en fonction du temps pour une microémulsion & W=6, [AOT|=0,2
M, [I05]=0,3 M et [Fe3T]=0,1M. (En encart) Diagramme DRX (Co, Ka) des nanopoudres obtenues par
centrifugation des échantillons A, B, C et D. F représente le diagramme de référence (ICSD 154674) de
liodate de fer. Extrait de [El Kass 12].
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Figure 4.9 — Comparaison des spectres DLS avant centrifugation et d’images MET aprés centrifugation
des échantillons A, B, C et D. Extrait de [El Kass 12].
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Figure 4.10 — Mécanisme de croissance proposé pour la formation des nanobatonets de Fe(IO3)3 dans le
systéme (AOT /alcane/eau). Extrait de [El Kass 12, Ladj 12].

I1.2 Evolution du rapport de dépolarisation pendant la croissance d’ai-
guilles

II.2.a Méthodes

La synthése par voie micellaire s’effectue & partir de microémulsions dont les compositions sont les
mémes que celles présentées au paragraphe I1.1.b. A t=0, on mélange ces deux solutions & une température
d’environ 60°C & 80°C pour accélérer la réaction. Des échantillons de cette microémulsion sont ensuite
prélevés a intervalles réguliers puis analysés par HRS. De cette maniére, il est possible de déterminer le
signal de second harmonique émis par la solution au cours de la formation des particules. Les mesures
effectuées sont résolues en polarisation, ce qui fournit également des informations sur le rapport de
dépolarisation des cristaux pendant la croissance.

II.2.b Mesures optiques

Sur la figure 4.11, on peut voir ’évolution du signal HRS d’une microémulsion d’iodate de fer pour
une températures de 60°C. On retrouve les caractéristiques observées précédemment, a savoir une aug-
mentation relativement rapide suivie par un palier correspondant & la fin de la réaction.
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Figure 4.11 — Evolution de U'intensité HRS et du rapport de dépolarisation d’une microémulsion lors de
la croissance d’aiguilles de Fe(103)3.

L’augmentation du signal HRS a été expliquée précédemment. Au début de la réaction, il n’y a encore
aucune particule de Fe(IO3)3 formée donc le signal est nul. De plus, la phase de nucléation lors de la
synthése micellaire entraine la formation de particules amorphes qui ne peuvent donc pas diffuser de GSH.
Par la suite, les particules commencent a cristalliser et croitre, entrainant 1’augmentation du nombre de
particules d’une part mais également l'augmentation du volume cristallin de chaque particule d’autre
part. Ces deux paramétres sont a l'origine de I’augmentation du signal HRS. A la fin de la réaction, il
n’y a plus ni cristallisation ni croissance et le signal se stabilise.
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Figure 4.12 — Evolution du rapport de dépolarisation lors de la synthése d’aiguilles de Fe(IO3)3 et courbes
de polarisation pour les prélévements a & f de la solution meére.

Si l’on observe maintenant le rapport de dépolarisation au cours de la croissance (fig. 4.11), on re-
marque également une évolution significative de cette grandeur. Or, la nature cristalline est toujours la
méme et I'on peut supposer un effet relié a la taille et a la forme des particules.

Sur la figure 4.12, on présente ’évolution de ce rapport de dépolarisation ainsi que les courbes HRS
relatives & certains prélévements de la solution meére. En début de réaction (prélévement a), on constate
que le signal est assez bruité mais présente une nette variation d’intensité avec la polarisation incidente.
Cela permet de confirmer la valeur de D,,,; obtenue ici et la diminution de ce rapport pendant les premiéres
minutes de la réaction (t=125 a t=160 min). Dans un second temps, on observe une augmentation de
Dpoi, validée par la qualité de I’acquisition HRS sur cette période. En fin de réaction (prélévements e et
f), Pobservation attentive des courbes montre une déviation de la réponse en polarisation par rapport a
la forme habituelle, qui n’est pas liée & un probléme d’acquisition. De ce fait, les deux derniers points de
la courbe doivent étre considérés avec précaution.

Ces mesures ont été reproduites plusieurs fois et la méme tendance a été observée. Comme on ’a vu
précédemment, le mécanisme de cristallisation des particules d’iodate de fer implique une croissance en
forme d’aiguilles. On propose ici de s’intéresser a 'effet provoqué par 'augmentation de la longueur des
cristaux dans la direction de ’axe polaire.

II.3 Modélisation de la GSH dans une particule longiligne

I1.3.a Hypothéses

Une modélisation de la réponse HRS sur des structures filiformes a été récemment proposé afin de
mieux comprendre les propriétés de second harmonique d’une protéine, le collagéne [Deniset-Besseau 09].
Le collagéne joue un réle important dans de nombreux phénomeénes biologiques tels que la réparation
des tissus endommagés. Grace a ses propriétés ONL, il est possible d’étudier de maniére non invasive
par microscopie de GSH les mécanismes biologiques mis en jeu. Dans ce cadre, l'efficacité de GSH de
différents types de collagéne a été étudiée en HRS. Il est apparu que certains types de collagéne de
structure fibrillaire présentaient une réponse HRS bien supérieure a celle attendue a partir des faibles
efficacités optiques de ses molécules constitutives. Une hypothése permettant d’expliquer cette réponse
HRS élevée consiste a considérer la sommation cohérente des signaux HRS émis par chaque molécule
le long des chaines de collagéne, impliquant une augmentation du signal évidente par rapport a une
sommation incohérente de chaque molécule.

Afin de vérifier cette hypothése, le modeéle a été développé en tenant compte de la propagation des
champs incident et & fréquence double le long des chaines de molécules. Ce formalisme a permis de simuler
la réponse HRS des chaines de collagéne en fonction de leur longueur. Les résultats ainsi obtenus montrent
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que ’hyperpolarisabilité optique "efficace" d’une telle structure filiforme augmente avec sa longueur et
confirme I'hypothése d’amplification cohérente du signal émis a la fréquence double le long de telles
chaines.

Nous reprenons ici le formalisme développé dans cette étude en I’'appliquant aux cristaux d’iodate de
fer.

I1.3.b Formalisme

Le formalisme initialement développé par [Deniset-Besseau 09] pour étudier 'intensité HRS globale des
chaines de collagéne en fonction de leur longueur est ici repris et adapté de maniére & pouvoir déterminer
le rapport de dépolarisation en fonction de la longueur des cristaux.

Le modéle est basé sur le principe selon lequel chaque élément 0L de la chaine émet une onde de
second harmonique 0E(2w) qui dépend des hyperpolarisabilités §51x et du champ incident E(w). Par
exemple, pour une mesure avec une polarisation incidente verticale et un analyseur vertical, on obtient
donc la contribution dE(2w) :

5EXXx(2w) o 5ﬂxxxE(w)2 (41)

La détermination du rapport de dépolarisation est effectuée au moyen de deux mesures réalisées avec
analyseur vertical : la premiére pour une polarisation incidente verticale (selon X dans le repére du labo-
ratoire, fig. 2.4) et la seconde pour une polarisation incidente horizontale (selon Y). On rappelle I’équation
générale 2.18 donnant l'intensité détectée avec un analyseur vertical en fonction de la polarisation -y.

Ix = GNFI2(< Byxx > cos* v+ < Bryy > sinty

2 2, 2 (4.2)
+(4 < Bxxy > +2 < BxxxBxyy >)cos ysin™y)
Le rapport de dépolarisation s’écrit :
< Byy >
Dyor = —— 32— (4.3)
< Bxxx >

On peut noter une différence par rapport a I’équation 2.26 qui était obtenue aprés les simplifications
propres aux hypothéses d’approximation dipolaire et d’émission incohérente [Brasselet 98].
Les contributions dE xxx (2w) et dE xyy (2w) s’écrivent :

6EXXX(2W) o 5ﬁXXX E(w)2 (44)

SExyy (2w) o 6Bxyy E(w)? (4.5)

Afin de prendre en compte la propagation du champ incident le long des cristaux, on repére l’orien-
tation de ceux-ci par les angles d’Euler définis dans la figure 2.3, I'axe z correspondant & 1’axe cristallo-
graphique c. Ici, les cristaux sont symétriques par rapport a ’angle 1) donc ce dernier n’est pas pris en
compte. On a alors :

E(w) = Eo(w)e!Fe? (4.6)

avec Ewé': ka.E: k., zcosf.

Le champ électrique généré a la fréquence double se propage également a travers les aiguilles. Par
intégration des contributions des différents éléments d L de la chaine, on obtient le champ & 2w rayonné
par une aiguille en fonction de son orientation dans l’espace.

B(2w) = /O ! SE(2w)eF2Zqy (4.7)

La direction de détection s’effectuant perpendiculairement & la propagation du champ incident, selon Y,
on a koy,Z = koo Y .2 = ko zsinf sin ¢
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Prenons par exemple, le champ détecté pour une polarisation incidente verticale et avec analyseur
vertical. En considérant n,, =~ na,, on obtient :

Ex(2w) x §8xxx Lsinc (kaL(COSQ — sin ¢ sin 6))) Eo(w)? (4.8)

soit 'intensité correspondante :

kow L
Ixxx = GNF(53%xx L*sinc? ( 2; (cos § — sin ¢sin 0)))15 (4.9)

Comme on 'a vu au chapitre 2, 'obtention du signal HRS pour plusieurs aiguilles fait appel a 'inté-
gration de orientation des particules dans toutes les directions. On utilise alors ’expression des 051k en
fonction des §3;; du matériau et des angles d’Euler, obtenu par I’équation 2.6. L’intensité détectée selon
X devient alors :

T 2
Ixxx o L? /0 ; §B%xx (0,6, Bij)S*d¢ sin 0dO (4.10)

avec S = sinc (’CZT“L(COSG — sin¢sind)).

De la méme maniére, on obtient I'intensité Ixyy correspondant & la mesure avec polarisation incidente
horizontale. Aprés avoir effectué la moyenne orientationnelle dans toutes les directions pour chacune de
ces intensités, on obtient le rapport de dépolarisation en fonction de la taille L des cristaux. On peut
écrire ce rapport sous la forme :

_ Ixyy _ foTr 027T §B%yy (0, ¢, Bij)S?(L)de sin 0dO
Do [ 027T 8B%xx (0,9, Bi;)S?(L)d¢ sin §d6

Dyol (4.11)

I1.3.c Application aux aiguilles d’iodate de fer

Le tenseur ONL de second ordre du Fe(IO3)s, présenté dans le tableau 1.2, ne posséde que deux
coefficients indépendants pour les conditions de Kleinman : 831 et 833. On introduit ici le rapport des
coefficients 63;; : u = ggz; On reporte I'expression des coefficients 8k en fonction des angles d’Euler

et de ce rapport u :

Bxxx = (3u(1 — sin” § cos? ¢) + cos? ¢sin® #) sin § cos ¢ (4.12)
Bxyy = ((3sin? 0 cos® ¢ + 3cos? @ — 2)u) + 1 — sin? f cos® ¢ — cos? 0) sin 0 cos P33 (4.13)

Les coefficients d;; de Fe(IO3)3 ne sont pas connus pour des cristaux massifs en raison de la difficulté a
obtenir des monocristaux de grande taille de ce matériau. La simulation est donc effectuée pour différentes
valeurs de rapports de u. L’indice de réfraction de 'iodate de fer utilisé est n=1,8 et les longueurs d’ondes
correspondent aux longueurs d’ondes expérimentales, a savoir 1064 nm et 532 nm. A partir de ces valeurs,
on obtient la courbe D, = f(L), présentée figure 4.13.

On observe ici que le rapport de dépolarisation tend & diminuer avec la croissance d’aiguilles d’iodate
de fer pour des rapports w inférieurs a 0,3. A Uinverse, pour des rapports supérieurs, tels que u = 1, on
observe la tendance contraire, avec une augmentation de D, lorsque la longueur des aiguilles augmente.

Par comparaison, la variation expérimentale du rapport de dépolarisation en fonction du temps montre
une diminution dans les tout premiers stades, de 125 & 160 min, suivie d’une augmentation et d’un plateau
4 la fin de la réaction vers 300-350 min. Dans cette seconde partie, le paramétre D,,; augmente de 0,21
a 0,32.

On sait qu’en début de réaction, les nanoparticules d’iodate de fer sont plutdét amorphes et agrégées
(voir image TEM, fig. 4.9 A). Il n’est donc pas pertinent de modéliser les variations du rapport de
dépolarisation en considérant une augmentation de la longueur des aiguilles. La diminution initiale du
rapport de dépolarisation, reproductible, est donc liée & d’autres phénomeénes.

En revanche, la seconde partie de la courbe peut étre reliée a une augmentation de la taille des aiguilles.
En effet, la simulation montre pour certains rapports u une augmentation similaire de D, suivie par
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Figure 4.13 — Simulation du rapport de dépolarisation en fonction de la longueur des particules pour
différents rapports f31/333.

un plateau lorsque la longueur L augmente. Si ’on considére que la taille des aiguilles augmente avec le
temps, on observe donc une bonne concordance entre les mesures et le modéle.

Cependant, cette modélisation ne peut étre utilisée qu’a titre indicatif en raison de 1’absence d’infor-
mations concernant certains parameétres influents nécessitant une vérification. En particulier, le rapport
u est ici un parameétre libre de la simulation car non connu. On peut noter que le minimum expérimental
du rapport de dépolarisation, D,,=0,21, pourrait correspondre au rapport de nanocristaux sphériques
d’aprés le mécanisme de croissance proposé. Expérimentalement il pourrait étre intéressant de le confir-
mer indépendamment & partir de mesures sur des suspensions de nanoparticules sphériques d’iodate de
fer.

D’autre part, on a montré en début de ce chapitre que ’augmentation de la concentration entrainait
une augmentation de Dy, or, la concentration des nanoparticules cristallisées augmente effectivement
lors de la réaction étudiée. Cependant, les variations de D,,; étudiées sont ici particuliérement importantes
et difficiles & expliquer par le simple fait de la concentration.

Il est également intéressant de noter que les effets d’accord de phase ne sont pas pris en considération
dans ce modéle. Pour des aiguilles faisant entre 200 et 500 nm de long, cela semble raisonnable. Cepen-
dant, les observations en microscopie électronique montrent que les aiguilles peuvent croitre jusqu’a une
longueur de 1 & 2 um et a ces échelles, il est sans doute nécessaire de prendre en compte ’accord de
phase.

Par ailleurs, comme nous en avons déja discuté, il serait également intéressant de modéliser le fait que
le champ interne soit modifié directement du fait de la forme anisotrope des cristaux [Ruda 07].

Pour conclure, nous avons observé une variation du rapport de dépolarisation lors de la croissance
de nanoaiguilles d’iodate de fer qui peut étre expliquée par l'influence de la forme et de la taille de
ces particules. Nous avons comparé ces variations avec une simulation basée sur le calcul de 'intensité
diffusée par des structures unidimensionnelles. Ce modéle considére, pour une aiguille donnée, la somme
cohérente des ondes diffusées par chaque élément de cette aiguille. L’intensité détectée est alors la somme
incohérente des ondes diffusées par chaque aiguille. La simulation permet de retrouver des variations
du rapport de dépolarisation similaires aux observations expérimentales. Plus généralement, cette étude
montre bien 'intérét de mesures résolues en polarisation pour sonder une organisation & 1’échelle de la
particule.

III Conclusion

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des coefficients optiques non li-
néaires indépendants des nanocristaux. Nous avons pu estimer le rapport de dépolarisation des différents
matériaux étudiés dans le cadre de ce projet de recherche. Parmi ceux-ci, le ZnO et le BaTiO3 sont deux
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matériaux dont le tenseur d’hyperpolarisabilité ne comporte, dans les conditions de Kleinman, que deux
éléments indépendants. Il a alors été possible de déterminer les valeurs du rapport de ces coefficients
Bs31/Bs3. Dans le cas du BaTiOs, les mesures sont plutot délicates pour cause de mauvaise stabilité des
suspensions et les résultats n’ont pas montré de concordance avec les valeurs de la littérature. Dans le
cas du ZnO, en revanche, la comparaison avec les valeurs de la littérature a permis de sélectionner une
de ces valeurs de f31/0833, égale a -0,17.

Du point de vue expérimental, nous avons observé que la stabilité du systéme de détection est relative-
ment adaptée & ces mesures résolues en polarisation et permet une bonne reproductibilité des mesures. Par
contre, d’autres facteurs semblent influer sur ces mesures, en particulier la concentration des suspensions
et la polydispersité, dont 'effet n’est pas bien compris actuellement.

De plus, nous nous sommes également penchés sur 'effet de la forme des particules sur le rapport de
dépolarisation. Expérimentalement, ’étude in-situ de la croissance d’aiguilles d’iodate de fer a montré
une variation de ce rapport. L’effet de la propagation du champ électrique et la sommation cohérente du
signal de GSH le long de ces cristaux a permis d’expliquer en partie ces observations.







Caractérisation ONL du BiFeO;

I Introduction

I.1 Particularités et intéréts du BiFeO;

Les multiferroiques sont des composés présentant simultanément plusieurs ordres tels que la ferro-
électricité, le ferromagnétisme ou la ferroélasticité. Parmi ceux-ci, la ferrite de bismuth (ou BFO) est
ferroélectrique et antiferromagnétique. La coexistence de ces propriétés a température ambiante font de
ce matériau magnéto-électrique 'un des plus étudiés. De structure non-centrosymétrique, il est piézoélec-
trique et présente également des propriétés optiques non linéaires de second ordre.

Les applications des multiferroiques sont variées puisqu’ils permettent le couplage de plusieurs proprié-
tés. Par exemple, pour un matériau ferromagnétique, 'application d’un champ électrique peut modifier
son aimantation, ce qui permet d’envisager de nouveaux moyens de stockage de données [Catalan 09]. La
majorité des applications du BFO sont actuellement envisagées sous forme de couches minces [Wang 03] et
incluent mémoires, capteurs, actionneurs, mémoires vives (RAM) non volatiles ou encore systémes micro-
électromécaniques. L’utilisation de nanocristaux de BFO pourrait également étre envisagée en raison de
Pamplification des propriétés magnétiques a cette échelle [Park 10].

Dans le cadre des projets Naomi et Namdiatream, le premier intérét de ce matériau concerne ses
propriétés de GSH. En effet, méme si celles-ci ont été trés peu étudiées, il semblerait que efficacité
optique non linéaire du BFO soit particuliérement élevée [Kumar 08], ce qui est un avantage évident
pour le marquage optique. Par ailleurs, la possibilité de 'utiliser conjointement en tant que marqueur
optique et pour ses autres spécificités, fait de ce matériau un candidat remarquable pour les applications
biologiques. En particulier, ses propriétés magnétiques pourraient étre exploitées dans le cadre d’autres
techniques d’imagerie telles que I'imagerie par résonance magnétique (IRM) ou plus simplement pour
séparer sélectivement au moyen d’un aimant certains composants biologiques marqués. De nouvelles
possibilités en termes d’imagerie multimodale ou d’applications théranostiques (diagnostic et thérapie)
pourraient donc émerger de 1'utilisation de ce matériau.

1.2 Propriétés physiques générales

A température ambiante, la structure cristalline du BFO est définie dans un systéme rhomboédrique
constitué de deux mailles perovskites pseudo-cubiques et de groupe ponctuel 3m [Moreau 71]. Le systéme
hexagonal est parfois aussi utilisé comme référence pour décrire la structure du BFO, comme le montre
la figure 5.1.

La ferroélectricité du BFO est due a la distorsion pseudo-cubique de la structure pérovskite entrainant
un déplacement des ions Bi?T et Fe3t et une déformation des octaédres d’oxygéne. Ce déplacement est
a lorigine de la séparation des barycentres des charges positives et négatives, impliquant une polarisa-
tion spontanée. La littérature recense des valeurs de polarisation allant jusqu’a 100 puC/cm? dans des
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Figure 5.1 — Représentation de la structure cristalline de BiFeO3 dans (de gauche a droite) la maille
pseudo-cubique (a = 3,96 et «=89,47°), la maille rhomboédrique (a,, = 5,63 et o, = 59,35 °), et la
maille hexagonale (ape,= 5,58 et Cpep= 13,87 ). Extrait de [Lebeugle 07a).

monocristaux de BFO [Lebeugle 07b], ce qui constitue I'une des plus élevées pour des matériaux de ce
type. Au-dela de la température de Curie T = 825°C, une transition structurale fait apparaitre une
phase 8 centrosymétrique [Catalan 09]. Le matériau devient alors paraélectrique et perd évidemment ses
propriétés de GSH.

A température ambiante, le BFO posséde également un ordre antiferromagnétique, de type G, en
raison des moments magnétiques des ions Fe?t qui sont orientés antiparallélement avec chacun de leurs
voising immédiats. Cet ordre prend fin & la température de Néel Ty = 370°C au-dela de laquelle la
distribution des moments de spins devient aléatoire & cause de I’agitation thermique, rendant le matériau
paramagnétique [Catalan 09].

Les propriétés optiques de ce matériau font état d’absorption dans le domaine du visible. Celle-ci est
lite & une énergie de bande interdite, de 2,8 €V & température ambiante [Catalan 09] correspondant &
une absorption théorique des longueurs d’ondes inférieures & 443 nm. Cette caractéristique confére au
BFO une couleur allant du jaune au brun selon la pureté des cristaux [Fujino 07]. Une étude portant sur
des nanoparticules de BFO de 100 nm fait état d’une limite d’absorption & 565 nm [Gao 07], comme le
montre le spectre de la figure 5.2. De plus, le BFO est un matériau biréfringent pour lequel l'indice de
réfraction moyen est estimé a ngro = 2,62, selon [Rivera 97].
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Figure 5.2 — Spectre d’absorbance UV-visible de nanoparticules de BFO. Eztrait de [Gao 07].
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I.3 Propriétés optiques non linéaires

Contrairement aux propriétés ferroélectriques et magnétiques du BFO, ses propriétés optiques non
linéaires ont été trés peu étudiées jusqu’a présent.

Les premiers travaux faisant appel aux propriétés de GSH du BFO portent sur des couches minces.
Les recherches mentionnent ’exploitation de la GSH pour une meilleure compréhension de 'interaction
entre magnétisme et ferroélectricité au sein de ce matériau [Kartavtseva 07] ou encore comme moyen
de vérification du groupe ponctuel de ces films [Thlefeld 07]. La littérature recense d’autres exemples de
I’'utilisation de ces propriétés optiques pour la caractérisation structurale et magnétique de couches minces
de BFO, ayant subi un recuit magnétique [Kim 09], ou des contraintes mécaniques [Kim 13].

On rappelle ici le tenseur optique non linéaire de second ordre du BFO :

0 0 0 0 dis —doo
—dga doo 0 di5 O 0
d31 d31 d33 0 0 O

La caractérisation des propriétés ONL de ce matériau est présentée pour la premiére fois dans une
étude portant sur des couches minces monocristallines [Kumar 08]. La détermination des coefficients
indépendants de ce matériau a ainsi permis d’obtenir les résultats suivants, pour une longueur d’onde
incidente de 800 nm : d15/d22 = 0,20, d31/d22 = 0,35, d33/d22 = —].1,4 et d22 = 298,4 pm/V Les
calculs théoriques effectués a partir de ces valeurs semblent indiquer une efficacité de GSH trés élevée,
avec un coefficient moyen <d>=1418 pm/V'!

Un peu plus récemment, un autre travail a porté sur des monocristaux de taille centimétrique obtenus
par méthode de flux [Yokota 09b]. Afin de travailler sur des échantillons quasi-transparents, des tranches
de 1 mm? de surface et de 10 um d’épaisseur ont été découpées puis étudiées sous microscopie de GSH.
L’utilisation de tels échantillons permet de limiter les erreurs dues aux contraintes qui sont généralement
présentes dans les couches minces et ont tendance & modifier les propriétés du matériau. De plus, le
phénomeéne d’accord de phase est généralement plus délicat a prendre en compte dans les couches minces
en raison de leur faible épaisseur. Cependant, seules des mesures relatives sont obtenues dans ce travail,
a la longueur d’onde de 1064 nm : das/d3; = —0,028; dy5/d31 = 15; d3z/ds1 = —2,3 et d3z = d31. La
détermination de l'efficacité moyenne de GSH de ce matériau n’a donc pas été réalisée jusqu’a présent.
Des recherches ultérieures menées par le méme groupe utilisent ces propriétés de GSH afin d’étudier
les domaines ferroélectriques de ces monocristaux et leur évolution autour de la température de Néel
[Yokota 09a, Matsuura 10].

Conclusion

Bien que quelques travaux de recherche utilisent les propriétés de GSH du BFO comme outil d’aide
a la caractérisation structurale de ce matériau, seules deux publications s’intéressent véritablement a la
détermination de ses coefficients ONL. Cela peut s’expliquer par la difficulté & obtenir des cristaux de
bonne qualité. Par ailleurs, la caractérisation ONL des couches minces n’est pas toujours représentative
des propriétés du matériau massif. Cependant, les premiéres estimations de l'efficacité de GSH du BFO
semblent trés prometteuses et constituent une motivation incontestable pour la détermination des co-
efficients moyens de nanoparticules par la technique HRS. C’est ce que nous présentons dans la partie
suivante.

II Caractérisations optiques non linéaires

Introduction

Dans cette partie, I'objectif du travail est donc de déterminer efficacité de GSH de particules de
BFO, de maniére & pouvoir la comparer aux autres matériaux précédemment étudiés. Ce matériau étant
encore peu connu sous forme de nanoparticules, la caractérisation HRS a été réalisée en paralléle avec le
développement des techniques de synthése. Dans une premiére partie, nous présentons donc les résultats
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préliminaires obtenus a partir de particules de BFO synthétisées par des voies chimiques différentes. Dans
une seconde partie, la détermination plus rigoureuse du coefficient moyen <d> d’un échantillon de BFO
sélectionné est présentée.

IT.1 Mesures HRS sur différents échantillons

II.1.a Premiéres mesures

Fournies par la société FEE, deux séries d’échantillons obtenues par diverses méthodes ont été carac-
térisées par HRS. La figure 5.3 présente les suspensions de la premiére série obtenues aprés préparation,
avant et aprés décantation. Parmi ces échantillons, les cinq premiers ont été obtenus par la méthode
Pechini, les deux suivants par synthése polyol et les trois derniers par précipitation. Différents parameétres
tels que les réactifs utilisés ou les températures de recuit varient d’un échantillon & I'autre.

a b c d e f g h i j

Figure 5.3 — Solutions aqueuses de nanocristaux de BFO & pH neutre de concentration initiale de 0,5

mg/mL, aprés sonification (en haut), aprés sédimentation (milieu) et surnageants correspondants (en
bas).

Comme on peut le constater visuellement sur la figure 5.3, la stabilité n’est pas similaire d’une sus-
pension & l'autre. D’une méthode de synthése & I'autre, les propriétés de surface des particules peuvent
varier, ce qui modifie leur stabilité. De plus, la taille dépend également du type de synthése et du recuit
utilisé, et peut influer directement sur la stabilité, les grosses particules ayant tendance & sédimenter plus
facilement. Par exemple, les trois premiers échantillons différent uniquement par la température de recuit
appliquée, qui est de 400°C pour le a alors qu’elle est de 600°C et 800°C pour les cas b et ¢ respective-
ment. Il apparait ici que la taille des cristaux augmente fortement avec 'augmentation de la température
de recuit, ce que 1'on observe facilement avec d’autres méthodes de caractérisation en taille, telles que
I'observation MEB ou la diffusion laser sur des poudres non désagrégées. La préparation de suspensions
avec nos méthodes usuelles confirme la trés faible quantité de petites particules obtenues avec une tem-
pérature de recuit élevée pour ce procédé. Dans le cas des échantillons b, ¢, f et j, la polydispersité et/ou
I'instabilité des particules n’ont pas permis d’obtenir une caractérisation en taille fiable par DLS. Par
ailleurs, les mesures de concentration ont fourni des résultats peu précis avec une incertitude relative
allant jusqu’a 0,8 pour ces mémes échantillons ainsi que pour la suspension h, en raison notamment de
leur trés faible valeur.

Malgré ces difficultés, une caractérisation HRS qualitative a été réalisée sur I’ensemble de la série.
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Les résultats présentés dans la figure 5.4 ne peuvent étre comparés quantitativement car le signal HRS
dépend des tailles et concentrations, qui varient fortement d’une suspension a ’autre.
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Figure 5.4 — Caractérisation HRS qualitative de différents échantillons de BFO (série 1).

Cette mesure optique permet cependant de constater que 1’échantillon f est le seul pour lequel aucun
signal de GSH n’a été détecté. C’est également le seul & n’avoir subi aucun recuit. Les résultats de DRX
confirment la présence d’'une phase amorphe. Parmi les autres échantillons, le b et le ¢ présentent un
signal HRS relativement faible par rapport aux autres échantillons, ce qui peut s’expliquer par leur faible
concentration. Cependant ce signal est non négligeable par rapport au pNA, ce qui confirme la présence de
BFO cristallisé, également détecté sur les profils de diffraction de DRX. Les autres suspensions diffusent un
signal de GSH relativement élevé. En particulier, on note que la trés faible concentration des échantillons
h, i et j n’empéche pas I’émission d’un signal intense, ce qui semble indiquer une efficacité optique
importante. Ces particules sont aussi celles pour lesquelles la qualité cristalline est la meilleure en ce qui
concerne la pureté.

Globalement, ces résultats nous donnent donc une premiére idée de 'efficacité optique des particules de
BFO. On a vu d’aprés la littérature que les coefficients ONL de second ordre sont particuliérement élevés
par rapport aux autres matériaux étudiés dans ce projet. Une grossiére approximation des coefficients
<d> obtenue a partir de ces suspensions semble annoncer une efficacité de l'ordre de quelques dizaines
a quelques centaines de pm/V, mais ces valeurs doivent &tre considérées avec beaucoup de précautions.
Elles confirment néanmoins la forte efficacité de GSH du BFO.

II.1.b Deuxiéme série de mesures : estimations plus précises

Une seconde série de particules a été réalisée par la méthode combustion. Les différences entre échan-
tillons se trouvent au niveau de la composition initiale en éléments bismuth et fer. Les fractions de bismuth
prises en compte vont de 0,9 & 1,1 avec un pas de 0,05.

Ces échantillons sont caractérisés quantitativement et les résultats sont présentés sur la figure 5.5. La
taille DLS moyenne varie entre 90 et 130 nm pour ’ensemble des suspensions étudiées. Par ailleurs, des
effets d’absorption et/ou diffusion ont été observés avec 'augmentation de la concentration et pris en
compte.

Sur la figure 5.5 (a), les valeurs de <d> sont présentées en fonction de la fraction initiale de Bismuth,
zpi. On observe des variations significatives d’un échantillon & 'autre. Pour zpg;<1, le coefficient <d>
est faible mais il augmente jusqu’a 33 pm/V pour zg;=1.

Afin d’expliquer les variations d’efficacité de GSH en fonction de la composition, nous nous sommes
intéressés a la qualité cristalline des nanocristaux caractérisée par DRX. Comme on peut le voir sur la
figure 5.5 (b), les deux échantillons dont la fraction de bismuth est inférieure a4 1 semblent assez purs et
bien cristallisés tandis que la présence d’impuretés est visible sur les échantillons de composition xg; > 1.
On note ici que les phases cristallines parasites correspondent & un mélange de BisO3 et de BigyFesOsg.
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Figure 5.5 — (a) Coeflicients moyens <d> en fonction de la fraction de bismuth dans le BFO (série 2)
et(b) diagrammes de DRX pour les mémes échantillons ainsi que les pics de référence pour le BiFeOs.

Cette derniére est non-centrosymétrique mais son efficacité de GSH est inconnue. Les variations de <d>
observées ne peuvent donc s’expliquer a travers cette analyse de la qualité cristalline puisque les particules
les plus pures présentent 'efficacité la plus faible.

Un deuxiéme paramétre pouvant influer sur le signal de GSH diffusé est la taille des nanocristaux.
Comme on peut le voir sur les diagrammes de DRX, la largeur des pics indique la présence de trés petits
nanocristaux. Contrairement aux résultats de la DLS qui présentent des tailles de 'ordre de 100 nm,
I’évaluation des dimensions des nanocristaux par la formule de Scherrer & partir de ces données de DRX
donne un taille de 18 & 20 nm pour les trois premiers échantillons xp; < 1 et d’environ 30 nm pour les
deux autres. Ce décalage entre les tailles données par DLS et DRX est caractéristique de la présence
d’agglomérats dans la suspension. La détermination des coeflicients moyens <d> a donc été recalculée a
partir de ces tailles monocristallines. Ces coefficients moyens sont évidemment bien plus élevés, variant
entre 20 et 420 pm/V. Mais on observe toujours des variations et cette correction en taille n’explique
pas les différences entre échantillons.

On constate pour conclure que cette premiére analyse matériau ne suffit pas pour comprendre les varia-
tions de coefficient moyen, variations significatives et largement supérieures a 'incertitude expérimentale.
On pourrait cependant poursuivre ’analyse en s’interrogeant sur 'effet des contraintes résiduelles ou de
la composition finale des particules. Sur ce dernier point, par exemple, des études sur LiNbO3 ont montré
une variation des d;; fonction de la composition [Klein 03].

II.1.c Conclusion et particularités des caractérisations HRS du BFO

Couplée a d’autres techniques essentielles telles que la DRX et la microscopie électronique, la carac-
térisation HRS est un bon indicateur des performances optiques des nanoparticules, qui peut étre utilisé
pour I'amélioration des techniques de synthése. De maniére simple, cette technique permet au premier
abord d’obtenir des indications qualitatives concernant I’émission ou non de GSH des nanoparticules. Des
mesures plus précises tendent & confirmer les efficacités de GSH élevées indiquées dans la littérature.

Par ailleurs, ces résultats préliminaires nous ont permis d’appréhender diverses problématiques concer-
nant le BFO. On a remarqué par exemple que certaines techniques de synthése générent de grosses parti-
cules, difficiles a stabiliser en suspension, ce qui pose probléme pour la caractérisation HRS. Concernant
la taille, on a également noté d’aprés les résultats de la DRX que certains échantillons étaient constitués
de particules agrégées ou polycristallines. Pour finir, I’absorption optique de ce matériau dans le visible
peut également influer sur le signal HRS. Par la suite, ces différents constats seront donc pris en compte
pour réaliser une mesure la plus fiable possible.
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II1.2 Coefficients moyens du BFO

L’objectif principal de ce paragraphe est de déterminer avec une meilleure précision les coefficients
moyens des particules de BFO, et en particulier le coefficient <d> afin de pouvoir le comparer aux autres
marqueurs optiques potentiels. A partir des mesures préliminaires présentées précédemment, nous avons
défini les premiers parameétres & prendre en compte pour le choix d’un échantillon, notamment la stabilité
des nanocristaux en suspension et 'efficacité de GSH relativement élevée. Nous avons ainsi décidé de
caractériser des nanocristaux synthétisés par la méthode de combustion et de fraction de bismuth élevée,
soit xp; = 1, 1.

Afin de réaliser une caractérisation fiable, il est nécessaire de s’assurer des différentes caractéristiques
de P’échantillon étudié telles que la structure cristalline, la taille des cristaux et la présence ou non
d’impuretés. Nous avons donc sélectionné un échantillon, fournit comme les précédents par la société
FEE, pour lequel ces caractéristiques sont validées. Comme le montre le spectre DRX de cet échantillon
de BFO (figure 5.6 (a)), les cristaux sont relativement purs.
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Figure 5.6 — (a) Diagramme de diffraction de rayons X sur des poudres de BFO et pics de référence pour
ce matériau. (b) Taille des particules de BFO déterminées par DLS, en intensité (pointillés) et en nombre
(trait plein).

La suspension préparée dans I’éthanol est stable. Aprés sédimentation, la taille des particules du
surnageant, obtenue par DLS, est évaluée & 106 nm (taille moyenne en nombre), comme le montre la
figure 5.6 (b).

La présence de nombreux agrégats ayant été observée précédemment sur certains échantillons de BFO,
nous avons donc cherché a déterminer la taille des cristallites par la formule de Scherrer. La taille ainsi
obtenue est de 56 nm. On sait que cette méthode est peu précise mais indique cependant ’absence de
petits cristaux de I'ordre de 20 nm, ce qui confirme dans une certaine mesure le résultat obtenu par DLS.

La microscopie électronique & balayage a également permis de controler la forme des particules
(fig. 5.7). La forme est peu sphérique mais relativement isotrope. Par ailleurs, on observe la présence
de certains agrégats. Ceux-ci peuvent étre cependant attribués a des effets de séchage lors de la prépara-
tion des échantillons pour la microscopie et ne correspondent donc pas nécessairement aux particules des
suspensions colloidales. Les tailles MEB sont d’environ 100 nm, et en bon accord avec les résultats de la
DLS.

Par la suite, des dilutions sont réalisées afin de procéder a la mesure HRS. Comme on peut le voir
sur la figure 5.8, les suspensions translucides et colorées deviennent transparentes et incolores lorsque la
concentration en particules diminue. On a vu au chapitre 3 V'effet de la turbidité sur le signal HRS pour
d’autres suspensions. La diffusion de la lumiére par les particules entraine une atténuation du signal qui
suit une loi exponentielle avec la concentration. Nous retrouvons ici le méme phénoméne, avec en plus la
contribution de I'absorption des particules de BFO (fig. 5.9 (a)).
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Figure 5.7 — Observation MEB des nanoparticules de BFO.

Figure 5.8 — Echantillons de BFO de différentes concentrations obtenues apreés dilution. Les concentrations
relatives pour chaque échantillon sont (de gauche a droite) : 1; 0,8; 0,2; 0,02.
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Figure 5.9 — (a) Absorbance UV-visible d’une suspension de BFO. (b) Comportement exponentiel de
I'intensité HRS en fonction de la concentration.
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Précédemment, les mesures étaient effectuées avec des concentrations pour lesquelles les effets de
turbidité n’apparaissaient plus et le signal HRS était linéaire en fonction de la concentration. L’absorption
rend ici ce procédé moins évident & mettre en ceuvre. Les deux contributions d’atténuation du signal
suivant une loi exponentielle, on utilise alors un fit prenant en compte ce comportement, comme indiqué
sur la figure 5.9 (b).

Par ailleurs, les imprécisions éventuelles sur le signal liées a 'instabilité des suspensions, ou la présence
de luminescence ont été écartés. L’incertitude sur la mesure de concentration par pesée est également
évaluée et validée avec une incertitude relative de 0,01.

Les résultats de cette analyse permettent d’obtenir les coefficients moyens (pour une taille en nombre
de 106 nm) < Bpro >= 55,9.1072% esu et < dprpo >= 38 pm/V. L'efficacité de GSH des particules de
BFO est donc, d’aprés cette caractérisation, environ cing fois plus élevée que les efficacités des autres
nanoparticules étudiées précédemment, comme on peut le voir sur la figure 5.10 (a). Par ailleurs, le rapport
de dépolarisation de ce matériau, évalué & partir de la mesure présentée figure 5.10 (b), est de D,,;=0,91,
ce qui est nettement plus élevé que les valeurs de 0,23 [Kumar 08] et 0,42 [Yokota 09b| obtenues & partir
de la littérature.
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Figure 5.10 — (a) Coefficients moyens <d> pour une taille en nombre du BFO et comparaison avec
les autres matériaux étudiés précédemment. (b) Mesure résolue en polarisation pour une échantillon de
BFO/

IIT Conclusion

Le BFO est un matériau connu pour ses différentes propriétés ferroélectriques et magnétiques mais
dont les propriétés optiques non linéaires sont peu exploitées & I’heure actuelle, en raison de difficultés
d’élaboration des cristaux et des propriétés d’absorption atténuant 1’émission de lumiére dans le visible.

A T’échelle nanométrique, des particules de BFO ont été caractérisées a l’aide de la technique HRS et
les efficacités GSH ont pu étre déterminées avec une bonne fiabilité. Les coefficients moyens ainsi obtenus
indiquent une efficacité particuliérement élevée par rapport aux autres nanoparticules étudiées dans le
cadre de ce projet, ce qui semble trés prometteur pour les applications biomédicales. Les coefficients
optiques élevés permettent en effet d’améliorer le contraste en microscopie de GSH, ce qui favorise 1'uti-
lisation de marqueurs plus petits et offre de nouvelles perspectives en termes d’interaction avec 1’échelle
biologique. De meilleures performances optiques sont par ailleurs espérées pour ce matériau, notamment
grace a ’amélioration des techniques de synthése. Dans ce contexte, ’obtention de particules de petite
taille et de bonne qualité cristalline reste un enjeu majeur.







Conclusion et perspectives

Conclusion

Les nanocristaux optiquement non linéaires bénéficient de propriétés intrinséques particuliérement
avantageuses pour des applications en imagerie biomédicale. Leur utilisation en microscopie multiphoto-
nique offre par exemple la possibilité de réaliser un marquage biologique a fort contraste et sur de longues
durées. La flexibilité en longueur d’onde de ces marqueurs favorise par ailleurs leur utilisation dans des
gammes spectrales ou les tissus biologiques absorbent peu, ce qui ouvre de nouvelles perspectives en
termes de profondeur d’imagerie. Enfin, les propriétés de cohérence de I’émission de second harmonique
peuvent étre aussi exploitées afin de déjouer, en imagerie optique, les difficultés propres aux milieux diffu-
sants. Dans ’ensemble, les différents travaux de la littérature sur 'imagerie biphotonique et le marquage
spécifique a partir de ces nouveaux agents de contraste sont trés encourageants, d’autant plus que les
premiéres études de toxicité ne semblent pas rédhibitoires.

Dans ce contexte, I'utilisation de ces nanocristaux non-centrosymétriques en tant qu’agents de contraste
nécessite une quantification précise de leurs propriétés physiques, en particulier optiques non linéaires et
ce afin de pouvoir sélectionner les meilleurs nanomatériaux. Parmi les cristaux étudiés dans le cadre de ce
travail, la plupart sont déja connus en tant que cristaux massifs et utilisés pour leurs propriétés optiques
pour des applications laser. En raison d’une utilisation encore peu fréquente a 1’échelle nanométrique et
afin d’améliorer la compréhension des réponses ONL a cette taille, il apparaissait important d’étudier
d’éventuels effets de taille et de déterminer les différentes configurations expérimentales permettant de
quantifier au mieux 'efficacité de GSH de ces nanocristaux.

Dans ce but, la technique de diffusion Hyper-Rayleigh a été adaptée a la caractérisation de nanopar-
ticules de taille typique 100 nm. Les différents parameétres impliqués dans la mesure ont été étudiés et
pris en compte afin de quantifier les propriétés optiques de maniére fiable. En particulier, I'influence sur
le signal HRS d’effets connexes tels que I'agrégation des nanocristaux, la diffusion ou I’absorption des
suspensions ainsi que la présence de signaux parasites a été évaluée. A partir de cette analyse, nous avons
pu déterminer 'hyperpolarisabilité <[> et le coefficient optique non linéaire moyen <d> des différents
nanocristaux mentionnés dans 1’état de l'art et dans le cadre du projet.

Pour des nanocristaux de BaTiO3z, KNbOg3, KTP, LiNbOg3 et ZnO, les résultats obtenus indiquent des
coeflicients optiques moyens variant de 2 a4 8 pm/V, c’est-a-dire relativement proches d’un matériau a
l'autre. Les hyperpolarisabilités correspondantes < 3> des particules sont comprises entre 0,3 et 34.10724
esu. Celles-ci dépendent principalement de la taille des nanocristaux puisque les valeurs de <d> sont
assez similaires. Par ailleurs, la comparaison avec les valeurs de la littérature obtenues & partir de cristaux
massifs a permis de confirmer 'hypothése que le signal de GSH résulte du volume des nanocristaux et
non d’effets de surface. Une conclusion importante de ce travail concerne enfin le choix des nanocristaux
pour une utilisation en imagerie biomédicale. En raison de la similitude des coefficients ONL obtenus,
la sélection d’un matériau ne repose pas que sur des considérations optiques mais plutot sur d’autres
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parameétres tels que la stabilité chimique, la compatibilité avec les milieux biologiques et la toxicité. Dans
le cadre des projets NAOMI et NAMDIATREAM et a la suite de ce travail, les études se focalisent
aujourd’hui sur les particules de KNbOgs qui présentent une bonne efficacité ONL et surtout une bonne
stabilité chimique ainsi qu’une faible toxicité.

Des mesures résolues en polarisation ont également été effectuées afin de déterminer les coefficients
indépendants d;; de ces nanocristaux. La technique HRS présente ici un avantage car elle ne nécessite
pas de connaitre a priori 'orientation des cristaux. Cependant, seule I’analyse sur les matériaux de
tenseurs « simples » (c’est-a-dire ne comportant que deux éléments indépendants) peut étre menée a
terme. D’une maniére générale, nous avons observé certaines déviations entre la réponse en polarisation
des particules et les simulations réalisées a partir des coefficients des cristaux massifs. Ceci montre bien
la nécessité d’une caractérisation & I’échelle nanométrique pour des particules dont les tailles, formes
et états d’agglomérations doivent étre controlés au mieux. En effet, nous avons aussi mesuré dans une
derniére partie des variations importantes du rapport de dépolarisation lors de la croissance d’aiguilles
d’iodate de fer que nous avons attribuées (a I’aide de simulations) a un effet de longueur de ces structures
unidimensionnelles. Enfin, des caractérisations optiques ont été réalisées sur des nanocristaux de BFO
dont les propriétés de GSH ont été trés peu étudiées jusqu’a présent. Les résultats indiquent un coefficient
<d> de 38 pm/V c’est-a-dire bien plus élevé que les autres nanomatériaux mentionnés précédemment.
Leur utilisation en tant qu’agent de contraste optique est donc pertinente, d’autant plus qu’ils semblent
présenter une faible toxicité d’aprés les études menées en paralléle. Ces nanocristaux présentent par
ailleurs un double intérét pour des applications biomédicales en raison de leurs propriétés magnétiques
qui permettent d’envisager leur utilisation comme nano-sondes multifonctionnelles.

Perspectives

¢ Caractérisation HRS de nanocristaux
Plusieurs pistes peuvent étre proposées dans le but d’améliorer la caractérisation optique non linéaire de
nanocristaux par HRS. Au vu des différents problémes expérimentaux soulevés, il serait intéressant de
disposer de suspensions "modéles", monodisperses avec une taille et forme controlées, qui permettraient
dans l'idéal de déterminer les efficacités optiques avec une bien meilleure précision. Cela permettrait
également d’approfondir et de conclure quant a la fiabilité de la méthode.

Pour cela, on peut compter sur les travaux portant sur '’amélioration des techniques de synthése.
D’autres pistes intermédiaires pourraient également étre explorées. Les méthodes telles que la "Field
Flow Fractionation" [Rameshwar 06, von der Kammer 11] pouvant séparer différents nano-objets au sein
d’un fluide en fonction de leur taille sont une solution éventuelle pour 'obtention de suspensions mono-
disperses. Cependant, les concentrations en particules doivent rester suffisamment élevées afin de détecter
des niveaux de signal exploitables.

Dans le méme ordre d’idée, il serait aussi pertinent d’étudier la réponse en polarisation de suspensions
modeéles afin de mieux cerner les différents paramétres d’influence tels que la composition chimique du
matériau, I'effet de contraintes résiduelles ou 'effet de I’anisotropie des particules.

o Amplification des efficacités de GSH par effet plasmonique
L’enrobage de nanocristaux non-centrosymétriques par une couche métallique permet de créer des nano-
objets aux propriétés optiques particuliéres. En effet, pour une longueur d’onde donnée, un effet de
résonance plasmonique lié & la couche métallique va amplifier le champ électrique incident et de cette
maniére, la réponse optique non linéaire qui dépend de 'amplitude de ce champ & la puissance 4. Cette
démarche a été proposée récemment par 1’équipe du professeur Psaltis [Pu 10]. Peu de travaux expéri-
mentaux ont depuis confirmé ces premiers résultats et il peut étre intéressant de poursuivre cette étude.
En particulier, étudier la réponse d’une structure coeur-coque sous microscopie ou par HRS en fonction
de la longueur d’onde fournirait une preuve expérimentale de 'amplification plasmonique. Cette étude
est possible sur la plateforme de microscopie Nikon du GAP-biophotonics de Genéve.

Des premiers essais d’encapsulation de particules de KNbOj3 ainsi que des simulations ont été réalisées
et implémentées. Les simulations permettent de déterminer théoriquement la longueur d’onde d’ampli-
fication plasmonique en fonction de la taille des nanocristaux et de ’épaisseur de la couche d’or. Ces
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travaux sont en cours et n’ont pas été abordés dans ce manuscrit. Rappelons tout de méme, que d’un
point de vue des applications, ces effets sont intéressants car ils améliorent considérablement ’efficacité
de GSH des nanocristaux. La flexibilité en longueur d’onde n’est évidemment pas conservée pour ce type
de nano-objets. Cependant, la maitrise des phénoménes d’amplification plasmonique et des méthodes
d’élaboration devrait permettre de fabriquer des marqueurs & fort contraste optique et pour lesquels la
longueur d’onde d’excitation est prédéfinie, par exemple dans la fenétre de transparence biologique.

o Orientation de nanocristaux de BFO sous champ électrique/magnétique et réponse
HRS
Une derniére perspective proposée est basée sur les propriétés ferroélectriques et magnétiques du BFO.
L’idée consiste ici a orienter des nanoparticules de BFO en suspension a I’aide d’un champ électrique ou
magnétique et & en étudier la réponse de second harmonique. Les enjeux de ce type d’étude consistent
par exemple a augmenter le signal de GSH lorsque les marqueurs sont tous orientés dans la méme
direction sous l'effet du champ extérieur. Dans ce cadre, deux expériences préliminaires ont été réalisées.
La premiére concerne l'application d’un champ électrique sur des suspensions de nanocristaux de BFO
directement sur le systéme expérimental HRS. Une bréve augmentation du signal HRS a ainsi été observée
mais la difficulté de mise en ceuvre de cette expérience n’a pas permis de la quantifier. Ces difficultés sont
liées a la nécessité d’appliquer de forts champs électriques sur ces suspensions. Une deuxiéme expérience
a consisté a appliquer, toujours directement sur le systéme expérimental, un champ magnétique sur les
suspensions. Il a clairement été remarqué que la réponse en polarisation des suspensions était modifiée
par le champ magnétique. On s’attendait aussi & une réponse cohérente avec une augmentation forte du
signal de second harmonique. Cela n’a pas été le cas mais ces travaux sont & poursuivre afin de confirmer
les premiers résultats et, de maniére plus fondamentale, afin de mieux appréhender l'interaction entre les
propriétés optiques non linéaires des nanocristaux et leur dynamique d’orientation sous 'effet de champs
magnétique et électrique extérieurs.
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Volume de solution excité par le laser au point focal

Le laser focalisé par une lentille convergente est considéré autour du point focal comme un faisceau
gaussien, représenté en figure A.1.

A

Longueur de Rayleigh
Z,

R __»

o

W ‘: ", Vow

i

.
v
N

. 4

onde plane

R()

z=0
waist

Figure A.1 — Coupe longitudinale d’un faisceau gaussien. Extrait de [Forget 08].

o Délimitation du volume selon la direction r perpendiculaire a z. L’intensité lumineuse d’un
tel faisceau dans la direction r est telle que :

—272
w

: (A1)

IZI()G

En z = 0, pour une intensité au centre du faisceau I, la demi-largeur du faisceau wy est telle que
Iy, = e 2y = 0,14I. La demi-largeur du faisceau w(z) en s’éloignant selon z vaut :

w(z) = woy 1+ (*) (A2)

Twg

La largeur wq est obtenue & partir du rayon de courbure 6 défini a partir de la focalisation de la
lentille, du diamétre D du faisceau non focalisé et de la focale f de la lentille :

12D A
= —_— A~
tanf 7 p— (A.3)

o Délimitation du volume selon la direction z. Dans la direction z, le volume d’excitation laser
est délimité par la longueur de Rayleigh zg, profondeur a laquelle on a w(z,) = v2wy. La distance z,
vaut :

2
W




ANNEXE A : VOLUME DE SOLUTION EXCITE PAR LE LASER AU POINT FOCAL

¢ Calcul du volume total. Le volume total correspond alors & un cylindre de hauteur 2z, et de
rayon \/§w0 soit :

2, 4
V =2z, m(wpv/2)? = 4720 (A.5)
A partir de ’équation A.3, on obtient :
)\3f4
V=2 (A.6)

Le volume est calculé pour les valeurs suivantes :
f =10 cm focale de la lentille convergente
A = 1064 nm longueur d’onde du laser
0,6 < D < 1 cm diamétre du faisceau laser.
On obtient un volume d’excitation 7,8 107% < Vige < 9,6 1073 mm3.
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Détermination du coefficient moyen de référence du pNA

Le tenseur d’hyperpolarisabilité du pNA est de la forme :

0 0 0 0 By O
00 0 0 0 0
0

Bs1 0 Bz 0 0
Calcul des coefficients < 8%y > et < 8%y >.
1 6 9
2 _ 1l 0 APy
< Bxxx >= 7533 + 35533531 + 35531

11

1 2
2 _ - p2 A 2
< Pzxx >= 35533 105333ﬁ31 + 105531

Le coeflicient 837 est négligeable devant (833, ce qui implique :
2 _ 1o
< Bxxx >= 7533
< Brxx >= iﬁgg
35
Par définition, on en déduit le coefficient moyen.

6
< 5§NA >=< fxxx > + < Bypxx >= %53%3
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Mesure de <d> dans différentes configurations expérimentales

o Présentation de la problématique
Le coefficient moyen < 8 > est généralement mesuré pour une configuration précise, correspondant a
une polarisation incidente verticale (selon X)) et aucun analyseur spécifique en détection, permettant la
mesure de Ix + I;. Cette mesure donne directement accés au coefficient < (3, > de la particule. On
rappelle que :

< B >=< Brxx >+ < Boxx > (C.1)

Il peut étre intéressant de réaliser ces mesures conjointement avec des mesures résolues en polarisation,
permettant d’obtenir simultanément le coefficient moyen < d > et les coeflicients indépendants d;;.

Pour une mesure en polarisation sans analyseur vertical, la valeur de < 3 > est retrouvée directement
a partir de l'intensité correspondant au maximum de la courbe, Iy + 1.

Pour une mesure en polarisation avec analyseur vertical, la valeur de < § > peut étre évaluée en
sommant les intensités minimale et maximale de la courbe.

Dans un dernier cas, nous avons souhaité comparer des mesures réalisées dans une autre configuration :
avec une polarisation incidente verticale et un analyseur vertical. Ici, seule la valeur de Ix et donc de
< B%xx > est mesurée. Il est cependant possible d’estimer le coefficient < 3 > de la particule & partir
de cette mesure et d’une valeur du rapport de dépolarisation D, car :

I, <Boxx>

D,y =— = (C.2)
P I, < B%xx >
Cela permet de faire une estimation de la valeur de I connaissant celle delx et d’en déduire :
< B >=< Bixx > +Dpor- < Bixx >=< Bixx > (Dpor + 1) (C.3)

Dans le cadre de mesures de coefficients moyens, le coefficient D,,; peut étre calculé & partir des
coefficients d;; issus de la littérature, ou expérimentalement.

D’aprés les tenseurs d’hyperpolarisabilité présentés au chapitre 1 (table 1.2), on peut déterminer
'expression des coefficients < d%yy > et < d%yy > en fonction des d;; indépendants.

o ZnO et BaTiO;
Le tenseur d’hyperpolarisabilité est de la méme forme pour ces deux matériaux de structures 4mm et
6mm.

1 12 24

< dixx >= ;dgs + £d31d33 + £d§1 (C.4)
1 4 4

< dgxx >= £d§3 - ﬁdmdsg + ﬁdgl (C.5)
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ANNEXE C : MESURE DE D> DANS DIFFERENTES CONFIGURATIONS EXPERIMENTALES

o KTP et KNbOj3
Pour ces deux matériaux, on fait I’hypothése des conditions de Kleinman.

6
d3 = —(d3adss + d31ds3 + ds1d d d d3 C.6
<dxxx > 35(32 33 + d31ds3 + ds1dszz) + 35 35 +733 (C.6)
d3 dsadss + dz1dss + da1d d Moy Lp C.7
<dzxx >= 105( 32d33 + d31dss + dz1ds2) + 105 105 31 T 35733 (C.7)
¢ LiNbOj3
L’hypothése des conditions de Kleinman est également faite pour le LiNbOs.

< By = 2+ 2B+ 2 iy + d (C.8)

XXX 7 33+ 35 31T 35 31433 35 )
< By >= 2y d = ds B, (C.9)

XXX 7T 35 105 >17% 105 '

¢ Valeurs numériques de D,
Les valeurs des coeflicients d;; utilisées sont celles référencées dans le tableau 3.1.

Tableau C.1 — Valeurs du rapport de dépolarisation Dpg;

BaTiO3 KNbOs KTP LiNbOs ZnO

0,214 0,126 0,121 0,129 0,292

© Conclusion
Cette méthode a permis la comparaison de mesures de < 8 > et < d > ayant été réalisées dans différentes
configurations, et en particulier lorsque la configuration choisie ne fourni que des informations partielles.
Ultérieurement, ces différentes méthodes ont été comparées expérimentalement avec un méme échantillon
et présentent une bonne adéquation.




Approximation statistique des distributions en taille

o Approximation a une loi normale
Une distribution de nanoparticules en taille est approximée & une loi normale, de paramétres u et o
représentant respectivement la moyenne et 1’écart-type.

La densité de probabilité de cette loi est donnée par I’équation :
L_ 32y

o

p(D) = (D.1)

e
oV 2w

avec D la variable correspondant au diamétre des particules.
La figure montre un exemple de distribution en nombre définit par la loi normale de paramétres p et
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Figure D.1 — Distribution de taille définie par une loi normale.

Pour un échantillon monodisperse, pour lequel toutes les particules font une taille D=p, la distribution
correspond & un écart-type nul soit c=0. La moyenne des contributions en D® est donc équivalente & p5.
L’intensité émise par cet échantillon est donc proportionnelle & 5.

Pour un échantillon polydisperse, on évalue la contribution en D® de chaque population et ’on en
calcule la moyenne. Cela revient & écrire :

[ DSp(D)dD

7' Tman- o
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ANNEXE D : APPROXIMATION STATISTIQUE DES DISTRIBUTIONS EN TAILLE

Comme on travaille sur des distributions normalisées, alors I'intégrale [ p(D)dD est égale a 1. L’intensité
émise par cet échantillon est donc proportionnelle & I'intégrale :

Lpoly o / DSp(D)dD (D.3)

Il est alors facile de déterminer le rapport de I'intensité émise par un échantillon monodisperse et celle
émise par un échantillon polydisperse, de méme taille moyenne p mais de dispersion caractérisée par o.

1 1

Zpoly —6/D6p(D)dD (D.4)
Imono 1%

Ce rapport peut ensuite étre résolu numériquement pour des distributions de moyenne p et d’écart-type

o connus, en intégrant sur 'intervalle [ — 30, 1 + 30], ce qui correspond & 99,7% de la population.

¢ Estimation de l’erreur sur <d> On cherche maintenant a estimer lerreur sur le coefficient
optique non linéaire <d> qui est habituellement déterminé en supposant les suspensions monodisperses
et en prenant pour paramétre de taille la taille moyenne en nombre de la distribution donnée par la DLS.
Dans ce but, on va calculer le rapport des deux coefficients, celui habituellement déterminé < dyy et celui
prenant en compte la distribution en taille, noté < dpory >.

Ce rapport est calculé en s’appuyant sur le comportement de ce coefficient <d?> en fonction de la
taille D. Il est obtenu a partir de lintensité HRS mesurée Iggs et de la taille des particules selon leur
volume au carré par :

Inrs
V2

Mais on a également vu que 'analyse de l'intensité HRS nécessitait de connaitre la concentration, qui

évolue selon I'inverse du volume des particules. On a :

< d? > avec V? oc D° (D.5)

1
On peut définir 'influence de la distribution sur la concentration en suivant le méme raisonnement que
précédemment, soit :
Npoly _ I
Niono fDS,O(D)dD

En prenant en compte ces deux contributions dues a la concentration d’une part et a 'intensité émise
selon le volume au carré d’autre part, on peut écrire :

(D.7)

I L« D3
2 HRS X
<d” > N2 avec { ﬁz 2 (D.8)

Ce qui permet de déterminer le facteur reliant le < dpyp > habituellement calculé et le coefficient
< dpoly > pour une suspension de particules de taille moyenne f et d’écart-typ o :

< dpoyy > D3p(D)dD
Sdyoy > _ |3 DP(D)ID (D.9)
<dnp > fD p(D)dD

Le calcul numérique est effectué en prenant les précautions indiquées précédemment.

o Approximation a une loi log-normale
Le choix d’une loi log-normale peut s’avérer plus approprié pour certaines distributions en taille de
particules. Dans ce cas, on utilise cette loi, dont la densité de probabilité est telle que :

( zn(DS)—M )2

p(D) = ———¢ 3 (D.10)

La figure montre un exemple de distribution en nombre définit par la loi log-normale, que 'on peut
modéliser & partir des paramétres précédents p et o par :
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Figure D.2 — Distribution de taille définie par une loi log-normale.

Le rapport des intensités est évalué en utilisant le méme raisonnement qu’avec la loi normale. Le calcul
numérique doit tenir compte des bornes d’intégration de maniére a englober toute la population. Celles-ci
peuvent étre estimées numériquement. Sur Pexemple de la figure D.2, par exemple, les bornes [0,1000]
couvrent largement I’ensemble de la population. Cela peut étre vérifié simplement en intégrant la densité
de probabilité sur ces bornes, le résultat devant étre égal a 1.
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Mesures optiques et DLS

o BaTiO3
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Figure E.1 — (a) Signal HRS d’une suspension de BaTiO3 en fonction de la polarisation (acquisition
environ 3 min) et en encart analyse spectroscopique du signal HRS sous excitation a 1064 nm. (b)
Mesure DLS en nombre (trait continu) et en intensité (pointillés) de la méme suspension.
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ANNEXE E : MESURES OPTIQUES ET DLS

o KTP
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Figure E.2 — (a) Signal HRS d’une suspension de KTP en fonction de la polarisation (acquisition environ
3 min) et en encart analyse spectroscopique du signal HRS sous excitation a 1064 nm. (b) Mesure DLS
en nombre (trait continu) et en intensité (pointillés) de la méme suspension.

o LiNbO;
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Figure E.3 — (a) Signal HRS d’une suspension de LiNbO3 en fonction de la polarisation (acquisition envi-
ron 3 min). (b) Mesure DLS en nombre (trait continu) et en intensité (pointillés) de la méme suspension.
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Figure E.4 — (a) Signal HRS d’une suspension de ZnO en fonction de la polarisation (acquisition environ
3 min) et en encart analyse spectroscopique du signal HRS sous excitation a 1064 nm. (b) Mesure DLS
en nombre (trait continu) et en intensité (pointillés) de la méme suspension.
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Détermination des coefficients moyens <d> a partir des
valeurs de la littérature

Les valeurs théoriques des coeflicients moyens < d > sont issues des valeurs des d;; des matériaux
massifs et des relations entre ces coefficients et les drjx. La valeur de < d? > est facile & calculer & partir
de Dexpression des coefficients < d%yy > et < d%yy > en fonction des d;; indépendants. Les valeurs
utilisées pour ces derniers, issues de la littérature, sont reportées dans le tableau 3.1 .

o ZnO et BaTiOj3

6
35

32 92
—d%, + ——dsidsz +

d2
s@ o= 105 105

——d2, (F.1)

o KTP et KNbOj;
Pour ces deux matériaux, on fait I’hypothése des conditions de Kleinman.

16 38 38 6
d? >= dsodss + d3idss + dsid —d? 2 F.2
<a® >= 105( 32d33 + d31dsz + d3idsz) + 105 30 + —¢ 105 31+ 35 %33 (F.2)
<& LiNbO3
L’hypothése des conditions de Kleinman est également faite pour le LiNbOsg.
d* > d 2 2oy 3 et S F.3
T 105 st 05 s1ds3 + 57 022 (F-3)

¢ Valeurs numeériques de < d >, issues des d;; de la littérature [Nikogosyan 05, Shoji 97,
Wang 01]. Voir tableau 3.1.

Tableau F.1 — Valeurs des coefficients moyens <d> théoriques

BaTiO3 KNbO3z KTP LiNbO3 ZnO

14,1 15,3 7.6 173 28

)
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Caractérisation par diffusion de second
harmonique de nanocristaux pour
I'imagerie biomédicale

Résumé

Les nanocristaux a structure non-centrosymétrigue présentent des
propriétés optiqgues non linéaires prometteuses pour une utilisation en
tant que marqueurs optiques en imagerie biomédicale, avec un intérét
significatif en termes de suivi sur de longues durées et de profondeur de
pénétration dans les tissus biologiques.

Le développement de ces marqueurs nécessite la détermination de leurs
efficacités optiqgues non linéaires afin de pouvoir sélectionner les
nanocristaux les plus prometteurs. Pour cela, la technique de diffusion
Hyper-Rayleigh a été adaptée a la caractérisation de suspensions de
nanoparticules (BaTiOs;, KNbO3;, KTP, LINbO; et ZnO, BiFeOs) pour
lesquelles linfluence de paramétres comme la taille, la concentration ou
'état d'agrégation a été analysée et discutée. Les nanocristaux de
BiFeO; possedent une efficacité optique non linéaire largement
supérieure aux autres particules, démontrant leur potentiel pour la
réalisation de nano-sondes optiques particulierement performantes. Des
mesures résolues en polarisation ont également été mises en ceuvre
pour déterminer les coefficients optiques non linéaires indépendants des
particules étudiées. Dans ce cadre, une étude a permis de mettre en
évidence l'influence de la forme des nanocristaux sur cette réponse.

Mots-clés : Génération de Second Harmonique, imagerie biomédicale,
diffusion Hyper-Rayleigh, nanocristaux, hanoparticules

Abstract

Non-centrosymetric nanocrystals show promising nonlinear optical properties
for being used as optical labels in bio-imaging applications, with significant
interest for observations of long duration and for penetration depth into
biological tissues.

The development of such biomarkers requires the determination of their
nonlinear optical properties to select the best potential markers. In this thesis,
Hyper-Rayleigh Scattering (HRS) technique is used to determine nonlinear
efficiencies of several nanocystals (BaTiOs;, KNbO3;, KTP, LiNbO3;, ZnO and
BiFeO;). These ensemble measurements have been performed on
nanocrystals suspensions, for which the influence of parameters such as size,
concentration and aggregation state was discussed. BiFeO3; nanocrystals offer
the best nonlinear optical efficiency compared to other particles, showing their
potential as efficient optical biomarkers. Polarisation-resolved measurements
have also been performed to retrieve individual coefficients of the nonlinear
tensor of the investigated materials and influent parameters such as
nanocrystals shape have been identified.

Keywords : Second Harmonic Generation, Biomedical imaging, Hyper-
Rayleigh Scattering, nanoparticles, nanocrystals
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