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Introduction 
  
 Contexte de l’étude 
 

Les possibilités offertes par les applications en médecine des nanoparticules sont l’un 
des facteurs essentiels du progrès médical au début de ce XXIème siècle. Ainsi, le domaine de 
l’imagerie médicale est aussi touché par cette évolution technologique. Les rayons X ont 
permis, à Wilhelm Röntgen en 1895 (1er prix Nobel de physique en 1901), de réaliser la 
première image médicale de la main de sa femme et ainsi de donner naissance à la radiologie 
(Röntgen 1896). Depuis cette découverte, de nombreuses techniques d’imagerie médicale se 
sont développées pour obtenir des informations anatomiques et/ou physiologiques. Les 
premières techniques d’imagerie développées étaient anatomiques comme les rayons X, 
l’échographie et l’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM). Ensuite, ce sont les techniques 
d’imagerie physiologique qui ont été développées comme la scintigraphie nucléaire (SPECT1 
ou TEP2) et l’imagerie optique (IO). Chaque technique d’imagerie a ses propres avantages 
uniques et ses limitations intrinsèques (Figure 1) qui rendent difficile l’obtention 
d’informations précises et fiables sur la localisation de la maladie (Lee et al. 2012). 
 

 
 

Figure 1. Les caractéristiques des différentes techniques d’imageries actuelles  
d’après (Lee et al. 2012) 

                                                 
1 SPECT est l’acronyme anglais pour « Single Photon Emission Computed Tomography », traduit en français 
par Tomographie D’Émission MonoPhotonique (TEMP). L’acronyme anglais est le plus utilisé. 
2 TEP est l’acronyme français pour Tomographie par Émission de Positons, traduit de l’anglais PET pour 
Positron Emission Tomography. 
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 De plus, les techniques d’imagerie ne possèdent pas la même résolution spatiale, ni la 
même sensibilité et la quantité de sondes injectées va dépendre de ces caractéristiques 
(Tableau 1). 
 

Techniques 
d'Imagerie 

Résolution 
spatiale 

Sensibilité 
(mol.L-1) 

Quantité de sondes 
injectées 

IRM 25 – 100 µm 10-3 à 10-5 µg – mg 

SPECT 1 – 2 mm 10-10 à 10-11 ng 

TEP 1 – 2 mm 10-11 à 10-12 ng 

IO 2 – 3 mm 10-9 à 10-12 µg – ng 
 

Tableau 1. Caractéristiques des techniques d’imagerie IRM, SPECT, TEP et IO 
d’après (Pimlott et al. 2011)et (Cheon et al. 2008) 

 
 Depuis quelques années, la technologie permet d’associer deux types d’imagerie pour 
pallier aux limitations de chacune comme par exemple l’imagerie couplée PET/CT ou 
l’imagerie couplée IRM/TEP (Figure 2). 
 

 
 

Figure 2. Historique des différentes techniques d’imagerie d’après (Weissleder et al. 2008) 
BLI, bioluminescence imaging ; CT, computed tomography ; DOT, diffuse optical 
tomography ; FMT, fluorescence-mediated tomography ; FPT, fluorescence protein 
tomography ; FRI, fluorescence reflectance imaging; HR-FRI, high-resolution FRI; LN-MRI, 
lymphotropic nanoparticle-enhanced MRI ; MPM, multiphoton microscopy ; MRI, magnetic 
resonance imaging ; MSCT, multi-slice CT ;OCT, optical coherence tomography ; OFDI, 
optical frequency-domain imaging ; PET, positron emission tomography. 
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 Ces techniques d’imagerie couplées nécessitent l’utilisation d’agents de contraste 
multimodaux. Les nanoparticules avec leur taille nanométrique et leurs propriétés spécifiques 
à cette échelle sont de bons candidats comme agents de contraste multimodaux dans le 
domaine de l’imagerie médicale (Xie et al. 2010). Ainsi, certains oxydes métalliques tels que 
les nanoparticules d’oxydes de fer (Fe3O4 ou γ-Fe2O3) possèdent à l’échelle nanométrique un 
comportement superparamagnétique qui pourra être utilisé en IRM (Sun et al. 2008).  
 Cependant, ces oxydes ne peuvent pas être utilisés directement après synthèse pour 
des applications en médecine. En effet, une modification de surface par des molécules 
organiques est nécessaire pour rendre ces nanoparticules biocompatibles et pour également 
éviter leur sédimentation dans les conditions physiologiques (Gupta et al. 2005). Cette 
modification permet aussi d’apporter d’autres fonctionnalités lorsque les molécules greffées 
possèdent des propriétés complémentaires aux nanoparticules (Figure 3) comme la 
fluorescence ou la capacité à complexer des cations radioactifs (Ametamey et al. 2008).  
 

 
 

Figure 3. Concept d’un agent multimodal à base de nanoparticules d’oxydes de fer  
d’après (Thomas et al. 2013) 

 
 En plus d’apporter des propriétés complémentaires pour le diagnostique, les molécules 
organiques greffées peuvent apporter des propriétés thérapeutiques. D’ailleurs, certaines 
nanoparticules possèdent à l’échelle nanométrique un effet thérapeutique comme 
l’hyperthermie pour les nanoparticules d’oxydes de fer (Johannsen et al. 2007; Corchero et al. 
2009; Johannsen et al. 2010) ou un effet radiosensibilisant pour les nanoparticules d’or 
(Simon-Deckers et al. 2008; Brun et al. 2009) et pour les nanotubes de titanate (Mirjolet et al. 
2012). 
 L’association des propriétés de diagnostique et de thérapie est désignée par le terme 
« théranostique », une contraction de thérapeutique et diagnostique. Ainsi, des nanohybrides 
possédant une partie diagnostique et une partie thérapeutique sont considérés comme des 
nanohybrides théranostiques. 
 Forte de l’expérience de l’équipe MaNaPI du Laboratoire Interdisciplinaire Carnot de 
Bourgogne dans le développement de nanoparticules pour des applications dans le domaine 
biomédical, cette thèse Jeune Chercheur Entrepreneur s’inscrit dans la continuité des travaux 
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précédents sur la synthèse des nanoparticules d’oxydes de fer (Maurizi 2010) et des nanotubes 
de titanate (Papa 2009). La particularité de ces derniers est leur morphologie atypique qui 
favorise leur internalisation par des cellules par rapport aux nanoparticules de TiO2 sphérique 
sans induire de cytotoxicité (Mirjolet et al. 2012; Papa et al. 2013). De même, aux doses 
requises pour les applications visées, les nanoparticules d’oxydes de fer sont connues pour ne 
pas être toxiques, le fer étant déjà présent dans l’organisme (Godin et al. 2010). 
 
 Les Objectifs de ces travaux  
 
 Le but de cette thèse était de fabriquer des nanohybrides pour la création de sondes 
théranostiques ou d’agents de contraste multimodaux. 
 Pour arriver à ces fins, ce travail a été partagé en cinq objectifs essentiels : 
 
 1) Synthétiser des nanoparticules qui possèdent des propriétés d’imagerie ou de 
thérapie. La synthèse de ces nanoparticules doit être maîtrisée pour l’obtention de la structure, 
de la composition chimique et de la morphologie désirées. Notamment, une attention 
particulière sera prêtée à la reproductibilité des synthèses des nanotubes de titanate et des 
nanoparticules d’oxydes de fer. 
 
 2) Préfonctionnaliser la surface de ces nanoparticules par des ligands. Ces molécules 
organiques doivent apporter de nouvelles fonctions plus réactives en surface des 
nanoparticules mais ne doivent augmenter ni la toxicité ni l’état d’agglomération des 
nanohybrides.  
 
 3) Développer des agents de contraste bimodaux pour l’imagerie nucléaire et pour 
l’imagerie par résonance magnétique grâce au greffage de molécules capables de complexer 
des radioéléments. Ce travail s’intègre au sein de l’Equipex IMAPPI3. 
 
 4) Élaborer des nanohybrides théranostiques. Le greffage de molécules organiques 
possédant des propriétés en imagerie et en thérapie est une possibilité lorsque les 
nanoparticules ne possèdent pas elles-mêmes l’une ou l’autre des propriétés.  
 
 5a) Valider la biocompatibilité de ces nanohybrides. Des tests in vitro et in vivo 
devront permettre d’estimer la toxicité des nanohybrides.  
 5b) Valider l’efficacité en tant qu’agents de contraste des nanohybrides ainsi 
développés (essais in vitro et in vivo). 

 
 Pour cette étude, la stratégie de construction des nanohybrides est de fonctionnaliser 
étape par étape les nanohybrides (Figure 4) :  
 1) Étape 1 : Synthèse des nanoparticules  
 2) Étape 2 : Préfonctionnalisation de la surface des nanoparticules 
 3) Étape 3 : Greffage des molécules d’intérêt biologique comme des agents 
complexants ou des fluorophores 
 4) Étape 4 : Greffage de PEG pour améliorer la stabilité et la furtivité in vivo des 
nanohybrides. 

                                                 
3 Le projet IMAPPI (Integrated Magnetic resonance And Positron emission tomography in Preclinical Imaging), 
déposé dans le cadre de l'appel à projet "Equipement d'Excellence" (EquipEx) des Investissements d'Avenir 
(Grand Emprunt National) est retenu par le Commissariat Général à l'Investissement. Ce projet concerne le 
développement d'une technologie émergente qui couple dans le même imageur à la fois les techniques d'IRM et 
de tomographie par émission de positons (TEP). 
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Figure 4. Représentation schématique de la construction étape par étape des nanohybrides 
avec l’exemple des nanotubes de titanate et le greffage à leur surface de DOTA et de PEG. 

 
Plan du mémoire 

 
Cette thèse est découpée en 4 chapitres : 
Chapitre 1 : Synthèse de nanotubes de titanate et de nanoparticules d’oxydes de fer  
Dans ce premier chapitre, la synthèse des nanotubes de titanate et celle des oxydes de fer ainsi 
que leurs caractéristiques respectives sont détaillées. Par ailleurs, l’obtention et la 
caractérisation d’un nouveau nanocomposite formé des deux types de nanoparticules sont 
également exposées. Enfin, les premiers essais biologiques in vitro et in vivo de ces trois 
nanomatériaux sont présentés. 
Chapitre 2 : Préfonctionnalisation de la surface des nanoparticules 
Le deuxième chapitre est scindé en deux parties. La première partie expose les différentes 
modifications de surface réalisées sur les nanotubes de titanate et les nanoparticules d’oxydes 
de fer ainsi que les caractérisations morphologiques et chimiques résultantes de ces 
modifications par un alkoxysilane ou un phosphonate. Puis s’en suivent les essais de couplage 
entre nanotubes de titanate préfonctionnalisés et nanoparticules d’oxyde de fer 
préfonctionnalisées. Enfin, les études préliminaires de toxicité in vivo des nanoparticules 
modifiées sont présentées dans ce chapitre. 
Chapitre 3 : Fonctionnalisation des nanoparticules pour l’imagerie nucléaire 
Le troisième chapitre est en deux parties. La première partie traite de la fonctionnalisation des 
nanotubes de titanate par un agent complexant en vue de déterminer la biodistribution in vivo 
des nanotubes de titanate par imagerie nucléaire. La deuxième partie est consacrée à 
l’élaboration d’agents de contraste bimodaux pour l’imagerie IRM/SPECT ou IRM/TEP.  
Chapitre 4 : Vers la création de nouvelles sondes théranostiques 
Le dernier chapitre est consacré à la création de sondes théranostiques grâce à la présence de 
phtalocyanines qui peuvent être utilisées pour l’imagerie optique ainsi que pour la thérapie 
photodynamique. Le greffage de phtalocyanines à la surface des nanoparticules par voie 
peptidique et par chimie clic est présenté ainsi que les caractéristiques intrinsèques d’imagerie 
de ces sondes. 
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Chapitre 1. Synthèse de nanotubes de titanate et de 
nanoparticules d’oxydes de fer 
 
 Ce chapitre est dédié à la synthèse des trois nanomatériaux : les nanotubes de titanate 
(TiONts), les oxydes de fer superparamagnétiques (SPIO) et la combinaison des deux 
nanomatériaux pour former un nouveau nanocomposite : les TiONts – SPIO. De ce fait, ce 
chapitre sera découpé en trois parties. La première sera consacrée à la synthèse de nanotubes 
de titanate après une étude bibliographique. La seconde partie traitera de la synthèse de 
nanoparticules d’oxydes de fer de structure spinelle. Enfin, la troisième partie sera destinée à 
préciser la formation du nouveau nanocomposite, constitué de l’association des deux 
nanomatériaux précédents par voie inorganique ainsi que ses propriétés.  

I. Synthèse de nanotubes de titanate : TiONts 

I.1 - État de l’art 
 
 Les TiONts sont de plus en plus étudiés depuis leur découverte. Leur production est 
réalisable par différentes voies qui vont être décrites dans les paragraphes qui suivent.  
 

I.1.1 -  Les différentes voies de synthèses des nanotubes à base de titane 
 
 La synthèse des nanotubes de titane peut être effectuée par différentes méthodes : par 
voie hydrothermale classique (Kasuga et al. 1998; Kasuga et al. 1999; Chen et al. 2002b; Yao 
2003), par moulage « template » à base d’alumine nanoporeuse (Hoyer 1996; Lakshmi et al. 
1997; Imai et al. 1999), par oxydation anodique (Gong 2001; Ruan et al. 2005; Alivov 2009; 
Chen et al. 2013), par méthode sol-gel (Jung et al. 2002; Kobayashi et al. 2002), par des 
méthodes plus originales telles que l’ensemencement (Tian et al. 2003) ou plus récemment 
par phase vapeur hydrothermale (Liu et al. 2011). Ces techniques permettent d’obtenir des 
nanotubes de titanate (TiONts, comprenant du sodium dans la structure) ou de TiO2 (dioxyde 
de titane) de diverses longueurs (L) et diamètres extérieurs (dext) allant respectivement de 100 
nm à plusieurs micromètres et de 8 à 500 nm en diamètres intérieurs (dint) (Tableau 2). À 
noter que pour certaines techniques de synthèse, la longueur n’est pas donnée car il s’agira le 
plus souvent de l’épaisseur du film composé par les nanotubes (template, anodique,…). Or, 
pour les applications en biologie, les dimensions les plus petites sont les plus intéressantes. 
Ainsi, la synthèse par voie hydrothermale va être privilégiée car celle-ci permet l’obtention de 
nanotubes les plus petits avec une longueur d’environ 100 nm et un diamètre extérieur d’une 
dizaine de nanomètres. 
 

Méthodes Nature L dext Références 

Hydrothermal TiONts ≈ 100  nm ≈ 8 nm (Kasuga et al. 1998)  

Template TiO2 nd 200 nm (Imai et al. 1999)  

Anodique TiO2 nd 35 – 320 nm (Alivov  2009) 

Sol-gel TiO2 nd 500 nm (Jung et al. 2002)  

Ensemencement TiO2 nd 12 nm (Tian et al. 2003)  

Phase vapeur TiONts 10 µm 50 – 80 nm (Liu et al. 2011)  

 

Tableau 2. Longueurs et diamètres extérieurs des nanotubes de titanate ou de TiO2 fabriqués 
par les différentes voies des synthèses  
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I.1.2 -  La synthèse hydrothermale des nanotubes de titanate dans la littérature 
 
 En 1998, Kasuga et al. ont établi pour la première fois la synthèse hydrothermale de 
nanotubes de titanate. La mise en place rapide et simple de la méthode « Kasuga » et les 
morphologies particulières obtenues ont attiré depuis l'attention comme en témoigne le 
nombre toujours croissant de publications éditées et citant la référence de Kasuga (1671 en 
septembre 2013).  
 Depuis, un grand nombre d’équipes de recherche dans le monde travaille sur la 
synthèse hydrothermale des nanotubes. La conséquence est la création de diverses variantes 
de la synthèse hydrothermale classique de Kasuga. Les points communs dans toutes ces 
investigations est le précurseur TiO2 mélangé à une solution concentrée de soude à 10 mol.L-1 
suivi d'un traitement hydrothermal, la suspension obtenue est ensuite lavée par des rinçages à 
l'eau ou à l'acide. Cependant, une distinction est à faire entre certains points. En premier lieu, 
cela concerne la nature du précurseur de départ TiO2. Dans un second temps, les paramètres 
tels que la température et la durée du traitement vont jouer un rôle sur l’obtention majoritaire 
de nanotubes (Tableau 3). 
 

Précurseurs Conditions synthèse Lavages Réf 

TiO2 T (°C) t (h) 
  

rutile 110 20 H2O/HCl (Kasuga et al. 1998) 

rutile 150 48 HCl/H2O (Lan et al. 2005) 

anatase 130 72 H2O (Chen et al. 2002b) 

anatase 120-190 22 H2O/H2SO4 (Bavykin et al. 2004) 

anatase 140 72 HNO3 (Gao et al. 2008) 

anatase 130 72 H2O (Zhang et al. 2003) 

anatase 100-180 48 H2O/EtOH (Sun et al. 2003) 
anatase 90 96 HCl/H2O (Nakahira et al. 2010) 

Degussa P251 160 20 HCl/H2O (Morgan et al. 2008) 

Degussa P25 110 4 HCl/H2O (Ma et al. 2006) 

Aeroxide P252 150 72 HCl/H2O (Kiatkittipong et al. 2011) 
 

Tableau 3. Conditions de synthèse hydrothermale des nanotubes de titanate dans la 
littérature entre 1998 et 2011 

 
 D’autres paramètres comme la dimension des cristallites du TiO2 de départ (Viriya-
Empikul et al. 2009), sa structure (Morgan et al. 2009; Papa et al. 2009), le processus de 
lavage avec des solutions d’acide (Tableau 3) ou par un recuit thermique (Sreekantan et al. 
2010) ainsi qu’un prétraitement aux ultrasons (Lan et al. 2005; Ma et al. 2006; Viriya-
Empikul et al. 2009) peuvent avoir une influence sur le résultat final de la synthèse. 
 En conclusion, nombre de paramètres gouvernent la réussite de la synthèse 
hydrothermale de nanotubes  de titanate (Hernandez-Alonso et al. 2011) et aucune équipe 
dans le monde n’utilise le même protocole. Forts des résultats de la précédente thèse sur le 
sujet (thèse Anne-Laure Papa (Papa 2009)), la synthèse hydrothermale des nanotubes 
développée par  notre équipe, fixe les conditions de synthèse à 150°C pendant 36 heures, à 
partir du précurseur rutile dans la soude à 10 mol.L-1, avec un prétraitement aux ultrasons de 
15 minutes (P = 375 W) et suivi de lavages à l’eau déionisée. 

1 mélange d’anatase et de rutile dans un ratio [3 : 1] fabriqué par Degussa, une filiale d’Evonik (Ohno et al. 2001) 
2 autre nom du P25 Degussa après restructuration de la firme Evonik 
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I.1.3 -  Morphologies des dérivés des nanotubes de titanate  
 
 La synthèse hydrothermale de titanate à partir du TiO2 ne conduit pas exclusivement à 
la formation de nanotubes de titanate. Dans la littérature, un grand nombre de dérivés des 
nanotubes peuvent être nommés par diverses appellations : nanorubans, nanofeuilles, 
nanobaguettes, nanofils et nanofibres. Ils peuvent être classés en 4 groupes selon Bavykin et 
al. (Bavykin et al. 2006b) comme l’illustre la Figure 5.  
 

 
 

Figure 5. Les morphologies rencontrées dans la littérature I) nanotubes II) nanofeuilles,  
III) nanobaguettes ou nanofils, IV) nanofibres ou nanorubans d’après (Bavykin et al. 2006b) 

 

I.1.4 -  Mécanismes de formation et structure des nanotubes de titanate 
 

I.1.4.1 -  Diagramme de phase 
 
 Comme vu précédemment, chaque équipe travaillant sur la synthèse de nanotubes 
réalise une synthèse différente ou proche de celle de Kasuga (Tableau 3). Des chercheurs 
(Morgan et al. 2008) ont réalisé un diagramme de phases morphologiques représentant les 
trois morphologies les plus courantes (nanoparticules, nanotubes et nanorubans) lors de la 
synthèse hydrothermale en faisant varier la concentration en soude et la température de 
réaction. Les domaines de ces phases sont estimées par DRX, Raman et MET. A noter que les 
synthèses ont été faites avec le Degussa P25 et que le traitement hydrothermal est de 20h en 
milieu NaOH. Ce travail met en évidence trois domaines (Figure 6) :  

-  À faible concentration en soude et à basse température, le domaine de stabilité des 
nanoparticules de TiO2  (le précurseur de départ);  

- À forte concentration en soude et à haute température, le domaine de stabilité des 
nanorubans ;  

- Entre les deux se situe le domaine de stabilité des nanotubes. 
 

 
 

Figure 6. Diagramme de phase des différentes morphologies possibles en fonction de la 
concentration en soude et de la température d’après (Morgan et al. 2008) 
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 Fort du travail précédent, l’équipe de Morgan (Morgan et al. 2009) a aussi établi des 
diagrammes de phases morphologiques possibles lors de la synthèse hydrothermale de 
nanotubes de titanate à partir des trois précurseurs les plus communément utilisés dans la 
littérature : anatase, rutile et Degussa P25 (Figure 7) toujours en fonction de la concentration 
en soude et de la température. D’après cette étude, pour le rutile, il semblerait qu’il ne soit pas 
possible d’obtenir des nanotubes seuls. Les nanotubes seraient toujours accompagnés de 
nanoparticules.  

 
 

Figure 7. Diagramme de phases morphologiques possibles en fonction de la concentration en 
soude et de la température pour les trois précurseurs utilisés d’après (Morgan et al. 2009) 

 
I.1.4.2 -  Mécanisme de formation 

 
 L’une des controverses causée par les nanotubes de titanate est leur mécanisme de 
formation en milieu alcalin. Vraisemblablement, ce mécanisme implique l’enroulement de 
nanofeuilles pour former les TiONts. Cependant, la séquence exacte des événements est 
encore méconnue. À ce jour, deux hypothèses sont en confrontation pour l’obtention de la 
nanofeuille permettant de former le nanotube : la dissolution reprécipitation (Kukovecz et 
al. 2005; Huang et al. 2009) du précurseur TiO2 et l’exfoliation (Chen et al. 2002b; Yuan et 
al. 2004; Nakahira et al. 2010). 
 La dissolution reprécipitation repose sur la décomposition en bloc de TiO6 du 
précurseur TiO2 puis sur la recristallisation en nanofeuilles avec des blocs de TiO6. Cette 
nanofeuille s’enroule pour former des nanoboucles (Figure 8). Les morceaux de TiO6 restants 
vont alors s’intégrer aux nanoboucles dans un processus de croissance orientée menant aux 
nanotubes de titanate (Figure 8). 
 

       
 

Figure 8. Nanoboucles à la surface des particules d’anatase d’après (Kukovecz et al. 2005) 
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 À l’inverse, l’exfoliation consiste à produire des nanofeuilles à partir du précurseur 
TiO2 qui vont ensuite s’enrouler pour former des nanotubes (Figure 9). L’enroulement est 
basé sur la déficience en liaisons hydrogène à la surface des nanotubes et à l’intercalation des 
ions sodium au sein des nanofeuilles, l’obligeant à s’enrouler pour se stabiliser (Wang et al. 
2002). Cette hypothèse a déjà été observée au MET (Chen et al. 2002b) et est supportée par 
des calculs sur la Density Functionnal Theory (DFT) (Chen et al. 2002a; Zhang et al. 2003). 
Dans leurs travaux, les auteurs ont calculé le diamètre optimal intérieur des nanotubes à 
4,2 nm, proche de la réalité. 

 
 

Figure 9. Représentation schématique des deux hypothèses possibles pour la formation de 
nanotubes 

 
 D’autre part, la transformation des feuilles en nanotubes est possible par trois 
mécanismes selon Bavykin et al. (Bavykin et al. 2004). Le premier est un enroulement en 
spirale ou en hélice d’une nanofeuille (a). Le deuxième et le troisième processus consistent en 
la courbure de plusieurs nanofeuilles unies pour respectivement former une structure en 
oignons (b) ou une structure concentrique (c) (Figure 10). 
 

 
 

Figure 10. Schéma des mécanismes possibles de formation des nanotubes à partir de 
nanofeuilles d’après (Bavykin et al. 2004) 
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 La morphologie dite en spirale est la plus commune (Yao 2003; Zhang et al. 2003) 
alors que la morphologie concentrique n’a jamais été observée car le nombre de parois de part 
et d'autre d'un nanotube peut être différent. L’enroulement sous forme d'oignon est moins 
fréquente (Bavykin et al. 2004; Bavykin et al. 2006b). D’autres formes aplaties peuvent être 
aussi observées (Papa et al. 2009). Cependant, il n’est pas encore envisageable de conclure 
sur le mécanisme le plus probable.  

 
I.1.4.3 -  Des nanotubes de structure et de composition encore mal connues à ce 

jour 
 
 L'identification de la structure cristalline des nanotubes de titanate a provoqué 
beaucoup de débats dans la littérature (Chen et al. 2007; Ou et al. 2007). Dans leur travail 
pionnier, Kasuga et al. ont caractérisé à tort leur produit comme étant une phase anatase 
(Kasuga et al. 1998). Depuis, plusieurs structures cristallines ont été proposées sur les 
produits nanotubulaires obtenus lors du traitement hydrothermal alcalin du précurseur TiO2, y 
compris la structure monoclinique trititanate H2Ti3O7 (Du et al. 2001; Chen et al. 2002a) ou 
tetratitanate H2Ti4O9 (Nakahira et al. 2004). 
 D’autres structures cristallines telles que la structure orthorhombique de titanate 
H2Ti2O4(OH)2 (Yang et al. 2003) ou H4xTi2–x¨xO4·H2O (Ma et al. 2003; Ma et al. 2005) ont 
été soumises mais aussi la structure monoclinique TiO2-(B) (Armstrong et al. 2005) et la 
structure tétragonal anatase (Poudel et al. 2005) ont été suggérées. 
 La détermination de la structure cristalline exacte des nanotubes de titanate est 
toujours incomplète à cause de difficultés intrinsèques à ces nanostructures telles que leur 
petite taille, le peu de matière les constituant et la formation de leur structure selon un certain 
axe cristallographique. Les positions précises et la concentration des atomes d’hydrogène à 
l'intérieur des nanotubes s’ajoutent aux difficultés précédentes. 
 Par ailleurs, des mesures cristallographiques plus sophistiquées utilisant la diffraction 
des rayons X et la distribution de paires atomiques sous radiation synchrotron ont démontré 
que la structure tridimensionnelle des produits nanotubulaires obtenus pendant le traitement 
hydrothermal peut être interprétée comme un arrangement d’octaèdres TiO6 dans des couches 
ondulées (Pradhan et al. 2007). L'arrangement particulier en octaèdres TiO6 peut dépendre de 
la morphologie de la nanostructure et de l'intercalation d'ions sodium dans la structure. Ceci 
est en accord avec la structure locale des nanotubes obtenue en utilisant l’analyse EXAFS 
(Saponjic et al. 2005). Les études XANES ont révélé que l’assemblage d'octaèdres TiO6 est 
différent dans la phase anatase, mais des structures semblables à l’anatase peuvent être 
présentes dans les nanotubes (Kubo et al. 2008). 
 Il est plus probable que les produits nanotubulaires obtenus correspondent plus 
largement à des titanates de sodium plutôt qu’à la structure anatase ou à la structure TiO2-(B). 
Cette hypothèse est soutenue par l’observation de pics caractéristiques aux bas angles en DRX 
de titanates de sodium (Chen et al. 2007). De plus, un point isoélectrique bas et une valeur 
négative de potentiel zêta dans les solutions aqueuses illustrent l’effet acido-basique des 
titanates de sodium (Papa et al. 2011). L’adsorption préférable d’ions positivement chargés à 
la surface (Niu et al. 2007) et les facilités d’échange d’ions (Sun et al. 2003) entre les 
nanotubes et les milieux aqueux renforcent le point précédent.  
 
 La structure cristalline des nanotubes de titanate est toujours un sujet d’actualité et fait 
toujours partie de recherches systématiques dans la littérature. Cependant, il est possible de 
conclure que les structures ont plusieurs caractéristiques communes telles qu’une distance 
interparois de 7 à 8 Angström, l’échange d’hydrogène avec les ions sodium contenu dans le 
milieu alcalin ou encore des parois formées d’octaèdre TiO6. 
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I.2 - Notre synthèse hydrothermale de nanotubes de titanate  
 

I.2.1 -  Synthèse des nanotubes de titanate 
 

I.2.1.1 -  Les caractéristiques du  précurseur TiO2 Tioxide®  
 

 Dans le cadre de ce travail, le dioxyde de titane utilisé est sous sa forme rutile et 
provient du commerce. Il est nommé Tioxide®. Celui-ci a été analysé par diffraction des 
rayons X (Annexe n°1 et 2) pour connaître la phase présente (Figure 11).  

 

 
 

Figure 11. Diffractogramme du précurseur TiO2 Tioxide®, λ =1,3922 Å 
 

 Par reconnaissance de phase sur ce diffractogramme, la phase TiO2 rutile est présente 
(Fiche ICCD n° 01-072-7374). Les paramètres de maille sont calculés avec l’aide du logiciel 
Topas en tenant compte du décentrage de l’échantillon. De structure tétragonale, (a = b ≠ c,   

α = β = γ =90° et de groupe d’espace P nm), les paramètres de maille trouvés par cette 

méthode sont a = b = (4,597 ± 0,002) Å et c = (2,961 ± 0,002) Å.  
 De plus, le précurseur est observé en microscopie électronique en transmission 
(annexe n°1) pour connaître sa morphologie. Le rutile Tioxide® montre des grains le plus 
souvent allongés et s’agglomérant sous forme de rosace (Figure 12). 
 

 
 

Figure 12. Clichés MET caractéristiques du rutile Tioxide® 
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 Comme le rutile n’est pas sphérique aucun calcul de taille n’est possible à partir de la 
DRX ou la BET. Cependant, la surface spécifique calculée par la méthode BET (Brunauer 
Emmett Teller) (annexe n°1) après un dégazage à 100°C pendant 24h est de (6,5 ± 0,1) m2.g-1. 
Les caractéristiques morphologiques du rutile Tioxide® mesurées par ces différentes 
techniques sont regroupées dans le Tableau 4. 
 

Caractéristiques Valeurs 

a (4,597  ± 0,002) Å 
c (2,961 ± 0,002) Å 

c/a 0,644 
SBET (6,5 ± 0,1) m2.g-1 

 

Tableau 4. Caractéristiques du dioxyde de titane rutile Tioxide® 
 

 Une analyse du précurseur rutile a été réalisée par XPS (annexe n°1) (Tableau 5). 
Quelques traces insignifiantes de soufre et d’azote ont été détectées (≤ 0,2 %). Le carbone 
détecté est du carbone de pollution provenant de l’atmosphère comme les molécules CO2, CO 
(Miller et al. 2002). Ici, le taux de carbone de pollution est très faible comparé aux taux 
habituellement trouvés en XPS (à  titre d’exemple sur les aciers, C1s = 60 %). 
 

Synthèse  
Concentration atomique (%) 

Ti 2p  O 1s  C 1s  

Rutile 27 68 5 
 

Tableau 5. Analyse XPS : concentrations atomiques des espèces en surface du 
précurseur rutile Tioxide® analysé en XPS 

 
 Le carbone de pollution sert à calibrer le spectre au seuil du carbone à 284,5 eV dans 
cette étude. Le niveau C1s se décompose en trois composantes distinctes à 284,5 eV pour les 
liaisons C – C/C – H, à 287 eV pour les liaisons C = O et à 289,5 eV pour les liaisons (C = O) 
– OH (Figure 13). 

 
 

Figure 13. Analyse XPS : Décomposition du niveau C1s du précurseur rutile TiO2 
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I.2.1.2 -  Protocole de synthèse de nanotubes d’oxyde de titanate 
 
 Dans ce travail expérimental, les TiONts ont été produits par voie hydrothermale 
classique  en milieu basique. 440 mg de rutile (Tioxide®) sont ajoutés à 110 mL de soude à 
une concentration fixée à 10 mol.L-1. Ensuite, la suspension subit un traitement à la canne à 
ultrasons de 15 minutes (2s pulse + 2s arrêt), soit un traitement d’une durée totale de 
30 minutes à une puissance de 375 W: cette étape permet d’amorcer la réaction (Taprès 
ultrasons = 65°C, pH = 14). Enfin, le mélange est introduit dans un bol en téflon puis celui-ci 
est placé dans l’enceinte du réacteur hydrothermal sous une agitation magnétique de 
120 trs/min, chauffé à une température stabilisée autour de (155 ± 2) °C et sous une pression 
absolue de 3,5 bar pendant 36h. 
 Dans ce travail, le début de la synthèse est choisi arbitrairement quand la température 
du mélange atteint 110°C (t = 0). Et la synthèse est terminée lorsque t = 36h à 155°C. Le 
refroidissement dure environ une heure.  
 
 Le réacteur hydrothermal qui a permis cette synthèse a été développé dans notre 
laboratoire en 2006 et peut contenir jusqu’à 110 mL de suspension et sera nommé « réacteur 
laboratoire » dans la suite du manuscrit (annexe n°1). De même, la synthèse de nanotubes de 
titanate avec 440 mg de rutile étant la synthèse de référence, elle sera appelée TiONts. 
 

I.2.1.3 -  Lavage des nanotubes de titanate obtenus 
 
 Après synthèse, la suspension contient en plus des nanotubes de titanate, les ions 
résiduels de la soude en large excès. Des étapes de purification sont nécessaires pour obtenir 
une suspension débarrassée de ces ions. 
 Après refroidissement du réacteur (environ 1h), un cycle de dialyse est d’abord 
appliqué sur la suspension basique préalablement placée dans une membrane de dialyse de 
seuil de coupure de12 kDa. Cette dernière est plongée dans un bac de 25 litres d’eau déionisée 
afin de diminuer très rapidement et fortement le pH de la suspension (pHinitial = 14) vers un 
pH neutre. Les échanges transmembranaires résultant de la diffusion des espèces et les 
échanges d’ions à travers la membrane sont favorisés lorsque le gradient de concentration est 
élevé d’où l’utilisation d’un bac de 25 litres pour accélérer la diffusion des ions et faire chuter 
rapidement le pH. Le pH de l’eau du dialysat est contrôlé régulièrement et l’eau est changée 
plusieurs fois pour favoriser l’échange d’ions à travers la membrane par effet d’osmose. L’eau 
de dialyse est renouvelée au bout de 2 heures (pH = 14), puis après 5 heures (pH = 9). La 
dernière dialyse dure 24 heures et le pH final de l’eau de dialyse avoisine le pH = 7. 
 
 Afin d’optimiser le lavage, la suspension est ensuite ultrafiltrée (membrane : 30 kDa) 
sous une pression d’azote (P = 2 bar) d’abord à l’eau déionisée (σ = 18 µS.cm-1) et ensuite avec 
de l’eau ultrapure (σ = 1,8 µS.cm-1) jusqu’à ce que la conductivité du filtrat soit inférieure à 
10 µS.cm-1. 
 À l’instar de la dialyse, l’ultrafiltration (UF) est une filtration sur membrane avec une 
taille de pores choisie où le liquide traverse la membrane semi-perméable grâce à une 
différence de pression. Les nanoparticules en suspension de poids moléculaire au-dessus du 
seuil de coupure sont retenues tandis que l’eau et les molécules de poids moléculaire au-
dessous du seuil de coupure passent à travers la membrane. Ce processus de séparation permet 
de purifier et/ou concentrer des suspensions de nanoparticules (Figure 14). Cette technique a 
été mise en œuvre dans l’équipe pour la première fois durant cette thèse. 
 La suspension est donc lavée en deux étapes. D’abord, par dialyse pendant 30 heures 
pour diminuer fortement le pH, puis par ultrafiltration pour purifier au maximum la 



Chapitre 1. Synthèse de nanotubes de titanate et de nanoparticules d’oxydes de fer 

34 
 

suspension des ions résiduels et gagner du temps car l’ultrafiltration est une méthode de 
purification plus rapide que la dialyse. 

 
 

Figure 14. Photographie et schéma du montage d'ultrafiltration 
 

 Pour finir la suspension est lyophilisée pour récupérer une poudre de TiONts prête à 
être caractérisée. 

 

I.2.2 -  Caractérisation des nanotubes de titanate 
 

I.2.2.1 -  Analyse morphologiques  des TiONts 
 
 Après lyophilisation, la microscopie électronique en transmission est la seule 
caractérisation possible pour mettre en avant la synthèse effective de TiONts (Figure 15). Ces 
nanotubes dévoilent une structure enroulée en spirale avec une cavité interne. Les nanotubes 
de titanate ont trois dimensions caractéristiques que sont le diamètre extérieur (dext), le 
diamètre intérieur (dint) et la longueur (L). Ces trois dimensions furent déterminées par 
comptage de 100 nanotubes sur clichés MET. Ce comptage donne des diamètres moyens 
extérieur et intérieur respectivement de dext = (9,1 ± 1,3) nm et dint = (3,8 ± 0,6) nm ainsi 
qu’une longueur moyenne de (156 ± 53) nm (Figure 15). La dispersion en taille est plus forte 
dans le cas des longueurs, la dispersion des diamètres est plus resserrée. Dans la littérature, les 
valeurs trouvées des longueurs et des diamètres sont semblables aux valeurs déterminées par 
MET (Kasuga et al. 1998; Chen et al. 2002b; Sun et al. 2003; Bavykin et al. 2009). 
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Figure 15. Images MET et distribution de taille en fréquence pour la longueur, les diamètres 

extérieurs et intérieurs des nanotubes de titanate 
 

 Cependant l’imagerie MET a révélé la présence d’autres nano-objets : des nanofeuilles 
et des nanorubans comme le montre la Figure 16. Ces derniers peuvent être un inconvénient 
pour les applications futures bien que leur présence soit toujours minoritaire (moins de 5 % en 
nombre sur les images MET). Les nanorubans sont très distincts des nanotubes car ceux-ci 
sont pleins et mesurent 150 à 200 nm de largeur et 1 à 10 µm de longueur (Bellat 2012) 
contrairement aux nanotubes qui mesurent entre 100 et 200 nm de longueur et environ 10 nm 
de large. 
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Figure 16. Cliché MET des 3 morphologies : nanotubes (95%), nanorubans (3%), 
nanofeuilles (2%) 

 
 Grâce à la microscopie, il est possible aussi de déterminer la distance interparois des 
nanotubes de titanate qui est de l’ordre d = 7,8 Å dans le sens de la longueur et d’environ 
d = 1,9 Å dans le sens de la largeur. Dans la littérature, la distance interparois des nanotubes 
est du même ordre de grandeur (Kasuga et al. 1998; Bavykin et al. 2004). 
 

 
 

Figure 17.Clichés MET en haute résolution des nanotubes de titanate. Indexation des familles 
de plan si la structure est H2Ti3O7 
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I.2.2.2 -  Analyse structurale et composition chimique des TiONts 
 

 La composition des nanotubes de titanate a été analysée ainsi que sa structure en XPS, 
en spectroscopie Raman et par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier (FTIR).  
 
 Les nanotubes on été caractérisés d’abord en XPS pour connaître l’environnement 
chimique des éléments ainsi que leur concentration atomique. 
 Une faible quantité de carbone a été trouvée (6%). Ce carbone est en partie du carbone 
de pollution mais provient aussi des résidus de la synthèse du précurseur rutile Tioxide® 
(Tableau 5). Celui-ci sera pris en compte lors des analyses de nanotubes modifiés en surface 
par des composés carbonés. De plus, les nanotubes de titanate contiennent du titane et de 
l’oxygène mais aussi du sodium (Tableau 6). Le calcul des concentrations s’effectue 
directement avec le logiciel MultiPak. 
 

 
 
 
 
 

Tableau 6. Analyse XPS :concentrations atomiques des espèces en surface des  
nanotubes de titanate  

 
Remarque :  
 Avec la source aluminium utilisé en XPS, certaines raies des électrons Auger du titane 
peuvent entraver le calcul de la concentration du niveau 1s du sodium car elles se situent aux 
mêmes énergies. Après vérification avec la source magnésium, la proportion du sodium de 
niveau 1s est égale à celle du niveau des électrons Auger du sodium (Na KLL) de la source 
aluminium. Ainsi, pour éviter tout problème, la concentration du sodium a été mesurée par 
grâce aux électrons Auger du sodium (Na KLL) avec la source aluminium (Tableau 6).  
 
 Le pic de l’oxygène peut être décomposé et ainsi les contributions des différents types 
d’oxygènes présents dans les nanotubes peuvent être attribuées. A l’aide du logiciel CasaXPS, 
trois composantes apparaissent correspondant à (Figure 18) : 

- 529,8 eV, à de l’oxygène du réseau des nanotubes (O2-) ; 
- 531,7 eV,aux hydroxyles de surface (OH) ; 
- 535 eV, soit aux électrons Auger du sodium, soit à l’H2O de structure. 

 

 
Figure 18. Analyse XPS : niveau O1s des nanotubes de titanate synthétisés 
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 Des tests sur le composé Na2CO3 ont été effectués en XPS pour déterminer l’origine 
du pic à 535 eV. Le composé Na2CO3 étant composé de sodium, les raies des électrons Auger 
de cet élément vont apparaître avec la source aluminium (Figure 19).  
 

 

 
Figure 19. Analyse XPS : niveau O1s du composé Na2CO3, a) avec la source magnésium et b) 

avec la source aluminium monochromatée 

 
 Pour déterminer l’origine du pic à 535 eV, une comparaison est nécessaire entre le 
niveau 1s de l’oxygène du composé Na2CO3 et celui des nanotubes avec la source aluminium. 
Pour cela, il faut étudier la différence de position entre l’oxygène O2- et le pic électron Auger 
du sodium. De plus, le rapport d’aire du pic inconnu sur celle des raies Na KLL du sodium 
pourra renseigner sur la cause du pic à 535 eV. Les valeurs sont regroupées dans le Tableau 7. 
 

 
Position (eV) Aire 

Éléments O2- Na KLL/H2O Différence Na KLL Na KLL/H2O Rapport 

Na2CO3 530,1 534,8 4,7 3444 34819 0,10 

TiONts 529,8 535 5,2 644 5254 0,12 
 

Tableau 7. Analyse XPS : Comparaison des positions et des aires du niveau 1s de l’oxygène 
pour le composé Na2CO3 et les TiONts 

  
A partir du Tableau 7, le constat est que la différence de position entre l’oxygène O2- 

et le pic à 535 eV  est d’environ 5 eV, la différence est la même pour le composé Na2CO3 et 
les nanotubes de titanate. Le rapport d’aire conduit à la même conclusion, ainsi le pic à 
535 eV est donc majoritairement attribuable aux raies des électrons Auger du sodium.  
 La différence et le rapport d’aire laisse paraître une faible contribution de l’eau de 
structure car ceux-ci ne sont pas rigoureusement égaux (Tableau 7). La différence du rapport 
des aires suppose qu’il y aurait 2% d’eau de structure. En comparant cette aire à l’aire de la 
contribution de la composante O2- (égale à 96000), cette proportion représente en fait 0,1% du 
pic de la composante O2-. Ainsi, l’eau de structure sera donc négligée car peu ou pas 
représentative du pic à 535 eV. 
 
 Au final, le niveau O1s des nanotubes de titanate se décompose en deux composantes, 
la composante de l’oxygène du réseau O2-  à 529,8 eV et celle à 531,7 eV correspondant aux 
hydroxyles de surface (Figure 20). 
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Figure 20. Analyse XPS : niveau 1s de l'oxygène des nanotubes de titanate synthétisés 
 
 Les proportions et les largeurs à mi-hauteurs (FWHM) des composantes du niveau 
O1s des nanotubes de titanate sont regroupées dans le Tableau 8. Ainsi, 90% de l’oxygène 
analysé est de l’oxygène de réseau et 10% provient des hydroxydes de surface. 
 

Éléments O2- OH 

Proportion (%) 90 10 
FWHM (eV) 1,5  1,7  

Position (eV) 529,8 531,7 

 
Tableau 8. Analyse XPS : Proportions des différentes espèces de l'oxygène en surface des 

nanotubes de titanate observés en XPS 
 
 En regroupant les valeurs du titane, du sodium, du carbone de pollution et des deux 
composantes de l’oxygène dans le Tableau 9, la composition des nanotubes de titanate est 
établie. 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O2- OH C 1s Na KLL 

TiONts 21 53 6 6 14 
 

Tableau 9. Analyse XPS : Proportions des différentes espèces en surface des nanotubes de 
titanate observées en XPS 

 
 De plus, les nanotubes synthétisés ont été caractérisés par spectroscopie Raman 
(annexe n°1). La spectroscopie Raman est une méthode de caractérisation idéale pour des 
poudres d'oxyde puisqu'elle fournit des informations structurelles dans des conditions 
environnementales diverses. En outre, la spectroscopie Raman peut aisément distinguer les 
structures cristallines différentes du TiO2 (anatase, rutile, brookite). Tout d’abord, il est 
possible de comparer les nanotubes au rutile et aux nanorubans car les signatures acquises en 
spectroscopie Raman sont spécifiques aux trois matériaux (Figure 21). Lors du traitement 
hydrothermal, le rutile perd sa structure pour laisser la place à un nouvel arrangement afin 
d’obtenir un signal spécifique des nanotubes. Ce signal est constitué de cinq bandes  à 
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283 cm-1, 451 cm-1, 666 cm-1, 805 cm-1 et à 917 cm-1. Les nanorubans quant à eux, sont 
singularisés par plus de bandes (Bellat 2012). En comparant l’empreinte des nanorubans à 
celle des nanotubes, certains pics caractéristiques des nanorubans sont présents sur le spectre 
Raman des nanotubes à 160 cm-1, 196 cm-1 et 467 cm-1. Ainsi, la synthèse de nanotubes est 
également composée de nanorubans fabriqués lors du traitement hydrothermal. La 
spectroscopie Raman confirme l’observation au microscope électronique en transmission. Les 
impuretés comme les nanofeuilles ne sont pas observées en Raman car elles n’ont pas de 
signature spécifique. La signature du rutile a quant à elle totalement disparu. 

 
 

Figure 21. Comparaison de la signature Raman des TiONts synthétisés par rapport aux 
nanorubans et au rutile de départ. Les pics en pointillés représentent les pics des nanorubans 

sur le spectre Raman des TiONts 
 
 La signature des TiONts est difficilement comparable à celles des nanotubes trouvées 
dans la littérature compte tenu des nombreuses possibilités de structure et de composition 
obtenues en fonction de chaque paramètre de synthèse (Figure 22). D’autre part, les travaux 
de Kim et al. soulignent que les nanotubes composés de sodium n’ont pas le même signal que 
ceux composés entièrement d’hydrogène (Figure 22 b). Par contre, les deux spectres de la 
Figure 22 possèdent quelques similitudes avec le signal de nos nanotubes notamment les pics 
vers 280, 450, 660, 800 et 420 cm-1. 

  
Figure 22. Spectres Raman des nanotubes de titanate trouvés dans la littérature a) (Gao et al. 

2009) et b) (Kim et al. 2009) 
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I.2.2.3 -  Analyse thermogravimétrique des TiONts 
 

Les nanotubes de titanate ont été analysés par analyse thermogravimétrique (annexe n°1) 
de 30°C à 800°C (Figure 23). A partir de l’équation 1 (voir détails de calculs en annexe n°3), 
le taux d’hydroxyles de surface des nanotubes peut être déterminé entre la température après 
la deuxième inflexion de perte de masse et 800°C4 (température finale de l’expérience). La 
surface spécifique des TiONts est de 163 ± 25 m2.g-1. Le taux de recouvrement des 
hydroxyles peut être mesuré à partir de la relation suivante :  

 

   (Équation 1) 
 

 Avec , le nombre d’hydroxyle par nm2 ;  la perte de masse entre 300°C et 
800°C ; , le nombre d’Avogadro (mol-1) ; , la masse molaire de l’eau (g.mol-1) et 

, la surface spécifique des nanotubes (m2.g-1). Le nombre d’hydroxyles de surface est 
estimé à (6 ± 4) OH/nm2 (n = 15, avec n le nombre d’échantillons analysés). Le nombre 
d’hydroxyles de surface est très différent d’une synthèse à l’autre, ce n’est pas étonnant car il 
est habituel de voir ce taux varier sur les composés de titanate (Papa 2009). 

 

 
 

Figure 23. Analyse thermogravimétrique des TiONts sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une 
rampe de montée en température de 5°C.min-1. Courbe représentative pour un échantillon. 

 
I.2.2.4 -  Stabilité des TiONts en suspension 

 
 Ces nanotubes synthétisés sont destinées à l’injection in vivo, il est donc nécessaire de 
connaître leur domaine de stabilité en suspension. Les charges de surfaces traduisent la 
stabilité électrostatique et sont mesurées par zêtamétrie à force ionique constante (annexe 
n°1). Ces mesures sont effectuées dans une solution de NaCl (10-2 mol.L-1) pour éviter le 
changement de force ionique sur la gamme de pH 2 à 11 lors de l’ajout d’acide ou de base 
(Figure 24). Le potentiel zêta s’annule vers un pH = 3,3 ± 0,2 (n = 6, avec n le nombre 
d’échantillons analysés) dans le cas des nanotubes de titanate. Cette valeur représente donc le 

                                                 
4 Ce choix de la température de départ de l’eau chimisorbée minore sans aucun doute le taux d’hydroxyles de 
surface (phénomène initié entre les deux points d’inflexion) mais permet de comparer toutes les synthèses entre 
elles. 
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point isoélectrique (annexe n°4). En dessous de pH 3,5 le potentiel zêta est positif et au dessus 
il est négatif. À pH physiologique (7,4), les charges de surface sont donc négatives et la valeur 
du potentiel zêta est de (-32 ± 3) mV. 
 

 
Figure 24. Potentiel zêta des nanotubes de titanate dans NaCl (10-2 mol.L-1)  

en fonction du pH. Courbe représentative pour un échantillon. 
 
 D’après cette courbe, les nanotubes devraient être stables à pH physiologique (7,4). 
Cependant, les nanotubes ne sont pas stables dans ces conditions (Figure 25a). D’après les 
analyses au MET, les nanotubes forment des agglomérats de plusieurs microns (Figure 25b) 
qui sont instables à pH physiologique.  
 

 
 

Figure 25. a) Photo de la suspension de TiONTs dans le tampon PBS (pH = 7,4 à 21°C après 
2h de décantation), b) Cliché MET représentatif des agglomérats de TiONts dans le PBS. 

I.3 - Optimisation de la synthèse de nanotubes de titanate 
 
 La synthèse classique de nanotubes de titanate réalisée depuis 2006 au laboratoire 
permet seulement de produire environ 500 mg de nanotubes. Pour remédier à cette limitation, 
deux issues sont envisagées. Soit changer le réacteur laboratoire (Vmax = 110 mL) pour un 
réacteur plus volumineux acheté dans le commerce (réacteur commercial P, Vmax = 250 mL, 
annexe n°1). Soit augmenter la masse du précurseur rutile lors de la synthèse hydrothermale 
dans le réacteur laboratoire. Ces deux voies ont été envisagées dans ce paragraphe. 
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I.3.1 -  Changement de réacteur 
 

I.3.1.1 -  Synthèse de nanotubes de titanate avec le réacteur commercial 
 

 La première solution à être mise en œuvre est le changement d’échelle par le bais d’un 
nouveau réacteur (annexe n°1). La synthèse hydrothermale s’effectue toujours dans les 
mêmes conditions de température et de pression (T = 155°C et P = 3,5 bar). Le traitement aux 
ultrasons reste le même (30 min, 2s pulse + 2s arrêt). Le seul changement intervient sur la 
masse de précurseur rutile et le volume de soude mis en jeu (la concentration en soude ne 
change pas : 10 mol.L-1). Le volume maximal est de 250 mL alors la masse de précurseur 
introduite sera de 1000 mg (noté synthèse 1g). Ainsi, en changeant de réacteur, pour un 
réacteur plus volumineux, la quantité de TiONts produite devrait être est multipliée par 2,3 
dans le cas idéal. 
 Cependant, le mode d’agitation est différent : agitation grâce à des pales au lieu d’un 
barreau magnétique. Or, le réacteur utilisé, le mode d’agitation ainsi que les quantités de 
réactifs peuvent  avoir une influence sur la synthèse des nanotubes.  
 

I.3.1.2 -  Caractérisations des nanotubes obtenus avec le réacteur commercial 
 
 Tout d’abord, une analyse MET (Figure 26) est effectuée sur le résultat de la synthèse 
de TiONts afin de vérifier si la transformation en nanotubes a été réalisée en analysant la 
morphologie des nanoparticules obtenues. 
 

 
 

Figure 26. Clichés MET caractéristiques de la synthèse de nanotubes avec le réacteur 
commercial, sous faible agitation (120 trs/min) 

 
 Ces clichés MET montrent l’apparition d’agglomérats sphériques de plusieurs 
micromètres ainsi qu’un nombre élevé de nanofeuilles. Après comptage sur 150 
nanoparticules, la synthèse est à 80% faite de nanotubes et à 20 % de nanofeuilles (exception 
faites des sphères). Ce type de synthèse ne conduit pas majoritairement à des nanotubes. Une 
explication pourrait être que l’agitation avec des pales à 120 trs/min ne permet pas une 
agitation uniforme de la suspension à cause des éléments plongeants (Figure 31). Cette 
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mauvaise agitation cause la décantation de la suspension entre les éléments plongeants. Et 
ainsi, la synthèse des nanotubes ne pourrait avoir lieu correctement. 
 
 La vitesse d’agitation a été modifiée à 400 trs/min, pour obtenir une agitation uniforme 
dans tout le réacteur et éviter le dépôt du précurseur entre les éléments plongeants. Les clichés 
en microscopie électronique en transmission mettent en évidence la réussite de la synthèse de 
nanotubes (Figure 27). La synthèse de nanotubes de titanate est quasiment exclusive, la 
présence de sous-produits (nanorubans et nanofeuilles) est moindre comparée à la synthèse de 
référence TiONts dans le réacteur « laboratoire » (≤ 1% d’impuretés contre 5%). Les 
nanofeuilles ont complètement disparu et les nanorubans sont moins présents que lors de la 
synthèse avec le réacteur laboratoire (≤ 1% contre 3%). 
 

 
 

Figure 27. Clichés MET caractéristiques de la synthèse de nanotubes avec le réacteur 
commercial, sous forte agitation (400 trs/min) 

 
 D’après les clichés MET, les nanotubes synthétisés avec le réacteur commercial 

semblent de tailles supérieurs à ceux obtenus avec le réacteur laboratoire. Cette conclusion est 
confirmée par comptage sur 100 nanotubes (Figure 28).  
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Figure 28.Comparaison de la longueur, des diamètres extérieurs et intérieurs des synthèses 
de nanotubes réalisées avec le réacteur commercial et le réacteur laboratoire 

 
 Le réacteur commercial permet la synthèse de TiONts de longueur, de diamètre 
extérieur et de diamètre intérieur un peu plus importants que ceux synthétisés avec le réacteur 
laboratoire. Ces différentes valeurs sont regroupées dans le Tableau 10 et mettent en avant un 
meilleur contrôle des dimensions des TiONts via le réacteur laboratoire, en effet, les écarts 
type sont plus faible dans ce cas. 
 

Type nanotubes Réacteur laboratoire Réacteur commercial 

Longueur (nm) 156 ± 53 167 ± 69 
Diamètre extérieur (nm) 9,1 ± 1,3 11,1 ± 1,6 
Diamètre intérieur (nm) 3,8 ± 0,6 5,2 ± 1,0 

 

Tableau 10. Longueurs et diamètres moyens mesurés pour les nanotubes synthètisés dans le 
réacteur laboratoire et le réacteur commercial  

 
 

Réacteur laboratoire Réacteur commercial 
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 La spectroscopie Raman montre que les nanotubes synthétisés dans les deux réacteurs 
ont la même structure (Figure 29). 

 
 

Figure 29. Spectres Raman des TiONts synthétisés dans le réacteur laboratoire et commercial 
  
 Les nanotubes synthétisés dans le réacteur commercial sont analysés en XPS et 
comparés aux nanotubes élaborés dans le réacteur laboratoire (Tableau 11). Il y a peu de 
différences entre deux types de synthèses. À part, la concentration atomique de carbone qui 
est deux fois plus élevée lors de la synthèse laboratoire. 
 

Synthèse  
Concentration atomique (%) 

Ti 2p  O 1s  C 1s  Na KLL  

Réacteur laboratoire 21 59 6 14 
Réacteur commercial 22 60 3 15 

 

Tableau 11. Analyse XPS : comparaison des concentrations atomiques des synthèses réalisées 
dans le réacteur laboratoire et le réacteur commercial 

 
 Le niveau O1s des nanotubes synthétisés par le réacteur commercial peut être aussi 
décomposé en deux composantes (Tableau 12) :  
  93% de l’oxygène est de l’oxygène de réseau  
  7% provient des hydroxyles de surface.  
 
 Les proportions et les largeurs à mi-hauteurs des composantes de l’oxygène de la 
synthèse TiONts avec le réacteur commercial sont regroupées dans le Tableau 12. Les 
caractéristiques des composantes sont sensiblement les mêmes dans les deux cas.  
 

 
Réacteur laboratoire Réacteur commercial 

Éléments O2- OH- O2- OH- 

Proportion (%) 90 10 93 7 
FWHM (eV) 1,5 1,7 1,5 1,7 
Position (eV) 529,8 531,7 529,8 531,5 

 

Tableau 12. Analyse XPS : concentration des espèces de l'oxygène présente en surface des 
nanotubes de titanate synthétisés dans le réacteur laboratoire et le réacteur commercial  

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

Déplacement Raman (cm-1) 

TiONts réacteur commercial 
TiONts réacteur laboratoire 
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 Le Tableau 13 regroupe les compositions des nanotubes fabriqués par les deux 
réacteurs. La seule différence notable est la diminution de la proportion en carbone lorsque les 
nanotubes sont faits à partir du réacteur commercial. 

 

Synthèse  
Concentration atomique (%) 

Ti 2p  O2-  OH  C 1s  Na KLL  

Réacteur laboratoire 21 51 5 6 14 
Réacteur commercial 22 52 5 3 15 

 

Tableau 13. Analyse XPS : comparaison des concentrations atomiques des espèces présentes 
entre les nanotubes synthétisés dans le réacteur laboratoire et le réacteur commercial  

 
 Les proportions des OH de surface sont les mêmes pour les nanotubes alors ils 
devraient posséder un potentiel zêta du même ordre de grandeur. Le potentiel zêta confirme 
cette hypothèse car les nanotubes synthétisés par les deux réacteurs possèdent le même point 
isoélectrique (PIE = 3,5). Ceux-ci sont chargés positivement en-dessous du point isoélectrique 
et négativement au-dessus de ce point. De même que pour les nanotubes synthétisés dans le 
réacteur laboratoire, les nanotubes fabriqués dans le réacteur commercial ne sont pas stables à 
pH physiologique malgré une valeur de potentiel zêta relativement élevée (en valeur absolue). 
 

 
 

Figure 30. Potentiel zêta des nanotubes synthétisés par le réacteur laboratoire et le réacteur 
commercial dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes représentatives d’un 

échantillon. 
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I.3.2 -  Changement d’échelle : de 440 milligrammes à quelques grammes de 
nanotubes  

 
I.3.2.1 -  Avec le réacteur commercial 

 
 La seconde proposition pour produire plus de nanotubes de titanate est d’augmenter la 
masse de précurseur rutile dans le même volume de départ. La masse habituelle pour le 
réacteur commercial est de 1g donc pour fabriquer plus de nanotubes celle-ci est multipliée 
par 2, soit une masse de précurseur Tioxide® de 2 g (noté, synthèse 2g). Les conditions de 
synthèse ne changent pas (T= 155°C, P = 3,5 bar et vagitation = 400 trs/min). La masse de TiO2 
est trop importante et se coince entre les éléments plongeant (Figure 31 a et b) ainsi cela ne 
permet pas l’obtention de nanotubes mais plutôt des nanorubans de plusieurs micromètres de 
long et de l’ordre d’une centaine de nanomètres de longueur (Figure 31 c). 

 

 
 

Figure 31. Avant (a) et après (b) synthèse de nanotubes de titanate en doublant la masse de 
précurseur rutile (synthèse 2g) ; (c) Clichés MET des nanorubans synthètisés par cette voie 

 
 La confirmation de la présence de nanorubans est établie en spectroscopie Raman par 
la mise en évidence de la signature des nanorubans pour la synthèse 2g (Figure 32). Ainsi, 
cette voie à partir de 2g de précurseur ne permet plus de produire des nanotubes en majorité.  
 

 
Figure 32. Comparaison des signatures Raman entre la synthèse 1g et la synthèse 2g dans le 
réacteur commercial. Les traits en pointillés représentent la siganture des nanorubans sur le 

spectre Raman des TiONts. 
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I.3.2.2 -  Avec le réacteur laboratoire 
 

 Avec le réacteur laboratoire, la synthèse classique permet de fabriquer 440 mg de 
nanotubes de titanate. De même que pour le réacteur commercial, l’augmentation de masse de 
précurseur rutile est étudiée. Les conditions de synthèse sont toujours les mêmes (T = 155°C ; 
P = 3,5 bar ; v = 120 trs/min ; V = 110 mL). Seule la masse de précurseur rutile change, elle a 
été doublée (m = 880 mg) et triplée (m = 1320 mg). Dans les deux cas, des nanotubes sont 
synthétisées, d’après les clichés MET (Figure 33) la morphologie tubulaire est obtenue et la 
spectroscopie Raman montre la même structure que pour une synthèse classique (Figure 34).  
 

 
 

Figure 33. Clichés MET caractéristiques des TiONts obtenus dans le réacteur commercial a) 
en doublant la masse de rutile (m= 880 mg) et b) en triplant la masse de rutile (m= 1320 mg) 

 
Figure 34. Spectres Raman des TiONts synthétisés dans le réacteur laboratoire pour une 

masse de 440, 880 et 1320 mg. Les traits en pointillés représentent la signature des nanotubes 
et les traits pleins représentent la signature des nanorubans. 
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I.3.2.3 -  Conclusion sur la synthèse de TiONts 
 

Tout d’abord, la méthode de synthèse de nanotubes de titanate par voie hydrothermale 
a permis d’obtenir des nanoparticules aux dimensions reproductibles. Ces nanotubes mesurent 
une centaine de nanomètres de long pour un diamètre d’environ 10 nanomètres et possèdent 
une cavité interne avoisinant les 4 nm. Cependant, leur structure et leur composition exactes 
restent mal connues même si des études tendent à sans rapprocher. De plus, avec le réacteur 
laboratoire, l’obtention de nanotubes en plus grande quantité (1320 mg contre 440 mg) est 
possible. En revanche, en utilisant le réacteur commercial, la synthèse des TiONts en grande 
quantité n’est pas réalisable à cause des éléments plongeants.  

 
Remarque :  

Une partie de ces éléments plongeants permettent de faire un prélèvement in situ lors 
d’une synthèse, ce qui a permit dans ce travail de suivi le mécanisme d’enroulement des 
TiONts sur 36h. Le mécanisme d’enroulement se déroule en 3 étapes (Figure 35) :  

1er étape : l’exfoliation des grains de nanoparticules de rutile en agglomérats de 
nanofeuilles ; 

2ème étape : la dispersion des agglomérats de nanofeuilles en nanofeuilles seules ; 
3ème étape : l’enroulement des nanofeuilles en nanotubes. 

 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
Une étude plus poussée est nécessaire pour conclure sur le mécanisme de synthèse des 

TiONts. Cependant, dans ce travail, le mécanisme semble être plutôt l’exfoliation que le 
mécanisme de dissolution reprécipitation décrit dans la littérature. 
 
 

Figure 35. Suivi du mécanisme d’enroulement des TiONts sur 36h par prélèvement sur le 
réacteur commercial  
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I.4 - Résistance mécanique des TiONts éprouvée par broyage planétaire 
 
 L’étude de la résistance des nanotubes est importante pour souligner leur robustesse à 
l’intérieur du corps. Cette étude a pour but de déterminer le seuil de résistance mécanique des 
nanotubes. 
 

I.4.1 -  Protocole de broyage 
 
 Au cours de cette étude, les broyages ont été effectués à l’aide d’un broyeur planétaire 
de marque Fritsch et de référence P4 (annexe n°1). Ce dispositif comporte un plateau tournant 
sur lequel sont fixées deux jarres, tournant sur elles mêmes (Figure 36). Les paramètres de 
broyage seront donnés sous la forme (Ω/ω/t), Ω étant la vitesse de rotation du plateau en tours 
par minute, ω celle des jarres également en tours par minute et t le temps de broyage en 
heures. Si Ω  et ω sont de signes différents, le plateau et les jarres tournent dans des sens 
opposés ainsi la puissance produite lors du broyage sera plus importante.  
 

 
 

Figure 36. a) Représentation schématique d'un broyeur planétaire de type P4                              
et b) mouvement des billes à l’intérieur des jarres  

 
 Les jarres utilisées sont en carbure de tungstène (WC) et ont une capacité volumique 
de 12 mL. Lors de chaque broyage deux jarres sont utilisées, l’une sert au broyage des 
nanotubes et l’autre sert à équilibrer le plateau (elle est remplie d’eau, de sable et de billes). 
L’énergie et le résultat du broyage dépendent de nombreux paramètres (Gras 2000). En effet, 
l’énergie d’impact des billes lors du broyage dépend par exemple de la vitesse de rotation des 
jarres et du plateau. D’autres paramètres comme le diamètre et le nombre des billes ou le 
rapport masse de poudre sur masse de billes ont aussi un effet direct sur l’énergie produite 
lors du broyage et donc sur le résultat final.  

Plusieurs études ont été réalisées pour comprendre, calculer la fréquence des chocs, le 
type de chocs ainsi que la quantité d’énergie engendrée (Abdellaoui et al. 1994, 1995). Ces 
études menées par Abdellaoui et Gaffet sur la compréhension de ce système ont permis de 
déterminer des grandeurs telles que la fréquence de choc, la puissance injectée ou encore le 
taux d’énergie de choc. 
 Dans cette étude, les calculs de puissance injectée lors du broyage sont en cours de 
calcul5. Ainsi, les valeurs seront données sous la forme (Ω/ω). Les broyages les moins 
énergétique sont (150/-50) et les plus énergétique sont (300/-600).  
 
 

                                                 
5  Le logiciel Cinétique monobille d’un broyeur planétaire d’Éric Gaffet est en cours d’acquisition 

a) b) 
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I.4.2 -  Analyse des nanotubes de titanate broyés 
 

I.4.2.1 -  Influence de la puissance injectée lors du broyage 
 
 Le premier broyage est réalisé avec des paramètres de broyage (150/-50/0,5h) en 
milieu sec. Ces paramètres correspondent à une vitesse de rotation de 150 trs/min pour le 
plateau (Ω), 50 en sens inverse pour les jarres (ω) et 30 minutes de broyage (t). Le broyage est 
réalisé avec 3 billes de diamètre 10 mm et avec un rapport masse TiONts/masse bille = 1/70. 
Avec ces paramètres, le broyage n’est pas très énergétique. Les clichés MET témoignent du 
fait que les TiONts ne sont pas altérés par le broyage, en effet ils conservent leur forme 
tubulaire et ne se rompent pas (Figure 37 a). 
 Un second broyage, en milieu sec, plus énergétique (300/-600/1h) est réalisé sur la 
même synthèse. Lors de ce broyage les TiONts sont endommagés. En effet, une partie est 
cassée (Figure 37 b et c) et le comptage de 20 nanotubes (à cause de l’état d’agglomération) 
post broyage révèle des longueurs différentes L = (88 ± 31) nm contre (156 ± 53) nm avant 
broyage.  
 

 
 

Figure 37. Produits obtenus a) après le premier broyage (150/-50/0,5h) b) et c) après le 
second broyage (300/-600/1h) avec 3 billes de diamètre 10 mm et un rapport masse 

TiONts/masse billes = 1/70 en milieu sec 
 
 Pour la suite des expériences, les broyages seront effectués avec 8 billes de diamètre 
5 mm en WC avec un couple (Ω / ω) de (300/-600) pendant un temps croissant. Avec les 
paramètres utilisés, la puissance de choc injectée sera conséquente ce qui permettra d’étudier 

des conditions de broyages plus énergétiques et donc des conditions mécaniques extrêmes 
(Figure 38). 

 
 

Figure 38. Photographie de la jarre de nanotubes après broyage en présence de 8 billes de 
diamètre 5 mm en WC 

a) b) c) 
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I.4.2.2 -  Influence du temps de broyage 
 
 La durée du broyage des nanotubes influe sur leur morphologie, en effet ceux-ci 
s’agglomèrent et leur longueur semble se réduire au bout de 30 minutes (Figure 39 a). Un 
comptage représentatif sur une centaine de nanotubes n’est pas réalisable étant donné 
l’agglomération des tubes. L’observation de plans interréticulaires est toujours possible, ils 
sont donc toujours cristallisés. Le temps de broyage n’est pas suffisant pour agglomérer 
l’ensemble des nanotubes car certains restent relativement bien individualisés (Figure 39 a). 
 Lorsque le broyage dure deux heures, les nanotubes intacts deviennent quasiment 
inexistants. L’agglomérat compact obtenu ne permet plus d’observer des nanotubes mais 
plutôt des nanoplaques (Figure 39 b).  

 
 Les nanotubes broyés pendant 30 minutes et 2 heures ont été caractérisés par 
diffraction des rayons X et cette caractérisation confirme l’observation faite au MET. En effet, 
le signal en DRX met en avant la diminution d’intensité des raies de diffractions jusqu’à leur 
disparition totale soulignant une perte de la périodicité nécessaire à l’obtention d’un signal de 
diffraction (Figure 40). 
 
 

Figure 39. Clichés MET après broyage, a) (300/-600/0,5h) et b) (300/-600/2h) avec 8 billes de diamètre 5 mm         
et un rapport mTiONts/mbilles = 1/18 

a) 

b) 
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Figure 40. Diffractogrammes de TiONts  non broyés, broyés 30 minutes et broyés 2 heures avec des 
vitesses de rotation de plateaux (300/-600) et 8 billes de WC de diamètre 5mm, λ = 1,39222 Å 

 
 Le signal obtenu par spectrométrie Raman des TiONts permet d’observer une 
diminution de l’intensité des pics au bout de 2 heures de broyages. Malgré cela, les nanotubes 
broyés présentent les pics caractéristiques des nanotubes aux déplacements Raman attendus 
(Figure 41). Contrairement à diffraction des rayons X, la spectroscopie Raman ne nécessite 
pas d’avoir une structure cristalline périodique à grande distance pour obtenir un signal. Les 
pics caractéristiques des nanotubes sont toujours présents après 30 minutes et deux heures de 
broyage. A deux heures, l’intensité des pics est plus faible. Ce qui peut être le signe d’une 
perte de cristallinité. 
 

 
Figure 41. Spectres Raman de TiONts non broyés, broyés 30 minutes et broyés 2 heures avec 

des vitesses de rotation de plateaux (300/-600) et 8 billes de WC de diamètre 5mm 
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I.4.2.3 -  Broyage en milieu liquide 
  
 Le but de l’étude étant de connaître la résistance mécanique des TiONts dans un 
milieu liquide (le corps humain en l’occurrence), un broyage (300/-600/1h) est réalisé en 
milieu aqueux avec de l’eau distillée (VH2O =11,9 mL). En milieu liquide, le broyage étant 
moins énergétique à cause de la résistance de l’eau, il devient beaucoup moins efficace, par 
conséquent les nanotubes ne sont pas endommagés comme l’attestent les observations en 
microscopie électronique en transmission (Figure 42). Un comptage de cent nanotubes est 
difficilement réalisable étant donné l’état d’agglomération des nanotubes. 
 

 
 

Figure 42. Broyage de TiONts (300/-600/1h) avec 3 billes de WC de diamètre 10 mm, un 
rapport masse TiONts/ masse bille = 1/33 en milieu aqueux 

 
 Un broyage plus long et très énergétique (300/-600/48h) dans l’eau a été testé pour 
éprouver la résistance des nanotubes. De plus, cette expérience a été réalisée avec huit billes 
de WC de diamètre 5 mm et de masse 0,998 g afin d’augmenter la probabilité des chocs entre 
les nanotubes et les billes. Même pendant 48h, le broyage n’est pas assez énergétique pour 
endommager les nanotubes (Figure 43). 
 

 
 

Figure 43.Broyage de TiONts (300/-600/48h) avec 8 billes de WC de diamètre 5 mm avec un 
rapport masse TiONts/masse bille = 1/33 en milieu aqueux pendant 48h 

 
 Lors d’un broyage, les éléments de broyage (jarres et billes) sont usés et conduisent à 
des pollutions. Ces pollutions changent la couleur habituellement blanche des nanotubes en 
gris (Figure 44 b). La poudre a été caractérisée par XPS. Les résultats d’analyse montrent les 
taux habituels de Ti, O, Na et de C mais aussi une faible pollution de tungstène due aux billes 
de WC utilisées (Tableau 14). Le pic le plus intense pour le tungstène est situé au niveau 4f à 
32 eV mais comme celui-ci a une position proche de pics correspondant à l’oxygène et au 
titane, il est donc préférable de regarder à 200 eV, la présence ou non d’un pic correspondant 
au niveau 4d du tungstène. Le pic correspondant au carbone devrait avoir une nouvelle 
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contribution due à la liaison du carbone avec le tungstène à 282 eV (Figure 44 a). Finalement, 
la pollution est négligeable contrairement à ce que pourrait laisser penser le constat visuel 
(Figure 44 b) de la poudre après broyage car la concentration atomique du tungstène, 
déterminé en XPS, est inférieure à 1% et la composante au niveau C1s n’apparait pas. 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL W 4d 

TiONts avant broyage 21 58 6 15 - 

TiONts après broyage 21 56 7 15 0,85 
 

Tableau 14. Comparaison des concentrations atomiques déterminées par analyse XPS des 
espèces présentes entre les nanotubes et les nanotubes broyés (300/-600/48h) dans l’eau 

 

 

 
I.4.2.4 -  Influence des autres paramètres  

 
 D’autres paramètres tels que le rapport mTiONts/ mbilles ont un impact sur le résultat 
final du broyage. Cependant, la faible densité des TiONts limite les possibilités pour les choix 
de ce rapport. D’autre part, les nanotubes fabriqués par les divers réacteurs ne montrent pas de 
différences notables du point de vue mécanique.  

I.5 - Conclusion sur la synthèse des nanotubes de titanate 
 
 La méthode de synthèse par voie hydrothermale a permis d’obtenir des nanoparticules 
de dimensions contrôlées. Ces nanoparticules ont une morphologie tubulaire. Ces nanotubes 
mesurent une centaine de nanomètres pour un diamètre d’environ 10 nanomètres et possèdent 
une cavité interne avoisinant les 4 nm. Cependant, leur structure et leur composition exactes 
restent mal connues. Ces nanotubes ne présentent pas de stabilité dans les conditions proches 
du milieu physiologique malgré un point isoélectrique aux alentours de 3,5 et un potentiel 
élevé (-35 mV). En revanche, l’étude de leur résistance mécanique en milieu aqueux effectuée 
grâce à un broyeur planétaire (300/-600/48h) atteste d’une bonne résistance de la morphologie 
des nanotubes de titanate. D’autres broyages en milieu sec ont permis de détériorer ces 
nanotubes mais à des énergies élevées. 
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Figure 44. a) Analyse XPS : niveau C1s des nanotubes broyés (300/-600/48)                       
et b) Photographies de la poudre de nanotubes avant broyage et après broyage dans l’eau 
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II. Synthèse de nanoparticules d’oxydes de fer de structure 

spinelle superparamagnétique : SPIO 
 

II.1 - Généralités sur les oxydes de fer 
 
 Les oxydes de fer ainsi que leurs propriétés sont étudiées depuis de nombreuses 
années, une présentation générale en sera faite en avant propos en présentant leur structure et 
leurs propriétés. 
 

II.1.1 -  Les oxydes de fer de structure spinelle 
 
 La structure spinelle a pour formule chimique générale AB2O4 (Figure 45) dans 
laquelle A et B symbolisent des cations et O incarne le réseau cubique à faces centrées. Ce 
dernier est constitué des 32 anions oxygène O2– formant les sites octaédriques (sites B) et sites 
tétraédriques (sites A) dans lesquels les ions ferrique ou ferreux viennent se placer. Les sites 
tétraédriques au total de 64 ne seront occupés qu’au taux d’un huitième (8 sites occupés) et les 
32 sites octaédriques seront occupés à moitié (16 sites occupés).  
 

 
Figure 45. Représentation de la structure spinelle AB2O4 avec une origine prise sur un site 
tétraédrique, les sites octaédriques (en vert) et sites tétraédriques (en rouge) sont compris 

dans le réseau des anions oxygènes O2- représentée par les sphères bleues.  
 
 Selon l’état d’oxydation des oxydes de fer de structure spinelle : la magnétite (Fe3O4) 
et la maghémite (γ-Fe2O3) peuvent être obtenues.  
 La magnétite (Fe3O4) est composée d’ions ferreux inclus exclusivement dans les sites 
octaédriques alors que les ions ferriques sont répartis équitablement dans les sites 
octaédriques et tétraédriques, sa formule est donc :  
 

[Fe3+]A[Fe3+Fe2+]BO4  
 

Elle cristallise dans le groupe d’espace Fd m et son paramètre de maille est de 8,396 Å. 
 
 La maghémite (γ-Fe2O3) est obtenue par oxydation de la magnétite. Les cations 
divalents se retrouvent à l’état trivalent et la conséquence est la formation de lacunes 
cationiques symbolisées par ¨ au niveau des sites octaédriques, sa formule est alors :  
 

 [Fe3+]A[Fe5/3
3+
¨1/3]BO4  

 

Elle cristallise dans le groupe d’espace P4132 si les lacunes sont ordonnées  et son paramètre 
de maile est de 8,345 Å. C’est la forme la plus oxydée de la magnétite. 

Site tétraédrique 

Site octaédrique 

Anion O2- 
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 En revanche, les ions ferreux peuvent aussi être oxydés partiellement formant un 
nouvel oxyde de structure spinelle et de formule Fe3(1-δ)O4. δ représente la déviation par 

rapport à la stœchiométrie en oxygène et est compris entre δ = 0 pour la magnétite pure et δ = 
1/9 (0,111) pour la maghémite. De même pour le paramètre de maille de ces oxydes en partie 
oxydés, celui-ci sera compris entre le paramètre de maille de la magnétite (a = 8,396 Å) et de 
la maghémite (a = 8,345 Å). La diffraction des rayons X permet de mesurer le paramètre de 
maille et permet aussi via une méthode appelée méthode de Poix (annexe n°2) de remonter à 
la stœchiométrie en oxygène. De même, la proportion de fer (II) par rapport au fer (III) peut 

être retrouvée, ce paramètre est noté ɳ (Tableau 15). 
 

 
Paramètre de maille 

Déviation par rapport à la 
stœchiométrie en oxygène 

Proportion Fe (II)/Fe (III) 

Phases a (Å) δ ɳ (%) 

magnétite (Fe3O4)  8,396 0 33 

maghémite (γ-Fe2O3) 8,345 1/9 ≈ 0,1111 0 
 

Tableau 15.Valeurs strcuturales théoriques caractérisant la magnétite et la maghémite 
 

II.1.2 -  Les propriétés magnétiques des oxydes de fer de phase spinelle 
 
 Les nanoparticules n’affichent pas de cycle d’hystérésis lorsque la taille des cristallites 
est inférieure à 20 nm (Chatterjee et al. 2003; Teja et al. 2009) et adoptent un comportement 
dit superparamagnétique (Bean 1959) à température ambiante, c'est-à-dire que leur 
aimantation s’annule lorsque le champ magnétique externe disparaît (Figure 46). 

 
 

Figure 46. Représentation schématique d’une courbe d’aimantation de nanoparticules 
d’oxydes de fer ayant une taille inférieure à 20 nanomètres 

 
 Les valeurs d’aimantation à saturation des nanoparticules de magnétite ou de 
maghémite sont inférieures à celles des matériaux massifs à cause de l’effet de taille. En effet, 
la valeur de l’aimantation à saturation MS de la magnétite est de 67,8 uem/g pour des 
nanoparticules de 12 nm (Panda et al. 2001) ou 75,6 uem/g pour des nanoparticules de 
150 nm (Goya et al. 2003) contre 92 uem/g pour des massifs de magnétite. De même, les 
valeurs trouvées dans la littérature pour la maghémite soulignent ce phénomène : les travaux 
de Fiorani et al. (Fiorani et al. 2002) montrent que pour des grains de maghémite, 
l’aimantation à saturation diminue respectivement à 72, 55 et 48 uem/g pour des tailles de 
particules de 8,7, 4,6 et 2,7 nm, contre 74 uem/g pour des massifs de maghémite. 
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II.1.3 -  Les principales méthodes de synthèse de nanoparticules de phase spinelle 
 
 La synthèse de nanoparticules d’oxydes de fer a été amplement étudiée dans la 
littérature (Huber 2005; Laurent et al. 2008). Leur fabrication est réalisable par diverses voies, 
notamment la co-précipitation des sels de fer en milieu basique (Massart 1981; Bee et al. 
1995; Kim et al. 2001).  
 D’autres méthodes de synthèses ont été développées pour contrôler la taille des 
nanoparticules et leur morphologie telles que la synthèse par décomposition thermique 
(Hyeon et al. 2001; Sun et al. 2002; Woo et al. 2004), la voie sol-gel (Lu et al. 2002; Dai et 
al. 2005), la méthode polyol (Cai et al. 2007), la synthèse par microémulsion (Chin et al. 
2007) et la voie hydrothermale (Daou et al. 2006). 
 Par ailleurs, diverses méthodes de synthèses moins courantes sont utilisées pour 
fabriquer des nanoparticules d’oxydes de fer telles que la synthèse par pyrolyse laser (Bomatí-
Miguel et al. 2008), la voie électrochimique (Pascal et al. 1998), la biosynthèse (Bharde et al. 
2008) ou par micro-ondes (Pascu et al. 2012). De plus, la synthèse de magnétite ou de 
maghémite a été mise au point sur des dispositifs en continu comme la voie hydrothermale 
(Maurizi et al. 2011) ou la voie eau supercritique (Maurizi 2010). 

II.2 - Synthèse et propriétés des nanoparticules d’oxydes de fer de 
structure spinelle synthétisées 

 
 Pour des applications dans le domaine de l’imagerie médicale, les suspensions de 
nanoparticules doivent répondre à des critères tels que la stabilité en milieu aqueux et 
posséder un cœur magnétique de taille inférieure à 20 nanomètres, condition sine qua non 
pour des propriétés superparamagnétiques.  
 

II.2.1 -  Synthèse des nanoparticules par coprécipitation type Massart 
 
 La voie de synthèse retenue est la co-précipitation, basée sur une méthode proposée 
par Massart (Massart 1981). Ce procédé est la voie la plus facile pour l’obtention de grandes 
quantités de nanoparticules de magnétite et de maghémite. Le protocole consiste, en premier 
lieu, à faire co-précipiter des sels ferreux et ferriques (rapport molaire [1 : 2]) en milieu 
basique. Cette voie est très reproductible et permet l’obtention de suspensions de 
nanoparticules stables en milieu aqueux (à pH acide ou basique). 

 
 Tout d’abord, un mélange de 20 mL de chlorure de fer (II) à 2 mol.L-1, dissout dans de 
l’acide chlorhydrique à 2 mol.L-1 pour éviter leur oxydation et de 80 mL de chlorure de fer 
(III) à 1 mol.L-1, dans un ratio molaire Fe2+/Fe3+ = 0,5, est préparé. Ce mélange est ensuite co-
précipité goutte-à-goutte (1 mL/min) dans 800 mL de soude à 0,75 M à 90°C sous agitation 
mécanique à 200 trs/min (Figure 47). Après 15 minutes, le chauffage est coupé et le système 
est refroidi avec de l’eau, puis laissé sous agitation encore pendant 15 minutes, soit un temps 
de réaction total de 30 minutes.  
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Figure 47. Photographie du montage pour l’élaboration des nanoparticules d’oxydes de fer 
en cours de synthèse  

 

II.2.2 -  Lavages des nanoparticules d’oxydes de fer  
 
 La suspension basique (pH = 14) de nanoparticules d’oxydes de fer est laissée sous 
décantation magnétique pendant 30 minutes, ainsi les sels de fer restent en contact avec la 
base pendant une heure (30 minutes de synthèse suivies de 30 minutes de décantation). Le 
surnageant basique est enlevé et la suspension est ensuite rincée sept fois par des lavages 
réguliers avec de l’acide nitrique (400 mL, 1 mol.L-1) pour peptiser la surface des 
nanoparticules. Les lavages permettent l’élimination des ions résiduels comme les ions 
sodium, ferriques ou hydroxyles. Les ions chlorures sont au fur et à mesure échangés par les 
ions nitrates et les nanoparticules deviennent chargées positivement en milieu acide. La 
suspension est ensuite centrifugée (434 Í g) pendant une heure pour enlever l’excès d’acide 
nitrique.  
 
 Dans ses travaux, L. Maurizi (Maurizi 2010) a optimisé ce protocole avec pour 
intention d’éliminer les gros agrégats formés lors de la synthèse. Cet optimisation consiste en 
quatre centrifugations à des forces centrifuges relatives de 108, 434, 2712, 10847 Í g pendant 
respectivement 5 minutes, 10 minutes, 10 minutes et 5 minutes. Enfin, la suspension de 
nanoparticules est dialysée dans une solution aqueuse d’acide nitrique à pH = 3 pour faire 
remonter le pH et ainsi éviter la dissolution des nanoparticules.  
 
 
 
 
 
 
 
 

Agitation mécanique 
200 trs/min 

Réfrigérant 

Suspension de nanoparticules 
d’oxydes de fer dans la soude 

(CNaOH = 0,75 mol.L-1) 

Bain marie régulant 
la température (90°C) 

Réacteur de 2 litres 

Thermomètre 

Solution des ions  
fer (II) et fer (III) 

ratio [1 : 2] 
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II.2.3 -  Caractérisation des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées 
 

II.2.3.1 -  Détermination de la structure des nanoparticules synthétisées 
 
 La diffraction des rayons X a été utilisée pour déterminer la phase des nanoparticules 
synthétisées par le protocole Massart (Figure 48).  
 

 
Figure 48. Diffractogramme des nanoparticules synthétisées par la méthode Massart, 

λ = 1,3922 Å  
 
 La phase spinelle d’oxyde de fer a été mise en évidence par reconnaissance de phase. 
Le calcul du paramètre de maille renseigne quant à lui sur l’état d’oxydation des cations Fe2+ 
Celui-ci est calculé via le logiciel Topas. Le paramètre de maille calculé par cette méthode est 
de a = (8,379 ± 0,003) Å. Cette valeur est comprise entre celle de la magnétite (8,396 Å) et 
celle de la maghémite (8,345Å). Ainsi, un oxyde de fer avec des ions ferreux partiellement 
oxydés a été synthétisé de formule Fe3(1-δ)O4, δ étant la déviation par rapport à la 
stœchiométrie en oxygène. Par calcul avec la méthode de Poix, il est possible de remonter à 

cette déviation par rapport à la stœchiométrie en oxygène, ainsi qu’aux proportions des ions 

Fe2+ et Fe3+, aux lacunes cationiques ainsi qu’au paramètre ɳ. Ici, les nanoparticules 
synthétisées ont pour déviation par rapport à la stœchiométrie en oxygène δ = 0,035 et une 
proportion de Fe (II) par rapport aux cations de Fe (III) ɳ = 31%. Alors, l’oxyde de fer 

synthétisé a pour formule :  
 

[Fe3+]A[Fe3+
1,21 Fe2+

0,69 ¨0,10]B O4 

 
 D’autre part, la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) a permis de 
confirmer que la structure des nanoparticules synthétisées est proche de celle de la magnétite. 
Les analyses ont été effectuées sur des pastilles de KBr (m ≈ 150mg) auxquelles des 
nanoparticules ont été mélangées (m ≈ 4 mg).  
 L’analyse par spectroscopie infrarouge de la  magnétite est caractérisée par une bande 
IR comprise entre 570 et 590 cm-1 alors que la signature de la maghémite est faite de plusieurs 
bandes. Les valeurs des bandes IR des deux oxydes de fer de structure spinelle sont 
regroupées dans le Tableau 16 (Belin et al. 2002) et leurs représentations graphiques sont 
tracées sur la Figure 49 (Daou et al. 2008; Basly 2010). 
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Figure 49. Spectre IR de la magnétite (a) et de la maghèmite (b) d’après (Daou 2007) 
 
 Les nanoparticules synthétisées possèdent la bande caractéristique de la magnétite à 
580 cm-1 (Figure 50). La bande fine vers 1390 cm-1 correspond à la vibration de la liaison N-
O de l’acide nitrique utilisé lors de l’étape de peptisation. Enfin, les deux autres bandes sont 
dues à l’eau adsorbée à 1650 cm-1 et 3400 cm-1 qui correspond respectivement à l’eau 
physisorbée et aux hydroxyles de surface ou à l’eau chimisorbée (Belin et al. 2004). 

 
Figure 50. Spectre infrarouge des oxydes de fer synthétisés 

 
 Pour conclure, les nanoparticules synthétisées sont des oxydes de fer de structure 
spinelle proche de la magnétite Fe3(1-0,035)O4. Dans la suite de ce manuscrit, l’oxyde de fer sera 
nommé SPIO (SuperParamagnetic Iron Oxide). 
 

II.2.3.2 -  Analyses morphologiques des nanoparticules 
 
 Dans un premier temps, la taille des cristallites est calculée grâce à la méthode de Le 
Bail via le logiciel Topas à partir de la largeur à mi-hauteur des raies de diffraction du 
diffractogramme (Figure 48). Le diamètre calculé des cristallites par cette technique est de 
dDRX = (9,1 ± 0,2) nm. Cette mesure est corrélée par des observations faites en microscopie 
électronique en transmission, le diamètre des cristallites a été mesuré par comptage de 

400 700 1000 1300 1600 1900 2200 2500 2800 3100 3400 3700 4000 

Nombre d'onde (cm-1) 

Oxyde de fer Bandes IR (cm-1) 

Magnétite Fd m 570 – 590 

Maghémite F4132 440, 560, 590, 630, 695, 730 

 Tableau 16. Bandes infrarouge caractéristiques de 
la magnétite et de la maghèmite d’après (Belin et 

al. 2002) 

υFe3O4 = 
570 cm-1 

υNO = 
1390 cm-1 

δOH = 
1650 cm-1 

υOH = 
3400 cm-1 
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100 nanoparticules considérées comme des sphères pour mieux appréhender leur taille 
maximale (Figure 51). Le diamètre déterminé ainsi est de dMET = (9 ± 2) nm.  

 
Figure 51. Distribution en taille et cliché MET des nanoparticules synthétisées par la voie 

Massart 
 

 Le diamètre des nanoparticules peut être également calculé avec la méthode BET pour 
corréler les résultats trouvés par les deux autres méthodes. Le diamètre est déterminé, pour 
des nanoparticules considérées comme lisses et sphériques, par l’équation :  

 

    (Équation 2) 
 

Avec SBET la surface spécifique (m2.g-1), r la masse volumique du matériau (g.cm-3) et dBET le 
diamètre en nm. 
 
 La surface spécifique de ces nanoparticules est de (92 ± 10) m2.g-1, déterminée après 
un dégazage à 150°C pendant 16 heures. Ainsi, le diamètre est de dBET = (12,5 ± 0,3) nm si les 
nanoparticules sont considérées comme de la magnétite pure (r = 5,2 g.cm-3) ou si les 
nanoparticules sont appréciées comme de la maghémite pure (r = 4,857 g.cm-3), le diamètre 
est de dBET = (13,4 ± 0,3) nm. Le diamètre des grains calculé en BET est plus grand en raison 
d’un état d’agglomération des nanoparticules, diminuant ainsi la surface spécifique et 
augmentant alors le diamètre calculé par cette méthode.  
 
 Les diamètres des cristallites mesurés par ces différentes techniques sont résumés dans 
le Tableau 17.  
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Méthode Diamètre (nm) 

DRX 9,1 ± 0,2 
MET 9 ± 2 

BET 
12,5 ± 0,3¨ 

13,4 ± 0,3▲ 
 

Tableau 17. Résumé des tailles de cristallites obtenues par différentes méthodes  
( ¨ si magnétite pure, ▲ si maghémite pure) 

 
 La microscopie électronique en transmission confirme la tendance révélée par la 
mesure de surface spécifique. En effet, les observations après ultrasons mettent en avant une 
agrégation des cristallites (Figure 52).  
 

 
 

Figure 52. Cliché en microscopie électronique après ultrasons en transmission d’agrégats de 

nanoparticules synthétisées par la méthode Massart. 
 
 Ce phénomène est confirmé par mesure du diamètre hydrodynamique des 
nanoparticules après ultrasons. Les mesures en DLS (annexe n°1 et 5) ont été réalisées sur des 
suspensions de nanoparticules diluées cent fois à pH= 4. Les mesures sont répétées trois fois 
et révèlent une distribution de taille resserrée et une moyenne en nombre de dH = (21 ± 5) nm 
qui correspond à la taille des agrégats mesurés par MET (Figure 53). 
 

 
Figure 53. Mesure DLS en nombre des nanoparticules d’oxydes de fer                               

dans 10-2 mol.L-1 de NaCl après ultrasons (canne à ultrasons, pendant 1 minute à 112 W) 
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II.2.3.3 -  Propriétés magnétiques des oxydes de fer synthétisés 
 
 D’après les diverses techniques utilisées, la taille des cristallites est inférieure à 20 nm, 
ainsi les nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées de phase spinelle doivent adopter un 
comportement superparamagnétique. 
 
 Les mesures magnétiques des SPIO sont réalisées sur un hystérisimétre (M2100) à 77 
K (température de l’azote liquide) sous un champ magnétique de 15 kOe et sur un PPMS 
(GeMac, Versailles) à température ambiante (300 K) sous un champ magnétique de 10 kOe 
(Figure 54). La courbe d’aimantation à 300 K met en avant l’absence du cycle d’hystérésis 
soulignant que les nanoparticules adoptent bien un comportement superparamagnétique. De 
plus, sans champ magnétique, cette conclusion est renforcée par le fait que la valeur de 
l’aimantation rémanente (Mr) et du champ coercitif (Hc) sont très faibles à 77K ou inexistants 
à température ambiante précisant le comportement superparamagnétique des nanoparticules 
d’oxydes de fer de phase spinelle à température ambiante. Cela est confirmé par des mesures 
FC/ZFC (annexe n°10, figure 2A ) 

 
Figure 54. Cycle d’hystérésis des nanoparticules d’oxydes de fer 

 à 77K (hystérisimétre M2100) et à 300K (PPMS). 
  

 Dans le cas présent, la valeur de l’aimantation à saturation Ms à 77K est de 68 uem/g 
correspondant à la littérature : 67,8 uem/g pour des nanoparticules de 12 nm (Panda et al. 
2001). Cependant, l’allure de la courbe signale que le système n’est pas saturé et qu’il faudrait 
appliquer un champ supérieur pour orienter tous les moments magnétiques dans la même 
direction.  
 

II.2.3.4 -  Analyses de la composition des nanoparticules d’oxydes de fer 
 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées ont été analysées par XPS et par 
Analyse Thermogravimétrique (ATG). 
 En premier lieu, une quantification des éléments présents a été réalisée par XPS. Du 
carbone de pollution est observé et sera pris en compte dans la composition des 
nanoparticules alors que l’azote sera négligé car son signal est trop faible par rapport à celui 
de l’oxygène. 
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Figure 55. Analyse XPS : a) niveau C1s et b) niveau N1s des nanoparticules d’oxydes de fer 
synthétisées par la méthode Massart 

 
 Les proportions des éléments trouvés sont rassemblées dans le Tableau 18. 
 

Synthèse  
Concentration atomique (%) 

Fe 2p  O 1s  C 1s  

SPIO 38 56 6 
 

Tableau 18. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces trouvées à la surface  
des nanoparticules d’oxydes de fer 

 
 Au niveau de l’oxygène, le pic peut être dissocié en deux composantes correspondant 
à l’oxygène du réseau O2- des oxydes de fer de structure spinelle à 529,8 eV et aux hydroxyles 
de surface OH- à 531,6 eV. 

 
 

Figure 56. Analyse XPS : Décomposition du niveau O1s des 
nanoparticules d’oxydes de fer 

 
 Les proportions et les largeurs à mi-hauteurs (FWHM) sont regroupées dans le 
Tableau 19. Ainsi, 87% de l’oxygène est de l’oxygène de réseau et les 13% restants 
proviennent des hydroxyles de surface. 
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Éléments O2- OH-  

Proportion (%) 87 13 
FWHM (eV) 1,5  1,8 

Position (eV) 529,8 531,6 
 

Tableau 19. Caractéristiques des deux composantes du niveau O1s des nanoparticules 
d’oxydes de fer 

 
 Le Tableau 20 regroupe les valeurs trouvées en XPS du fer, du carbone de pollution et 
des deux composantes de l’oxygène. 
 

Synthèse  
Concentration atomique (%) 

 
Fe 2p  O2- OH- C 1s  

SPIO 38 49 7 6 0,78 
 

Tableau 20. Composition en surface des nanoparticules d'oxydes de fer 
 

Le rapport Fe2p/O2- déterminé en XPS est sensiblement le même que celui évalué par 
DRX (≈ 0,73).  
 
 Pour confirmer ces résultats, une analyse ATG de 30 à 800°C de la poudre d’oxyde de 
fer a été effectuée. La perte de masse peut être attribuée essentiellement au départ d’eau 
adsorbée. Les couches d’eau physisorbée sont éliminées jusqu’à 300°C (Mornet 2002). Au-
delà, l’eau chimisorbée s’évacue : les groupes hydroxyles voisins réagissent pour former une 
molécule d’eau. Cette perte est plus intense lors du passage de la maghémite en hématite lors 
de la réorganisation des atomes de fer en structure rhomboédrique (Belin et al. 2002). Enfin, 
la perte de masse devient nulle et se stabilise aux alentours de 700°C (Figure 57). 
 Le taux de recouvrement des hydroxyles peut être mesuré à partir de l’équation 1:  
 

   (Équation 1) 
 

 Avec , le nombre d’hydroxyle par nm2 ;  la perte de masse entre 300°C et 
800°C ; , le nombre d’Avogadro (mol-1) ; , la masse molaire de l’eau (g.mol-1) et 

, la surface spécifique des nanoparticules (m2.g-1). Ainsi, les nanoparticules d’oxydes de 
fer possèdent en surface un nombre d’hydroxyles de l’ordre de (6,7 ± 0,6) OH par nm2 (n = 7 
avec n le nombre d’échantillons analysés).  
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Figure 57. Analyse thermogravimétrique des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées. 
Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 

température de 5°C.min-1. Courbe représentative pour un échantillon. 
 

II.2.3.5 -  Mesures de la stabilité de la suspension de nanoparticules de fer  
 
 Au-delà de pH = 8, les nanoparticules sont chargées négativement et les forces 
électrostatiques sont plus élevées que les forces de van der Waals ainsi la suspension est 
stable (Figure 58). De même en-dessous de pH = 6, les forces répulsives électrostatiques entre 
les nanoparticules sont très fortes mais chargées positivement. Le potentiel zêta s’annule à pH 
=7,2 ± 0,2 (n = 7 avec n le nombre d’échantillons analysés) qui représente le point 
isoélectrique. Entre pH = 6 et pH = 8, la répulsion électrostatique entre les nanoparticules et la 
faible valeur des charges de surface n’est pas suffisante pour maintenir les nanoparticules en 
suspension. Donc, les nanoparticules s’agglomèrent et décantent.  
Cette instabilité peut être mise en évidence par DLS. Dans une zone proche de 6 et 8, les 
nanoparticules s’agglomèrent jusqu’à plusieurs micromètres et sédimentent. Ainsi, au point 
isoélectrique à pH =7, la taille des agglomérats est la plus grande atteignant presque 6 μm. 

En-deçà et au-delà de ces pH, les diamètres hydrodynamiques sont de l’ordre de quelques 

dizaines de nanomètres. Les contraintes expérimentales des variations de pH sont réalisées 
avec un autotitrateur et mélanger par agitation magnétique ne permettent pas de revenir à la 
taille de départ (en milieu acide) en milieu basique 
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Figure 58. Évolution du potentiel zêta et du diamètre hydrodynamique (en nombre) des 
nanoparticules d'oxydes de fer synthétisées dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. La 
courbe en pointillé représente le diamètre hydrodynamique. Courbes représentatives d’un 

échantillon. 

II.3 - Conclusion sur la synthèse des oxydes de fer 
 
 Pour conclure, la synthèse de nanoparticules par la voie co-précipitation type Massart 
permet d’obtenir des nanoparticules d’oxydes de fer de structure spinelle avec des tailles de 
cristallites de l’ordre de dix nanomètres et une taille d’agrégats avoisinant les 20 nanomètres. 
Ainsi, ces nanoparticules de phase spinelle présentent un comportement superparamagnétique 
à température ambiante. La composition des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées est 
comprise entre celle de la magnétite et de la maghémite avec pour formule chimique 
[Fe3+]A[Fe3+

1,21 Fe2+
0,69 ¨0,10]B O4 où δ, la déviation par rapport à la stœchiométrie en 

oxygène, est égale à 0,035 et ɳ la proportion de Fe (II) par rapport aux cations de Fe (III) est 
égale à 31% qui correspond à une structure proche de celle de la magnétite. 
 Cependant, ces nanoparticules d’oxydes ne présentent pas de stabilité dans les 
conditions du milieu physiologique car leur point isoélectrique est égal à 7,2 ± 0,2. Une 
modification de surface sera donc nécessaire en vue des applications biologiques visées. 
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III. Création d’un nouveau nanocomposite : les TiONts – SPIO  
 
 Cette troisième partie aborde la combinaison des nanoparticules d’oxydes de fer sur 
les nanotubes de titanate pour combiner leurs propriétés. Ainsi, un nouveau nanovecteur 
détectable en IRM pourra être élaboré Tout d’abord, une étude bibliographie présentera le 
dopage des nanotubes par divers éléments afin d’améliorer leurs propriétés. Puis, la synthèse 
inorganique pour l’assemblage des deux nanomatériaux sera présentée et enfin l’efficacité en 
tant qu’agents de contraste en IRM de ce nouveau nanocomposite sera évaluée ainsi que sa 
toxicité. 

III.1 - Amélioration des nanotubes de titanate : approche bibliographique 
 
 Les nanotubes de titanate ou de TiO2 sont très largement utilisés dans le domaine 
catalytique. Cependant, leur efficacité photocatalytique est limitée par la large bande 
d’énergie (gap : 3,2 eV pour l’anatase ; 3,0 eV pour le rutile) qui réduit son excitation dans la 
gamme UV du spectre (Malato et al. 2009). 
 De nombreuses études ont été consacrées à l’amélioration de l’activité 
photocatalytique des nanotubes de titanate ou de TiO2 avec des métaux comme le platine (An 
et al. 2009), le palladium (Mohapatra et al. 2008) et l’argent (Yu et al. 2009; Xie et al. 2010) 
ou des non métaux ont été utilisés pour renforcer les propriétés des nanotubes comme l’azote 
(Yang et al. 2010), le soufre (Yan et al. 2011) et le bore (Lu et al. 2007). 
 De plus, le dépôt d’oxydes métalliques sur des nanotubes a déjà été mis en œuvre par 
l’association des TiONts ou de TiO2 avec l’oxyde d’étain SnO2 (Hou et al. 2007), l’oxyde de 
cérium CeO2 (Wen et al. 2011), l’oxyde de nickel NiO (Shrestha et al. 2010) ou l’oxyde de 
cuivre Cu2O (Li et al. 2011) afin d’améliorer les propriétés photocatalytiques des nanotubes.  
 D’autre part, Liang et al. (Liang et al. 2010) ont déjà étudié l’assemblage d’oxyde de 
fer avec des nanotubes d’oxyde de titane par électrodéposition de ces oxydes sur une couche 
de nanotubes auto-organisée pour donner des propriétés ferromagnétiques à température 
ambiante aux nanotubes. Ainsi, la plupart des recherches ont été menés sur l’assemblage 
d’éléments ou d’oxyde sur des nanotubes auto-organisés produits par anodisation (Figure 59). 
 

 
 

Figure 59. Clichés MET des nanotubes de TiO2 avec a) l’oxyde de cérium (Wen et al. 2011),  
b) l’oxyde de fer (Liang et al. 2010) 

 
 Pour les nanotubes synthétisés par voie hydrothermale, d’autres méthodes existent 
pour le dopage par des éléments à l’intérieur ou à l’extérieur des TiONts.  
 Le groupe de Bavykin (Bavykin et al. 2006a) utilise la méthode de l’imprégnation 
pour déposer du platine, du palladium, du ruthénium et de l’or dans les nanotubes. Cette 
technique consiste à ajouter une solution contenant l’élément sous forme de sel aux nanotubes 
déjà synthétisés et ensuite à évaporer le solvant (Figure 60). 
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Figure 60. a) Cliché MET des TiONts avec le platine en utilisant H2PtCl6, b) Illustration du 
procédé de déposition d’un métal dans les pores du nanotube de titanate par imprégnation 

selon Bavykin et al (Bavykin et al. 2006a) 
 
 En revanche, le groupe de Niu (Niu et al. 2010) a produit des nanotubes avec des 
oxydes de fer à la surface de TiONts. La première étape consiste à ajouter une solution de 
chlorure de fer (II) et (III) dans un rapport massique [1 : 3] à 0,5 g de nanotubes déjà 
fabriqués sous agitation à 80°C pendant 3h pour former un mélange de nanotubes et de 
cations ferreux et ferriques. Ensuite, ce mélange est agité et traité aux ultrasons en présence de 
soude pour ainsi former des nanotubes–Fe3O4 (Figure 61). 

 

Figure 61. a) Schéma de fabrication et b) Cliché MET des nanotubes–Fe3O4  
selon (Niu et al. 2010) 

 
 Enfin, les compétences développées dans notre équipe pour la synthèse de nanotubes 
de titanate et de nanoparticules d’oxydes de fer ont permis la fabrication de nanotubes – 
SPIO. Des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisées par la méthode Massart ont été 
ajoutées à la suspension de rutile et de soude à 10 mol.L-1 puis placées dans le réacteur pour 
un traitement hydrothermal de 150°C pendant 36h (Papa et al. 2011). Le résultat est 
l’obtention de nanotubes associés à des nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 62).  
 

Figure 62. Clichés en microscopie électronique en transmission des TiONts-SPIO réalisés 
par synthèse hydrothermale selon Papa et al (Papa et al. 2011) 
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III.2 - Préparation des TiONts – SPIO : trois approches possibles 
 
 L’association de nanotubes avec des SPIO est possible de plusieurs manières : soit en 
utilisant des TiONts déjà élaborés auxquels l’ajout de sels de fer est réalisé, soit en ajoutant 
des SPIO déjà synthétisés mis avec le précurseur TiO2 pour former les nanotubes, soit en 
réalisant la synthèse simultanée des deux nanoparticules. Ces trois voies sont décrites dans ce 
paragraphe. Une approche par voie organique sera quant à elle présentée dans le prochain 
chapitre. 
 

III.2.1 -   Protocole des différentes méthodes de synthèse utilisées pour l’association 
de nanotubes de titanate avec les nanoparticules d’oxydes de fer 

 
III.2.1.1 -  1ère méthode : Synthèse hydrothermale des TiONts en présence de 

nanoparticules d’oxydes de fer 
 
 La première méthode consiste à faire une synthèse de nanotubes en présence de 
nanoparticules d’oxydes de fer. La synthèse des TiONts est très délicate car le moindre 
changement d'un paramètre de synthèse peut déboucher sur l'obtention privilégiée de 
nanostructures non voulues comme les nanorubans. Ainsi, c’est le même protocole que pour 
la synthèse de nanotubes seuls qui est appliqué à la différence près qu’un volume V de 
suspension de SPIO fonction du ratio Fe/Ti est ajouté au mélange soude plus rutile avant le 
passage aux ultrasons. L’effet de l’acidité de la suspension de SPIO (stockage pH = 3) est 
négligeable en regard des quantités de soude utilisées (10 mol.L-1). Ensuite, le mélange est 
introduit dans le réacteur pour subir le même traitement hydrothermal que pour la synthèse de 
nanotubes seuls pendant 36 heures à 155°C. Elle sera notée TiONts*. 
 

III.2.1.2 -  2ème méthode : Synthèse par chimie douce des SPIO en présence de 
nanotubes de titanate 

 
 La deuxième méthode consiste à effectuer une synthèse de nanoparticules d’oxydes de 
fer en présence de nanotubes de titanate. Pour cette voie, quelques modifications ont été faites 
afin d’être dans des conditions les plus proches possibles de la synthèse en réacteur 
hydrothermal avec notamment un volume de soude qui passe de 800 mL à 110 mL et celui de 
la solution de sels de fer qui passe de 100 mL à 13,75 mL. Cependant, le rapport molaire fer 
(II) et fer (II) reste inchangé. Pour rappel, il est de ½ pour obtenir des nanoparticules de 
magnétite. Pour ce qui est de l’incorporation des TiONts, deux possibilités ont été exploitées : 
la première est de les mettre dans la soude et la seconde dans la solution de sels de fer. Cette 
voie sera nommée SPIO*. Si les TiONts sont avec la soude ou avec la solution de fer, la 
notation sera précisée par respectivement SPIO*S ou SPIO*F.  

 
III.2.1.3 -  3ème méthode : Synthèse hydrothermale simultanée des TiONts et des 

SPIO 
 
 Le protocole utilisé est le même que celui de la synthèse TiONts* à ceci près que ce ne 
sont plus des nanoparticules qui sont additionnées mais une solution de sels de fer (II) et fer 
(III) avant le traitement aux ultrasons. Une précipitation immédiate des sels de fer est 
observée au contact de la soude à 10 mol.L-1 qui se disperse sous l’effet des ultrasons. Cette 
méthode sera malgré tout appelée cosynthèse dans la suite du manuscrit. 
 Les suspensions de ces trois types de synthèse sont lavées avec le même protocole de 
lavage que pour la synthèse hydrothermale de TiONts. En effet, un cycle de dialyse puis un 
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autre d’ultrafiltration sont appliqués à la suspension pour la purifier des ions résiduels et 
stabiliser son pH à pH neutre.  
 

III.2.2 -  Les différents rapports Fe/Ti testés 
 
 En plus des trois chemins explorés pour synthétiser ce nouveau nanomatériau, trois 
rapports massiques en Fe/Ti vont être examinés : [1 : 0,1], [1 : 2], [1 : 0,5].  
 

III.2.2.1 -  Le rapport Fe/Ti [1 : 0,1] 
  
 Dans le sens de production de nanotubes en présence de nanoparticules d’oxydes de 
fer (TiONts*) pour un rapport Fe/Ti [1 : 0,1], il n’y a pas de création de nanotubes lors du 
traitement hydrothermal (Figure 63a). De même pour la synthèse simultanée des deux 
nanomatériaux (Figure 63c). En revanche, ces deux voies aboutissent à la création de 
nanorubans fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes de fer. 
 Dans le cas des synthèses de nanoparticules d’oxydes de fer en présence de nanotubes 
(SPIO*), il y a tellement peu de nanotubes qu’ils sont noyés dans des agrégats de SPIO et 
ainsi il y a peu ou pas de nanotubes fonctionnalisés (Figure 63 b). Par conséquent, les 
synthèses utilisant le rapport Fe/Ti [1 : 0,1] seront abandonnées car elles ne permettent pas 
l’obtention de nanotubes fonctionnalisés par des SPIO. 
 

 
 

Figure 63.Clichés MET caractéristiques des nanotubes – SPIO synthétisé a) TiONts*,  
b) SPIO* et c) cosynthèse pour le rapport [1 : 0,1] 

a) 

b) 

c) 
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III.2.2.2 -  Le rapport Fe/Ti [1 : 2] 
 
 Les approches pour combiner les deux nanomatériaux par les méthodes TiONts* ou 
SPIO* ne permettent pas ou trop peu l’obtention de nanotubes fonctionnalisés par des 
nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 64). Après observation des clichés MET, les deux 
types de nanoparticules ne se mélangent pas quelle que soit la technique. 
 

 
 

Figure 64. Clichés MET caractéristiques des nanotubes – SPIO synthétisés par méthode a) 
TiONts* et b) SPIO* pour le rapport [1 : 2] 

 
 Par ailleurs, lors de la synthèse de nanoparticules d’oxydes de fer en présence de 
nanotubes de titanate (SPIO*), une tendance est observable, la diminution de la taille des 
nanoparticules d’oxydes de fer. Par exemple, lors de la synthèse en présence de nanotubes 
ajoutés à la solution d’ion fer (SPIO*F) ou ajoutés à la soude (SPIO*S), le diamètre calculé 
par comptage sur 100 nanoparticules est complètement différent. En revanche, lors de la 
synthèse TiONts*, aucune tendance significative n’est appréciable. La présence des TiONts 
lors de la synthèse type Massart semble donc favoriser la germination des SPIO. 

 

Synthèse dMET (nm) 

SPIO 9 ± 2 
SPIO*F 7 ± 1 
SPIO*S 4 ± 1 

 

Tableau 21. Diamètre moyen des nanoparticules d'oxydes de fer synthètisées en présence de 
nanotubes soit dans la solution d’ion fer ou soit dans la soude pour un rapport Fe/Ti [1 : 2] 

 
 La combinaison par la synthèse simultanée de nanotubes de titanate et de 
nanoparticules d’oxydes de fer permet la production de nanotubes – SPIO. Deux modes 
d’assemblage sont observés : le premier est l’accrochage des nanoparticules d’oxydes de fer à 
la surface des TiONts (Figure 65 a). Le second procédé d’assemblage, visible en microscopie 
électronique en transmission, correspondrait à une incorporation des nanoparticules d’oxydes 
de fer à l’intérieur de la cavité des nanotubes (Figure 65 b). 

a) 

b) 



Chapitre 1. Synthèse de nanotubes de titanate et de nanoparticules d’oxydes de fer 

75 
 

 
 

Figure 65. Clichés MET caractéristiques de nanotubes – SPIO synthétisés par cosynthèse 
dans un rapport [1 :2]. a) Les nanoparticules d’oxydes de fer se trouvent à la surface des 

nanotubes et b) Les nanoparticules d’oxydes de fer semblent incorporées à l’intérieur et à la 
surface des nanotubes 

 
III.2.2.3 -  Le rapport Fe/Ti [1 : 0,5] 

 
 Le rapport [1 : 0,5] est très intéressant car les trois voies de synthèse permettent de 
produire des nanotubes associés à des nanoparticules d’oxydes de fer. En effet, la production 
de TiONts – SPIO est possible avec la méthode TiONts* (Figure 66). La liaison entre les deux 
nanomatériaux semble ne s’effectuer qu’à la surface avec des nanoparticules seules ou avec 
des grappes de nanoparticules d’oxydes de fer. 
 

 
 

Figure 66. Clichés MET caractéristiques des nanotubes – SPIO synthétisés  
par la méthode TiONts* pour le rapport [1 : 0,5] 

 

a) 

b) 
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 L’analyse EDS des nanotubes – SPIO confirme la présence de fer et de titane dans la 
zone analysée (Figure 67). Les nanoparticules accrochées à la surface des nanotubes de 
titanate sont bien des oxydes de fer. 

 
 

Figure 67. Cliché MET et EDS associée des nanotubes – SPIO synthétisés par la méthode 
TiONts*. Le cercle noir représente la zone d’analyse 

 
 Avec ce rapport Fe/Ti, la méthode SPIO* permet de créer des nanotubes associés à des 
nanoparticules d’oxydes de fer. Par contre, les nanotubes fonctionnalisés sont trop peu 
nombreux. En effet, il reste aussi des nanotubes non modifiés par les SPIO et des 
nanoparticules d’oxydes de fer libres en grandes quantités (Figure 68). 
 

 
 De même que pour le précédent rapport, la diminution de la taille des SPIO est 
observable en microscopie électronique en transmission mais dans une moindre mesure. En 
effet, la taille des nanoparticules diminue fortement lorsqu’il y a plus de nanotubes présents 
au cours de la synthèse (cf. Tableau 21). Ainsi pour le rapport [1 : 0,5], le diamètre des 
nanoparticules est moins diminué en comparaison avec la synthèse de référence type Massart. 

1 0  n m1 0  n m

Figure 68. Clichés MET caractéristiques des nanotubes – SPIO synthétisés par méthode SPIO*  
pour le rapport [1 : 0,5] 
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Le comptage a été effectué sur 100 nanoparticules (Tableau 22). En revanche, pour les 
nanotubes aucunes tendances ne semblent se dégager. La présence des nanotubes ou le 
changement de conditions limitent la taille des nanoparticules d’oxydes de fer. 
 

Synthèse dMET (nm) 

SPIO 9 ± 2 
SPIO*F 7 ± 2 
SPIO*S 7 ± 1 

 

Tableau 22. Diamètre moyen des nanoparticules d'oxydes de fer synthètisées en présence de 
nanotubes soit dans la solution d’ion fer ou soit dans la soude pour un rapport Fe/Ti [1 :0.5] 
 
 La méthode par cosynthèse permet d’obtenir des nanotubes – SPIO. Contrairement au 
rapport [1 : 2], l’association des deux nanomatériaux ne s’effectue que sur la surface des 
nanotubes (Figure 69). 

 
III.2.2.4 -  Autres essais de synthèse des nanotubes – SPIO 

 
 D’autres tests ont été effectués pour essayer de combiner les deux nanomatériaux, par 
exemple, la méthode par TiONts* avec un rapport [1 : 5], ou encore la méthode SPIO* en 
mélangeant les nanotubes avec la solution d’ions ferrique et ferreux pendant 24h avec un 
rapport [1 : 0,5]. Par ailleurs, un essai par voie hydrothermale avec comme précurseur de 
départ des nanotubes de titanate et des nanoparticules préalablement synthétisés a été aussi 
effectué avec un rapport Fe/Ti de [1 : 0,5]. Ces trois tests ne permettent pas ou peu la 
fabrication de nanotubes fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 70). 
  
 

Figure 69. Clichés MET des nanotubes – SPIO synthétisés par cosynthèse  pour le rapport [1 : 0,5] 
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Figure 70. Clichés MET des trois tests a) TiONts* avec un rapport [1 : 5], b) SPIO* en 
mélangeant les nanotubes et les ions fer pendant 24h avec un rapport [1 : 0,5] et c) 

cosynthèse à partir de TiONts et de SPIO préalablement synthétisés avec un rapport [1 : 0,5] 
 

III.2.2.5 -  Bilan des synthèses des nanotubes – SPIO  
 
 Pour conclure, les trois méthodes proposées permettent l’obtention de nanotubes 
fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes de fer pour les rapports Fe/Ti [1 : 2] et 
[1 : 0,5]. En particulier, la méthode par cosynthèse permet en plus grand nombre la création 
de nanotubes – SPIO avec des accroches simultanées à la surface des TiONts et dans la cavité 
pour un rapport [1 : 2] (Figure 65).  
 À l’inverse, la méthode de synthèse de nanoparticules d’oxydes de fer en présence de 
nanotubes (SPIO*) ne permet que pour le rapport [1 : 0,5] la création de TiONts – SPIO mais 
dans des proportions trop marginales ne reflétant pas l’échantillon. Il reste beaucoup de 
nanoparticules d’oxydes de fer agglomérées entre elles et donc non fonctionnalisées avec les 
nanotubes.  
 En revanche, la méthode en partant de la synthèse hydrothermale de nanotubes 
(TiONts*) permet l’obtention de nanotubes fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes 
de fer plus spécialement pour le rapport [1 : 0,5] (Figure 68). 

a) 

b) 

c) 
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 Contrairement aux autres rapports, le rapport [1 :0,1] ne permet dans aucun cas 
d’obtenir des nanotubes fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes de fer mais plutôt 
des nanorubans marqués par des SPIO (Figure 63 a). 
 
 Le Tableau 23 regroupe les résultats pour tous les tests effectués pour l’association des 
nanotubes de titanate avec les nanoparticules d’oxydes de fer. 
 

Méthodes Résultats 

  
Rapport Fe/Ti [1 : 0,1] Nanorubans accrochés par SPIO 

  
  

Rapport Fe/Ti [1 : 2] Peu de nanotubes accrochés par SPIO 

TiONts* 

Rapport Fe/Ti [1 : 0,5] Assemblage TiONts – SPIO réussi 
  
  

Rapport Fe/Ti [1 : 5] Peu de nanotubes accrochés par SPIO 
  

  
Rapport Fe/Ti [1 : 0,1] Nanorubans accrochés par SPIO 

  
  

Rapport Fe/Ti [1 : 2] 
Peu ou pas de nanotubes accrochés par SPIO 

SPIO* 
Diminution de la taille des nanoparticules d'oxydes de fer 

Rapport Fe/Ti [1 : 0,5] Peu ou pas de nanotubes accrochés par SPIO 
  
  Rapport Fe/Ti [1 : 0,5] 

24h 
Peu ou pas de nanotubes accrochés par SPIO 

  

  
Rapport Fe/Ti [1 : 0,1] nanorubans accrochés par SPIO  

  
  

Rapport Fe/Ti [1 : 2] 
Assemblage TiONts – SPIO réussi 

Cosynthèse 
2 accroches possibles : surface ou à l'intérieur 

Rapport Fe/Ti [1 : 0,5] Assemblage TiONts – SPIO réussi 
  
  Rapport Fe/Ti [1 : 0,5] 

avec TiONts et SPIO 
Nanorubans et nanofeuilles accrochés par SPIO  

  
 

Tableau 23. Récapitulatif des synthèses réalisées pour l’assemblage des nanoparticules 
d’oxydes de fer avec les nanotubes de titanate 

  
 Seulement, trois synthèses seront retenues pour purification car celles-ci montrent en 
microscopie en transmission le plus de nanotubes fonctionnalisés par les nanoparticules 
d’oxydes de fer :  
Ø TiONts* [1 : 0,5] 
Ø Cosynthèse [1 : 0,5] 
Ø Cosynthèse [1 : 2] 
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Ces trois lots seront avant la suite des caractérisations purifiés par décantation 
magnétique, la seule technique, que nous avons trouvée, capable de séparer des nanoparticules 
d’oxydes de fer magnétiques, des nanotubes libres. L’aimant est laissé une heure pour attirer 
le maximum de nanoparticules d’oxydes de fer libres et pour laisser décanter les nanotubes 
non accrochés qui sont instables en milieu aqueux (Figure 71). Les nanotubes associés à des 
nanoparticules d’oxydes de fer sont moins magnétiques et sont donc attirés moins rapidement 
par l’aimant. Après une heure, le surnageant est retiré pour être stocké séparément de 
l’agglomérat crée par l’aimant, composé en majorité de nanoparticules d’oxydes de fer en 
(Figure 72 a), en prenant soin de ne pas récupérer le culot du fond qui est constitué 
principalement de nanotubes non marqués et d’impuretés (nanorubans, nanofeuilles, (Figure 
72 b). C’est ce surnageant qui doit majoritairement contenir les nanocomposites nanotubes 
SPIO. 

 
 

Figure 71. Purification par décantation magnétique des nanotubes – SPIO 
 
 Des analyses XPS ont été réalisées sur les composés avant et après purification (Tableau 
24). La concentration atomique en fer et en titane est sensiblement la même pour toutes les 
méthodes de synthèse. Après purification, la concentration en fer et en titane évolue peu malgré la 
décantation magnétique. Cela laisse penser que l’association des TiONts et des SPIO se fait dans 
des proportions de ces deux composés représentatives du mélange de départ. 
 

  
Concentration atomique (%) 

 
  

C 1s O 1s Na KLL Ti 2p Fe 2p

TiONts* [1 : 0,5] 
avant 11 57 6 12 13 1,08 

purifiée 9 58 8 13 12 0,92 

Cosynthèse [1 : 0,5] 
avant 12 58 2 11 15 1,36 

purifiée 9 60 2 13 16 1,23 

Cosynthèse [1 : 2] 
avant 8 58 10 16 8 0,5 

purifiée 6 59 10 14 11 0,79 
 

Tableau 24. Concentration atomique (%) déterminée par XPS des nanotubes – SPIO avant et 
après purification par décantation magnétique  
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Figure 72. Clichés MET a) agglomérat causé par l’aimant et b) culot après décantation 
magnétique  

III.2.3 -  Quels types d’accroches entre les nanotubes de titanate et les nanoparticules 
d’oxydes de fer ? 

 
 Dans les travaux de Papa et al (Papa et al. 2011), les auteurs concluent que la liaison 
entre les deux nanoparticules n’est pas électrostatique après observation d’un échantillon à pH 
=10 en microscopie électronique en transmission. En effet, à pH =10, d’après leurs courbes de 
potentiel zêta (Figure 73 a), les deux nanoparticules sont chargées de la même façon et 
devraient donc se repousser. Or, les auteurs observent bien des nanotubes fonctionnalisés par 
des nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 73 b). Ainsi, le lien entre les deux nanoparticules 
n’est pas électrostatique et semble bien plus résistant. 
 

 
 

Figure 73. a) Potentiel zêta des nanotubes de titanate et des nanoparticules d’oxydes de fer et 
b) Cliché MET des nanotubes – SPIO à pH =10 d’après Papa et al.(Papa et al. 2011) 
 

a) b) 

a) b) 
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 Si la liaison n’est pas électrostatique, elle pourrait être de nature covalente. La liaison 
possible entre les nanoparticules d’oxydes de fer et des nanotubes peut être Fe – O – Ti. 
L’observation de cette liaison en XPS apporterait une preuve concrète pour confirmer cette 
hypothèse. Après décomposition du niveau 1s de l’oxygène, quatre composantes apparaissent. 
Les composantes classiques des nanotubes : (Figure 74) 

- à 529,8 eV, la composante du réseau oxygène O2- ;  
- à 531,2 eV, la composante des hydroxyles de surface OH- ; 

Pour obtenir une simulation correcte et fiable lors de la décomposition, les largeurs à 
mi-hauteur des ces deux composantes ont été fixées par rapport à celles des TiONts soit 
respectivement 1,5 et 1,7 eV pour les composantes O2- et OH. À 535 eV correspond la raie 
des électrons Auger du Sodium. La dernière composante située à 532,6 eV pourrait être 
attribué à la liaison Fe – O – Ti (Figure 74). 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Figure 74. Analyse XPS : niveau O1s et ses composantes a) des nanotubes de titanate et des 
nanotubes – SPIO b) TiONts*[1 : 0,5], c) cosynthèse [1 : 0,5] et d) cosynthèse [1 : 2] 

 
 Dans la littérature, cette liaison n’est pas mise en évidence pour des composés 
comparables aux nanotubes – SPIO comme des nanoparticules de TiO2 dopée au fer. Les 
travaux de Nagaveni (Nagaveni et al. 2004) attribuent le pic vers 532,5 eV comme étant le pic 
correspondant aux hydroxyles de surface pour des nanoparticules de TiO2. Généralement, le 
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pic des hydroxyles de surface des TiONts est localisé vers 531 eV (Papa et al. 2009). D’autres 
travaux comme ceux d’Abazović (Abazović et al. 2009) ne concluent pas quant-à la présence 
de la liaison Fe – O – Ti. Les auteurs affirment que le pic situé aux alentours de 532,5 eV peut 
correspondre soit aux hydroxyles de surface ou soit à la présence de fer qui influence le 
réseau du TiO2. 
 Dans le cas des nanotubes – SPIO, la composante située vers 532 ,5 eV peut être 
considérée comme la résultante de la liaison Fe – O –Ti car les hydroxyles de surface des 
nanotubes ou des SPIO se situent aux alentours de 531,5 eV. La question de l’eau a déjà été 
traitée auparavant et sa composante se localise vers 535 eV et est négligeable dans notre cas 
(paragraphe I.222 – Analyse structurale et composition chimique des TiONts). 
 
 Le Tableau 25 regroupe les positions et les largeurs à mi-hauteurs des composantes du 
niveau 1s de l’oxygène pour les nanotubes de titanate et les nanotubes – SPIO. 
 

 
Composante Position (eV) FWHM (eV) 

TiONts 
O2- 529,8 1,5 

OH- 531,7 1,7 

TiONts* [1 : 0,5] 
O2

- 529,8 1,4 

OH- 531,2 1,7 
Fe – O – Ti 532,6 1,3 

Cosynthèse [1 : 0,5] 

O2- 530,4 1,6 

OH- 532,1 1,7 

Fe – O – Ti 533,2 1,3 

Cosynthèse [1 : 2] 

O2- 529,9 1,4 

OH- 531,3 1,7 

Fe – O – Ti 532,6 1,4 
 

Tableau 25. Caractéristiques des composantes du niveau O1s des nanotubes de titanate et  
des nanotubes – SPIO synthétisés par les différentes voies 

 

III.2.4 -  Stabilité en suspension des nanotubes – SPIO 
 
 Les nanotubes – SPIO sont destinés à l’injection in vivo alors il est essentiel de 
déterminer leur domaine de stabilité (Figure 75). Ainsi, le point isoélectrique de l’échantillon 
TiONts – SPIO cosynthèse [1 : 2] est à pH = 3,8. Les valeurs des PIE des autres échantillons 
sont proches et regroupés dans la Figure 76. A pH physiologique, la suspension de TiONts – 
SPIO est stable (Figure 76). 
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Figure 75. Comparaison des courbes de potentiel zêta des nanotubes – SPIO dans le cas de la 
cosynthèse [1:2] par rapport aux TiONts et SPIO dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. 

La courbe TiONts – SPIO est quasi-similaire pour  les trois voies de synthèses. Courbes 
représentatives d’un échantillon. 

 
 

Figure 76. a) Suspension des TiONts – SPIO cosynthèse [1 : 0,5] à pH physiologique et b) 
récapitulatif des points isoélectrique des trois synthèses de TiONts – SPIO. n.d. non 

déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour être représentatif. 
 

III.3 - Efficacité en tant qu’agent de contraste en IRM de ce nouveau 
nanocomposite 

 

III.3.1 -  Hystérésimétrie 
 
 Les propriétés magnétiques ont été mesurées sur les poudres synthétisées de nanotubes 
fonctionnalisés par les nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 77). Les mesures ont été 
réalisées à la température de l’azote liquide (77 K). Les valeurs de l’aimantation rémanente et 
des champs coercitifs sont très faibles soulignant que les nanoparticules d’oxydes de fer 
restent bien superparamagnétiques à température ambiante après accroche sur les nanotubes 
de titanate rendant de ce fait le nouveau nanocomposite superparamagnétique à température 
ambiante.  
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Figure 77. Cycle d’hystérésis à 77 K des nanoparticules d’oxydes de fer seules (SPIO) et des 
synthèses TiONts – SPIO avec un rapport [1 : 0,5] et (cosynthèse) [1 : 2]. Tracé par gramme 
de nanocomposite. La courbe TiONts – SPIO [1 : 0,5] représente les deux voies de synthèse 
(TiONts* et cosynthèse) pour ce même rapport, car ces deux courbes se superposent quasi 

parfaitement 
 

 La valeur de l’aimantation des SPIO est de 68 uem/g. Dans le cas des nanotubes 
associés aux nanoparticules d’oxydes de fer, la valeur de l'aimantation à saturation est plus 
faible car cette valeur est ramenée par masse de nanocomposite, prenant donc en compte des 
nanoparticules non magnétiques, les nanotubes de titanate. Seulement l’oxyde de fer est 
magnétique et participe à la mesure. Alors, il est possible d’estimer un taux de fer (en % 
massique) contenu dans les nanotubes associés aux nanoparticules d’oxydes de fer par rapport 
à la valeur de l’aimantation à saturation des SPIO à 77 K (Joumaa et al. 2008). Ainsi, pour les 
nanoparticules d’oxydes de fer seules, la valeur de l’aimantation est de 68 uem/g 
correspondant à taux de fer de 100 % car ce nanomatériau n’est composé que de 
nanoparticules d’oxydes de fer. En revanche, pour la cosynthèse avec un rapport [1 : 2], la 
valeur est de 10 uem/g correspondant à 15% de fer. Donc, ce nanocomposite est composé en 
masse de 15 % de nanoparticules d’oxydes de fer et 85% de nanotubes de titanate. Les valeurs 
de l’aimantation à saturation ainsi que leur correspondance en taux de fer sont regroupées 
dans le Tableau 26.  

  
Ms (uem/g) Taux de fer (% massique) 

  
avant 

purification 
après 

purification 
avant 

purification 
après 

purification 

SPIO 68 - 100 - 
TiONts-SPIO (TiONts*) [1 : 0,5] 24 20 36 30 

TiONts-SPIO (cosynthèse) [1 : 0,5] 25 22 37 32 
TiONts-SPIO (cosynthèse) [1 : 2] 10 12 15 17 

 

Tableau 26. Aimanation à saturation (Ms) et du taux de fer des SPIO et des TiONts – SPIO 
avec un rapport [1 : 0,5] et [1 : 2]  
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 Les synthèses avec un rapport [1 : 0,5] ont la même aimantation à saturation et donc le 
même taux de fer. Pour le rapport [1 : 2], moins de fer est engagé donc l’aimantation à 
saturation est plus faible dans ce cas que lors des synthèses avec un rapport [1 : 0,5] et ainsi, 
le taux de fer est plus faible. De même que déjà observé en XPS (Tableau 24), les proportions 
Fe/Ti sont peu changées, avant et après purification. 
 

III.3.2 -  Mesure de la relaxivité via l’IRM clinique du CHU de Dijon 
 
 En premier lieu, pour juger de leur capacité contrastante en imagerie, les nanotubes – 
SPIO ont été évalués en imagerie par résonance magnétique (IRM). Leurs relaxivités sont  
mesurées dans un appareil clinique de 3T au centre hospitalier universitaire de Dijon 
permettant de travailler dans les mêmes conditions que pour les études in vivo. 
 Habituellement, les oxydes de fer diminuent l’intensité des signaux en IRM (Mornet et 
al. 2006). Ce phénomène, appelé « contraste négatif », diminue le temps de relaxation T2 et 
est apprécié par la relaxivité r2, le pouvoir contrastant mesuré en L.mmolFe

-1.s-1. Plus la valeur 
de la relaxivité est élevée plus important sera l’effet contrastant négatif. D’autre part, des 
études admettent que des nanoparticules de très petites tailles peuvent avoir un effet 
contrastant positif T1 déterminé par sa relaxivité r1 (Tromsdorf et al. 2009).  

 
III.3.2.1 -  Préparation des gels 

 
 Pour mesurer les relaxivités des nanoparticules d’oxydes de fer en imagerie par 
résonance magnétique, il faut que les suspensions soient bien homogènes. Un gel à base 
d’acrylamide a été choisi pour éviter tout phénomène de décantation. La concentration 
volumique en acrylamide choisie est de 4,5% (Maurizi 2010). 
 La réaction de gélification est une polymérisation radicalaire du monomère 
d’acrylamide : CH2=CH-CO-NH2. Cette polymérisation a été déclenchée par du persulfate 
d’ammonium (PSA) permettant de former des radicaux libres à partir du monomère. Cette 
réaction est entretenue et accélérée par le TEMED (N,N,N’,N’-tétraméthyléthylènediamine). 
 Pour un échantillon, une série de six concentrations en nanocomposite de 1, 3, 5, 7, 10 
et de 20 mg.L-1 est préparée et est répétée trois fois soit au total 18 tubes contenant les 
nanoparticules piégées dans le gel d’acrylamide. Les TiONts – SPIO ont été ajoutés à la 
solution d’acrylamide, la réaction a été amorcée par 15 μL de TEMED et 20 μL d’une 

solution de PSA (10% massique). Les gels sont ensuite placés à 60°C pendant 10 minutes. 
Après cette étape les gels sont formés et homogènes (Figure 78). 

 

 
 

Figure 78. Photographies des nanoparticules piégées dans des gels d’acrylamide pour les six 
concentrations choisies.  

C1 C2 C3 C4 C5 C6 
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III.3.2.2 -  Les relaxivités mesurées sur les gels 
 
 Les tubes contenant le mélange de nanoparticules piégées dans le gel d’acrylamide 
sont analysés grâce à l’IRM clinique à 32 temps d’échos TE différents allant de 8,5 à 272 ms 
avec un pas de 8,5 ms pour un temps de relaxation T2. Plus le temps d’écho sera élevé, plus le 
contraste sera négatif (noir) pour un temps de relaxation T2 (Figure 79).  

 
 

Figure 79. Coupe IRM T2 de 2 échantillons de nanotubes – SPIO pour 6 temps d’écho dans 
une IRM clinique de 3T  

 
 A partir de la démarche décrite dans l’annexe n°6, les relaxivités des nanotubes – SPIO 
ont été calculées (Tableau 27). Dans la première considération, le calcul est mené comme si tout 
l’échantillon était de la magnétite pure. Pour palier à ce problème, la valeur de la relaxivité a été 
pondérée en tenant compte des taux de fer obtenus en hystérésimétrie. 
 

   
IRM 

Synthèse 
Hystérisimétre Calcul brut magnétite  TiONts – SPIO 

Taux de fer 
(%) 

r2 (L.mg-1.s-1) r2 (L.mmolnanohybride
-1.s-1) r2 (L.mmolFe3O4

-1.s-1) 

SPIO 100 4,30 ± 0,30 331 ± 23 - 
TiONts* [1 : 0,5] 30 4,03 ± 0,17 311 ± 13 93 ± 4 

cosynthèse [1 : 0,5] 32 3,46 ± 0,09 267 ± 7 85 ± 2 
cosynthèse [1 : 2] 17 4,77 ± 0,25 368 ± 20 63 ± 3 

 

Tableau 27. Valeurs de la relaxivité trouvée pour les diverses synthèses de nanotubes – SPIO 

 
 Les valeurs obtenues sont comparables aux valeurs trouvées dans la littérature pour 
des composés similaires tels que des nanoparticules composées de FePt – Au qui possèdent 
une relaxivité r2 de 59 L.mmol-1.s-1(Choi et al. 2006). Ces nouveaux nanocomposites sont 
détectables en IRM. 
 

III.3.3 -  Autres caractérisations sur les TiONts – SPIO  
 

Pour confirmer la présence de la liaison Fe – O – Ti observée en XPS, des expériences 
XANES et EXAFS ont été réalisées au synchrotron SOLEIL sur la ligne SAMBA. Ces 
mesures vont mettre en évidence la nature, le nombre et la distance des plus proches voisins 
du fer et du titane. Les premiers résultats sont montrés ci-dessous (Figure 80 et Figure 81). 
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Figure 80. Pré-seuil XANES du niveau K du titane des nanotubes et des TiONts – SPIO 

purifiés et obtenus par cosynthèse 
 

Le signal obtenu des nanotubes non fonctionnalisés, au niveau K du titane (Figure 80), 
correspond à celui trouvé dans la littérature (Ma et al. 2005). La seule différence observée se 
situe au pré-seuil du fer sur la synthèse TiONts – SPIO par la présence d’un faible épaulement 
qui pourrait traduire la présence de la liaison Fe – O – Ti (Figure 81). 

La différence entre les signatures des SPIO et des TiONts – SPIO [1 : 2] tout 
particulièrement peut être expliquée par une différence d’environnement des cations de fer. 
L’observation en microscopie électronique en transmission confirme une organisation 
différente des nanoparticules d’oxydes de fer à la surface des nanotubes d’oxydes de titane 
pour les rapports Fe/Ti [1 : 0,5] et [1 : 2] (Figure 65). Des expériences EXAFS sont en cours 
d’exploitation pour confirmer la présence de la liaison Fe – O – Ti. 

 
 

 

 

 

Figure 81. Pré-seuil XANES du niveau K du fer des nanoparticules d’oxydes de fer et des 
TiONts – SPIO purifiés et obtenus par cosynthèse 
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Des expériences en microscopie électronique en transmission de tomographie 3D 
réalisées sur les TiONts – SPIO à l’Institut de Minéralogie et de Physique des Milieux 
Condensés (IMPMC) sont en cours de traitement. Elles pourront permettre de mieux 
visualiser l’accroche (à la surface ou dans la cavité) des nanoparticules d’oxydes de fer avec 
les TiONts. 
 

III.4 - Conclusion sur la synthèse des TiONts – SPIO 
 
 Pour conclure, l’obtention du nanocomposite nanotubes – SPIO est possible par la 
méthode TiONts* dans un rapport Fe/Ti [1 : 0,5] mais aussi par la voie cosynthèse dans un 
rapport [1 : 0,5] et [1 : 2]. D’autres essais ont été réalisés mais ne permettent pas l’obtention 
de nanotubes marqués par des nanoparticules d’oxyde de fer. Différentes accroches sont 
possibles, en particulier, à la surface des nanotubes. La fonctionnalisation à l’intérieur de la 
cavité des nanotubes a été observée dans un seul cas, la cosynthèse de précurseur rutile et des 
sels de fer dans un rapport [1 : 2]. L’interaction entre les nanotubes et les nanoparticules 
d’oxydes de fer pourrait être de type covalent Fe – O – Ti, observable en XPS à 532,5 eV.  
De plus, en suspension, les nanotubes – SPIO sont stables en régime électrostatique du fait de 
leur point isoélectrique proche de pH = 3,5 et de leur valeur de potentiel zêta à pH 
physiologique supérieure à 20 mV (valeur absolue).  
D’autre part, les nanoparticules d’oxydes de fer accrochées sur les nanotubes permettre de 
rendre superparamagnétiques les nanotubes – SPIO. Des mesures IRM, sur des gels 
d’acrylamide dans lesquels les nanoparticules sont piégées, ont permis de mesurer la 
relaxivité (pouvoir contrastant). Cette valeur est comparable à celle trouvée dans la littérature. 
Ainsi, ces nanocomposites nanotubes – SPIO vont pouvoir être suivis en imagerie par 
résonance magnétique. 
 

III.5 - Tolérance des nanoparticules in vivo  
 

La toxicité des trois nanomatériaux synthétisés dans ce chapitre est évaluée in vivo sur 
le modèle zebrafish (annexe n°7) en collaboration avec le zebrafishlab (Inserm U866). La 
concentration des nanoparticules est fixée à 50 µg/mL, une dose très supérieure à la quantité 
potentiellement injectée classiquement in vivo (Tableau 1). Le nombre de mesures a été répété 
trois fois avec un nombre de zebrafish égal à 60 pour réaliser des statistiques, soit 180 
zebrafish pour chaque condition. La survie, l’éclosion ainsi que le développement des 
zebrafish sont évalués sur 96h par observation au microscope optique. 
 La survie des zebrafish doit être proche de 100% pour que les nanoparticles 
n’induisent pas de toxicité. L’éclosion se déroule habituellement entre 24 heures et 48 heures 
avec une éclosion supérieure à 90%. La déformation des larves doit être proche de zéro pour 
que le développement des zebrafish ne soit pas perturbé.  
 Les trois nanomatériaux ne semblent pas induire de toxicité sur les zebrafish pour une 
concentration de 50 µg/mL car la survie des zebrafish est proche de 100% (Figure 82 a). Les 
premiers résultats ne montrent pas plus de zebrafish malformés dans le cas des trois 
nanomatériaux que pour le contrôle. De même, l’éclosion n’est pas perturbée en présence des 
nanoparticules (Figure 82 b et c).  
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Figure 82. a) Taux de survie, b) éclosion et c) développement des zebrafish en présence des 
nanoparticules SPIO, TiONts et TiONts – SPIO cosynthèse [1 ; 0,5] à 50 µg/mL 

IV. Conclusion sur la synthèse de nanoparticules d’oxydes de 

fer et de nanotubes de titanate 
 
 Tout d’abord, la méthode de synthèse de nanotubes de titanate par voie hydrothermale 
a permis d’obtenir des nanoparticules aux dimensions reproductibles. Ces nanotubes mesurent 
une centaine de nanomètres de long pour un diamètre d’environ 10 nanomètres et possèdent 
une cavité interne avoisinant les 4 nm. Cependant, leur structure et leur composition exactes 
restent mal connues même si des études tendent à sans rapprocher. Ces nanotubes ne 
présentent pas de stabilité en suspension dans les conditions proches du milieu physiologique 
malgré un point isoélectrique aux alentours de 3,5 et un potentiel élevé (35 mV à pH = 7,4). 
En revanche, l’étude de leur résistance mécanique en milieu aqueux effectuée grâce à un 
broyeur planétaire (300/-600/48h) atteste d’une bonne stabilité morphologique et structurale 
des nanotubes de titanate. D’autres broyages en milieu sec ont permis de détériorer ces 
nanotubes mais à des énergies importantes 
 Toutes les caractéristiques des nanotubes de titanate synthétisés sont données dans le 
Tableau 28. 
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Caractéristiques 

Techniques 
d'analyses 

Résultats n 

TiONts 

Structure - - Inconnue - 

Morphologie 

Longueur 

MET 

156 ± 53 nm 100 

Diamètre externe 9,1 ± 1,3 nm 100 

Diamètre interne 3,8 ± 0,6 nm 100 

Analyse de surface 
Hydroxyles en surface ATG 6 ± 4 OH/nm2 15 

Surface spécifique BET 163 ± 25 m2.g-1 20 

Stabilité Point isoélectrique Zêtamétrie 3,3 ± 0,2 10 

Impuretés 
nanorubans 

MET 
3% 150 

nanofeuilles 2% 150 

Robustesse mécanique 
(150/-50) milieu sec détérioration - 

(300/-600) milieu liquide incassable - 
 

Tableau 28. Caractéristiques des nanotubes de titanate synthétisés 
  
 Par ailleurs, la synthèse de nanoparticules d’oxydes de fer par la voie co-précipitation 
type Massart permet d’obtenir des suspensions de nanoparticules d’oxydes de fer de phase 
spinelle avec des tailles de cristallites de l’ordre de dix nanomètres et une taille d’agglomérats 
avoisinant les 20 nanomètres . La composition est comprise entre celle de la magnétite et de la 
maghémite avec pour formule chimique [Fe3+]A[Fe3+

1,21 Fe2+
0,69 ¨0,10]B O4 où δ la déviation 

par rapport à la stœchiométrie en oxygène est égale à 0,035 et ɳ la proportion de fer (II) par 
rapport aux cations fer (III) est égale à 31% ; ce qui correspond à une structure proche de la 
magnétite pure. Cependant, ces nanoparticules d’oxydes ne présentent pas de stabilité dans les 

conditions du milieu physiologique car leur point isoélectrique est égal à 7. D’autre part, ces 

nanoparticules de phase spinelle adoptent un comportement superparamagnétique à 
température ambiante. Les caractéristiques des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisés sont 

regroupées dans le Tableau 29.  
 

   
Caractéristiques Techniques d'analyses Résultats n 

SPIO 

Structure 
Paramètre de maille 

DRX 
a = (8,379 ± 0,003) Å - 

Degré d'oxydation Fe2,965O4 δ = 0,035 - 

Morphologie 
 

DRX 9,1 ± 0,2 nm - 

Taille de cristallite MET 9 ± 2 nm 100 

 
BET 12,5 ± 0,3 nm 7 

Analyse de surface 
Hydroxyles en surface ATG 6,7 ± 0,6 OH/nm2 7 

Surface spécifique BET 92 ± 10 m2.g-1 7 

Stabilité 
Point isoélectrique Zêtamétrie 7,2 ± 0,2 7 

Domaine de 
floculation 

PCS 6 < pH < 8  

Magnétisme 
à 77K Ms 68 uem.g-1  

à 300K Comportement superparamagnétique  
 

Tableau 29. Caractéristiques des nanoparticules d’oxydes de fer synthétisés 
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 Enfin, l’obtention du nanocomposite nanotubes – SPIO est réalisable par plusieurs 
voies. La méthode TiONts* dans un rapport Fe/Ti [1 : 0,5] mais aussi la voie cosynthèse dans 
un rapport [1 : 0,5] et [1 : 2] permettent d’obtenir des nanotubes – SPIO. D’autres conditions 
ont été réalisées mais ne permettent pas l’obtention de nanotubes associés aux nanoparticules 
de fer. Ces dernières sont le plus souvent à la surface des nanotubes de titanate. Cependant, 
par la méthode cosynthèse avec les précurseurs rutile et sels de fer dans un rapport [1 : 2], 
l’intérieur de la cavité des nanotubes a pu être fonctionnalisé. Cette liaison entre les deux 
nanoparticules est de type covalent (Fe – O – Ti), observable par XPS à 532,5 eV.  
D’autre part, les nanotubes – SPIO sont superparamagnétique grâce aux nanoparticules 
d’oxydes de fer accrochées sur les nanotubes. Des mesures IRM, sur des gels d’acrylamide 
dans lesquels les nanoparticules sont piégées, ont permis de mesurer la relaxivité r2, le 
pouvoir contrastant. Cette valeur est comparable à celle trouvée dans la littérature. Ainsi, ces 
nanocomposites nanotubes – SPIO sont détectables en IRM.  
 
Les caractéristiques des TiONts – SPIO synthétisés sont réunies dans le Tableau 30. 
 

 
Types d'accroches 

Ms 
(uem/g) 

PIE 

Hystérisimétre IRM 

 
sur TiONts Taux de fer (%) 

r2  

(L.mmolFe3O4
-1.s-1) 

TiONts* [1 : 0,5] surface 20 3,5 ± n.d. 30 93 ± 4 
cosynthèse [1 : 0,5] surface 22 3,2 ± n.d. 32 85 ± 2 
cosynthèse [1 : 2] surface et cavité 12 3,9 ± n.d. 17 63 ± 3 

 

Tableau 30. Caractéristiques des nanotubes – SPIO synthétisés. n.d. non déterminé car il n’y 
avait pas assez de valeurs pour être représentatif. 

 
Les premiers essais de toxicité in vivo avec le modèle zebrafish sur les nanoparticules 

nues ne semblent pas induire de toxicité. Au vu des propriétés, les nanoparticules d’oxydes de 
fer ou les nanotubes de titanate ne sont pas stables pour les conditions physiologiques, et 
nécessite donc une modification de surface par des agents électrostatiques qui permettront une 
stabilisation électrostatique (Abazović et al. 2009). 
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Chapitre 2. Préfonctionnalisation de la surface des 
nanoparticules  
 
 Dans la première partie de ce travail, il est apparu que les nanoparticules synthétisées 
(TiONts ou SPIO) ne sont pas assez stables pour les applications biologiques visées car les 
nanoparticules ne sont pas assez chargées à leur surface et sédimentent dans les conditions 
physiologiques (pH = 7,4 ; 0,9% NaCl). Ainsi, il est nécessaire de fonctionnaliser leur surface 
pour rendre les nanoparticules plus stables et pour apporter également de nouvelles fonctions 
organiques plus réactives pour des couplages futurs avec des molécules d’intérêts biologiques. 
 

I. Stabilité des nanoparticules en suspension 
 
 La modification de la surface des nanoparticules est indispensable pour conserver leur 
stabilité dans le temps afin d'éviter leur précipitation. La stabilisation des nanoparticules est 
réalisable de deux manières. D’une part, de façon électrostatique (Figure 83) par le biais 
d’agents stabilisants chargés via des carboxylates (Mudunkotuwa et al. 2010; De Sousa et al. 
2013) ou encore via des amines (Yamaura et al. 2004; Bini et al. 2012). Beaucoup d’études 
ont été effectuées sur les nanoparticules d’oxydes de fer avec les carboxylates. La plupart du 
temps, l’acide citrique est utilisé lors de la synthèse des nanoparticules d’oxydes de fer car en 
plus d’être stabilisant, l’acide citrique limite à la fois l’oxydation des Fe2+ (Krishnamurti et al. 
1991; Maurizi et al. 2011) et la taille des nanoparticules (Bee et al. 1995; Maurizi et al. 2011).  
 

 
 

Figure 83. Exemple de stabilisation électrostatique des nanoparticules  
 
 D’autre part, la stabilisation des nanoparticules est réalisable de façon stérique (Figure 
84) via des polymères comme le dextran (Molday et al. 1982; Berry et al. 2003), le 
polyéthylène glycol (Kim et al. 2001; Kumagai et al. 2007), le chitosan (Lee et al. 2005; 
Kaushik et al. 2008) ou l’alcool polyvinylique (Lee et al. 1996). 
 

 
 

Figure 84. Stabilisation stérique des nanoparticules  
 
 Par ailleurs, la littérature sur la modification de surface des nanotubes de titanate est 
beaucoup moins vaste. Cependant, quelques travaux traitent du sujet tels que l’utilisation de la 
polyéthylèneimine (Liu et al. 2012; Papa et al. 2013) pour stabiliser les nanoparticules, ou des 
amino-silanes (Brnardić et al. 2013) pour en première intention rendre la surface plus réactive 
et ainsi stabiliser les TiONts par voie stérique via des molécules plus encombrantes comme le 
polystyrène (Gao et al. 2009) ou bien encore la polycaprolactone (Shi et al. 2007). 
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 La stabilisation des nanoparticules ne peut être obtenue qu’en modifiant leur surface 
avec des ligands qui se greffent de façon covalente ou reste en interaction sur les hydroxydes 
de surface des nanoparticules (Figure 85). Généralement, les ligands sont des carboxylates 
(Yu et al. 2004; Sahoo et al. 2005; Thomas et al. 2009), des phosphonates (Mutin et al. 2005; 
Guerrero et al. 2013) ou encore des silanes (Mornet et al. 2005).  
 

 
 

Figure 85. Nature des ligands permettant la stabilisation des nanoparticules d’oxydes de fer 
d’après (Nguyen 2013) 

 
 Les groupements silanes les plus couramment utilisés sont les alkoxysilanes de 
formule générale RnSiX4-n avec X qui représente un groupe hydrolysable (Cl, OR…) et R la 
fonction d’intérêt (NH2, NCO, etc.). 

 

 
 
 

Figure 86 . Formule semi développée d’alkoxysilanes :  
a) APTES :3-aminopropyltriéthoxysilane 

b) ICPTES : 3-isocyanatopropyltriéthoxysilane 
 
 La fonctionnalisation de nanoparticules par des molécules possédant un point 
d’ancrage à base de phosphonate se développe de plus en plus pour des applications 
médicales (Figure 87) telles que l’hyperthermie (Lartigue et al. 2011), le greffage de dendrons 
pour éviter l’agrégation des nanoparticules en milieu physiologique (Basly et al. 2010), des 
systèmes de drug delivery6 (Tudisco et al. 2012), l’imagerie bimodale IRM/SPECT (De 
Rosales et al. 2011) et pour des propriétés antibactériennes (Dong et al. 2011). 

                                                 
6 Système de délivrance de médicaments 

a) APTES b) ICPTES 
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Figure 87. Exemples de nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées par des 
phosphonates pour des applications médicales d’après (Guerrero et al. 2013) 

 
 Les molécules possédant un groupement acide carboxylique (Figure 88) sont souvent 
utilisées lors du processus de synthèse des nanoparticules d’oxydes de fer telles que l’acide 
oléique par exemple (Sun et al. 2002) ou l’acide citrique (Krishnamurti et al. 1991; Bee et al. 
1995; Maurizi et al. 2011). Cependant, la liaison créée entre le groupement acide 
carboxylique et les hydroxydes de surface des nanoparticules d’oxyde de fer est fragile et peut 
être facilement rompue par l’augmentation de température. D'autres molécules possédant des 
groupements acide carboxylique ont été utilisées pour stabiliser les nanoparticules d'oxyde de 
fer telles que l'acide gluconique (Fauconnier et al. 1996), l'acide dimercaptosuccinique 
(Maurizi et al. 2009) ou des acides gras saturés (Shen et al. 1998). 

 

 
Figure 88. Greffage de citrates à la surface de la magnétite d’après (Jolivet 1994) 

 
 
 
 
 
 
 
 

  



Chapitre 2. Préfonctionnalisation de la surface des nanoparticules 

104 
 

II. Modification de la surface par des agents stabilisants 
électrostatiques  

 
 Dans cette partie, la stabilisation s’effectue par des agents stabilisants de type 
électrostatique. Les deux agents utilisés dans cette étude sont le 3-aminopropyltriéthoxysilane 
et l’acide 6-phosphonohexanoïque. 
 

II.1 - Propriétés et caractéristiques des agents stabilisants 
 

II.1.1 -  Le 3-aminopropyltriéthoxysilane 
 
 Le 3-aminopropyltriéthoxysilane ou plus communément appelé APTES est une petite 
molécule de formule semi-développée (CH3CH2O)3 – Si – (CH2)3 – NH2 (M = 221 g.mol-1). 
L’APTES possède une partie silane qui se fixera à la surface des nanoparticules et une partie 
amine qui permettra la stabilité par répulsion électrostatique. La réaction de greffage de 
l’APTES à la surface d’oxyde métallique se déroule en 4 étapes (Figure 89) :  
 

 
 

Figure 89. Les différentes étapes de greffage de l’APTES à la surface des nanoparticules 
d’après (Mornet 2002) 

 
 1) La première étape est la réaction d’hydrolyse de l’APTES en solution aqueuse qui 
entraine la formation d’un silanol RSi(OH) avec le départ de l’alcool correspondant. 
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 2) La deuxième étape est la réaction de condensation intermoléculaire des silanols en 
polysiloxanes (Wu et al. 2008).  
 3) La troisième étape est la formation de ponts hydrogène entre les polysiloxanes et la 
surfaces des oxydes métalliques. 
 4) L’étape finale est le greffage par liaisons covalentes des silanols libres sur les 
hydroxyles de surface de l’oxyde métallique. Certains silanols peuvent rester aussi en 
interaction électrostatique avec la surface de l’oxyde si la couche de siloxanols n’est pas assez 
condensée.  
 
 Dans le cadre de nos travaux, l’APTES a été caractérisé par FTIR (Figure 90). Les 
bandes à 2400 cm-1 représentent les vibrations du CO2 lors de l’enregistrement du spectre car 
celui-ci se fait à l’air libre. Les bandes des modes de vibrations de la chaîne carbonée sont 
observées à 2976, 2931, 2891 et 2735 cm-1 mais aussi dans la zone à 1400 cm-1 avec les 
modes de déformations des CH2. De plus, les modes de vibration des liaisons C – C sont 
observées à 1075 cm-1. Les liaisons CH2 – O de l’APTES sont remarquées par la présence de 
la bande à 1169 cm-1 et le silane de l’APTES est présent par le biais des bandes Si – O à 780 
et 957 cm-1. Les bandes des modes de vibration et de déformation des amines sont présentes à 
1610 et 3300 cm-1. 
 
 

 
Figure 90. Spectre IR de l’APTES enregistré en ATR 

 
 Du fait du caractère liquide de l’APTES, celui-ci n’a pas pu être évalué en XPS. Mais, 
le niveau C1s devrait comporter deux composantes (C – C/C – H à 284,5 eV et C – NH2 à 
286 eV) et le niveau N1s ne devrait faire apparaître qu’une seule composante C – NH2  vers 
399,2 eV. 
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II.1.2 -  L’acide 6-phosphonohexanoïque 
 
 L’acide 6-phosphonohexanoïque se compose d’une fonction phosphonate et d’une 
chaîne carbonée finissant par un acide carboxylique (Figure 91) de formule semi-développée 
(P=O)(OH)2 – (CH2)5 – COOH (M =196 g.mol-1). Il sera dénommé PHA dans la suite du 
manuscrit. 
 

 
 

Figure 91. Formule semi-développée du PHA 
 
 Le groupement phosphonate permet d’assurer un greffage covalent à la surface des 
nanoparticules. De plus, des travaux ont soulignés que les phosphonates permettaient un taux 
de greffage significativement plus élevé et une accroche plus forte qu’en utilisant des ligands 
à base de carboxylates (Park et al. 2006; Daou et al. 2007b). Dans le cas des phosphonates, 
trois types d’interactions avec la surface avec les nanoparticules d’oxydes de fer sont 
rapportés (Figure 92). L’accroche par les trois liaisons est la moins probable. La liaison de 
ligands phosphonate à la surface de dioxyde de titane a également été largement étudiée 
(Guerrero et al. 2001; Cozzoli et al. 2003; Ruiterkamp et al. 2011).  

 
 

Figure 92. Représentation schématique des différentes accroches d’un phosphonate à la 
surface d’un oxyde métallique d’après (Mutin et al. 2005) 

 
 Dans le cadre de nos travaux, l’acide 6-phosphonohexanoïque a été caractérisé par 
spectroscopie infrarouge. Les bandes spécifiques de la chaîne carbonée sont présentes à 2800 
– 2900 cm-1 qui correspondent aux modes de vibrations des liaisons C – H et à 1300 – 
1400 cm-1 aux modes de déformations des liaisons C – H. Le pic à 1712 cm-1 est particulier au 
mode de vibration de la liaison C = O de l’acide carboxylique en bout de chaîne du PHA. 
Entre 900 – 1100 cm-1, se trouvent les bandes caractéristiques des liaisons P – O du 
phosphonate et des liaisons C – C de la chaîne carboné du PHA La bande correspondant aux 
vibrations des liaisons P = O se situe à 1330 cm-1 (Figure 93). 

Acide carboxylique Acide phosphonique 
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Figure 93. Spectre IR de l’acide 6-phosphonohexanoïque 
 
 L’acide 6-phosphonohexanoïque a été également étudié par XPS. Les concentrations 
atomiques des éléments composants le PHA comme le carbone, l’oxygène et le phosphore 
sont déterminées (Tableau 31). Les valeurs trouvées sont proches des valeurs théoriques 
calculées. 

PHA 
Concentration atomique (%) 

C 1s O 1s P 2p 

Théorique 50 41,7 8,3 
Expérimentale 52 39 9 

 

Tableau 31. Analyse XPS : Composition atomique du PHA 
 
 La décomposition du niveau C1s permet de distinguer quatre composantes (Figure 94). 
La composante majoritaire est celle des liaisons C – C/C – H de la chaîne carbonée du PHA à 
284,5 eV. Les autres composantes sont les liaisons correspondant à l’acide carboxylique du 
PHA à 288,8 eV (C = O) – OH et à 287,2 eV (C = O) – O– en très faible proportion (1%). La 
composante à 286,0 eV peut être attribuée par défaut aux liaisons C – P car il y a dans le PHA 
autant de liaison acide carboxylique (10%) que de liaisons C – P (7%) (Rouxhet et al. 2011). 
 

 
 

Figure 94. Analyse XPS : Décomposition du niveau C1s du PHA 
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 À partir des composantes du niveau C1s, les composantes de l’oxygène peuvent être 
identifiées (Figure 95). Les deux composantes de l’oxygène de l’acide carboxylique du PHA 
sont présentes à 532,4 eV pour l’oxygène carbonyle de la liaison (C = O) – OH et à 533,2 eV 
pour l’oxygène hydroxyle de la liaison (C = O) – OH. L’attribution de la dernière composante 
est principalement due aux liaisons du phosphore avec l’oxygène (P = O/P – O–) à 531,2 eV 
(Quan et al. 1989). Les oxygènes de l’acide carboxylique sous la forme carboxylate ((C = O) 
– O– à 531,1 eV) sont négligeables car il y a très peu d’acide 6-phosphonohexanoïque sous la 
forme carboxylate d’après la décomposition du niveau C1s du PHA (Rouxhet et al. 2011). 
 

 
 

Figure 95. Analyse XPS : Décomposition du niveau O1s du PHA 
 

II.2 - Conditions de fonctionnalisation des nanoparticules  
 

II.2.1 -  Protocole de fonctionnalisation 
 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer ainsi que les nanotubes de titanate ont été 
fonctionnalisés à leur surface avec le même protocole. Seuls quelques ajustements tels que la 
quantité molaire d’agents stabilisants mis en jeu ont été effectués pour optimiser le taux de 
recouvrement. 
 
 Le couplage de l’APTES avec les nanoparticles (Figure 96) se déroule dans un 
mélange eau/ éthanol (50/50 en volume). 100 mg de nanoparticules (SPIO ou TiONts) sont 
ajoutées à 75 mL (95 mL pour les TiONts) de ce mélange eau/éthanol alors homogénéisé aux 
ultrasons (10 minutes). Ce mélange contenant les nanoparticules est placé sous agitation 
magnétique (400 trs/min). Une deuxième solution de 25 mL d’éthanol comprenant 1,1 mL 
d’APTES (1,7 mL pour les TiONts) est ajouté goutte à goutte à la suspension eau/éthanol 
contenant les 100 mg de nanoparticules. Le mélange est laissé sous agitation magnétique 
(400 trs/min) et sous atmosphère inerte (N2) pendant 48 heures à température ambiante. Le pH 
de la suspension est basique (pH 9 – 10). 
 
 Après 48 heures de réaction, 20 mL de glycérol sont ajoutés à la suspension qui est 
ensuite placée à l’évaporateur rotatif pour éliminer l’eau et l’éthanol (250 mbar/80°C). Cette 
étape permet de condenser au maximum la couche de polysiloxane à la surface des 
nanoparticules. Les nanoparticules modifiées contenues dans le glycérol sont lavées 
respectivement à l’acétone par décantation magnétique (6Í400 mL) pour les nanoparticules 
d’oxydes de fer et par filtration sur membrane possédant une taille de pores de 30 kDa 
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(acétone/éthanol 80 : 20) pour les nanotubes de titanate. Un dernier cycle de 4 lavages à l’eau 
ultrapure (400 mL) est appliqué dans les mêmes conditions. La suspension est ensuite placée 
en dialyse pendant une semaine en changeant l’eau deux fois par jour pour terminer l’étape de 
lavage. 
 

 
 

Figure 96. Représentation schématique du greffage de l’APTES sur  
les nanoparticules d’oxydes de fer7 

 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par l’APTES8 seront nommées SPIO – 
NH2 dans la suite du rapport, les nanotubes eux seront notés TiONts – NH2. 
 
 Le greffage du PHA avec les nanoparticules (Figure 97) se déroule également dans un 
mélange eau/éthanol (50/50 en volume). Dans un rapport en masse de [1 : 1], les 
nanoparticules et la poudre de PHA sont mélangées au bain à ultrasons pendant 10 minutes 
dans 100 mL (120 mL pour les TiONts) du mélange eau/éthanol. La suspension contenant les 
nanoparticules et le PHA est placée sous agitation magnétique (400 trs/min) et sous 
atmosphère inerte (N2) pendant 48 heures à température ambiante. Le pH de la suspension est 
acide (pH 4 – 5). 

 
 Après 48 heures de réaction, la suspension de nanoparticules modifiées est lavée par 
ultrafiltration sur membrane de taille de pores de 30 kDa (10Í200 mL d’eau ultrapure) pour 
éliminer les phosphonates qui n’ont pas réagi.  

 
 

Figure 97. Représentation schématique du greffage du PHA sur les nanotubes de titanate7 
 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer et les nanotubes modifiés par le PHA8 seront 
intitulés respectivement SPIO – COOH et TiONts – COOH dans la suite du manuscrit. 
 

  

                                                 
7 La couche de silane ou de phosphonate et les chaines carbonées ne sont pas représentées sur les schémas. 
8 Pour simplifier l’écriture, seulement les fonctions d’intérêt seront notées dans la suite du manuscrit. 
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II.2.2 -  Analyse des nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par l’APTES et le PHA  
 

II.2.2.1 -  Stabilité des nanoparticules d’oxydes de fer modifiées 
 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées ont un point isoélectrique différent des 
nanoparticules d’oxydes de fer nues (Figure 98). Les SPIO – NH2 possèdent un point 
isoélectrique proche de (8,9 ± 0,8) et sont donc chargées positivement à pH = 7,4. Le diamètre 
hydrodynamique des SPIO – NH2 est de dH = (19 ± 3) nm à pH= 7,4. À l’inverse, les 
nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par le PHA ont un point isoélectrique plus acide, 
aux alentours de pH = (4,3 ± 0,4) et sont ainsi chargées négativement à pH = 7,4. Le diamètre 
hydrodynamique des SPIO – COOH est de dH = (69 ± 2) nm à pH= 7,4.  
 

 
 

Figure 98. Évolution en fonction du pH du potentiel zêta et du diamètre hydrodynamique 
(courbes en pointillés et sans ultrasons) des SPIO, SPIO – NH2 et SPIO – COOH dans NaCl 

(10-2 mol.L-1). Courbes représentatives d’un échantillon. 
 
 Le Tableau 32 réunit les valeurs du potentiel zêta et du diamètre hydrodynamique 
trouvées pour les nanoparticules modifiées par l’APTES et le PHA. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
dH à pH = 7,4 

(nm)* 
n 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 1368 ± 93 7 

SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 19 ± 3 13 

SPIO – COOH 4,3 ± 0,4 -27 ± 2 69 ± 2 10 
 

Tableau 32. Valeurs des points isoélectriques, du potentiel zêta et du diamètre 
hydrodynamique à pH = 7,4 pour les SPIO, SPIO – NH2 et SPIO – COOH. *Le diamètre 
hydrodynamique a été déterminé par DLS après passage aux ultrasons. n représente le 

nombre d’échantillons. 
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 Les points isoélectriques des SPIO – NH2 et des SPIO – COOH sont respectivement 
de l’ordre de pH = 9 et 4. Les effets de la modification de surface sont les mêmes que ceux 
observés dans la littérature, c’est-à-dire un décalage du point isoélectrique vers des pH plus 
élevés pour la modification via les amines et vers des pH plus bas avec les acides 
carboxyliques (Daou et al. 2007b; De Palma et al. 2007). Les diamètres hydrodynamiques 
correspondent aux ordres de grandeurs donnés dans la littérature (Mornet et al. 2005; Daou et 
al. 2008). 
 
 Les clichés MET montrent que les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par 
l’APTES et le PHA sont dispersées sous forme d’agglomérats sur la grille MET. Les plus 
petits sont des agrégats qui correspondent à la taille mesurée par diffusion de la lumière 
(Figure 99). 
 

 
 

Figure 99. Clichés MET des a) SPIO – NH2 et b) SPIO – COOH 
 

II.2.2.2 -  Analyse des nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées 
 
 Pour confirmer la présence d’une couche organique à la surface de la magnétite, celle-
ci est caractérisée par spectroscopie infrarouge pour les SPIO – NH2 et SPIO – COOH (Figure 
100). Pour les nanoparticules modifiées, le spectre montre les deux bandes vibrationnelles de 
la liaison Fe – O à 580 et 640 cm-1, cette caractéristique est typique de nanoparticules 
d'oxydes de fer dont la structure spinelle est désordonnée (Mornet et al. 2005). Le pic situé à 
1650 cm-1 correspond à l’eau physisorbée et celui à 3400 cm-1 aux hydroxyles de surface 
(Belin et al. 2004). La présence des bras de chaque ligand a été confirmée par l’apparition des 
bandes à 2915 et 2810 cm-1 qui correspondent aux modes de vibrations des liaisons C – H. 

 
 Le greffage de l’APTES sur la surface des nanoparticules de magnétite a été confirmé 
par les bandes comprise entre 1150 – 1100 cm-1 qui peuvent être assignées aux liaisons Si –

a) 

b) 
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 O – Si (Ma et al. 2003; Bini et al. 2012). Les bandes situées à 1123 cm-1 peuvent également 
correspondre aux vibrations des liaisons C – C et celles à 1020 cm-1 aux vibrations de la 
liaison C – N. Les faibles bandes à 880 et 922 cm-1 révèlent la présence de liaisons Si – O – H 
et reflètent la vibration des OH de surface (Yamaura et al. 2004) laissant entendre que la 
couche du polysiloxane n’est pas complètement condensée. Les bandes de vibration N – H de 
la liaison amine situées à 3410 cm-1 sont confondues avec celle de l’eau adsorbée. Par contre, 
la déformation de la liaison N – H à 1560 cm-1 est clairement visible ce qui souligne la 
présence du ligand APTES à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer. 
 
 Dans le cas des SPIO – COOH, l’acide carboxylique qui termine la chaîne carbonée du 
ligand phosphonate est caractérisé par les bandes à 1720 cm-1 et 1240 cm-1 qui correspondent 
respectivement aux modes de vibrations des liaisons C = O et C – O. La partie du spectre 
comprise entre 900 et 1200 cm-1 est plus délicate à interpréter car celle-ci peut correspondre 
aux modes de vibrations des liaisons C – C de la chaîne carbonée du PHA et aux modes de 
vibrations des liaisons P – O – Fe (Daou et al. 2007a). Cette bande est caractéristique de 
l’acide 6–phosphonohexanoïque (Figure 93), ce qui confirme la présence du PHA à la surface 
des nanoparticules d’oxydes de fer. De plus, le pic de la vibration P – OH à 920 cm-1 n’est pas 
vraiment visible et ne permet pas de conclure si le PHA est lié de façon bidentée ou 
monodentée à la surface des nanoparticules (Barja et al. 1999; Lartigue et al. 2009). 
Cependant les analyses FTIR prouvent qu’une liaison existe et que les phosphonates sont 
greffés à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer. 

 
 

Figure 100. Spectres infrarouge des nanoparticules nues et modifiées par l’APTES et le PHA 
 
 Pour corréler les résultats de la spectroscopie infrarouge, les nanoparticules modifiées 
ont été analysées par XPS. La première observation est la diminution de la concentration en 
fer qui révèle la présence des ligands à la surface des nanoparticules modifiées. Cette baisse 
se traduit par l’augmentation en particulier du carbone et des éléments propres à chaque 
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ligand tels que l’azote, le silicium pour l’APTES et le phosphore pour le PHA (Tableau 33). 
Les concentrations d’azote et de silicium sont équivalentes car l’APTES est composé d’un 
atome de silicium et d’un atome d’azote ce qui prouve que le ligand silane n’est pas détérioré 
pendant le greffage.  
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Fe 2p O 1s C 1s N 1s  Si 2s P 2p 

SPIO 38 56 6 - - - 

SPIO – NH2 28 55 13 2 2 - 

SPIO – COOH 29 52 17 - - 2 
 

Tableau 33. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes en surface des 
SPIO et SPIO modifiées par l’APTES et le PHA 

 
 Les niveaux 1s du carbone et de l’oxygène sont décomposés pour à la fois prouver la 
présence des ligands à la surface des nanoparticules et déterminer si le lien covalent entre les 
nanoparticules et les ligands existe (Figure 101). Le carbone présent à la surface des SPIO 
avant préfonctionnalisation est considéré comme du carbone de pollution. L’analyse par XPS 
des SPIO – NH2 met en évidence la composante de la liaison C – NH2 de l’APTES et celle 
des SPIO – COOH souligne la présence de la composante de la liaison C – P du PHA. 
 
 La décomposition des niveaux O1s des SPIO modifiés met en avant l’apparition de 
nouvelles composantes (Figure 101). Pour les SPIO – NH2, les mêmes composantes que celles 
des SPIO sont observées. La seule différence notable est le déplacement de 0,5 eV de la 
composante des hydroxyles de surface. Ce déplacement est sûrement dû à l’enrobage des 
nanoparticules par l’APTES. Si la couche n’est pas entièrement condensée, certains 
hydroxyles de surface sont libres mais possèdent un environnement chimique différent, ce qui 
se traduit par le déplacement de la composante de 0,5 eV. 
 
 Pour les SPIO – COOH, les composantes correspondent à l’oxygène de réseau O2– à 
529,7 eV et à la double liaison (C = O) – OH de l’acide carboxylique à 532,2 eV. D’après le 
spectre XPS du PHA pur, la dernière composante à 531,0 eV coïncide avec les liaisons des 
phosphonates (P = O, P – O–). De plus, la forme carboxylate (C = O) – O– de l’acide 
carboxylique peut aussi contribuer à la formation de la composante à 531,0 eV, tout comme 
les hydroxyles de surface libres. La liaison Fe – O – P n’a cependant pas été identifiée via la 
technique XPS. 
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Figure 101. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s, a) SPIO,  
b) SPIO – NH2, et c) SPIO – COOH 
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 D’autre part, la décomposition du niveau N1s des SPIO – NH2 met en évidence deux 
composantes à 399,3 eV à 401,1 eV (Böhmler et al. 2011) qui correspondent respectivement 
aux liaisons C – NH2 et C – NH3

+ (Figure 102) alors que normalement il devrait n’y en avoir 
qu’une. Pour finir, le niveau P2p des SPIO – COOH ne présente qu’une seule composante à 
132,8 eV comme pour le PHA seul (Joumaa et al. 2008). 

 
 

Figure 102. Analyse XPS : Décomposition du niveau N1s des SPIO – NH2  
 
 Les nanoparticules modifiées ont été analysées en ATG de 30°C à 800°C. La perte de 
masse entre 150 °C et 800°C des nanoparticules modifiées est plus importante que celle des 
SPIO nus suggérant la présence de ligands à la surface des nanoparticules (Figure 103). Les 
SPIO – COOH ont une perte de masse plus importante, ce qui n’est pas surprenant puisque la 
chaîne carbonée du PHA est plus lourde que celle de l’APTES (Tableau 34).  

 
 

Figure 103. Analyse thermogravimétrique des SPIO, SPIO – NH2, SPIO – COOH. Les 
mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 

température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3). Courbes 
représentatives d’un échantillon. 
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 Cette technique permet d’estimer le taux de greffage des molécules organiques liées à 
la surface des nanoparticules en appliquant la formule (Équation 3) aux différentes ATG :  
 

   (Équation 3) 
 

Avec , le nombre de molécules (NH2, COOH) par nm2 ; , la perte de masse entre 
150°C et 800°C  (%) ; , la masse molaire considérée de la partie organique  (g.mol-1); 

, la surface spécifique des SPIO (92 ± 10 m2.g-1) et , le nombre d’Avogadro (mol-1).  
 
 Pour estimer le taux de greffage des nanoparticules modifiées, il faut poser une 
hypothèse. Seule la partie organique du ligand doit être considérée comme perte de masse 
entre 150°C et 800°C car selon l’XPS, le silicium et le phosphore sont toujours présents après 
ATG. Par exemple, pour l’APTES, c’est la partie amino-propyl qui est considérée comme 
perte de masse en ATG soit une masse molaire de 58 g.mol-1. Les estimations des taux de 
greffage calculés avec l’équation 3 pour les SPIO – NH2 et SPIO – COOH sont regroupées 
dans le Tableau 34. 
 

  
Δm totale 

(%) 
Masse molaire 

considérée (g.mol-1) 
molécules/nm2 R (%) n 

SPIO 0,9* 18 (6,7 ± 0,6) OH - 5 

SPIO – NH2 4,1 58 (5,0 ± 0,7) NH2 75 13 

SPIO – COOH 11,9 115 (5,3 ± 0,6) COOH 79 10 
 

Tableau 34. Estimation du taux de greffage pour les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées 
par l’APTES et le PHA. *Perte de masse entre 300°C et 800°C. R représente le rendement de 

greffage (%) et n le nombre d’échantillons analysés. 
 
 Les estimations du taux de greffage des nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par 
l’APTES et le PHA sont sensiblement les mêmes et sont de l’ordre de 5 molécules par nm2.  
 
 Pour confirmer les résultats en ATG, une analyse élémentaire (annexe n°1) des SPIO –
 NH2 a été réalisée. Les SPIO – COOH ne seront pas analysés par cette méthode car le 
phosphore n’est pas détectable par cette technique à Dijon. En utilisant la concentration 
massique de l’élément azote déterminée par analyse élémentaire, il est possible d’estimer la 
quantité de NH2 par nm2 pour 1 gramme de nanoparticules (Tableau 35). 
 

   (Équation 4) 
 

Avec , le nombre de NH2 par nm2 ; , la concentration massique de l’élément 
azote (%) ; , la masse molaire de l’azote  (g.mol-1) ; , la surface spécifique des SPIO 
(92 ± 10 m2.g-1) et , le nombre d’Avogadro (mol-1). 
 

  Concentration massique (%) 
NH2/nm2 n 

  N C H 

SPIO – NH2 1,13 6,07 0,97 5,8 ± 1,5 11 
 

Tableau 35. Analyse élémentaire de SPIO – NH2  
 
 Les estimations du taux de greffage par ATG et analyse élémentaire sont du même 
ordre de grandeur soit environ de 5 à 6 NH2 par nm2 confirmant les résultats d’ATG. Ainsi, le 
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nombre de molécules par nm2 des nanoparticules modifiées par le PHA ou l’APTES est 
correctement estimé par la méthode ATG. Dans la littérature, les taux de couverture sont du 
même ordre de grandeur (Mornet 2002; Daou et al. 2007a). 
 

II.2.3 -  Propriétés des nanotubes de titanate fonctionnalisés par le PHA et l’APTES 
 

II.2.3.1 -  Stabilité des nanotubes de titanate modifiés 
 
 Malgré un point isoélectrique bas et une valeur de potentiel zêta élevée à pH =7,4 (de 
l’ordre de -30 mV), les nanotubes nus ne sont pas stables. Les mêmes phénomènes sont 
observés pour les nanotubes de titanate modifiés par l’APTES et le PHA. La modification de 
surface des TiONts par l’APTES a pour effet de décaler le point isoélectrique vers des pH 
plus hauts, aux alentours de 6,3. En revanche, la modification par le PHA modifie le point 
isoélectrique vers des pH plus bas, vers 3,2 comme déjà observé pour les SPIO (Figure 98). 
Cette modification de surface ne change pas la charge mais augmente un peu la stabilisation 
(Tableau 36). 
 

 
 

Figure 104. Évolution en fonction du pH du potentiel zêta des TiONts, TiONts – NH2  
et TiONts – COOH dans NaCl (10-2 mol.L-1). Courbes représentatives d’un échantillon. 

 
 Le Tableau 36 regroupe les caractéristiques des nanotubes de titanate modifiés par 
l’APTES et le PHA. 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 

7,4 (mV) 
n 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 12 

TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 6 
 

Tableau 36. Valeurs des points isoélectriques et des valeurs du potentiel zêta à pH = 7,4 pour 
les TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – COOH. Les valeurs sont données pour n échantillons. 
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 Comme pouvaient le laisser présager les valeurs de potentiels zêta à pH = 7,4 (Figure 
104), Les composés TiONts – NH2 ne sont pas stables par régime électrostatique dans les 
conditions proches du milieu physiologique après 24 heures. En revanche, les TiONts – 
COOH sont stables dans ces conditions mais aussi dans le PBS (Figure 105).  
 

        
 

Figure 105. Photographie des nanotubes modifiés dans NaCl (10-2 mol.L-1) à pH = 7,4 à 
24 heures (à gauche) et des TiONts – COOH dans le PBS après 24 heures (à droite) 

 
 Selon les clichés MET, la modification de surface a permis de disperser les nanotubes 
en agglomérats d’une centaine de nanomètres (Figure 106) et ceux-ci ne se retrouvent plus 
sous forme d’agglomérats de quelques micromètres comme les TiONts non modifiés (Figure 
25 b).  

 
 

Figure 106. Clichés MET des nanotubes modifiés par a) l’APTES et b) le PHA 

TiONts – NH2  TiONts – COOH  

a) 

b) 

Après greffage Avant greffage 
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II.2.3.2 -  Analyse des nanotubes de titanate modifiés par le PHA et l’APTES 
 
 La spectroscopie FTIR a été utilisée pour caractériser les nanotubes de titanate et a 
montré l’existence de groupes hydroxyles à leur surface via la présence des vibrations à 
1630 cm-1 et 3400 cm-1 (Sun et al. 2003). Les bandes à 2400 cm-1 représentent les vibrations 
du CO2 lors de l’enregistrement du spectre car celui-ci se fait à l’air libre. Les nanotubes 
semblent toujours sous la même forme et composition car les modes de vibrations spécifiques 
aux nanotubes à 470 cm-1, à 917 cm-1 et la bande entre 700 – 750 cm-1 sont encore présentes 
après greffage. 
 
 La présence des chaînes carbonées de chaque ligand a été confirmée par l’apparition 
des bandes à 2915 et 2960 cm-1 qui correspondent aux modes de vibrations des liaisons C – H. 
Les bandes de vibration N – H de la liaison amine situées à 3250 cm-1 et 1625 cm-1 sont 
confondues avec celle de l’eau adsorbée. 
 
 Les modes de vibrations vers 1050 cm-1 peuvent correspondre aux liaisons C – C mais 
aussi aux modes de vibrations caractéristiques des ligands APTES (Si – O – Si) et du PHA (P 
– O). La différence n’est pas facilement observable en infrarouge mais laisse présager la 
présence des ligands à la surface des nanotubes de titanate (Figure 107). 
 

 
 

Figure 107. Spectres infrarouge des TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – COOH 
 
 De même que pour les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées, les nanotubes de 
titanate modifiés par l’APTES et le PHA ont été caractérisés par XPS. La première 
observation est l’augmentation en particulier du carbone et des éléments propres à chaque 
ligand tels que l’azote, le silicium pour l’APTES et le phosphore pour le PHA (Tableau 37).  
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Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p 

TiONts 21 59 6 14 - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - 

TiONts – COOH 21 59 16 3 - - 1 
 

Tableau 37. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes en surface des 
TiONts et TiONts modifiées par l’APTES et le PHA 

  
 Les niveaux 1s du carbone et de l’oxygène sont aussi décomposés (Figure 108). La 
décomposition du niveau C1s permet de mettre en évidence l’apparition de la composante 
correspondant aux liaisons C – NH2 des nanotubes modifiés par l’APTES. D’autre part, pour 
les TiONts – COOH, les composantes liées au squelette carboné du PHA sont identifiées 
telles que la composante correspondant aux liaisons C – P et (C = O) – OH de l’acide 
carboxylique. L’augmentation de la proportion des liaisons C – C/C – H révèle aussi la 
présence des ligands à la surface des nanotubes modifiés. 
 
 La décomposition des niveaux O1s des TiONts modifiés met en avant l’apparition de 
nouvelles composantes. Pour les TiONts – COOH, les composantes correspondent à 
l’oxygène de réseau O2– à 529,7 eV et à la double liaison (C = O) – OH de l’acide 
carboxylique à 532,2 eV. La composante à 531,0 eV peut être attribuée aux liaisons de 
l’oxygène avec le phosphore (P = O/P – O–) mais aussi aux hydroxyles de surface restants. En 
plus de la présence des ligands à la surface des TiONts – COOH, les électrons Auger du 
sodium ne sont plus présents à 535 eV car le greffage du PHA se produit à un pH acide et 
ainsi les ions sodium sont échangés avec les ions hydrogène du milieu H2O/EtOH (Sun et al. 
2003). 
 

Au contraire, les nanotubes modifiés par l’APTES ne présentent pas de différence lors 
de la décomposition du niveau O1s. Les mêmes composantes que pour les nanotubes nus sont 
observées :  

- à 529,7 eV, la composante des oxygènes de réseau O2– ; 
- à 531,5 eV, la composante des hydroxyles de surface OH ;  
- à 535 eV, les électrons Auger du sodium. 

 La composante des hydroxyles de surface OH à 531,5 eV laisse penser que tous les 
hydroxyles de surface n’ont pas été utilisés lors du greffage de l’APTES. L’observation de la 
composante des hydroxyles de surface peut confirmer que les nanotubes ne sont pas 
entièrement fonctionnalisés par l’APTES à cause de la morphologie atypique des nanotubes. 
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Figure 108. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s, a) TiONts, 
b) TiONts – NH2 et c) TiONts – COOH  
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 D’autre part, la décomposition du niveau N1s des TiONts – NH2 laisse aussi apparaître 
deux composantes à 399,2 eV et à 401,1 eV qui correspondent également aux liaisons types 
C – NH2 et C – NH3

+ (Figure 109). De même que pour les SPIO – COOH, le niveau P2p ne 
présente qu’une seule composante. 

 
 

Figure 109. Analyse XPS : Décomposition du niveau N1s des TiONts – NH2 
 

Les nanoparticules modifiées ont été analysées en ATG de 30°C à 800°C. La perte de 
masse des nanotubes modifiés entre 150°C et 800°C est plus importante que celle des 
nanotubes nus soulignant la présence de ligands à la surface des TiONts (Figure 110). Les 
mêmes tendances que pour les SPIO modifiés sont observées (Figure 103). 

 
 

Figure 110. Analyse thermogravimétrique des TiONts, TiONts – NH2, TiONts – COOH. Les 
mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 

température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3). Courbes 
représentatives d’un échantillon. 
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 Ainsi, le taux de greffage des nanotubes modifiés peut être estimé à partir de la 
formule (Équation 3, annexe n°3). Le Tableau 38 regroupe les valeurs trouvées pour une 
surface spécifique des TiONts nus de (163 ± 25) m2.g-1. 
 

  
Δm totale 

(%) 

Masse molaire 
considérée 
(g.mol-1) 

molécules/nm2 R (%) n 

TiONts 3,8 18 (6 ± 4) OH - 10 

TiONts – NH2 8 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts – COOH 10,9 115 (3,1 ± 0,5) COOH 52 8 
 

Tableau 38. Estimation du taux de greffage pour les nanotubes modifiés                                       
par l’APTES et le PHA. R représente le rendement de greffage (%) et n le nombre 

d’échantillons analysés. 
 
 L’estimation du taux de greffage de l’APTES à la surface des TiONts est plus 
importante que celle des TiONts modifiés par le PHA. La chaîne carbonée qui est plus grande 
dans le cas du PHA doit certainement engendrer une gêne stérique plus forte, empêchant ainsi 
d’autres molécules du PHA de s’accrocher à la surface des nanotubes de titanate (6 carbones 
pour le PHA contre 3 pour l’APTES). Cependant, le greffage du PHA sur les nanoparticules 
d’oxydes de fer a conduit à un taux comparable à celui de l’APTES de l’ordre de 
5 COOH/nm2 (Tableau 34), par conséquent la forme des nanoparticules joue aussi un rôle 
dans le mécanisme du greffage. La longueur plus grande des nanotubes permet peut être aux 
molécules du PHA de se coucher à leur surface et de limiter ainsi l’accès aux hydroxyles de 
surface (Figure 111). 
 

 
 

Figure 111. Représentation schématique en 3D des SPIO – COOH (à gauche)  
et des TiONts – COOH (à droite) 
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II.2.4 -  Étude de toxicité des nanoparticules préfonctionnalisées 
 

II.2.4.1 -  Test in vitro des nanoparticules préfonctionnalisées 
 
 L’étude pour évaluer la cytotoxicité in vitro a été réalisée sur la toute nouvelle 
plateforme technologique Welience «NanoCare» pour évaluer la cytotoxicité des 
nanoparticules préfonctionnalisées par l’APTES. Le principe consiste à mettre en évidence 
des perturbations de l’homéostasie cellulaire (équilibre de l’ensemble des paramètres physico-
chimique) induites par la présence des nanoparticules. 
 
 Les cellules utilisées sont des cellules HepG2 (Figure 112) qui proviennent d’une 
lignée cellulaire immortelle d’origine humaine dérivée d’un carcinome hépatocellulaire 
prélevé sur un enfant de 11 ans (Aden et al. 1979). Les cellules HepG2 expriment la plupart 
des protéines plasmatiques caractéristiques des cellules hépatiques saines (Knowles et al. 
1980). De plus, les différentes activités enzymatiques (phase I et II) identifiées dans ces 
cellules présentent l’avantage de mimer les processus d’activation et de détoxification qui ont 
lieu in vivo chez l’homme (Dearfield et al. 1983; Limbosch 1983). 
 

 
 

Figure 112. Photographie des cellules HepG2 à 70% de confluence  
(grossissement Í 400) 

 
 L’étude est réalisée par le biais du test de cinétique de synthèse des Acides 
Ribonucléique (ARN) totaux. Ce test quantitatif, reproductible et très sensible permet de 
mesurer la vitesse d’incorporation de l’uridine tritiée au cours du temps lors des synthèses 
d’ARN dans les cellules. Ce test a été privilégié par rapport aux tests classiques comme les 
tests MTT (Papa et al. 2013) ou Alamar Blue (Papa et al. 2013) en raison de sa robustesse et 
sa sensibilité. Une diminution de la vitesse traduit un début de cytotoxicité. Cette méthode a 
été décrite pour la première fois en utilisant la lignée cellulaire HelaS3 qui se cultive en 
suspension (Fauris 1983). Ce test a alors été transposé et adapté à une lignée cellulaire 
adhérente, les cellules HepG2 (Valentin et al. 2001) puis automatisé afin de l’adapter à des 
études de screening (Valentin-Séverin et al. 2002). 
 Les études de cytotoxicité du test de cinétique de synthèse des ARN totaux ont été 
réalisées sur les SPIO – NH2 et les TiONts – NH2. Le protocole ainsi que la démarche pour 
analyser les résultats sont décris dans l’annexe n°8. Les analyses sont répétées trois fois (n = 
3). 
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Figure 113. Cinétique d’incorporation de l’uridine tritiée dans les cellules HepG2 en présence de 

différentes concentrations 25, 50 et 100 µg.mL-1 à 24 heures a) SPIO– NH2 et b) TiONts – NH2 avec 
T- le témoin négatif : le milieu de culture (non cytotoxique) et T+ le témoin positif : le milieu de 

culture en présence de K2Cr2O7 (cytotoxique) 
 

 Les courbes de cinétiques d’incorporation de l’uridine tritiée peuvent être traduites 
sous forme d’histogramme pour présenter l’évolution de la cytotoxicité (Figure 114). 
 

 
Figure 114. Histogramme présentant la cytotoxicité sur une gamme de concentration élevée variant de 
0,1 à 100 µg.mL-1 a) SPIO– NH2 et b) TiONts – NH2 à 24 heures avec T- le témoin négatif : le milieu 

de culture (non cytotoxique) et T+ le témoin positif : le milieu de culture en présence de 
K2Cr2O7(cytotoxique) 

a) b) 

a) 

b) 
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 Pour les SPIO – NH2, un effet cytotoxique est observé en fonction de la dose. Plus la 
concentration est élevée plus la cytotoxicité est élevée. Dans ce cas, l’étude a été étendue sur 
une plage de concentrations plus faibles pour déterminer une gamme de concentration sans 
effet cytotoxique qui est comprise entre 0,1 et 15 µg.mL-1. Ainsi, la dose seuil de cytotoxicité 
est de 15 µg.mL-1 dans le cas des SPIO – NH2. Ce résultat, assez surprenant illustre bien la 
sensibilité de ce test. En revanche, les TiONts – NH2 ne présentent pas de cytotoxicité sur une 
gamme allant de 25 à 100 µg.mL-1.  
 

II.2.4.2 -  Test in vivo des nanoparticules préfonctionnalisées 
 

La toxicité in vivo des nanoparticules préfonctionnalisées par l’APTES (SPIO – NH2 et 
TiONts – NH2) est étudiée avec le modèle zebrafish (annexe n°7). La toxicité des 
nanoparticules préfonctionnalisées n’est pas avérée pour une concentration de 50 µg/mL 
(Figure 115 a). De plus, l’éclosion n’est pas perturbée ainsi que le développement des 
zebrafish au bout de 96 heures (Figure 115 b et c). 

 

  
 

Figure 115. a) Taux de survie, b) éclosion et c) développement des zebrafish en présence des 
nanoparticules préfonctionnalisées par l’APTES à 50 µg/mL 
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II.3 - Conclusion sur la stabilisation des nanoparticules par des agents 
permettant une stabilisation par voie électrostatique 

 
 Le greffage des deux ligands à la surface des deux types de nanoparticules est une 
réussite. Le taux de greffage est estimé à environ 5 molécules par nm2, il est plus faible dans 
le cas des TiONts – COOH de l’ordre de 3 COOH/nm2, ce qui est certainement dû à la gêne 
stérique engendrée par le bras carboné du PHA. Cependant, aucune technique d’analyse n’a 
permis de mettre en évidence un lien covalent entre les nanoparticules et les ligands. Cette 
modification de surface a pour effet de rendre la surface des nanoparticules plus réactive vis-
à-vis de nouvelles fonctions organiques. Cependant, la valeur des charges de surface n’est pas 
suffisante pour stabiliser les nanoparticules modifiées dans les conditions physiologiques 
(pH = 7,4 ; 0,9% NaCl) pour les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par l’APTES et le 
PHA, tout comme les TiONts – NH2. En revanche, les nanotubes modifiés par le PHA sont 
stables dans ces mêmes conditions.  
 Des tests in vitro ont été réalisés et montrent que les SPIO – NH2 ont un effet 
cytotoxique en fonction de la concentration. Au dessous de 15 μg.mL

-1, les SPIO – NH2 ne 
sont pas cytotoxiques. Cependant, au dessus 15 μg.mL

-1, des essais effectués in vivo sur les 
zebrafish à 50 μg.mL

-1 ne soulignent pas ce phénomène. En revanche, les TiONts – NH2 ne 
présentent pas de cytotoxicité sur la gamme de 25 à 100 μg.mL

-1, ni de toxicité in vivo à 
50 μg.mL

-1 sur le modèle zebrafish. 
 
 Le Tableau 39 regroupe toutes les caractéristiques des nanoparticules d’oxydes de fer 

et de nanotubes de titanate modifiés par les deux ligands : l’APTES et le PHA. 
 

 
PIE 

ζ à pH = 7,4 
(mV) 

dH (nm) à 
pH = 7,4 

Stabilité à 
pH = 7,4 

SBET 
(m2.g-1) 

Nombre/nm2 
ATG 

n 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 1368 ± 93 non 92 ± 10 6,7 ± 0,6 5 – 7 
SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 19 ± 3 non -9 5,0 ± 0,7 13 

SPIO – COOH 4,3 ± 0,4 -27 ± 2 69 ± 2 non -9 5,3 ± 0,6 10 

       
 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 -10 non 163 ± 25 6 ± 4 6 – 10 
TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 -10 non -9 5,7 ± 0,8 12 – 17 

TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 -10 oui -9 3,1 ± 0,5 6 – 8 
 

Tableau 39. Caractéristiques des SPIO et TiONts modifiées par l’APTES et le PHA 
 
 Dans la première partie de ce travail (Chapitre 1.III – Création d’un nouveau 

nanocomposite : les TiONts – SPIO), la création d’un nouveau nanocomposite (TiONts – 
SPIO) par voie inorganique a été réalisée. Dans la suite de ce travail, une nouvelle manière de 
lier les deux nanoparticules a été envisagée : la voie organique. Cette nouvelle voie devrait 
permettre de greffer plus de nanoparticules d’oxydes de fer à la surface des nanotubes de 

titanate et d’assurer une liaison covalente. 
  

                                                 
9 Pour la suite du manuscrit, seules les surfaces spécifiques des nanoparticules de départ seront considérées. 
10  Les diamètres hydrodynamiques ne sont pas déterminés dans le cas des TiONts car le calcul des diamètres est 
basé sur une morphologie sphérique. 
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III. Couplage organique entre TiONts et SPIO modifiés pour la 
création d’un nouveau nanovecteur détectable en IRM 

 

III.1 - Couplage organique entre TiONts et SPIO 
 
 Dans cette partie, des essais pour lier les deux nanoparticules de manière organique 
ont été effectués. Deux voies ont été envisagées, le greffage de SPIO – NH2 avec des TiONts 
– COOH ou inversement la fonctionnalisation des TiONts – NH2 avec des SPIO – COOH. 
 

III.1.1 -  Protocole 
 
 Dans le premier chapitre (Chapitre 1.III – Création d’un nouveau nanocomposite : les 
TiONts – SPIO), lors de la synthèse des TiONts – SPIO, le meilleur rapport Fe/Ti était le 
rapport [1 ; 0,5] pour l’obtention de nanotubes fonctionnalisés par les nanoparticules d’oxydes 
de fer. Ce même rapport a été gardé pour le greffage des SPIO avec les TiONts par voie 
organique, ceci à titre de comparaison entre les deux voies envisagées. 
 
Pour cette raison, un mélange de SPIO modifiés et de TiONts modifiés dans un rapport Fe/Ti 
de [1 ; 0,5] est mis en présence d’1-ethyl-3-diméthylaminopropylcarbodiimide.HCl (EDC) et 
de N-hydroxysuccinimide (NHS) dans une solution aqueuse. Le pH de la suspension est fixé à 
pH = 5 (TiONts – NH2 et SPIO – COOH) et pH  = 6 (TiONts – COOH et SPIO – NH2) pour 
que les deux types de nanoparticules modifiées soient stables pendant la durée du greffage. Le 
mélange est soumis au bain à ultrasons pour homogénéiser la suspension et cette dernière est 
ensuite placé sous agitation magnétique (300 trs/min) pendant 48 heures sous atmosphère 
inerte (N2). 
 À l’issue des 48 heures, la suspension est lavée par plusieurs cycles d’ultrafiltration 
(10Í100 mL) avec des membranes de 300 kDa (tailles des pores ≈ 40 nm) pour éliminer les 
agents de couplage. 
 Lors du greffage, une liaison entre les deux nanoparticules va se former via la création 
d’une liaison amide :  
 

 
 

Figure 116. Réaction d’un TiONts portant des fonctions acide carboxylique avec un SPIO 
portant des fonctions amine pour la formation d’une liaison amide entre les deux types de 

nanoparticules. 
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III.1.1.1 -  Greffage des SPIO – COOH avec les TiONts – NH2  
 
 L’observation en microscopie électronique en transmission de la suspension reste le 
meilleur moyen de montrer le couplage de nanoparticules d’oxydes de fer sur les nanotubes 
de titanate. Les clichés MET ne témoignent d’aucune liaison entre les nanoparticules 
modifiées et les nanotubes. Ces derniers ne présentent pas de SPIO à leur surface. Les clichés 
MET révèlent que les TiONts – NH2 et les SPIO – COOH sont isolés les uns des autres, c’est-
à-dire que la réaction entre les deux nanoparticules n’a pas eu lieu (Figure 117). 
 

 
 

Figure 117. Clichés MET du greffage des SPIO – COOH et des TiONts – NH2 dans un 
rapport Fe/Ti de [1 : 0,5] 
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III.1.1.2 -  Greffage des SPIO – NH2 avec les TiONts – COOH  
 
 En revanche, dans le cas du greffage des SPIO – NH2 sur les TiONts – COOH, 
l’observation de nanotubes fonctionnalisés par des SPIO est visible sur les clichés MET 
(Figure 118). En effet, les nanotubes sont fonctionnalisés par de nombreuses nanoparticules 
d’oxydes de fer seules ou en petites grappes. Ce type de nanotubes fonctionnalisés par les 
SPIO – NH2 sera nommé TiONts – SPIO Orga dans la suite du manuscrit. L’explication 
plausible de la réussite de ce greffage est sûrement due à la valeur plus faible, au pH de 
couplage, du diamètre hydrodynamique des SPIO – NH2 (dH = 19 ± 3 nm) par rapport à celui 
des SPIO – COOH (dH = 69 ± 2 nm) : une agglomération plus faible favoriserait 
probablement davantage le couplage.  
 

 
 

Figure 118. Clichés MET du greffage des SPIO – NH2 et des TiONts – COOH dans un 
rapport Fe/Ti de [1 : 0,5]  

 
 Une étape de purification par décantation magnétique est aussi réalisée pour éliminer 
les SPIO – NH2 et les TiONts – COOH qui n’ont pas réagi. L’aimant est laissé pendant une 
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heure sur le côté du flacon ce qui va permettre d’attirer les nanoparticules d’oxydes de fer 
aminés qui n’ont pas réagi. Ensuite, le surnageant contenant un maximum de TiONts – SPIO 
Orga est prélevé (Figure 119). 
 
 

 
 

Figure 119. Photographie de la décantation magnétique sur les suspensions des TiONts – 
SPIO Orga 

 
III.1.2 -  Analyse du conjugué TiONts – SPIO Orga après purification 

 
III.1.2.1 -  Analyse de la stabilité du conjugué 

 
 Le conjugué TiONts – SPIO Orga a été caractérisé en premier lieu par zêtamétrie à 
force ionique constante (Figure 120) car il est destiné à des applications biomédicales. Le 
point isoélectrique des TiONts – SPIO Orga se situe aux alentours de pH = 4,3, valeur 
intermédiaire entre celles des TiONts – COOH et SPIO – NH2. La suspension est stable dans 
l’eau. 

 
Figure 120. a) Photographie de la suspension de TiONts – SPIO Orga dans l’eau (pH = 7) et  
b) Évolution du potentiel zêta des TiONts – SPIO Orga, SPIO – NH2 et TiONts – COOH dans 

NaCl (10-2 mol.L-1). Courbes représentatives d’un échantillon. 
 

-40 

-30 

-20 

-10 

0 

10 

20 

30 

40 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

P
ot

en
ti

el
 z

êt
a 

(m
V

) 

pH 

SPIO – NH2 
TiONts – SPIO Orga 
TiONts – COOH 

Surnageant 

pH physiologique = 7,4 

a) 

b) 

Suspension 
après UF 

Après 1 heure  
(avec aimant) 

Après 1 heure  
(sans aimant) 

Prélèvement 
du surnageant  



Chapitre 2. Préfonctionnalisation de la surface des nanoparticules 

132 
 

 Le Tableau 40 regroupe les valeurs des points isoélectriques et du potentiel zêta des 
TiONts – SPIO Orga. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 

7,4 (mV) 
n 

SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 13 

TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 6 
TiONts – SPIO Orga 4,3 ± n.d. -21 ± 1 1 

 

Tableau 40. Récatipulatif des points isoélectriques et des valeurs du potentiel zêta pour les 
SPIO – NH2, TiONts – COOH et TiONts – SPIO Orga. n.d. non déterminé car il n’y avait pas 

assez de valeurs pour être représentatif. 
 

III.1.2.2 -  Analyses du nanocomposite TiONts – SPIO Orga 
 
 Le nanocomposite TiONts – SPIO Orga a été analysé par spectroscopie infrarouge à 
transformée de Fourier, en XPS et par analyse thermogravimétrique (ATG). 
 
 Lors du greffage, une fonction amide est formée et peut être détectée en spectroscopie 
infrarouge, νC = O amide entre 1650 – 1700 cm-1. Cependant, le pic de la fonction amide se trouve 
au même endroit que la déformation des hydroxyles de surface, δOH = 1650 cm-1. Par 
conséquent, la fonction amide créée lors du couplage des SPIO – NH2 et des TiONts – COOH 
n’est pas détectable sur le spectre IR (Figure 121). De plus, la présence d’acide carboxylique à 

la surface des nanotubes s’ajoute à la difficulté précédente. D’autre part, sur le spectre 

infrarouge des TiONts – SPIO Orga, les bandes de vibration spécifiques aux oxydes de fer de 
structure spinelle sont visibles à 580 cm-1 et 640 cm-1 ainsi que les vibrations des TiONts à 
470 cm-1 et à 700-750cm-1 ce qui confirme la présence des deux nanoparticules dans 
l’assemblage. 
 
 

 
 

Figure 121. Spectre IR des TiONts – SPIO Orga, des SPIO – NH2 et des TiONts – COOH  
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 Pour corréler ces résultats, une analyse par XPS de la poudre de TiONts – SPIO Orga 
est réalisée. La présence de fer et de titane est confirmée par cette analyse dans un rapport 
Fe/Ti ≈ 1, pour un rapport attendu de Fe/Ti = 2. Le silicium et l’azote des SPIO – NH2 ainsi 
que le phosphore des TiONts – COOH sont présents à la surface des TiONts – SPIO Orga 
(Tableau 41). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Fe 2p Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2s P 2p 

SPIO – NH2 19 - 46 28 -  3,5 3,5 - 

TiONts – COOH - 21 59 16 3 - - 1 
TiONts – SPIO Orga 10 14 55 14 2 3 1 1 

 

Tableau 41. Concentration atomique des espèces présentes en surface des SPIO – NH2, 
TiONts – COOH et TiONts – SPIO Orga  

 
 Après décomposition du niveau C1s des TiONts – SPIO Orga, la fonction amide, le 
lien entre les deux nanoparticules modifiées, n’est pas identifiable car les composantes de 

celle-ci (C = O) – NH – C et (C = O) – NH – C se situent respectivement aux mêmes énergies 
que celles des composantes C – NH2 et (C = O) – OH qui proviennent des nanoparticules 
préfonctionnalisées (Figure 122). Les énergies pour chaque composantes sont semblables à 
celles de la littérature (Rouxhet et al. 2011).  
 La décomposition du niveau O1s ne met en avant que deux contributions : celle de 
l’oxygène de réseau O

2- et celle des hydroxyles de surface OH. Les composantes des 
oxygènes des acides carboxyliques ne sont pas présentes car l’aire de la composante des 

acides carboxyliques est négligeable par rapport à l’aire de la composante O2
-.  

 

 

Figure 122. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s des TiONts – SPIO Orga 
 
 Le niveau N1s présente deux composantes à 399,6 eV et 401,3 eV (Figure 123), la 
dernière est celle des amines protonées C – NH3

+. Généralement, les liaisons C – NH2 se 
situent à 399,2 eV. Dans le cas des TiONts – SPIO Orga, la composante est légèrement 
décalée ce qui peut provenir d’une contribution des liaisons amides (C = O) – NH – C dans la 
formation de cette composante (Rouxhet et al. 2011). Mais, toutes les liaisons C – NH2 n’ont 

pas réagi lors du greffage donc elles ne peuvent pas être exclues de la contribution de la 
composante. De plus, l’augmentation de la proportion de la composante à 399,6 eV (63%) du 

niveau N1s des TiONts – SPIO Orga par rapport à celle du niveau O1s des SPIO – NH2 
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(399,3 eV, 52% Figure 102) permet d’aller dans le sens de la formation de la liaison amide 
lors de l’assemblage des deux nanoparticules. 

 
 

Figure 123. Analyse XPS : Décomposition du niveau N1s des TiONts – SPIO Orga 
 

III.1.3 -  Fonctionnalisation avec le PEG2000 – Si  
 
 Comme vu précédemment, les nanoparticules ou nanotubes doivent être modifiées en 
surface pour être utilisés en biologie. Les premiers essais de stabilisation électrostatique ont 
permis de disperser les oxydes de fer et les nanotubes de titanate. Une autre méthode de 
stabilisation est la stabilisation par gêne stérique via le greffage d’un polymère à la surface 
des nanoparticules comme le polyéthylène glycol (PEG) qui est utilisé pour son caractère 
hydrophile (Wan et al. 2007; Barrera et al. 2009). Le PEG va aussi permettre d’augmenter le 
temps de circulation des nanoparticules dans l’organisme (furtivité) en limitant leur 
internalisation par les macrophages (Zhang et al. 2002; Xie et al. 2007; Tromsdorf et al. 
2009). et retarde leur élimination par le système réticulo-endothélial (Gref et al. 2000; Berry 
et al. 2003; Mornet et al. 2004). 
 
 Le greffage du PEG peut se faire de plusieurs façons grâce aux deux types de 
fonctions présentes à la surface du nanohydride TiONts – SPIO Orga, soit par une fonction 
amine à la surface des SPIO, soit par une fonction carboxylate à la surface des TiONts. La 
modification avec le PEG peut se faire via un PEG – NH2 ou via un PEG – COOH mais un 
seul type de particule sera modifié. L’avantage de cette modification est de laisser disponible 
une fonction pour d’éventuelles modifications futures. L’utilisation de deux PEG différents 
est possible mais étant plus difficiles à caractériser et à différencier, cette voie n’est pas 
souhaitable. Une autre approche est l’utilisation d’un PEG possédant une fonction silane qui 
se greffe aux hydroxyles de surface des nanoparticules restants (Zhang et al. 2002; Kohler et 
al. 2004). La deuxième solution a été retenue car si les deux nanoparticules sont 
fonctionnalisées par le PEG, le nanohydride gagne en stabilité, en biocompatibilité et en 
furtivité. 
 Le polymère choisi est un PEG silanisé qu’il a fallu synthétiser. En bref, le 3-
isocyanatopropyltriéthoxysilane (ICPTES) a été couplé à un polyéthylène glycol commercial 
de longueur de chaîne 2000 (M ≈ 2000 g.mol-1). Cette réaction (Maurizi et al. 2009) a permis 
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d’obtenir un PEG silanisé (Figure 124) de masse molaire M = 2252 g.mol-1 (noté PEG2000 – 
Si, par la suite).  
 

 
 

Figure 124. Formule semi-développée du PEG2000 – Si  
 
 Dans la plupart des travaux, un mélange eau /alcool (Jo et al. 2000) ou un mélange eau 
avec des solvants organiques (Kohler et al. 2006) est fréquemment utilisé dans le couplage du 
PEG – Si et des oxydes de fer. Le couplage dans le mélange eau/éthanol a été retenu car 
l’éthanol libéré par l’ICPTES après hydrolyse ne devrait pas modifier la polarité du mélange. 
 Pour 10 mg de nanohybrides, 0,013 mmol de PEG2000 – Si sont ajoutés à 20 mL d’un 
mélange eau/éthanol (50/50 en volume). L’ensemble est mis sous atmosphère d’azote et agité 
magnétiquement (300 tours/min) pendant 48 heures à 21°C. Ensuite, la suspension est lavée 
par dix cycles d’ultrafiltration (taille des pores : 30 kDa) et enfin lyophilisée pour les futures 
caractérisations. Le nanohybride synthétisé sera dénommé PEG – TiONts – SPIO Orga dans 
la suite de ce travail. 
 Le meilleur moyen de confirmer le greffage du PEG2000 – Si à la surface du 
nanohydride est de prouver l’existence d’une liaison Si – O – Métal (Fe ou Ti).  
 
 Après les nombreux cycles de lavages par ultrafiltration, le nanohybride a été analysé 
par XPS pour prouver que le polymère a bien été greffé (Tableau 42). La première 
observation est la chute de la concentration de fer sur le nanohybride pegylé par rapport au 
nanohybride seul. D’autre part, l’augmentation de la concentration des éléments provenant du 
PEG2000 – Si  notamment celle du carbone est visible. L’XPS étant une analyse de surface, la 
diminution du signal du fer et l’augmentation des signaux dus au polymère prouvent la 
présence de polymère en surface des nanoparticules d’oxydes de fer. Le signal du silicium est 
trop faible pour être exploité et démontrer une liaison Si – O – Fe ou Si – O – Ti. 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Fe 2p Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2s P 2p 

TiONts – SPIO Orga 10 14 55 14 2 3 1 1 
PEG – TiONts – SPIO Orga 4 13 50 30 - 3 0 -

 

Tableau 42. Concentration atomique des espèces présentes en surface des TiONts – SPIO 
Orga et des TiONts – SPIO Orga fonctionnalisés avec le PEG2000 – Si 

 
 Cette analyse soulève le fait que le PEG2000 – Si est présent plus particulièrement à la 
surface des SPIO – NH2 car la concentration atomique du fer diminue de 10% à 4% alors que 
celle du titane s’abaisse de 14% à 13%. Le PEG2000 – Si semble préférentiellement greffé à la 
surface des SPIO aminés car la surface de ces derniers est aussi composée d’un alkoxysilane 
tout comme le lien d’accroche du PEG2000 – Si qui semble posséder une meilleure affinité 
avec le silane de l’APTES qu’avec les phosphonates du PHA. De plus, la surface des TiONts 
modifiés est rendu moins accessible à cause de l’encombrement stérique dû à l’agent de 
couplage phosphonate qui possède une chaîne carbonée plus longue. 
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La décomposition du pic du niveau C1s met en évidence l’apparition d’une nouvelle 
composante correspondant à la liaison C – O du PEG2000 – Si à 286,3 eV (Maurizi 2010) qui 
augmente le pourcentage de la composante (45% contre 27%) pour les TiONts – SPIO Orga 
(Figure 122) confirmant la présence du PEG à la surface du nanohybride (Figure 125). 

La décomposition du niveau O1s montre trois composantes : la première 
correspondant aux oxygènes de réseaux des nanoparticules à 530,0 eV. La deuxième à 
531,6 eV provient essentiellement de l’oxygène contenu dans le PEG (C – O) mais aussi aux 
hydroxyles de surface. La dernière contribution provient de l’oxygène des hydroxyles des 
acides carboxyliques (C = O) – OH à 533,3 eV. 

 
 

Figure 125. Analyse XPS : Décomposition du niveau C1s et O1s des TiONts – SPIO Orga 
fonctionnalisés avec le PEG2000 – Si  

 
 Pour déterminer si le PEG2000 – Si a formé une liaison avec les oxydes de fer par le 
biais d’une liaison Si – O – Fe, le nanohybride a été analysé en spectroscopie infrarouge ( 
Figure 126). Cette technique met en avant les bandes caractéristiques du PEG telles que les 
modes de vibrations du motif éthylène glycol à 2900 cm-1 (υC-H), à 1120 cm-1 (υC-O) et à 
1090 cm-1 

(υC-C).  
De même, la bande de vibration de la liaison N – H carbamate est plus prononcée 

soulignant que l’étape de greffage n’a pas détérioré la fonction carbamate et ainsi la fonction 
sur la chaîne de PEG est toujours accrochée le silane. Par ailleurs, la bande caractéristique des 
nanotubes (470 cm-1) est également présente. Par contre, les bandes caractéristiques de la 
structure spinelle (580 - 640 cm-1) sont complètement atténuées à cause du greffage du PEG à 
sa surface. 

Cependant, il n’a pas été possible de trouver une bande caractéristique de la vibration 

de la liaison Si – O – Fe située aux alentours de 986 cm-1 d’après la littérature (Mornet et al. 
2005) mais les données restent floues à ce sujet. 
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Figure 126. Spectre IR des nanohybrides TiONts – SPIO Orga et PEG – TiONts – SPIO Orga 
 
 La modification par le PEG2000 – Si est remarquée en zêtamétrie car l’observation d’un 
écrantage de charge est largement visible. Cet écrantage est dû à la présence de PEG à la 
surface du nanohybride. En revanche, le PIE ne varie pas (Figure 127).  
 

 
 

Figure 127. Évolution du potentiel zêta des TiONts – SPIO Orga et des PEG – TiONts – SPIO 
Orga dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH.  

 

 La suspension des PEG – TiONts – SPIO – Orga est stable dans le temps (pendant une 
semaine) par rapport à la suspension de TiONts – SPIO – Orga (Figure 128).  
 

 
 

Figure 128. Photographie des suspensions instable des TiONts – SPIO – Orga et stable des 
PEG – TiONts – SPIO – Orga dans le PBS après 72 heures. 
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 Les clichés MET montrent que le greffage du PEG n’a pas détérioré la liaison entre les 
nanotubes et les nanoparticules d’oxydes de fer. De plus, des agglomérats de quelques 
centaines de nanomètres sont observés (Figure 129). 
 

 
 

Figure 129. Clichés MET du nanohybride PEG – TiONts – SPIO Orga 
 
 La taille des agglomérats des PEG – TiONts – SPIO Orga semble être plus petite que 
celle des TiONts – SPIO Orga sans PEG. De plus, les nanotubes semblent être plus dispersés 
en présence de PEG (comparaison entre les Figure 118 et Figure 129). 
 
 Selon l’analyse thermogravimétrique des PEG – TiONts – SPIO Orga (Figure 130) qui 
induit des pertes de masse importante entre 150°C et 800°C, le taux de greffage du PEG2000 – 
Si sur les nanohybrides peut être estimé grâce à l’équation 3 (annexe n°3) en faisant 
l’hypothèse que le PEG ne s’est fixé que sur les SPIO – NH2 et en considérant que : 

- la masse molaire de la partie carbonée du PEG2000 – Si est égale à 2052 g.mol-1 ;  
- la surface spécifique des SPIO – NH2 est égale à celle des SPIO soit 92 ± 10 m2.g-1 ; 
- la perte de masse entre 150 et 800°C est majoritairement due aux chaînes carbonées du 

polymère ;  
- en retranchant la perte de masse due aux espèces présentes sur les nanoparticules 

préfonctionnalisées. 
 Ainsi, après calcul, le taux de PEG est de l’ordre de 1 PEG/nm2 (Tableau 43). Cette 
valeur est similaire aux valeurs de la littérature pour des nanoparticules d’oxydes de fer 
fonctionnalisées par du PEG – Si qui est de l’ordre de 0,3 à 1 PEG/nm2 (Butterworth et al. 
2001). 
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Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 
Masse molaire 

considérée (g.mol-1) 
PEG/nm2 

TiONts – SPIO Orga 9,9 - - - 
PEG – TiONts – SPIO Orga 32,5 22,6 2052 1 

 

Tableau 43. Estimation du taux de greffage du PEG sur les nanohybrides PEG – TiONts – 
SPIO Orga 

 

 
Figure 130. ATG des nanohybrides TiONts – SPIO Orga et PEG – TiONts – SPIO Orga. 
Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 

température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3). 
 

III.1.4 -  Aimantation à saturation et relaxivités mesurées des TiONts – SPIO Orga  
 
 Comme précédent, les nanoparticules d’oxydes de fer sont analysées pour connaître 
leurs propriétés magnétiques : l’aimantation à saturation ainsi que la relaxivité mesurée sur 
l’IRM clinique 3T du CHU de Dijon (Tableau 44). 
 

Synthèse 

IRM (magnétite) Hystérisimétre IRM (nanocomposite) 

r2  

(L.mmol nanocomposite 
-1.s-1) 

Ms 
(uem/g) 

Taux de 
fer (%) 

r2  
(L.mmolFe3O4

-1.s-1) 

SPIO 331 ± 23 4711 100 331 ± 23 
TiONts – SPIO Orga 326 ± 7 15 32 159 ± 8 

PEG – TiONts – SPIO Orga 241 ± 18 3 6 44 ± 3 
 

Tableau 44. Propriétés magnétiques des composés TiONts – SPIO – Orga  
et des PEG – TiONts – SPIO – Orga. Le r2 exprimé en L.mmol nanocomposite

-1.s-1est estimé en 
faisant l’hypothèse que toute la masse du nanocomposite est magnétique. Le seconde r2 est 

exprimé en L.mmol Fe3O4 
-1.s-1 en tenant compte de la proportion de SPIO dans le 

nanocomposite. 

                                                 
11 Mesure faite sur le PPMS à Versailles. 
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 Les valeurs de r2 calculées sans tenir compte du taux de fer obtenus en hystérisimétre 
indiquent que les nanohybrides TiONts – SPIO Orga et PEG – TiONts – SPIO Orga pourront 
être suivis par IRM car les valeurs sont du même ordre de grandeur que celles des TiONts – 
SPIO synthétisés dans le chapitre 1 (≈ 100 L.mmoLFe3O4

-1.s-1). 
 

III.1.5 -  Comparaison des TiONts – SPIO Orga avec les TiONts – SPIO 
 
 Les composés TiONts – SPIO Orga sont comparés aux nanocomposites TiONts – 
SPIO synthétisés de manière inorganique (Chapitre 1). Le Tableau 45 regroupe les valeurs des 
différentes caractéristiques des nanotubes fonctionnalisés par les nanoparticules d’oxydes de 

fer synthétisés par les deux voies (« inorganiques » et organiques). 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 

7,4 (mV) 
PEG/nm2 

IRM (magnétite) 

r2 

(L.mmolFe3O4
-1.s-1) 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 - 331 ± 23 
TiONts – SPIO 3,5 ± 0,3 -27 ± 4 - 93 ± 4 

PEG – TiONts – SPIO 3,6 ± 0,2 -2 ± 1 1,2 76 ± 4 

TiONts – SPIO Orga 4,3 ± n.d. -21 ± 1 - 159 ± 8 
PEG – TiONts – SPIO Orga 4,3  ± n.d. -3 ± 1 1 44 ± 3 

 

Tableau 45. Comparaison des caractéristiques des TiONts – SPIO Orga et des TiONts – 
SPIO nus et fonctionnalisés avec le PEG2000 – Si. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez 

de valeur pour être représentatif. 
 
 Après un mois dans le PBS, les suspensions de nanotubes fonctionnalisés par les 
nanoparticules d’oxydes de fer et le PEG sont comparées. La suspension du nanohybride PEG 
– TiONts –SPIO (voie inorganique) est encore stable après 1 mois dans le PBS, contrairement 
à la suspension du nanohybride PEG – TiONts – SPIO – Orga. Cette conclusion est peut-être 
logique puisque le nanohybride PEG – TiONts –SPIO a été fonctionnalisé sur toute sa surface 
par le PEG2000 – Si alors que seules les nanoparticules d’oxydes de fer semblent être 
fonctionnalisées par ce même PEG dans le cas de la voie organique (Figure 131). 
 

 
 

Figure 131. Photographie des suspensions PEG – TiONts – SPIO – Orga (à gauche) 
et PEG – TiONts – SPIO (à droite) après 1 mois dans le PBS  
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III.2 - Conclusion sur la synthèse des TiONts – SPIO Orga 
 
 Tout d’abord, les nanoparticules modifiées par l’APTES et le PHA ont permis de 
coupler les deux types de nanoparticules entre elles. Le mélange s’effectue dans une solution 
aqueuse en présence d’agents de couplage (EDC/NHS) à pH = 5 ou pH = 6 pour assembler 
respectivement les nanoparticules TiONts – NH2 avec les SPIO – COOH et les nanoparticules 
TiONts – COOH avec les SPIO – NH2. Cependant, seul le couplage des TiONts – COOH 
avec les nanoparticules d’oxydes de fer aminées est une réussite. Le diamètre 
hydrodynamique plus conséquent dans le cas des SPIO – COOH peut être à l’origine de ce 
résultat. 
 De plus, les TiONts – SPIO Orga ont été fonctionnalisés par du PEG2000 pour 
augmenter leur biocompatibilité, leur furtivité et leur stabilité en suspension. Seules les 
nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par l’APTES semble être fonctionnalisées par le 
PEG2000 – Si. Ce résultat surprenant est probablement due à une meilleure compatibilité du 
PEG2000 – Si avec le silane de l’APTES qu’avec les phosphonates du PHA. Cette conclusion 
est basée sur la diminution de la concentration atomique du fer en XPS ainsi que sur 
l’atténuation des raies caractéristiques de la structure spinelle en FTIR.  
 Les techniques d’analyses n’ont pas permis de conclure quant au greffage covalent du 
PEG2000 – Si sur la surface de la magnétite. Néanmoins, la présence de PEG a été confirmée et 
un taux de polymère par nm² a pu être calculé : il est de l’ordre de 1 PEG/nm2. 

Les nanohybrides TiONts – SPIO Orga et PEG – TiONts – SPIO Orga pourront être 
suivis par IRM car ils présentent des valeurs de relaxivités élevées (les valeurs ont pour 
l’instant été déterminées sans tenir compte du taux de fer des nanocomposites). 
 

IV. Conclusion sur la modification de surface des 
nanoparticules 

 
 Le greffage des ligands aminé et carboxylique à la surface des deux types de 
nanoparticules est une réussite. Le taux de greffage est estimé à environ 5 molécules par nm2, 
il est plus faible seulement dans le cas des TiONts – COOH et est de l’ordre de 3 COOH/nm2, 
ce qui est probablement dû à la géne stérique engendrée par le bras carboné du PHA et du 
rayon de courbure des nanotubes. Cependant, aucune technique d’analyse n’a permis de 
mettre en évidence un lien covalent entre les nanoparticules et les ligands mais la présence des 
ligands à la surface des nanoparticules a été soulignée par ces mêmes techniques d’analyses 
(XPS, IR zêtamétrie, ATG). Par contre, la valeur des charges de surface n’est pas suffisante 
pour stabiliser les nanoparticules modifiées dans les conditions physiologiques (pH = 7,4 ; 
0,9% NaCl) pour les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par l’APTES et le PHA, tout 
comme les TiONts – NH2. En revanche, les nanotubes modifiés par le PHA sont stables dans 
ces mêmes conditions.  
 Des tests in vivo ont été réalisés et montrent que les SPIO – NH2 ont un effet 
cytotoxique en fonction de la concentration. Au dessus de 15 µg.mL-1, les SPIO – NH2 sont 
cytotoxiques. Cependant, les essais effectués sur les zebrafish à 50 µg.mL-1 ne soulignent pas 
ce phénomène. En revanche, les TiONts – NH2 ne présentent pas de cytotoxicité sur la gamme 
de 25 à 100 µg.mL-1, ni de toxicité in vivo à 50 µg.mL-1 sur les tests zebrafish. 
 
 Le Tableau 46 regroupe toutes les caractéristiques des nanoparticules d’oxydes de fer 
et de nanotubes de titanate modifiés par les deux ligands : l’APTES et le PHA. 
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PIE 

ζ à 7,4 
(mV) 

dH (nm) à 
7,4 

Stabilité à 
pH = 7,4 

SBET 
(m2.g-1) 

Nombre/nm2 
ATG 

n 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 1368 ± 93 non 92 ± 10 6,7 ± 0,6 5 – 7 
SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 19 ± 3 non n.d. 5,0 ± 0,7 13 

SPIO – COOH 4,3 ± 0,4 -27 ± 2 69 ± 2 non n.d. 5,3 ± 0,6 10 

       
 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 -12 non 163 ± 25 6 ± 4 6 – 10 
TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 -12 non n.d. 5,7 ± 0,8 12 – 17 

TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 -12 oui n.d.  3,1 ± 0,5 6 – 8 
 

Tableau 46. Caractéristiques des SPIO et TiONts modifiées par l’APTES et le PHA 
n.d. non déterminé 

 
 De plus, la surface des nanoparticules modifiées a gagnée en réactivité, ce qui va 
permettre de greffer des molécules d’intérêt pour la biologie comme des fluorophores ou des 
agents chélatants pour l’imagerie bimodale et la thérapie anticancéreuse. 
 
 Les nanoparticules modifiées par les deux ligands ont permis de construire un nouveau 
nanohydride théranostique : les TiONts – SPIO Orga. Des nanotubes modifiés ainsi que des 
nanoparticules ont été mélangés avec des agents de couplage (EDC/NHS) dans une solution 
aqueuse à pH = 5 ou pH = 6 pour coupler respectivement les composés TiONts – NH2 avec 
SPIO – COOH et les composés TiONts – COOH avec SPIO – NH2. Seulement dans ce 
dernier cas, l’obtention de nanotubes fonctionnalisés par des nanoparticules d’oxydes de fer 
est observée par MET. L’autre voie de synthèse ne permet pas de coupler les deux types de 
nanoparticules. 
 De plus, les TiONts – SPIO Orga ont été fonctionnalisés par du PEG2000 pour 
augmenter leur biocompatibilité, leur furtivité et leur stabilité. Un résultat surprenant de cette 
fonctionnalisation est marqué par le fait que le PEG2000 – Si semble se greffer 
préférentiellement sur les nanoparticules d’oxydes de fer aminées laissant les nanotubes 
modifiés par les phosphonates libres. Cette conclusion est basée sur la diminution de la 
concentration atomique du fer en XPS ainsi que sur l’atténuation des raies caractéristiques de 
la structure spinelle en FTIR alors que la concentration atomique en titane ne varie presque 
pas avec le greffage du PEG2000  Si. Le nombre de PEG estimé par ATG est de l’ordre de 
1 PEG/nm2. Ces nanohybrides peuvent être suivis par IRM comme le laisse entendre les 
valeurs de relaxivité calculées sans tenir compte du taux de fer (en attente des résultats 
d’aimantation à saturation). 
 Le Tableau 47 regroupe les caractéristiques des TiONts – SPIO – Orga ainsi que celles 
des composés PEG – TiONts – SPIO – Orga. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 

7,4 (mV) 

PEG/nm2 r2 

(ATG) (L.mmolFe3O4
-1.s-1) 

TiONts – SPIO Orga 4,3 -21 ± 1 - 159 ± 8 
PEG – TiONts – SPIO Orga 4,4 -3 ± 1 1 44 ± 3 

 

Tableau 47. Caractéristiques des composés TiONts – SPIO Orga  
et PEG – TiONts – SPIO Orga 

                                                 
12 Les diamètres hydrodynamiques ne sont pas déterminés dans le cas des TiONts car le calcul des diamètres est 
basé sur une morphologie sphérique. 
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Chapitre 3. Fonctionnalisation de nanoparticules pour 
l’imagerie nucléaire  
 

Dans le chapitre précédent, les nanoparticules ont été préfonctionnalisées par l’APTES 
et le PHA. Cette modification a permis d’obtenir des amines et des acides carboxyliques en 
surface des nanoparticules (SPIO ou TiONts). Dans ce chapitre, la première partie traitera de 
la fonctionnalisation des nanotubes de titanate préfonctionnalisés par des agents complexant 
des radioéléments pour connaître leur biodistribution in vivo dans des souris. Enfin, la 
seconde partie présentera la création d’agents de contraste bimodaux IRM/SPECT ou 
IRM/TEP.  
 

I. Suivi des nanoparticules par radiomarquage  
 
 Le suivi par imagerie nucléaire de nanoparticules in vivo nécessite l’utilisation de 
radioéléments. Ces derniers sont souvent à courte durée de vie (quelques heures) c’est le cas 
du 11C, 18F, 64Cu, 68Ga pour l’imagerie TEP (Tomographie par Émission de Positon) ou avec 
des temps de demi-vie plus importants (de l’ordre du jour) pour l’imagerie SPECT13 
(Tomographie d’Émission MonoPhotonique) comme le 99Tc, 125I ou 111In (annexe n°11). 
 L’usage de radioéléments pour l’imagerie nucléaire nécessite l’utilisation de composés 
organique capables de les piéger. Ces composés chélatants sont en principe spécifiques à 
chaque radioélément. Dans ce travail, le radioélément utilisé est de l’indium 111 pour 
l’imagerie SPECT. Pour la TEP, les radioéléments susceptibles d’être utilisés sont le 64Cu et 
68Ga. 
 Il est alors nécessaire de greffer à la surface des nanoparticules des ligands qui vont 
former des complexes stables avec les radioéléments. Un grand nombre de ligands 
bifonctionnels ont été étudiés pour le radiomarquage à l’indium 111 comme les ligands 
polyaminopolycarboxylates ou les ligands macrocycliques. 
 
 Les ligands polyaminopolycarboxylates qui forment des complexes stables avec 
l’indium 111 sont l’EDTA (acide éthylène diamine tétraacétique) et le DTPA (acide N-
diethylène triamino pentaacétique) (Figure 132). La majorité des nouveaux 
radiopharmaceutiques marqués à l’111In sont actuellement des biomolécules telles que des 
protéines et des peptides. Leurs indications sont la détection de cancers et le ciblage des 
antigènes et des récepteurs surexprimés dans certaines tumeurs (Moreau et al. 2012). 
Quelques travaux récents ont été réalisés avec le DTPA pour le suivi de nanoparticules telles 
que des nanoparticules d’or (Park et al. 2008; Park et al. 2010), des oxydes de gadolinium 
(Kryza et al. 2011) et des nanotubes de carbone (Wu et al. 2009). Des dérivés du DTPA 
peuvent être aussi utilisés afin d’augmenter la stabilité in vivo des produits 
radiopharmaceutiques obtenus (Safavy et al. 2002). 
 

                                                 
13  L’acronyme anglais SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) est le plus utilisé par  rapport à 
l’acronyme français TEMP (Tomographie d’Émission MonoPhotonique) 



Chapitre 3. Fonctionnalisation de nanoparticules pour l’imagerie nucléaire 

150 
 

                     
 
 

Figure 132. Les ligands polyaminopolycarboxylates  
 
 Les ligands macrocycliques chélatants sont généralement les plus utilisés pour le 
radiomarquage par 111In et par le 64Cu. Trois agents macrocycliques peuvent être distingués 
parmi tous ceux qui existent : NOTA, DOTA et TETA (Figure 133).  

Les constantes de stabilité des complexes des trois ligands avec les ions In3+
 ont été 

déterminées et peuvent être classées dans l’ordre décroissant : NOTA > DOTA > TETA 
(Clarke et al. 1991a, b) 

 
 
 

Figure 133. Les agents macrocycliques utilisés pour complexer l’111In  
d’après (Reichert et al. 1999) 

 
 Le ligand macrocyclique le plus communément utilisé pour le suivi par imagerie 
nucléaire de nanoparticules est le DOTA (acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-
tétraacétique) et ses dérivés (Liu et al. 2007; Mcdevitt et al. 2007; Lee et al. 2008; Glaus et al. 
2010). Le DOTA forme un complexe octacoordiné avec les radioéléments en utilisant les 
quatre azotes et les quatre acides carboxyliques (Lau et al. 2006). 
 
 Le premier facteur à prendre en compte lors de la conception d’un complexe 
métallique radiopharmaceutique est la stabilité thermodynamique. Cependant, elle n’indique 
pas le comportement in vivo de ces complexes. Elle est quantifiée par la mesure de la 
constance Kml, en revanche, elle ne permet pas de comparer les divers ligands possédant des 
propriétés acido-basiques différentes. Il est alors préférable de quantifier la concentration en 
métal libre par une méthode de calcul de spéciation (Équation 5) :  
 

                        (Équation 5) 
 

 Cette concentration est exprimée sous la forme logarithmique p[M] et représente 
l’affinité exclusive que le cation métallique possède avec un ligand particulier. Cette affinité 
permet de comparer la capacité de plusieurs ligands à complexer un métal. Plus la valeur du 
p[M] est élevée, plus le ligand est efficace. Des études (Reichert et al. 1999) ont permis de 
déterminer les valeurs de p[M] de l’In3+ avec divers ligands polydentés (Tableau 48). 

a) NOTA b) DOTA c) TETA 

b) DTPA a) ETDA 
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Tableau 48. Exemples d’affinité de l’ion In3+ avec plusieurs agents chélatants linéaires et 
macrocycliques d’après (Reichert et al. 1999) 

 
 Afin d’éviter tout phénomène de transmétallation ou de relargage in vivo, les ions 
métalliques doivent être complexés de façon stable et durable par un ligand adapté car chaque 
cation métallique possède des propriétés et une taille qui lui sont spécifiques. D’ailleurs, 
certaines biomolécules telles que la transferrine, transporteur du fer contenu dans le sang, sont 
capables de capter des éléments métalliques, notamment le gallium et l’indium (Harris et al. 
1994; Harris et al. 2002). 
 L’efficacité du radiomarquage est un critère utilisé pour décrire la capacité d'un 
chélateur à réaliser un marquage avec un rendement élevé et une haute pureté radiochimique 
(>90%). L’avantage premier des ligands polyaminopolycarboxylates comme le DTPA 
complexé à l’111In est leur efficacité de chélation extrêmement forte, rapide et d’une grande 
pureté radiochimique dans des conditions modérées (Liu et al. 2001) mais la faible stabilité in 
vivo de ces ligands entraîne un relargage du radioélément et peut entraîner un risque important 
d’irradiation des organes.  
 En revanche, les dérivés du DOTA pour la chélation de l’indium possèdent une 
stabilité in vivo plus élevée mais la cinétique de radiomarquage du DOTA est généralement 
lente et nécessite une température de complexation relativement élevée, alors que les 
complexes avec le DTPA se forment à température ambiante (Liu 2004). Ainsi, l’utilisation 
du DOTA avec des éléments radioactifs possédant des temps de demi-vie très courts et la 
température élevée nécessaire lors du radiomarquage sont des limitations importantes à 
l’utilisation de ce ligand macrocyclique lors du marquage de biomolécules telles que des 
anticorps ou des peptides. Cependant, la faible cinétique du marquage et la température élevée 
du radiomarquage ne sont pas une limite dans le cas des nanoparticules. Par conséquent, les 
dérivés du DOTA sont essentiellement utilisés dans la littérature pour le suivi de 
nanoparticules. 
 Par exemple, les nanotubes de titanate n’ont jamais été suivis par imagerie nucléaire, 
néanmoins leurs homologues les nanotubes de carbone ont été radiomarqués au 64Cu 
complexé dans un dérivé DOTA et suivis en imagerie TEP pour connaître leur biodistribution 
(Liu et al. 2007). 

 
 

Figure 134. a) Représentation schématique du DOTA greffé sur les nanotubes  
de carbone et b) Image TEP obtenue d’après (Liu et al. 2007) 

Ligands Transferrine EDTA  DTPA NOTA  DOTA  TETA 

p[In3+] 18,3 22,1 24,9 21,6 17,8 16,2 

a) b) 
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 Par ailleurs le greffage du DOTA à la surface des nanoparticules requière plusieurs 
étapes avec en premier lieu, une étape de préfonctionnalisation pour préparer la surface et la 
rendre plus réactive comme dans le cas du greffage du DOTA – NCS avec les nanotubes de 
carbone (Mcdevitt et al. 2007). Ainsi, un dérivé aminé a été greffé à la surface des nanotubes 
de carbone pour ensuite le coupler avec le DOTA – NCS et obtenir des nanotubes de carbone 
fonctionnalisés par le DOTA (Figure 135). 
 

 
 

Figure 135. Les différentes étapes de modification de surface des nanotubes de carbone pour 
le radiomarquage à l’yttrium 86 complexé dans un DOTA d’après (Mcdevitt et al. 2007) 

 
 Dans ces travaux, les images TEP ont montré que les sites majeurs d’accumulation de 
la radioactivité résultant de l’injection de nanotubes de carbone marqués à l’yttrium 
(0,6 mg/kg) étaient le rein, le foie, la rate et plus faiblement le squelette osseux (Figure 136). 
 

 
 

Figure 136. Biodistribution obtenue d’après les images TEP des nanotubes de carbone 
marqués à l’ 86Y (n = 3) selon (Mcdevitt et al. 2007) 
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 De même, des nanoparticules de TiO2 ont déjà été fonctionnalisées par du DOTA pour 
faire de l’imagerie par résonance magnétique en complexant un cation gadolinium (III). Les 
auteurs ont fabriqué une sonde multimodale en greffant en plus de la rhodamine à la surface 
des nanoparticules de TiO2 (Rehor et al. 2011). Dans ces travaux, l’étape de  
préfonctionnalisation n’a pas eu lieu car les auteurs utilisent des dérivées du DOTA et de la 
rhodamine à base de phosphonate qui réagit directement avec les hydroxyles de surface des 
nanoparticules de TiO2. 
 En revanche, l’utilisation de nanoparticules d’oxydes de fer modifiées en vue 
d’application de diagnostic fait d’elles des agents de contraste multimodaux (Cheon et al. 
2008).  Par exemple, les nanoparticules d’oxydes de fer (pour l’IRM) fonctionnalisées par des 
agents macrocycliques pour l’imagerie nucléaire sont des agents de contraste bimodaux soit 
pour l’IRM/TEP (Lee et al. 2008; Hwang et al. 2009; Glaus et al. 2010), soit pour 
l’IRM/SPECT (De Rosales et al. 2011; Sandiford et al. 2012). De même, les travaux de De 
Rosales (De Rosales et al. 2011) ont permis la création d’un agent de contraste bimodal pour 
l’IRM et pour la SPECT en fonctionnalisant la surface des nanoparticules par un 
bisphosphonate capable de complexer le Technétium, 99mTc (Figure 137). 

 
 

Figure 137. Représentation d’un agent de contraste bimodal IRM/SPECT  
d’après (De Rosales et al. 2011) 

 
 Les clichés obtenus en IRM et en SPECT ainsi que la biodistribution mesurée par 
comptage radioactif indique que la majorité de l’agent de contraste bimodal injecté se situe 
dans le foie et la rate des souris (Figure 138). 
 

 
 

Figure 138. Étude in vivo de l’agent de contraste bimodal IRM/SPECT marqué au 99mTc  
a) Image IRM T2, b) Image SPECT/CT et c) biodistribution en radioactivité (n = 3) 

L : Liver (Foie) et S : Spleen (rate) d’après (De Rosales et al. 2011) 

a) b) c) 
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II. Fonctionnalisation des nanotubes par des agents chélatants  
 

II.1 - Les agents chélatants choisis pour l’imagerie nucléaire 
 
 Comme vu précédemment, les agents chélatants choisis sont macrocycliques car ils 
présentent un faible taux de relargage in vivo par rapport aux agents linéaires. Ces agents ont 
être fourni par la société CheMatech14. Les agents choisis sont le DOTA – NHS pour 
complexer l’111In ou le 64Cu et le NOTA – NHS pour capter le 68Ga (Figure 139). L’intérêt de 
ces molécules est l’ester activé qui pourra venir se greffer sur des nanoparticules modifiées en 
surface par l’APTES. L’amine à la surface des nanoparticules va réagir avec l’ester activé 
NHS pour former une liaison peptidique et ainsi lier le composé macrocyclique aux 
nanoparticules. Par cette action, les autres bras carboxyliques ne rentrent pas en jeu lors de la 
fonctionnalisation des nanoparticules et restent libre pour le maintien de l’élément radioactif à 
l’intérieur de la cavité. 

      
 
 

Figure 139. Formule semi –développée des agents macrocycliques choisis,  
synthétisés par la société CheMatech 

 
 Le DOTA – NHS a été caractérisé par analyse XPS (Tableau 49). Les concentrations 
atomiques mesurées sont proches de celles de la fraction théorique. Les éléments 
caractéristiques du DOTA – NHS comme le carbone, l’azote et l’oxygène sont identifiés. La 
présence de fluor et de phosphore est expliquée par le fait qu’une molécule d’acide 
hexafluorophosphorique (HPF6) accompagne toujours le DOTA – NHS, cet acide est un 
résidu du procédé de fabrication des agents chélatants qui n’est pas entièrement éliminé lors 
de l’étape de purification. 
 

  
Concentration atomique (%) 

C 1s O 1s N 1s  F 1s P 2p 

Fraction théorique 47,6 23,8 11,9 14,3 2,4 
Fraction expérimentale 48,9 18,9 13,7 8 3 

 

Tableau 49. Concentration atomique théorique et expérimentale du DOTA – NHS  
 
 La décomposition du niveau C1s laisse apparaître 4 composantes. Tout d’abord, le 
DOTA est identifié par les liaisons C – NH2 à 286,0 eV qui forment le cycle et par les liaisons 
(C = O) – OH à 288,6 eV qui représentent les bras portant une fonction acide carboxylique. 
Les composantes à 284,5 eV et à 287,2 eV correspondent respectivement aux liaisons C – C/ 

                                                 
14 Site web de la société : http://www.chematech-mdt.com/, leader européen dans la conception, la synthèse et le 
design d’agents macrocycliques chélatants 

a) DOTA – NHS  b) NOTA – NHS 
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C – H et C = O et représentent la partie NHS du DOTA – NHS comme la composante (C = O) 
[NHS] à 531,6 eV du niveau O1s. D’ailleurs, au niveau O1s, la composante se situant à 
534,4 eV représente la liaison N – O entre le DOTA et le NHS. Les deux autres composantes 
du niveau O1s à 531,6 eV et à 533,0 eV coïncident avec les liaisons acides carboxyliques du 
DOTA (Figure 140).  
 

 
 

Figure 140. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s du DOTA – NHS.  
 

 La décomposition du niveau N1s du DOTA – NHS met en évidence deux 
composantes à peu près égales en proportion. La première composante à 339,7 eV représente 
les liaisons C – NH2 classiques. A 401,6 eV, se situe la composante des liaisons C – NH3

+ 
soulignant qu’une partie des azotes du cycle est chargée ce qui permettra de complexer 
l’élément radioactif introduit à l’intérieur du cycle. Cette composante représente aussi dans 
une moindre mesure les liaisons N – O du DOTA – NHS (Figure 141). 

 
 

Figure 141. Analyse XPS : Décomposition du niveau N1s du DOTA – NHS 
 

En XPS, les spectres du NOTA sont très semblable à ceux des DOTA. Sur les divers 
seuils (C1s, O1s et N1s), les mêmes composantes apparaissent au x mêmes énergies. 
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II.2 - Fonctionnalisation de nanotubes de titanate à des fin d’imagerie 
SPECT 

 
 Dans le cadre de cette étude, l’élément radioactif utilisé pour l’imagerie SPECT est 
l’indium 111 sous sa forme cationique In3+. Pour capter cet élément, il est nécessaire de 
greffer à la surface des nanotubes un agent macrocyclique adapté à sa taille. L’indium (III) est 
difficile à complexer dans la cavité du DOTA sans apport d’énergie. Cette difficulté du 
DOTA à piéger l’indium en fait un bon candidat car une fois l’indium complexé dans sa 
cavité, il est aussi compliqué à retirer ce qui limitera la transmétallation et le relargage. Pour 
complexer l’indium et le DOTA, il est alors nécessaire d’apporter de l’énergie sous forme de 
chaleur (Moreau et al. 2012). Dans le cas des nanoparticules, l’apport d’énergie n’est pas une 
limite contrairement aux biomolécules. 
 

II.2.1 -  Conditions de greffage du DOTA – NHS sur les TiONts – NH2  
 

II.2.1.1 -  Procédure expérimentale 
 
 Le couplage du DOTA – NHS avec les nanotubes aminés (TiONts – NH2) se déroule 
dans 10 mL d’un mélange de THF/DMSO (90/10 en volume) en présence de 100 mg de 
TiONts – NH2 et de DOTA – NHS dans un rapport massique [1 : 1] (Figure 142). Cette 
suspension est dispersée au bain à ultrasons pendant 15 minutes puis placée sous agitation 
magnétique (400 trs/min) et sous atmosphère inerte (N2) pendant 48 heures. 

 
 

Figure 142. Représentation schématique du greffage du DOTA – NHS sur les TiONts – NH2. 
Le NHS n’est pas représenté après couplage. 

 
 Après 48 heures de réaction, 20 mL d’eau déionisée sont ajoutés à la suspension qui 
est ensuite placée à l’évaporateur rotatif pour éliminer le THF (500 mbar/60°C). La 
suspension résultante (eau/DMSO) est ensuite ultrafiltrée sur des membranes de tailles de 
pores de 30 kDa, par des cycles d’eau déionisée (10 Í100 mL) et par un dernier cycle à l’eau 
ultrapure (2 Í100 mL) pour éliminer le DOTA n’ayant pas réagit. Pour finir, la suspension 
est lyophilisée pour être caractérisée. 
 
 Les nanotubes fonctionnalisés par le DOTA seront nommés TiONts – DOTA dans la 
suite du manuscrit. 
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II.2.1.2 -  Analyse des nanotubes fonctionnalisés par le DOTA – NHS  
 
 Les nanotubes fonctionnalisés par le DOTA ont été analysés par spectroscopie FTIR. 
Le spectre des TiONts – DOTA présente peu de différences par rapport à celui des TiONts – 
NH2. Les fonctions acide carboxylique du DOTA sont trop proches des modes de vibrations 
des hydroxyles de surface (1650 cm-1). De même, la double liaison C = O de la fonction 
amide (1650 – 1700 cm-1) n’est pas visible sur le spectre infrarouge (Figure 143). De plus, la 
vibration de la liaison N – H amide n’est pas observable car elle est confondue avec la 
vibration de la liaison N – H amine des TiONts – NH2 à 3200 cm-1. 
 
 

 
 

Figure 143. Spectres infrarouge des TiONts, TiONts – NH2 et des TiONts – DOTA 
 
 La présence de DOTA à la surface des TiONts – NH2 est par contre mise en évidence 
par l’analyse XPS (Tableau 50). L’augmentation des concentrations des éléments tels que 
l’azote et l’oxygène souligne la présence de DOTA à la surface des nanotubes aminés. Par 
ailleurs, ceci est confirmé par la diminution des concentrations en silicium et en sodium. 
D’autre part, l’apparition d’espèces comme le phosphore et le fluor présentes avec le DOTA – 
NHS indique également la présence de DOTA à la surface des nanotubes fonctionnalisés. 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p F 1s 

TiONts 21 59 6 14 - - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - - 

TiONts – DOTA 20 60 11 1 5 1,5 1 0,5 
 

Tableau 50. Analyse XPS : Concentrations atomiques des espèces présentes à la surface des 
TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – DOTA  

 
 La décomposition du niveau C1s des nanotubes fonctionnalisés par le DOTA révèle 
une nouvelle composante correspondant aux liaisons (C = O) – OH à 288,2 eV. Ce même type 
de liaison est observé lors de la décomposition du niveau O1s des TiONts – DOTA par 
l’apparition d’une nouvelle composante (C = O) – OH à 532,2 eV (Figure 144). L’apparition 
de ces composantes est due à la présence de liaisons carboxyliques. Ces dernières ne peuvent 
provenir que du DOTA greffé à la surface des TiONts – NH2. L’agent chélatant est bien sous 
la forme DOTA et non DOTA – NHS car les composantes C = O et N – O du NHS ne sont 
pas présentes à la surface des TiONts – NH2. Ainsi, l’XPS permet de conclure que le DOTA 
est bien greffé aux nanotubes (Figure 144). 
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Figure 144. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s, a) TiONts, 
b) TiONts – NH2 et c) TiONts – DOTA  
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 Pour confirmer ces résultats, l’analyse thermogravimétrique des TiONts – DOTA est 
réalisée de 30°C jusqu’à 800°C sous flux de N2 avec une montée en température de 5°C.min-1. 
La présence de DOTA est mise en avant par le fait que la perte de masse des TiONts – DOTA 
est plus importante que celle des TiONts – NH2 (Figure 145). 
 

 
 

Figure 145. ATG des TiONts et des nanohybrides TiONts – NH2 et TiONts – DOTA. 
Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 
température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3) et sont 

représentatives d’un échantillon. 
 
 À partir de l’exploitation des pertes de masses en ATG entre 150°C et 800°C et en 
tenant compte que la surface spécifique des TiONts – NH2 est de (163 ± 23) m2.g-1, le calcul 
par le biais de l’équation 5 (annexe n°3) permet d’estimer le taux de greffage de l’ordre de 
0,2 DOTA par nm2 (Tableau 51).  
 

  
Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 

Masse molaire à 
considérée pour 
la perte (g.mol-1) 

Molécules/nm2 R (%) n 

TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – NH2 8,63 8,63 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts – DOTA 10,73 2,1 376 (0,2 ± n.d.) DOTA 4 1 
 

Tableau 51. Estimation du taux de greffage du DOTA sur les TiONts. n.d. non déterminé car 
il n’y avait pas assez de valeurs pour être représentatif. R représente le rendement de 

greffage (%) et n le nombre d’échantillons analysés. 
 
 Le taux de DOTA est proche des données trouvées dans la littérature pour des 
nanomatériaux similaires tels que les nanotubes de carbones fonctionnalisés par le DOTA 
pour lesquels les valeurs sont de l’ordre de 0,1 à 0,3 DOTA/nm2 (Liu et al. 2007; Mcdevitt et 
al. 2007). 
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 Le taux d’agents chélatants (0,2 DOTA/nm2) peut paraître faible mais cela conduit à 
environ 800 DOTA par TiONts, de plus, l’imagerie SPECT étant une imagerie nucléaire très 
sensible (cf. Tableau 1 page 18), le taux d’agents chélatants n’a pas besoin d’être très élevé 
pour obtenir un signal convenable en imagerie SPECT. 
 

II.2.1.3 -  Étude de la stabilité en suspension des TiONts – DOTA 
 
 Le greffage du DOTA – NHS à la surface des TiONts – NH2 a comme conséquence de 
décaler le point isoélectrique des TiONts fonctionnalisés par le DOTA vers des pH plus 
acides. Cet effet est le même que celui qui est observé lors du greffage du PHA (R – COOH) 
à la surface des nanoparticules. Ce phénomène est dû à la présence des acides carboxyliques 
du DOTA qui modifient les charges de surface des nanotubes et à la formation d’amide qui 
supprime des fonctions amine en surface (Figure 146). 
 

 
Figure 146. Évolution du potentiel zêta des TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – DOTA 
dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes représentatives d’un échantillon. 

 
 Le Tableau 52 centralise les données essentielles sur la stabilité concernant les 
TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – DOTA. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
n 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 12 

TiONts – DOTA 4,3 ± n.d. -24 ± 2 1 
 

Tableau 52. Récatipulatif des points isoélectriques et des valeurs du potentiel zêta pour les 
composés TiONts, TiONts – NH2 et TiONts – DOTA. n.d. non déterminé car il n’y avait pas 

assez de valeurs pour être représentatif. n représente le nombre d’échantillons analysés. 
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II.2.2 -  Greffage de PEG sur les nanotubes fonctionnalisés par le DOTA  
 

II.2.2.1 -  Protocole de greffage du PEG3000 – NHS sur les TiONts – DOTA  
 
 Pour permettre une meilleure biocompatibilité, un PEG3000 – NHS (Source : Iris 
Biotech, réf. : PEG 1111) est greffé à la surface des nanotubes fonctionnalisés par le DOTA 
(Figure 147). Cette stratégie de fonctionnalisation est basée sur la réaction de l’ester activé 
(NHS) sur les amines restantes des TiONts – DOTA (5,5 NH2 restants). La difficulté est de ne 
pas trop fonctionnaliser la surface des nanotubes car le PEG pourrait empêcher par gêne 
stérique le DOTA de complexer l’indium lors du radiomarquage. 
 

 
 

Figure 147. Formule du PEG3000 – NHS greffé à la surface des TiONts – DOTA  
 
 50 mg de TiONts – DOTA et de PEG3000 – NHS dans un rapport massique [1 : 1] sont 
mélangés aux ultrasons dans du THF fraîchement distillé (V = 50 mL) pendant 15 minutes. La 
suspension est ensuite placée sous agitation magnétique (400 trs/min) et sous atmosphère 
inerte (N2) pendant 48 heures à T = 21°C. Après le temps de réaction, 20 mL d’eau déionisée 
sont ajoutés à la suspension qui est ensuite placée à l’évaporateur rotatif pour éliminer le THF 
(500 mbar/60°C). La suspension résultante (eau/DMSO) est ensuite ultrafiltrée sur des 
membranes de tailles de pores de 30 kDa, par des cycles de lavage à l’eau déionisée (10 Í100 
mL) et enfin à l’eau ultrapure (2 Í100 mL) pour éliminer le PEG3000 n’ayant pas réagi. Pour 
finir, la suspension est lyophilisée. 
 Les nanotubes greffés par le PEG seront notés PEG – TiONts – DOTA par la suite.  
 

II.2.2.2 -  Analyse des nanotubes greffés par le PEG 
 
 L’analyse XPS révèle la présence de PEG à la surface des TiONts – DOTA. 
L’augmentation du carbone en est le meilleur exemple, le rapport C1s/Ti2p passe du simple 
au double (Tableau 53). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

C1s/Ti2p 
Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p F 1s 

TiONts 21 59 6 14 - - - - 0,29 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - - 0,68 

TiONts – DOTA 20 60 11 1 5 1,5 1 0,5 0,55 

PEG – TiONts – DOTA 19 57 20 0 3 1 0 0 1,05 
 

Tableau 53. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes à la surface des 
TiONts, TiONts – NH2, TiONts – DOTA et PEG – TiONts – DOTA 

 
 La décomposition des niveaux C1s et O1s des PEG – TiONts – DOTA ne permet pas 
de conclure quant à la liaison entre le TiONts et le PEG (Figure 148). Par contre, la présence 
de PEG est confirmée par l’augmentation des composantes à 286,0 eV (C – O [PEG]) et à 
530,7 eV avec l’apparition de la composante C – O [PEG] au niveau O1s (Rouxhet et al. 
2011). 
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Figure 148. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s, a) TiONts – NH2,  
b) TiONts – DOTA et c) PEG – TiONts – DOTA  

280 282 284 286 288 290 292 
In

te
n

si
té

 (
u

.a
.)

 
Énergie de liaison (eV) 

525 527 529 531 533 535 537 539 

In
te

n
si

té
 (

u
.a

.)
 

Énergie de liaison (eV) 

280 282 284 286 288 290 292 

In
te

n
si

té
 (

u
.a

.)
 

Énergie de liaison (eV) 
525 527 529 531 533 535 537 539 

In
te

n
si

té
 (

u
.a

) 
Énergie de liaison (eV) 

280 282 284 286 288 290 292 

In
te

n
si

té
 (

u
.a

.)
 

Énergie de liaison (eV) 
525 527 529 531 533 535 537 539 

In
te

n
si

té
 (

u
.a

) 

Énergie de liaison (eV) 

C – C/C – H 
284,5 eV 

(25%) 
(C = O) – OH  
288,8eV (5%) 

(C = O) – O-  
(C = O) – N – C  
287,1 eV (23%) 

(C = O) – OH 
532,4 eV 

(14%) 

O2- 
529,7 eV 

(32%) 

C – O [PEG] 
(C = O) – O- 

530,7 eV (54%) 

C – NH2/C – O [PEG] 
(C = O) – N – C  
286,0 eV (47%) 

Na KLL 
535 eV 

O2- 
529,9 eV 

(90%) (C = O) – OH 
532,2 eV 

(10%) 

C – C/C – H 
284,5 eV 

(54%) C – NH2  
(C = O) – N – C  

286,0 eV  
(40%) 

(C = O) – OH  
288,2eV (6%) 

C – C/C – H 
284,5 eV 

(64%) 
C – NH2 
285,9 eV 

(36%) 

O2- 
529,7 eV 

(85%) 
OH 

531,5 eV 
(15%) 

Na KLL 
535 eV 

a) 

c) 

b) 

Niveau C1s Niveau O1s 



Chapitre 3. Fonctionnalisation de nanoparticules pour l’imagerie nucléaire 

163 
 

 Le composé PEG – TiONts – DOTA a été analysé par spectroscopie FTIR. Il y a très 
peu de changement entre le spectre des TiONts – DOTA et des PEG – TiONts – DOTA ce qui 
pourrait indiquer une faible présence de PEG à la surface des nanotubes. Malgré tout, une 
faible augmentation des vibrations des liaisons C – H à 2810 et 2915 cm-1 et des liaisons C –
 C à 1110 cm-1 est observée (Figure 149). 

 
 

Figure 149. Spectre IR des composés TiONts, TiONts – NH2, TiONts – DOTA 
et PEG – TiONts – DOTA 

 
 L’analyse thermogravimétrique des PEG – TiONts – DOTA montre que la perte de 
masses est plus importante que pour les TiONts – DOTA, révélant la présence de PEG 
(Figure 150).  

 
 

Figure 150. ATG des TiONts et des nanohybrides, TiONts – NH2, TiONts – DOTA et PEG – 
TiONts – DOTA. Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe 

de montée en température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C  
(annexe n°3) et sont représentatives d’un échantillon. 
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. 
 À partir de l’équation 3 (annexe n°3), le taux de greffage du PEG3000 – NHS peut être 
estimé. En considérant la perte de masse des nanohybrides entre 150 et 800°C exclusivement 
due aux polymères et en retranchant la perte de masse des précurseurs de départ (TiONts – 
DOTA), le taux de PEG calculé est de l’ordre de 0,05 PEG/nm2 (Tableau 54), la surface 
spécifique considérée étant de (163 ± 23) m2.g-1 pour les TiONts. 
 

 

Δm 

totale 
(%) 

Δm 

calcul 
(%) 

Masse molaire à 
considérée pour la 

perte (g.mol-1) 
Molécules/nm2 

R 
(%) 

n 

TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – NH2 8,63 8,63 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts – DOTA 10,73 2,1 376 (0,2 ± n.d.) DOTA 4 1 
PEG – TiONts – DOTA 14,38 3,65 3121 (0,05 ± n.d.) PEG 1 1 

 

Tableau 54. Estimation du taux de greffage du PEG sur les TiONts – DOTA. n.d. non 
déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour être représentatif. . R représente le 

rendement de greffage (%) et n le nombre d’échantillons analysés. 
 
 La valeur est faible par rapport à celles trouvées dans la littérature pour des 
nanoparticules d’oxydes de fer où le nombre de PEG est de 0,3 à 1 PEG/nm2 (Butterworth et 
al. 2001). Le DOTA greffé au préalable occasionne sans doute un encombrement stérique qui 
limite le greffage du PEG sur les amines encore disponibles. 
 

II.2.2.3 -  Stabilité en suspension du nanohybride PEG – TiONts – DOTA 
 
 La présence de PEG à la surface du nanohydride est prouvée en zêtamétrie à force 
ionique constante (NaCl : 10-2 mol.L-1) par l’observation d’un écrantage de charges 
perceptible sur la courbe des PEG – TiONts – DOTA (Figure 151). De plus, le point 
isoélectrique des PEG – TiONts – DOTA diminue car le greffage du PEG3000 – NHS 
consomme des amines lors du couplage, ce qui a tendance à diminuer la valeur du PIE.  
 

 
Figure 151. Évolution du potentiel zêta des TiONts, TiONts – NH2, TiONts – DOTA et  

des PEG – TiONts – DOTA dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes 
représentatives d’un échantillon. 
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 Le Tableau 52 regroupe les valeurs des points isoélectriques et du potentiel zêta des 
TiONts, TiONts – NH2, TiONts – DOTA et PEG – TiONts – DOTA. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
n 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 12 

TiONts – DOTA 4,3 ± n.d. -24 ± 2 1 
PEG – TiONts – DOTA 3,9 ± n.d. -16 ± 2 1 

 

Tableau 55. Récatipulatif des points isoélectriques et des valeurs du potentiel zêta pour les 
composés TiONts, TiONts – NH2, TiONts – DOTA et PEG – TiONts – DOTA. n.d. non 

déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour être représentatif. n représente le nombre 
d’échantillons analysés. 

 
 L’observation en microscope électronique en transmission met en évidence des 
agglomérats de nanotubes de quelques centaines de nanomètres (Figure 152). 
 

 
 

Figure 152. Clichés MET du nanohybride PEG – TiONts – DOTA  
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III. Biodistribution des nanotubes de titanate marqués à 
l’indium par imagerie SPECT 

 

III.1 - Radiomarquage à l’indium pour l’imagerie SPECT et biodistribution 
des TiONts fonctionnalisés par le DOTA 

 

III.1.1 -  Radiomarquage à l’indium 111 
 
 Le radiomarquage à l’indium 111 a été effectué sur la plateforme SPECT du CGFL 
(avec l’aide de Bertrand Collin et Alexandra Oudot) dans les conditions de protection 
optimales contre les radiations ionisantes. Toutes les expériences ont été réalisées derrière un 
écran plombé ou dans une cellule blindée suivant les activités manipulées.  
 L’indium 111 (t1/2 = 67,3 h) est disponible commercialement sous forme de chlorure 
d’indium 111 solubilisé dans une solution d’acide chlorhydrique (HCl 0,05 mol.L-1). Les 
quantités mises en jeu sont très faible (37 MBq d’111In représentent 21,3 pmol) car l’imagerie 
nucléaire est très sensible. Dans ces circonstances, il faut impérativement éviter toute 
contamination métallique. Pour soustraire ce risque, les solutions pour le radiomarquage sont 
préparées avec des produits TraceSelect® qui possèdent un haut taux de pureté (99,999%) et 
de l’eau ultrapure (18,4 MW) ceci pour éviter la présence d’autres ions métalliques qui 
pourraient se complexer avec le DOTA. De plus, tous les consommables plastiques (pointes 
de micropipette, microtubes) ont été traités à l’acide chlorhydrique à 3 mol.L-1 puis rincés 
abondamment à l’eau ultra pure avant d’être séchés à l’étuve.  
 

III.1.1.1 -  Contrôle qualité du radiomarquage et pureté radiochimique 
 
 Le contrôle qualité du radiomarquage est établi par la technique ITLC (Instant Thin 
Layer Chromatography) grâce à un radiochromatographe γ qui va détecter la radioactivité. Le 
principe est le même que celui d’une chromatographie sur couche mince (Figure 153).  
 

                    
 

Figure 153. a) Photographie du radiochromatographe γ en cours de lecture et  
b) Représentation schématique de la phase stationnaire  

 
 Pour l’ITLC, la phase stationnaire est un papier de microfibres de verre imprégné de 
gel de silice et l’éluant est une solution de citrate de sodium à 0,1 mol.L-1 à pH = 4. Cette 
solution permet de séparer l’111In libre, qui va migrer avec le front de l’éluant, de l’111In 

a) b) 
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complexé par un agent chélatant, qui va rester sur le point de dépôt. Enfin, le 
radiochromatographe localise la radioactivité sur la bande chromatographique et trace un 
chromatogramme par rapport à la distance au point de dépôt. En outre, le chromatogramme 
obtenu permet de déterminer la Pureté RadioChimique (PRC) en intégrant les différents pics 
présents (Figure 154). 
 

 
 

Figure 154. Exemples de chromatographe dans les cas extrêmes d’une PRC= 0% 
(radiomarquage défaillant) et d’une PRC = 100% (radiomarquage réussi) 

 
III.1.1.2 -  Interaction possible entre l’indium et les nanotubes de titanate 

 
 Lors du radiomarquage, l’indium est sous sa forme cationique In3+. De plus, ce dernier 
forme un précipité In(OH)3 avec les hydroxyles lorsque le pH est supérieur à 5,2. De plus, il 
faut éviter d’hydrolyser la liaison amide qui est assez sensible au pH très acide en même 
temps que les hautes températures (100°C et plus), conditions de radiomarquage envisagées. 
Alors, le pH minimal de travail est fixé arbitrairement à pH = 3,5 (Maurizi 2010). Ces 
conditions particulières pour le radiomarquage de nanotubes peuvent engendrer des liaisons 
électrostatiques entre le nanotube chargé négativement (OH de surface) et l’indium chargé 
positivement à pH optimal (pH = 5). Ainsi, la gamme de pH pour effectuer le radiomarquage 
des TiONts – DOTA est assez restreinte 3,5 ≤ pH ≤ 3.7 (Figure 155). 
 

 
 

Figure 155. Évolution du potentiel zêta des TiONts et TiONts – NH2. Le trait plein représente 
la limite de la forme cationique de l’In3+. Les pointillés représentent la zone possible du 

radiomarquage 3.5 ≤ pH ≤ 3,7 
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III.1.2 -   Conditions du radiomarquage de l’indium 111 des nanotubes fonctionnalisés par 
le DOTA 

 
 Pour les études de biodistribution in vivo, les TiONts – DOTA ont été marqués à 
l’indium 111.  
 100 µg de TiONts – DOTA sont dispersés aux ultrasons dans 250 µL de tampon 
acétate d’ammonium à pH = 5,8, soit une concentration de 0,4 mg.mL-1. 5 µL de la 
suspension contenant les TiONts – DOTA sont ajoutés à 5 µL de la solution d’indium libre 
(111In3+, 15 MBq, pH = 1). Le pH après ajout de l’indium 111 est de 3,5. La suspension finale 
de 10 µL est ensuite placée sous agitation et à température constante (80°C) dans un 
thermomixeur pendant 1 heure (Figure 156).  
 

 
 

Figure 156. Représentation schématique du radiomarquage des TiONts – DOTA par l’111In3+  
 
 Après l’heure d’incubation, la suspension contenant les TiONts – DOTA marqués à 
l’indium 111 (notés TiONts – DOTA [111In] par la suite) est mise en présence de 5 µL de 
DTPA à 20 mmol.L-1 (solubilisé dans l’acétate d’ammonium à 0.1 mol.L-1) pour capter 
l’indium libre résiduel à T = 21°C pendant 15 minutes. Le DTPA est utilisé pour nettoyer la 
suspension car celui ci est le meilleur agent complexant de l’indium (cf. Tableau 48) et va 
permettre de piéger les ions indium (III) qui sont libres. La transmétallation de l’indium 
complexé dans le DOTA est limitée à température ambiante. Après, cette étape de 15 minutes 
à 21°C, la suspension est purifiée par centrifugation (14000 Í g pendant 10 minutes) via 
l’utilisation de microtubes possédant une membrane poreuse de 30 kDa qui retient les TiONts 
– DOTA [111In] mais pas l’indium complexé par le DTPA (M = 393 g.mol-1). 
 La formulation des TiONts – DOTA [111In] récupérés sur la membrane est faite avec 
10 µL de PBS (0,1 mol.L-1, pH = 7,4). Cette suspension formulée dans le PBS sera injectée 
dans les souris mais avant cela, la pureté radiochimique du marquage a été vérifiée.  
 
 La référence choisie comme témoin lors des tests in vivo est l’indium complexé par le 
DOTA libre (noté DOTA [111In] dans la suite du manuscrit). Le radiomarquage reste le même 
avec quelques variantes telles que le tampon acétate d’ammonium de départ qui est à pH = 6,9 
ainsi le pH après ajout d’indium est à pH = 5 (Moreau et al. 2012). Les étapes de lavage, de 
purification et de formulation restent les mêmes. 
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III.1.2.1 -  Pureté radiochimique des TiONts – DOTA [111In] 
 
 Dans le cas des nanotubes, l’111In libre va migrer jusqu’au front de l’éluant et les 
TiONts – DOTA marqués à l’111In vont rester au point de dépôt. La microgoutte déposée au 
point de dépôt est de 0,5 µL. Après compétition au DTPA, la qualité du radiomarquage est 
déterminée par ITLC. Cette procédure a permis d’obtenir un rendement du radiomarquage de 
90% avec une pureté radiochimique supérieure à 99% après purification par ultrafiltration 
(centrifugation sur des membranes de 30 kDa). Ce rendement est similaire aux produits 
commerciaux injectés au patient. 
 

 
 

Figure 157. Radiochromatogrammes établi par ITLC a) après ajout du DTPA  
et b) après purification 

 
III.1.2.2 -  Stabilité du complexe TiONts – DOTA [111In] 

 
 La stabilité du complexe TiONts – DOTA [111In] a été déterminée par la concurrence 
d’un excès de DTPA (le meilleur agent chélatant possible pour l’In3+) pendant cinq jours 
consécutif dans du PBS à température corporelle (37°C). Le complexe a montré une 
excellente stabilité sans transmétallation ni relargage, vérifié par ITLC. Ce résultat suggère 
que le complexe TiONts – DOTA [111In] est stable dans la formulation PBS durant ces 5 
jours, temps suffisant pour faire de l’imagerie. 
 

III.2 - Imagerie SPECT et biodistribution des TiONts – DOTA [111In] 
 
 Deux modes de suivi de la biodistribution des nanotubes peuvent être distingués. 
Premièrement, l’imagerie nucléaire qui permet de localiser les radiations émises par le 
radioélément grâce à des détecteurs spécifiques. Ce mode demande l’emploi d’activité 
radioactive forte (15 MBq dans l’expérience réalisée). Deuxièmement, la méthode de 
comptage de la radioactivité dans les organes des animaux après sacrifice sera réalisée. Cette 
voie permet d’engager moins d’activité radioactive (1 MBq dans l’expérience réalisée). 
 

III.2.1 -  Le modèle animal étudié 
 
 Les 24 souris utilisées proviennent de l’élevage Janvier et sont des souris swiss albinos 
mâles d’environ 30 grammes. Les animaux ont été placés, à l’animalerie de la plateforme 
SPECT, 7 jours avant le début de l’expérience et maintenus sur un cycle de 12 heures 
nuit/jour inversé (10h-22h) avec un accès à l’eau et à la nourriture. Toutes les procédures ont 
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été exécutées conformément à la législation sur l’utilisation d’animaux de laboratoire et a reçu 
l’autorisation n° A21-231-016EA du ministère de l’agriculture. 
 Deux groupes expérimentaux ont été choisis pour cette étude. Les souris pour chaque 
groupe sont réparties comme suit pour l’imagerie (n = 3) et pour la biodistribution (n = 9) :  
 

- Le groupe témoin DOTA [111In] (n = 12) 
- Le groupe test TiONts – DOTA [111In] (n = 12)  

 

III.2.2 -  Images SPECT/CT et biodistribution des nanotubes de titanate 
 
 Les produits marqués à l’indium ont été injectés aux souris, après une semaine 
d’acclimatation. Les animaux sont maintenus sous anesthésie générale par le biais de 
l’isoflurane pendant toute la durée de la manipulation. 
 

III.2.2.1 -  Imagerie SPECT/CT 
 
 L’imagerie SPECT n’est jamais utilisée seule, elle est couplée à la 
TomoDensitoMétrie (TDM ou CT15 en anglais) pour faire apparaître les informations 
anatomiques et ainsi faciliter la localisation de la radioactivité par superposition des deux 
types d’imageries.  
 Pour l’imagerie, l’activité radioactive doit être plus forte pour permettre à un 
maximum de radiation d’atteindre le détecteur. Ainsi, 15 MBq sont engagés, ce qui représente 
20 à 30 µg de TiONts – DOTA [111In]. L’acquisition des images a été répétée sur les mêmes 
animaux 1h, 4h et 24 heures après injection. L’acquisition des images a commencé par la 
TDM (55kVp, 34 mAs) pendant 15 à 20 minutes, suivie par des acquisitions SPECT pendant 
90 à 120 secondes par cadre de projection aboutissant à un temps d’acquisition de 45 à 
60 minutes. Ensuite, les deux types d’images obtenues sont traités pour reconstruire l’image 
finale de l’imagerie SPECT/CT couplée (Figure 158). 
 

 

Figure 158. Imagerie couplée SPECT/CT des souris (n = 3) après injection d’une activité de 
15 MBq après 1h, 4h et 24h. a) DOTA [111In] et b) TiONts – DOTA [111In]. Les lettres 

indiquent les organes qui ont un signal radioactif B/U :Vessie/Urine (Bladder/Urine); Lu : 
Poumons (Lung); Li : Foie (Liver) et S : Rate (Spleen) 

 

                                                 
15CT , acronyme anglais pour Computed Tomography ; c’est la radiographie X qui fournit les informations 
anatomiques.  

a) b) 
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 Sur ces images, la différence entre les deux composés est flagrante soulignant la 
réussite de la fonctionnalisation et du radiomarquage des TiONts – DOTA. En effet, le 
composé DOTA libre est rapidement éliminé car la radioactivité se situe dans la vessie au 
bout d’une heure et est ensuite éliminé continuellement par excrétion jusqu’à élimination 
totale.  

Au contraire, les TiONts – DOTA [111In] circulent par les poumons, le foie et la rate mais 
ils sont aussi peu à peu éliminés par excrétion par la vessie. À 24 heures, les TiONts – DOTA 
[111In] ne sont plus présents que dans la vessie et seront très probablement éliminés 
ultérieurement par les voies naturelles (imagerie non réalisée à plus de 24h).  
 

III.2.2.2 -   Biodistribution des nanotubes fonctionnalisés par le DOTA chez la souris 
 
 La biodistribution s’effectue par comptage de la radioactivité présente avec un 
compteur gamma (Wizard 1480, Perkin Elmer). Pour cela, un sous-ensemble de souris (n = 3) 
a été sacrifié à 1h, 4h et 24h pour les deux composés soit au total 18 souris. L’activité injectée 
est de 1 MBq (soit 1 à 2 µg de TiONts – DOTA [111In]. Les organes tels que le cerveau, le 
cœur, les poumons, le foie, la rate ainsi que la vessie, l’urine et le sang ont été prélevés et 
placés au congélateur. Chaque échantillon a été pesé avant d’être congelé. Environ quinze 
jours plus tard, la radioactivité pour chaque organe a été quantifiée puis corrigée en tenant 
compte de la décroissance radioactive. Le résultat indique la radioactivité correspondant au 
pourcentage de dose injectée rapportée à la masse de tissus, exprimé en %ID/g. Les figures 
158 et 159 représentent respectivement la biodistribution du composé DOTA [111In] et celle 
du nanohydride TiONts – DOTA [111In]. 
 Le composé DOTA [111In] est rapidement éliminé par l’organisme car au bout d’une 
heure, la majorité de la radioactivité se situe dans l’urine, la vessie et faiblement dans les 
reins. Après, le conjugué est éliminé progressivement par excrétion. Au-delà de 24 heures, la 
radioactivité est faiblement présente dans les urines soulignant l’élimination totale du 
composé DOTA [111In] (figure 158). Ces résultats confirment ceux obtenues par imagerie 
SPECT/CT (Figure 158). 
 

 
Figure 159. Activité présente dans les différents organes (en % de dose injectée par gramme) 

pour le composé DOTA [111In] après injection à 1h, 4h et 24h (n = 3) pour chaque temps 
 
 En revanche, au bout d’une heure les TiONts – DOTA [111In] sont présents dans les 
poumons (58 %ID/g), l’urine (37 %ID/g) et dans une moindre mesure dans le foie et la rate. 
Au bout de 4 heures, le conjugué TiONts – DOTA [111In] est distribué de la même façon dans 
les poumons (39 %ID/g) et l’urine (8 %ID/g) mais l’élimination par excrétion a déjà 
commencée. À 24 heures, le composé TiONts – DOTA [111In] est essentiellement présent 
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dans les urines (3,5 %ID/g) montrant que le composé est éliminé des autres organes comme 
les poumons, le foie et la rate (Figure 160). 

 
Figure 160. Activité présente dans les différents organes (en % de dose injectée par gramme) 
pour le composé TiONts – DOTA [111In] après injection à 1h, 4h et 24h (n = 3) pour chaque 

temps 
 

III.3 - Conclusion sur les nanotubes fonctionnalisés par le DOTA en vue 
d’imagerie SPECT/CT 

 
 Les nanotubes de titanate ont été fonctionnalisés avec succès par le DOTA – NHS en 
vue de connaître leur biodistribution in vivo (modèle : souris mâle swiss nude). L’accroche du 
DOTA s’effectue par la réaction de l’ester activé sur les TiONts – NH2 dans un mélange 
THF/DMSO (90/10). Le lien entre les nanotubes et le DOTA est une fonction amide qui n’a 
pas été mise en évidence par les différentes techniques de caractérisation (XPS, IR). 
Cependant, ces mêmes caractérisations suggèrent que le DOTA est présent à la surface des 
nanotubes alors même que les éléments non greffés ont été ultrafiltrés. Le taux de DOTA 
déterminé par ATG est de l’ordre de 0,2 par nm2 soit 800 DOTA par TiONts. Cette valeur est 
similaire aux valeurs trouvées dans la littérature (Liu et al. 2007; Mcdevitt et al. 2007).  
 Le DOTA est un agent chélatant macrocyclique qui permet de complexer des 
radioéléments comme l’indium 111 pour l’imagerie SPECT. Le radiomarquage de l’indium 
111 se déroule dans une solution d’acétate d’ammonium à un pH = 3,5 pendant 1h à 80°C. Ce 
radiomarquage a un rendement de 90% et une pureté radiochimique supérieure à 99% 
déterminée par ITLC après purification (centrifugation + challenge au DTPA). Ce 
nanohydride radioactif TiONts – DOTA [111In] a été injecté dans des souris swiss nude pour 
connaître sa biodistribution. Les images SPECT/CT et le comptage de la radioactivité dans 
chaque organe ont montré qu’au bout d’une heure, les nanotubes se situent dans les poumons 
(58% ID/g), dans l’urine (37% ID/g) et dans une moindre mesure dans le foie et la rate. 
Ensuite, les nanotubes sont progressivement éliminés par excrétion pour n’être plus présents 
que dans les urines à 24 heures. Leurs homologues, les nanotubes de carbone se comporte 
différemment in vivo car 3 heures après injection, ces derniers se retrouvent dans le foie, la 
rate, les reins et dans le squelette osseux. La différence ne s’arrête pas à cette conclusion 
puisque les nanotubes de carbones ne sont pas éliminés au bout de 24 heures et se situent 
toujours dans les mêmes organes mais en plus faible quantité (Mcdevitt et al. 2007).  
 Les TiONts – DOTA ont été fonctionnalisés par du PEG3000 pour améliorer leur 
biocompatibilité. Le taux de PEG est de l’ordre de 0,05 par nm2. Les études de biodistribution 
n’ont pas encore été effectuées avec le PEG mais ce dernier permettrait d’augmenter sûrement 
le temps de circulation du nanohydride ce qui pourrait être intéressant dans le cas de l’aspect 
thérapeutique. Ce travail fait l’objet d’une publication prochainement soumise. 
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IV.  Agents de contraste bimodaux pour l’imagerie nucléaire 

(SPECT ou TEP) couplée à l’imagerie par résonance 

magnétique  
 
 Cette partie est consacrée à la fonctionnalisation de nanoparticules d’oxydes de fer par 
des agents macrocycliques chélatants en vue d’applications comme agents de contraste pour 
l’imagerie bimodale IRM/SPECT ou IRM/TEP. 
 

IV.1 - Stratégie de fonctionnalisation pour la création d’agents de contraste 
bimodaux IRM/SPECT et/ou IRM/TEP 

 
IV.1.1 -  Protocole de greffage des agents chélatants macrocycliques 

 
 Le protocole de greffage reste le même que pour celui des TiONts – DOTA (II.2.1 - 
page 156). Au lieu d’utiliser des TiONts – NH2, les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées 
par l’APTES (SPIO – NH2) sont exploitées (Figure 161). En bref, 10 mL d’un mélange de 
THF/DMSO (90/10 en volume) en présence de 100 mg de SPIO – NH2 et de DOTA – NHS 
(ou NOTA – NHS) dans un rapport massique [1 : 1] sont dispersés aux ultrasons pendant 15 
minutes puis placés sous agitation magnétique (400 trs/min) sous atmosphère inerte (N2) 
pendant 48 heures. Ensuite, 20 mL d’eau déionisée sont ajoutés à la suspension qui est ensuite 
placée à l’évaporateur rotatif pour éliminer le THF (500 mbar/60°C). La suspension résultante 
(eau/DMSO) est ensuite ultrafiltrée, sur des membranes de tailles de pores de 30 kDa, par des 
cycles de lavage à l’eau déionisée (10 Í100 mL) et enfin à l’eau ultrapure (2 Í100 mL) pour 
éliminer le DOTA (ou NOTA) n’ayant pas réagi. Pour finir, la suspension est lyophilisée pour 
être caractérisée. 

 
 

Figure 161. Représentation du greffage du DOTA – NHS à la surface des nanoparticules 
d’oxydes de fer. Le NHS après couplage n’est pas représenté. 

 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées par le DOTA ou par le NOTA 
seront dénommées respectivement SPIO – DOTA et SPIO – NOTA dans la suite du 
manuscrit. 
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IV.1.2 -  Caractérisation des agents de contraste bimodaux IRM/SPECT ou IRM/TEP 
 

IV.1.2.1 -  Analyse des nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées par le DOTA – 
NHS ou le NOTA – NHS 

 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées par le DOTA et le NOTA ont été 
analysées par XPS. L’augmentation des concentrations atomiques des espèces provenant des 
agents chélatants comme l’azote ou le carbone indique la présence de ces agents à la surface 
des nanoparticules (Tableau 56). De plus, l’augmentation du rapport C1s/Fe2p dans les cas du 
greffage du DOTA et du NOTA confirme la présence des agents chélatants à la surface des 
nanoparticules. 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

C1s/Fe2p 
Fe2p O 1s C 1s N 1s Si 2s F 1s 

SPIO 38 56 6 - - - 0,16 

SPIO – NH2 28 55 13 2 2 - 0,46 

SPIO – NOTA 25 50 21 3 1 0 0,84 

SPIO – DOTA 28 46 20 4 1 1 0,71 
 

Tableau 56. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes à la surface des 
SPIO, SPIO – NH2, SPIO – NOTA et SPIO – DOTA. 

 
 La décomposition du niveau C1s des nanoparticules fonctionnalisées par les agents 
chélatants macrocycliques indique la présence de ces derniers à la surface des nanoparticules 
(Figure 162). Pour chaque nanohybrides, la concentration atomique des composantes peuvent 
être calculée grâce à l’équation 6 : 
 

  (Équation 6) 
 

Avec , la concentration atomique (%) d’une composante donnée ; , la 
concentration atomique(%) du niveau C1s d’un nanohydride portant une fonction X et 

, le pourcentage de la composante du niveau C1s d’un nanohydride.  
 Par exemple, pour le composé SPIO – NOTA, la concentration atomique de la 
composante C – NH2 est de 5,0% avec  = 21% et = 23,6%. 
 L’augmentation des composantes du niveau C1s confirme la présence des agents 
complexants à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer car cette hausse ne peut que 
provenir de l’ajout de molécules possédant ces types de liaisons telles que les molécules 
DOTA et NOTA. 

 

Concentration atomique (%) 

 
C1s C – C/C – H C – NH2 (C = O) – OH 

SPIO – NH2 13 8,4 3,2 1,4 

SPIO – NOTA 21 14,0 5,0 2,0 

SPIO – DOTA 20 13,0 4,9 2,1 
 

Tableau 57. Concentration atomique des différentes composantes du niveau C1s 
des composés SPIO – NH2, SPIO – NOTA et SPIO – DOTA. 

 
 Au niveau O1s, l’apparition de la composante (C = O) – OH à 531,4 eV des acides 
carboxyliques du DOTA ou du NOTA permet d’arriver à la même conclusion que pour le 
niveau C1s. La présence des hydroxyles de surface est aussi possible à 531,4 eV (Figure 162). 
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Figure 162. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et O1s, a) SPIO – NH2,  
b) SPIO – NOTA et c) SPIO – DOTA  
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 L’analyse FTIR des nanoparticules d’oxydes de fer par les agents chélatants semble 
montrer que le DOTA est présent en plus grandes quantités car la signature des vibrations des 
liaisons C – H à 2810 et 2915 cm-1 est plus importante. De plus, les bandes vibrationnelles 
caractéristiques des SPIO (580 – 640 cm-1) sont plus atténuées sur le spectre du composé 
SPIO – DOTA (Figure 163). 
 

 
Figure 163. Spectre IR des composés SPIO – NOTA et SPIO – DOTA  

 
IV.1.2.2 -  Estimation du taux de greffage des agents macrocycliques à la surface des 
nanoparticules d’oxydes de fer 

 
 Le taux de greffage des agents macrocycliques chélatants est estimé en ATG en 
prenant en compte les pertes de masse entre 150°C et 800°C (Figure 164). 
 
 Après avoir retranché la perte de masse due aux SPIO – NH2 et en considérant la 
surface spécifique des SPIO à 92 ± 10 m2.g-1 (estimée en BET), les estimations du taux de 
greffage du NOTA et du DOTA sont respectivement de l’ordre de 0,4 NOTA/nm2 et de 
1,8 DOTA/nm2 (Tableau 58). 
 

  
Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 
Masse molaire à considérée 

pour la perte (g.mol-1) 
Molécules/nm2 R (%) n 

SPIO 0,9 0,9 18 (6,7 ± 0,6) OH* - 5 

SPIO – NH2 3,6 3,6 58 (5,0 ± 0,7) NH2 75 13 

SPIO – NOTA 5,2 1,6 286 (0,4 ± n.d.) NOTA 8 1 
SPIO – DOTA 14,1 8,9 376 (1,8 ± n.d.) DOTA 36 1 

 

Tableau 58. Estimation du taux de greffage des agents chélatants macrocycliques à la surface 
des SPIO – NH2. *Perte de masse comprise entre 300°C et 800°C. n.d. non déterminé car il 
n’y avait pas assez de valeurs pour être représentatif. R représente le rendement de greffage 

(%) et n le nombre d’échantillons analysés. 
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Figure 164. ATG des SPIO et des nanohybrides, SPIO – NH2, SPIO – NOTA et SPIO – 
DOTA. Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée 

en température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3) et sont 
représentatives d’un échantillon. 

 
 Par rapport aux TiONts – DOTA (0,2 DOTA/nm2), le taux de greffage du NOTA est 
supérieur et très élevé pour les SPIO – DOTA. Dans la littérature, les valeurs trouvées sont de 
l’ordre de 0,1 DOTA/nm2 (Lee et al. 2008), valeurs faibles par rapport aux valeurs estimées 
ici par ATG. 
 

IV.1.2.3 -  Stabilité des suspensions des nanohybrides SPIO – DOTA et SPIO – 
NOTA 

 

 Les nanoparticules d’oxydes de fer modifiées par le NOTA et le DOTA ont été 
caractérisées par zêtamétrie à force ionique constante (NaCl, 10-2 mol.L-1). Le PIE est 
faiblement décalé par rapport à celui des SPIO – NH2 soulignant la présence des agents 
complexants. Le point isoélectrique diminue de 8,3 à 7,9 dans les deux cas. Cette diminution 
est due à la présence des acides carboxyliques des agents chélatants à la surface des 
nanoparticules d’oxydes de fer (Figure 165). 
 

 
 

Figure 165. Évolution du potentiel zêta des SPIO, SPIO – NH2, SPIO – NOTA et  
des SPIO – DOTA dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes représentatives d’un 

échantillon. 

-40 

-30 

-20 

-10 

0 

10 

20 

30 

40

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

P
ot

en
ti

el
 z

êt
a 

(m
V

) 

pH 

SPIO 
SPIO – NH2 
SPIO – NOTA 
SPIO – DOTA 

SPIO 
SPIO – NH2 
SPIO – NOTA 
SPIO – DOTA  

pH physiologique = 7,4 



Chapitre 3. Fonctionnalisation de nanoparticules pour l’imagerie nucléaire 

178 
 

 Le Tableau 59 regroupe les valeurs des PIE, des potentiels zêta et des diamètres 
hydrodynamiques des composés SPIO, SPIO – NH2, SPIO – NOTA et SPIO – DOTA.  
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
dH à pH = 
7,4 (nm) 

n 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 1368 ± 93 7 

SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 19 ± 3 13 

SPIO – NOTA 7,9 ± n.d. +2,9 ± 0,3 296 ± 49 1 

SPIO – DOTA 7,9 ± n.d. +2,4± 0,2 395 ± 40 1 
 

Tableau 59. Valeurs des PIE et des diamètres hydrodynamiques des composés SPIO,  
SPIO – NH2, SPIO – NOTA et SPIO – DOTA. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez de 

valeurs pour être représentatif. n représente le nombre d’échantillons analysés. 
 
 Les suspensions ne sont pas stables dans le PBS à pH = 7,4 car leur point isoélectrique 
est proche du pH physiologique. Ainsi, les charges de surface ne permettent pas de stabiliser 
les nanoparticules qui s’agglomèrent et décantent (Figure 166). 
 

 
 

Figure 166. Photographie des suspensions SPIO – NOTA et SPIO – DOTA  
 

 Les clichés MET obtenus après ultrasons (Figure 167) montrent que les nanoparticules 
d’oxydes de fer fonctionnalisées forment des agglomérats de plusieurs centaines de 
nanomètres confirmant les diamètres hydrodynamiques obtenus en DLS. 
 

 
 

Figure 167. Clichés MET a) SPIO – NOTA et b) SPIO – DOTA  

SPIO – NOTA SPIO – DOTA 

a) b) 
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IV.2 - Fonctionnalisation des agents de contraste bimodaux SPIO – NOTA 
et SPIO – DOTA par le PEG3000 – NHS 

 
 De même que pour les nanotubes, les agents de contraste bimodaux SPIO – DOTA et 
SPIO – NOTA ont été fonctionnalisés avec le PEG3000 – NHS (Figure 147) pour augmenter la 
biocompatibilité et éviter l’adsorption non spécifique des protéines sur les nanoparticules en 
milieu in vivo (Kim et al. 2008). Le protocole reste le même que celui déjà utilisé pour le 
greffage du PEG3000 – NHS sur les nanotubes (Chapitre 3.II.2.2.1 - ). La fonctionnalisation 
par ce PEG est basée sur la réaction de l’ester activé avec les amines restantes (Figure 168). 
 

 
 

Figure 168. Illustration du greffage du PEG3000 – NHS à la surface des SPIO – DOTA (même 
réaction pour le NOTA) 

 
 Les nanoparticules modifiées par le DOTA et le NOTA qui sont fonctionnalisées par 
le PEG3000 – NHS seront notées PEG – SPIO – NOTA et PEG – SPIO – DOTA dans la 
suite du manuscrit. 
 

IV.2.1 -  Analyse de la surface des nanohybrides fonctionnalisés avec le PEG 3000 – NHS 
 
 En XPS, la présence du PEG est confirmée par l’augmentation de la concentration 
atomique du carbone et la diminution de la concentration atomique du fer (Tableau 60). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Fe2p O 1s C 1s N 1s Si 2s F 1s 

SPIO – NOTA 25 49,5 21 3 1,5 0 
PEG – SPIO – NOTA 23 44 30 2 1 0 

SPIO – DOTA 28 46 20 4 1 1 

PEG – SPIO – DOTA 19 38 39 2 2 0 
 

Tableau 60. Analyse XPS : Concentrations atomiques des espèces présentes à la surface des 
SPIO – NOTA, PEG – SPIO – NOTA, SPIO – DOTA et PEG – SPIO – DOTA. 

 
 L’analyse par spectroscopie FTIR confirme l’analyse faite par XPS (Figure 169). La 
présence de PEG est moins flagrante sur les PEG – SPIO – NOTA, elle est remarquée par la 
forte atténuation des bandes de la structure spinelle (580 – 640 cm-1) et l’augmentation des 
bandes de vibrations des liaisons C – H (2810 et 2915 cm-1). En revanche, ces dernières sont 
très visibles sur le spectre du composé PEG – SPIO – DOTA (zone en pointillée). De plus, sur 
ce spectre, la déformation des liaisons N – H est visible à 1600 cm-1 (Pretsch 2000; Zhang et 
al. 2002), mais rien ne permet de conclure si c’est celle des amines ou des amides. Cependant, 
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il semblerait plus judicieux de l’accorder à la déformation des liaisons N – H amide car elle 
n’était pas visible avant greffage du PEG3000 – NHS.  
 
 

 
 

Figure 169 Spectre IR des nanohybrides SPIO – NOTA, PEG – SPIO – NOTA, SPIO – 
DOTA, et PEG – SPIO – DOTA. 

 

IV.2.2 -  Estimation du taux de greffage du PEG 3000 – NHS à la surface des nanohybrides 
 
 Pour déterminer le taux de PEG greffé à la surface des nanoparticules, les 
nanohybrides ont été analysés par ATG de 30°C à 800°C (Figure 170). 
 

 
 

Figure 170. ATG des composés SPIO, SPIO – NH2, SPIO – NOTA, SPIO – DOTA,  
PEG – SPIO – NOTA et PEG – SPIO – DOTA. Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 
(25 mL.min-1) avec une rampe de montée en température de 5°C.min-1. Les courbes ont été 

normalisées à 150°C (annexe n°3) et sont représentatives d’un échantillon. 
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 Le taux de greffage du PEG est estimé à 0,2 PEG/nm2 pour les PEG – SPIO – NOTA 
et à 0,6 PEG/nm2 pour les PEG – SPIO – DOTA (Tableau 61). Il a été considéré que la 
surface spécifique des nanohybrides est de 92 ± 10 m2.g-1 (déterminée par BET), que les 
pertes de masse sont comprises entre 150°C et 800°C et il a fallu retrancher les pertes de 
masse dues aux étapes précédentes.  
 

 

Δm totale 

(%) 

Δm 

calcul 
(%) 

Masse molaire à 
considérée pour 
la perte (g.mol-1) 

Molécules/nm2 
R 

(%) 
n 

SPIO 0,9 0,9 18 (6,7 ± 0,6) OH - 5 

SPIO – NH2 3,6 3,6 58 (5,0 ± 0,7) NH2 75 13 

SPIO – NOTA 5,2 1,6 286 (0,4 ± n.d.) NOTA 8 1 
PEG – SPIO – NOTA 13,1 8 3121 (0,2 ± n.d.)PEG 9 1 

SPIO – DOTA 14,1 8,9 376 (1,8 ± n.d.) DOTA 36 1 
PEG – SPIO – DOTA 44,8 35,9 3121 (0,6 ± n.d.) PEG 19 1 

 

Tableau 61. Estimation du taux de greffage du PEG3000 à la surface des nanoparticules 
d’oxydes de fer fonctionnalisés par les agents chélatants. n.d. non déterminé car il n’y avait 

pas assez de valeurs pour être représentatif. R représente le rendement de greffage (%) et n le 
nombre d’échantillons analysés. 

 
 Ainsi, le taux de greffage du PEG est sensiblement égal à la moitié du taux de NOTA 
et dans des proportions d’un tiers dans le cas du DOTA. Ce taux de greffage du PEG est 
similaire à ceux de la littérature (Butterworth et al. 2001). 
 

IV.2.3 -  Stabilité des agents de contraste bimodaux fonctionnalisés par le PEG 
 
 La présence de PEG est mise en évidence par zêtamétrie par l’observation d’un 
écrantage des charges pour les composés fonctionnalisés avec le PEG. L’ajout de PEG 
conduit à une faible variation du point isoélectrique de 7,9 à 7,4 ou 7,3 (Figure 171).  
 

 
Figure 171. Évolution du potentiel zêta des SPIO – NOTA, PEG – SPIO – NOTA, 

SPIO – DOTA et PEG – SPIO – DOTA dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes 
représentatives d’un échantillon. 
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 Le Tableau 62 regroupe les valeurs des PIE, potentiel zêta et des diamètres 
hydrodynamiques des composés agents de contraste bimodaux fonctionnalisés par le PEG. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
dH à pH = 
7,4 (nm) 

n 

SPIO 7,2 ± 0,2 -8 ± 3 1368 ± 93 7 

SPIO – NH2 8,9 ± 0,8 +17 ± 2 19 ± 3 13 

SPIO – NOTA 7,9 ± n.d. +2,9 ± 0,3 296 ± 49 1 
PEG – SPIO – NOTA 7,4 ± n.d. +0,7 ± 0,3 223 ± 5 1 

SPIO – DOTA 7,9 ± n.d. +2,4 ± 0,2 395 ± 40 1 
PEG – SPIO – DOTA 7,3 ± n.d. +1,3 ± 0,3 627 ± 40  1 

 

Tableau 62. Données caractéristiques de la stabilité des composés SPIO – NOTA,  
PEG – SPIO – NOTA, SPIO – DOTA et PEG – SPIO – DOTA. n.d. non déterminé car il n’y 

avait pas assez de valeurs pour être représentatif. n représente le nombre d’échantillons 
analysés. 

 
 Les deux nanohybrides se comportent différemment en suspension (Figure 172). 
 

 
 

Figure 172. Photographie des suspensions PEG – SPIO – NOTA (à gauche) 
et PEG – SPIO – DOTA (à droite) dans le PBS à 48 heures 

 
 La suspension PEG – SPIO – DOTA est totalement instable (ζà pH = 7,4 ≈ 0 mV) alors 
que dans le cas des PEG – SPIO – NOTA, la suspension n’est pas totalement stable et 
seulement une partie des nanoparticules décante (les plus gros agglomérats). La suspension a 
été analysée en microscopie électronique en transmission et révèle deux populations : une 
population de plusieurs micromètres et une autre avoisinant quelques dizaines de nanomètres 
(Figure 173). 
 Pour éliminer les agrégats de plusieurs micromètres, la suspension PEG – SPIO – 
DOTA est centrifugée à 108 Í g. Le surnageant est prélevé et puis caractérisé par DLS après 
ultrasons. Le diamètre hydrodynamiques mesuré est de dH = (29 ± 3) nm. De plus, la 
suspension est stable dans le PBS. Pour conclure, le greffage du PEG joue son rôle en 
stabilisant les plus petits agrégats de la suspension du nanohybride PEG – SPIO – NOTA. 

PEG – SPIO 
NOTA  

 

PEG – SPIO 
DOTA  
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Figure 173. Clichés MET du nanohybrides PEG – SPIO – NOTA 
 
 Dans le cas des PEG – SPIO – DOTA, les agglomérats observés en microscopie 
avoisinent la valeur trouvée en DLS (Figure 174), il n’y a qu’une seule population. 
 

 
 

Figure 174. Clichés MET du nanohybrides PEG – SPIO – DOTA  
 
 La formation des agglomérats des PEG – SPIO – DOTA ne provient pas de l’étape du 
greffage précédent mais du fait que les charges de surface ne sont pas assez importantes pour 
stabiliser les nanoparticules dans le PBS à pH = 7,4 (ζ ≈ 0 mV) et ne permettent pas la 
répulsion électrostatique et stérique, ainsi les nanoparticules s’agglomèrent puis décantent. 
Cette hypothèse est confirmée par DLS à pH = 4 où le diamètre hydrodynamique des PEG – 
SPIO – DOTA n’est que de dH = (107 ± 33) nm. Il faudra trouver une meilleure manière de 
les stabiliser pour les prochaines expériences.  
 

IV.2.4 -  Propriétés magnétiques des agents de contraste bimodaux 
 
 Les propriétés magnétiques des agents de contraste sont mesurées sur l’IRM clinique 
3T du CHU de Dijon. Les nanoparticules sont dispersées dans des gels d’acrylamide et 
d’après la démarche (annexe n°6), les relaxivités des agents de contraste bimodaux sont 
calculées (Tableau 63). 
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Synthèse r2 (L.mmolFe3O4
-1.s-1) 

SPIO 331 ± 23 
SPIO – NOTA 607 ± 14 

PEG – SPIO – NOTA 628 ± 31 

SPIO – DOTA 256 ± 40 
PEG – SPIO – DOTA 318 ± 5 

 

Tableau 63. Valeurs de la relaxivité trouvées pour les divers agents de contraste bimodaux 
sur l’IRM clinique du CHU de Dijon 

 
 Les valeurs de la relaxivité sont plus importantes dans le cas de l’agent de contraste 
bimodal fonctionnalisé par le NOTA que lorsque celui-ci est fonctionnalisé par le DOTA. Le 
nombre de NOTA plus faible à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer et la taille plus 
petite du NOTA facilitant l’accès des molécules d’eau jusqu’au cœur magnétique peuvent être 
les causes de la valeur élevée de la relaxivité dans le cas des nanohybrides fonctionnalisés par 
le NOTA. Les valeurs de la relaxivité des composés avec le PEG sont équivalentes aux 
valeurs des nanohybrides sans PEG. La taille plus petite des agrégats des nanohybrides SPIO 
– NOTA et PEG – SPIO – NOTA conduisant à une surface beaucoup plus grande exposée à 
l’eau, pourrait expliquer une meilleure accessibilité de l’eau au cœur magnétique augmentant 
ainsi la relaxivité. Les valeurs sont du même ordre de grandeur que celle trouvée dans la 
littérature (Maurizi 2013). 
 

IV.3 - Conclusion sur la création d’agents de contraste bimodaux pour 
l’imagerie IRM/SPECT ou IRM/TEP 

 
 Les nanoparticules d’oxydes de fer ont été modifiées avec réussite par le DOTA – 
NHS et le NOTA – NHS afin de fabriquer des agents de contraste bimodaux IRM/SPECT ou 
IRM/TEP. Par contre, la fonction amide qui lie l’agent chélatant aux nanoparticules n’a pas 
été mise en évidence par les différences techniques d’analyses. Cependant, la détermination 
du taux de greffage des agents complexant par ATG a conduit à 0,4 NOTA/nm2 et à 
1,8 DOTA/nm2 respectivement. Ces valeurs sont du même ordre de grandeur à celle trouvée 
lors de la fonctionnalisation des nanotubes de titanate par le DOTA (0,2 DOTA/nm2) alors 
que les valeurs de la littérature sont inférieures, elles sont de l’ordre de 0,1 DOTA/nm2 (Lee et 
al. 2008).  
 Pour améliorer leur stabilité et leur biocompatibilité, les nanohybrides ont été 
fonctionnalisés avec du PEG3000 – NHS. Les différentes techniques d’analyses ont permis de 
mettre en évidence la présence du PEG à la surface des nanoparticules et un taux de greffage 
du PEG a été calculé  dans le cas de chacun des macrocycles soit 0,2 PEG/nm2 (pour 
0,4 NOTA/nm2), et 0,6 PEG/nm2 (pour 1,8 DOTA/nm2). Dans le cas du composé PEG – 
SPIO – DOTA, la suspension, après centrifugation (108 Í g) et élimination des gros agrégats 
(quelques micromètres) est stable dans le PBS. Les mesures magnétiques sur une IRM 
clinique des agents de contraste bimodaux ont permis d’obtenir les valeurs des relaxivités de 
l’ordre de 300 L.mmolFe3O4

-1.s-1 pour les nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées par 
le DOTA et DOTA/PEG et d’environ 600  L.mmolFe3O4

-1.s-1dans les cas du greffage avec le 
NOTA. 
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V. Conclusion sur la fonctionnalisation des nanoparticules pour 
l’imagerie nucléaire 

 
 Tout d’abord, les nanotubes de titanate ont été fonctionnalisés avec succès par le 
DOTA en vue de connaître leur biodistribution in vivo (modèle : souris mâles swiss nude). 
L’accroche du ligand macrocyclique s’effectue par la réaction de l’ester activé du DOTA sur 
les TiONts – NH2 dans un mélange THF/DMSO (90/10). La liaison entre les nanotubes et le 
DOTA devrait être une fonction amide qui n’a cependant pas été mise en évidence par les 
différentes techniques de caractérisation (XPS, IR). En revanche, ces mêmes caractérisations 
suggèrent que le DOTA est présent à la surface des nanotubes. Le taux de DOTA est de 
l’ordre de 0,2 DOTA par nm2 (soit 800 DOTA par TiONts), taux similaire aux valeurs 
trouvées dans la littérature (Liu et al. 2007; Mcdevitt et al. 2007).  
 Le DOTA est un agent chélatant macrocyclique qui permet de complexer des 
radioéléments comme l’indium 111 pour l’imagerie SPECT. Le radiomarquage de l’indium 
111 se déroule dans une solution d’acétate d’ammonium à pH = 3,5 pendant 1h à 80°C. Ce 
radiomarquage a un rendement de 90% et une pureté radiochimique supérieure à 99% 
déterminé par ITLC après purification (centrifugation + challenge au DTPA). Ce nanohydride 
radioactif TiONts – DOTA [111In] a été injecté à des souris mâles swiss nude pour connaitre 
leur biodistribution. Les images SPECT/CT et le comptage de la radioactivité dans chaque 
organe ont montré qu’au bout d’une heure, les nanotubes se situent principalement dans les 
poumons (58%ID/g), dans la vessie (37%ID/g) et dans une moindre mesure dans le foie et la 
rate. Ensuite, les nanotubes sont progressivement éliminés par excrétion pour n’être présents 
que dans la vessie à 24 heures.  
 Leurs homologues, les nanotubes de carbone se comportent différemment in vivo car 
trois heures après injection, ces derniers se retrouvent dans le foie, la rate, les reins et dans le 
squelette osseux. La différence ne s’arrête pas à cette conclusion puisque les nanotubes de 
carbone ne sont pas éliminés au bout de 24 heures et se situent toujours dans les mêmes 
organes mais en plus faible quantité.  
 Les TiONts – DOTA ont été fonctionnalisés par du PEG3000 pour améliorer leur 
biocompatibilité et la stabilité en suspension. Le taux de PEG est de l’ordre de 0,05 PEG par 
nm2 (Figure 175). 
 

 
 

Figure 175. Représentation schématique du nanohydride PEG – TiONts - DOTA 
 
 Ensuite, afin de créer des agents de contraste bimodaux IRM/SPECT ou IRM/TEP, les 
nanoparticules d’oxydes de fer ont été modifiées par le DOTA – NHS et le NOTA – NHS. 
Les diverses techniques de caractérisation montrent que le DOTA ou le NOTA sont présents à 

0,2 DOTA/nm2 

0,05 PEG/nm2 
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la surface des nanoparticules. En revanche, la fonction amide qui lie l’agent chélatant aux 
nanoparticules n’a pas été mise en évidence par ces différentes techniques d’analyses. 
Cependant grâce à l’ATG, une estimation du taux de greffage des agents complexants a été 
déterminée à 0,4 NOTA/nm2 et à 1,8 DOTA/nm2. Ces valeurs sont supérieures à celle 
trouvées lors de la fonctionnalisation des nanotubes de titanate par le DOTA (0,2 DOTA/nm2) 
et les valeurs de la littérature sont très inférieures, de l’ordre de 0,1 DOTA/nm2 (Lee et al. 
2008). 
 Les nanohybrides ont été ensuite fonctionnalisés avec du PEG3000 – NHS pour 
améliorer leur stabilité et un taux de greffage du PEG a été évalué dans les deux cas à 0,2 
PEG/nm2 (pour 0,4 NOTA/nm2) et à 0,6 PEG/nm2 (pour 1,8 DOTA/nm2). Ainsi, le taux de 
greffage du PEG est sensiblement égal à la moitié du taux de NOTA et dans des proportions 
d’un tiers dans le cas du DOTA. Le PEG joue son rôle de stabilisateur stérique dans le cas des 
PEG – SPIO – NOTA car la suspension est stable en condition physiologique alors que la 
suspension PEG – SPIO – DOTA décante dans ces mêmes conditions. Les caractéristiques de 
diagnostique de ces nanohybrides ont été déterminées par IRM et sont de l’ordre de 
300 L.mmolFer

-1.s-1 pour le greffage du DOTA et d’environ 600 L.mmolFer
-1.s-1 dans les cas du 

greffage avec le NOTA (Figure 176). Donc, les nanoparticules d’oxydes de fer 
fonctionnalisées par les agents macrocycliques pourront être utilisées en tant qu’agent de 
contraste pour l’imagerie par résonance magnétique. La partie de diagnostique pour 
l’imagerie nucléaire reste à tester.  
 

                 
 

 

Figure 176. Représentation schématique des agents de contraste pour l’imagerie bimodale 
IRM/SPECT ou IRM/TEP à base de nanoparticules d’oxydes de fer  

0,6 PEG/nm2 
0,2 PEG/nm2 

0,4 NOTA/nm2 1,8 DOTA/nm2 

a) PEG – SPIO – DOTA  b) PEG – SPIO – NOTA  
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Chapitre 4. Vers la création de nouvelles sondes 
théranostiques  
 

Précédemment, la fonctionnalisation des nanoparticules a permis de suivre leur 
biodistribution par imagerie nucléaire. Ce chapitre traite de la fonctionnalisation des 
nanoparticules par des fluorophores, les phtalocyanines, pour la création de sondes 
théranostiques pour l’imagerie optique (IO) et en vue d’une application thérapeutique : la 
thérapie photodynamique. La première partie traitera de la fonctionnalisation des nanotubes 
de titanate préfonctionnalisés par les phtalocyanines par deux voies : la voie peptidique et la 
voie par chimie clic. La deuxième partie rédigée sous forme de publication, précisera le 
développement de sondes multimodales IRM/IO à base de nanoparticules d’oxydes de fer. 

 

I. Sondes pour l’imagerie multimodale IRM/IO 
 
 Les nanoparticules, que ce soit d’oxydes de fer ou d’autres métaux ont souvent été 
fonctionnalisées par des fluorophores comme la rhodamine ou la fluorescéine pour visualiser 
les nanoparticules à l’intérieur des cellules (Maurizi 2010) et plus récemment pour l’imagerie 
optique du petit animal (Cheon et al. 2008).  
 Par exemple, les nanoparticules d’oxydes de fer ont été fonctionnalisées par de la 
rhodamine pour créer des sondes bimodales IRM/fluorescence (Maurizi et al. 2009) ou, en 
dopant des nanobilles de silice par de la rhodamine et en fonctionnalisant le tout par des 
nanoparticules d’oxydes de fer (Lee et al. 2006) (Figure 177). 
 

 
 

Figure 177. a) Représentation schématique du greffage et clichés MET b) des nanobilles de 
silice dopées par la rhodamine, c) nanoparticules d’oxydes de fer et d) nanobilles de silice 

fonctionnalisées par des nanoparticules d’oxydes de fer selon (Lee et al. 2006) 
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 De plus en plus de travaux sur la fonctionnalisation des nanoparticules par des 
fluorophores traitent de la création de sondes bimodales pour l’IRM et pour l’imagerie 
optique in vivo (Kim et al. 2008; Xie et al. 2010; Wang et al. 2013), par exemple, le greffage 
de la Cyanine 5.5 sur les nanoparticules d’oxydes de fer pour l’imagerie optique du petit 
animal. L’accumulation du nanohybride est observée dans la tumeur grâce à des molécules de 
ciblages greffées préalablement aux nanoparticules (Figure 178). 
 

 
 

Figure 178. Imagerie optique : clichés d’une souris qui contient une tumeur de type 
glioblastome (U87MG) sous-cutanée à 1, 4 et 18 heures. L’accumulation des nanohybrides 

dans la tumeur est observée (flèche blanche) d’après (Xie et al. 2010) 
 
 Dans cette étude, les fluorophores choisis sont des phtalocyanines qui présentent un 
intérêt supérieur du point de vue diagnostique et thérapeutique à ceux utilisés généralement 
comme la rhodamine ou la fluorescéine. 

II. Les phtalocyanines pour l’imagerie optique et la thérapie 
photodynamique 

 
II.1.1 -  Les phtalocyanines 

 
 Les phtalocyanines sont des molécules qui ont une structure similaire à celle des 
porphyrines (comme le DOTA). Leur structure macrocyclique résulte de la condensation de 
quatre groupements iso-indole composés d’atomes de carbone, d’hydrogène et d’azote. Ce 
système entièrement conjugué dérive du système porphyrinique qui n’existe pas tel quel dans 
la nature, mais qui est à l’origine de substances essentielles comme l’hème du sang (Sorokin 
2013). Ce système confère aux phtalocyanines la possibilité de former des complexes 
métalliques grâce à la présence d’une cavité centrale pouvant accueillir un ion métallique. La 
norme pour définir les phtalocyanines est basée sur le nombre de groupements iso-indole 
différents. Par exemple, si aucun n’est substitué, la phtalocyanine est définie comme A4, si un 
iso-indole est substitué, elle sera nommée A3B (Figure 179). De plus, elles sont souvent 
écrites MPc avec M, le métal dans la cavité tel que CuPc, ZnPc ou InPc. 
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Figure 179. Représentation schématique d’une phtalocyanine A4. Le M représente le métal 
complexé dans la cavité 

 
 Divers ions métalliques peuvent être complexés et donne ainsi différentes propriétés 
aux phtalocyanines. Les phtalocyanines ont la possibilité d'incorporer au sein de leur cavité 70 
cations métalliques différents. Il est aussi possible de leur greffer différents substituants. Par 
exemple, les phtalocyanines à base de cuivre sont très utilisées comme pigments artistiques et 
sont référencées au Colour Index comme Pigment Blue 15 depuis 1935 (Defeyt 2010). 
 

II.1.2 -  Intérêts des phtalocyanines 
 

II.1.2.1 -  Propriétés optiques des phtalocyanines 
 
 Les phtalocyanines possèdent des propriétés optiques intéressantes pour l’imagerie 
optique grâce à leur longueur d’onde d’absorption qui varie entre 600 et 700 nm et le fait 
qu’elles émettent de la fluorescence à des longueurs d’onde supérieures à 650 nm. Elles sont 
aussi caractérisées par la différence entre ces deux longueurs d’onde (absorption et émission), 
appelée déplacement de Stokes (Tableau 64). 
 

Phtalocyanine 

Longueur d'onde 
d'absorption 

Longueur d'onde 
d'émission Déplacement de 

Stokes (nm) 
λabsmax (nm) λemmax (nm) 

AlPc 680 688 8 
GaPc 680 691 11 
InPc 686 700 14 

ZnPc* 675 678 4 
 

Tableau 64. Propriétés optiques des diverses phtalocyanines dans le DMSO  
d’après (Yanık et al. 2009).* Dans le DMF selon (Manneville 2006) 

 
 Ainsi, les phtalocyanines sont des molécules capables d’absorber la lumière. Cette 
capacité à absorber la lumière est définie par le coefficient d’extinction molaire ε. La loi de 
Beer – Lambert établit la proportionnalité entre la concentration d’une espèce absorbante en 

solution à l’absorbance de celle-ci :  
 

                                                  (Équation 7) 
Avec , l’absorbance de la solution à une longueur d’onde donnée

16 ; , le coefficient 
d’extinction molaire (L.mol

 -1.cm-1) ; , la longueur du trajet parcouru par la lumière dans la 
solution (cm) et , la concentration molaire du fluorophore en solution (mol.L-1). 

                                                 
16 L’absorbance est définit par A = log (I0/I) avec I0, l’intensité du faisceau incident ; I, l’intensité du faisceau 
transmis. L’absorbance est une valeur positive sans unité. 
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 Pour les phtalocyanines, cela se traduit par une différence du coefficient d’extinction 
molaire en fonction du cation métallique central et des substituants (Tableau 65). 
 

Phtalocyanine 

Coefficient d'extinction 
molaire 

ε (10
5.L.mol-1.cm-1) 

ZnPc  2,0 
AlPc  2,5 

AlPcS  1,2 

AlPcS4  2,5 

SiPc  2,3 

H2Pc  0,95 
 

Tableau 65. Coefficient d’extinction molaire pour quelques phtalocyanines 
 par rapport à la phtalocyanine libre (H2Pc) selon (Manneville 2006) 

 
 Ces propriétés font des phtalocyanines des fluorophores très intéressants pour 
l’imagerie optique car c’est dans cette région (600 – 1400 nm) que la pénétration tissulaire du 
spectre visible est la meilleure (Van Lier et al. 2001). En possédant des longueurs d’onde 

d’émission proche de 680 nm (Tableau 64), les phtalocyanines se retrouvent à émettre dans la 
fenêtre optique idéale pour l’imagerie optique in vivo (Figure 180). 
 

 
 

Figure 180. Absorbance de différents tissus en fonction de la longueur d’onde. La fenêtre 
optique idéale (600 – 1400 nm) est représentée par les traits en pointillés  

d’après (Pansare et al. 2012). * Selon (Maurizi et al. 2009) 
 
 Par exemple, la rhodamine qui est généralement utilisée se situe dans une zone où le 
coefficient d’absorbance est dix plus fois plus élevé que pour les phtalocyanines (μPc = 
0,2 cm-1 à 670 nm contre 20 cm-1 à 555 nm pour la rhodamine). De plus, la lumière pénètre 
mieux dans les tissus lorsque les longueurs d’onde sont proches de l’infrarouge (Figure 181). 
 

λ(ZnPc) ≈ 675 nm 

λ(Rhodamine) ≈ 
555 nm* 
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Figure 181. Pénétration de la lumière dans les tissus en fonction  
de la longueur d’onde selon (Manneville 2006) 

 
 De plus, les phtalocyanines sont des molécules robustes qui ont un faible 
photoblanchiment (perte de fluorescence). Elles présentent une faible cinétique de 
photoblanchiment contrairement à la fluorescéine, un des fluorophores les plus utilisés qui 
perd de la fluorescence dès les premières minutes (Figure 182). 

 
 

Figure 182. Évolution de la fluorescence en fonction du temps de la fluorescéine et des 
phtalocyanine de zinc dans le DMSO d’après (Boudon et al. 2013) 

 
 L’efficacité de fluorescence en comparaison des autres voies de désexcitation pour un 
fluorophore est déterminée par le rendement quantique  (Tableau 66). Il est définit par 
l’équation 8 comme étant le rapport entre le nombre de photons émis par fluorescence ( ) et 
le nombre de photons absorbés par la molécule (  et il est toujours compris entre 0 et 1 :  
 

                              (Équation 8) 
 

 La fluorescence d’une molécule est influencée par son environnement : polarité, 
solvant, pH, pression, viscosité, température et potentiel électrique (Valeur 2004). 
 
 Afin de déterminer ce rendement quantique de fluorescence, une relation empirique à 
l'aide des propriétés d'une référence est utilisée (Bıyıklıoğlu et al. 2010) :  
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                               (Équation 9) 
 

Avec :  
-  et , le rendement quantique de fluorescence de l’échantillon et de la 

référence ; 
-  et , l’absorbance de l’échantillon et de la référence ; 
-  et , l’aire sous la courbe d’émission de l’échantillon et de la référence ; 
-  et , l’indice de réfraction des solvants de l’échantillon et de la référence. 

 
 Le terme de brillance B est souvent rencontré pour caractériser un fluorophore, il 
s’agit de l’intensité de fluorescence émise. Elle est calculée de la façon suivante : 
 

.                                (Équation 10) 
 

Molécule λabs (nm) λemi (nm) 
Δ Stokes 

(nm) 
ε (10

5.L.mol-1.cm-1) ФF B (u.a.) 

ZnPc* 677 681 4 2 0,3 60000

Rhodamine B● 555 610 55 0,8 0,6 48000

fluorescéine▲ 495 521 26 0,8 0,9 72000
 

Tableau 66. Caractéristiques de divers fluorophores. * d’après (Ogunsipe et al. 2004a)  ; ● 
d’après (Savarese et al. 2012) ; ▲ d’après

 (Magde et al. 2002) 
 

II.1.2.2 -  Propriétés thérapeutiques des phtalocyanines 
 
 La thérapie photodynamique (PDT : PhotoDynamic Therapy) implique une 
association de trois éléments qui sont la lumière, l’oxygène et un photosensibilisant. Cette 
combinaison entraîne la formation d’espèces réactives qui provoquent des réactions 

d’oxydation au sein des cellules et ainsi la mort cellulaire (principe de la PDT annexe n°9).  
 Les phtalocyanines peuvent être utilisées comme photosensibilisant car les 
photosensibilisants les plus utilisés en PDT in vivo sont les porphyrines, les chlorines ou les 
bactériochlorines qui ont une structure proche et des propriétés similaires aux phtalocyanines 
(Figure 183). Ces trois composés ont un maximum d'absorption dans le rouge et sont de bons 
générateurs d'oxygène singulet (ФΔ = 0,55 pour la tétraphényl porphyrine dans le 
chloroforme). Les porphyrines présentent en général un maximum d'absorption vers 630 nm, 
alors que les chlorines ou les bactériochlorines ont respectivement un maximum d'absorption 
vers 650 nm et 710 nm (Manneville 2006). 
 

 
 

 
Figure 183. Structure chimique de base de porphyrine, chlorine et bactériochlorine  

d’après (Manneville 2006) 

a) Porphyrine b) Chlorine c) Bactériochlorine 
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 La phtalocyanine de zinc (ZnPc) est un fluorophore qui possède les deux 
caractéristiques recherchées pour les applications visées. En effet, la ZnPc émet de la 
fluorescence à une longueur d’onde dans la fenêtre idéale pour l’imagerie (Figure 180) et 
possèdent un excellent rendement de production de l’oxygène singulet pour être utilisée en 
thérapie. En conclusion, la phtalocyanine de zinc est une phtalocyanine théranostique.  
 

II.1.3 -  Les phtalocyanines de zinc disponibles  
 
 Les phtalocyanines sont fabriquées par l’équipe P2DA (Polyamines, Porphyrines, 
Développements et Applications) de l’Institut Moléculaire de Chimie de l’Université de 
Bourgogne (ICMUB) dans le cadre d’une collaboration avec Richard Decréau et son 
doctorant Yann Bernhard. Ce groupe peut synthétiser des phtalocyanines avec diverses 
fonctions organiques d’accroche comme une amine, un acide carboxylique ou un alcyne 
(Figure 184). Les phtalocyanines sont obtenues dans un mélange A4 (sans bras d’accroche) et 
A3B (avec le bras d’accroche) dans une proportion 50/50.  
 

 
 

Figure 184. Les différentes phtalocyanines de zinc A3B 
 
 La composition de chaque phtalocyanine est déterminée en XPS (Tableau 67). Les 
éléments provenant des phtalocyanines sont identifiés tels que le carbone, l’oxygène, l’azote 
ou le zinc. Le silicium est une impureté qui provient de l’étape de purification des 
phtalocyanines lors du passage sur gel de silice. L’iode est le contre ion des groupements 
pyridinium de la phtalocyanine hydrosoluble (ZnPc – C ≡ C (hydro)). Les concentrations 
atomiques mesurées sont proche des concentrations atomiques calculées. Cependant, la 
concentration atomique mesurée en oxygène est très élevée pour les quatre phtalocyanines ce 
qui indique la présence d’une impureté (SiO2, …) même si en XPS, la concentration atomique 
en oxygène est toujours surexprimée. 

a) ZnPc – NH2 
b) ZnPc – COOH 

c) ZnPc – C ≡ C 

d) ZnPc – C ≡ C (hydro) 
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Concentration atomique (%) 

 
C 1s O 1s N 1s Zn 2p3 I 3d5 Si 2p 

ZnPc – NH2 
mesurée 71 11 12 3 - 3 

théorique 78 1 19 2 - - 

ZnPc – COOH 
mesurée 75 11 11 2 - 1 

théorique 77 3 17 2 - - 

ZnPc – C ≡ C 
mesurée 78 6 13 2 - 1 

théorique 79 1 18 2 - - 

ZnPc – C ≡ C (hydro) 
mesurée 70 12 11 2 3 2 

théorique 78 1 17 2 3 - 
 

Tableau 67. Analyse XPS : Concentrations atomiques mesurées et théoriques  
des différentes phtalocyanines 

 
 La molécule ZnPc a une structure plane incluant deux types de carbone : les carbones 
aromatiques des cycles de benzène (C1) et les carbones des pyrroles (C2) liés avec les atomes 
d’azote, comme indiqué dans l’encart de la Figure 185. Ainsi en XPS, les niveaux C1s des 
phtalocyanines se composent de deux contributions principales (Figure 185).  

La première contribution est celle des cycles benzène (C1) qui peut être partagée en 
deux composantes (C1a et C1b) à 284,5 eV (C = C – C) et à 285,8 eV (C = C – N). Cette 
première contribution est liée au pic satellite (S1) à 289,2 eV correspondant aux transitions 
d’électrons π → π* des cycles du benzène vers des orbitales moléculaires de plus hautes 
énergies. 

La deuxième contribution est celle des carbones des pyrroles (C2) à 287.8 eV liée aux 
pics satellites (S2) à 291,6 eV (Cossaro et al. 2004; Zhang et al. 2005).  

 

 
 

Figure 185. Analyse XPS : Décomposition du niveau C1s de la ZnPc – COOH
 

 D’ailleurs, le niveau N1s des phtalocyanines est aussi très spécifique avec quatre 

composantes. La première est la plus intéressante car elle possède une largeur à mi – hauteur 
caractéristique d’une valeur de 1,2 eV et une position caractéristique à 398,5 eV. Cependant, 
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il est trop difficile de faire correspondre les types de liaisons aux composantes. Même si il 
existe seulement deux environnements chimiques pour l’azote qui correspondrait aux 
composantes à 398,5 eV et à 400,4 eV. Les deux autres composantes sont des pics satellites 
liés aux deux premières composantes et représentent les transitions π → π* des cycles d’azote 

(Figure 186). 

 
 

Figure 186. Analyse XPS : Décomposition du Niveau N1s de la ZnPc – COOH 
 
 Par ailleurs, les phtalocyanines ont un spectre d'absorption spécifique (Figure 187) 
avec une bande d'absorption vers 340 nm (bande de Soret), des pics plus faibles vers 610 nm 
et 635 nm, une bande d’absorption maximale à environ 673 nm (bandes Q). Ces bandes Q 
dépendent de la substitution de la Pc et leur position varie entre 600 et 800 nm (Wróbel et al. 
2002). Par exemple, des groupements pyridinium peuvent être substitués pour augmenter la 
solubilité de la phtalocyanine alcyne dans l’eau et modifier légèrement ces propriétés. 

 
 

Figure 187. a) Spectres d’absorption dans le DMSO de la phtalocyanine alcyne 
b) Solution de ZnPc dans le DMSO 
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 D’ailleurs, le spectre d’émission de fluorescence est aussi très particulier (Figure 188). 
Il est composé de trois bandes. Une bande d’émission maximale à 673 nm qui émet donc dans 
la fenêtre optique idéale pour l’imagerie optique in vivo (Figure 180). Les deux autres bandes 
à 705 nm et 745 nm sont moins intense mais émettent aussi dans cette fenêtre optique. 
 

 
 

Figure 188. Spectres d’émission dans le DMSO de la phtalocyanine alcyne 
 
 Les phtalocyanines de zinc A3B étant structurellement très proches de la phtalocyanine 
A4 alors elles possèdent les mêmes propriétés optiques que la phtalocyanine de zinc A4 
comme la longueur d’onde maximale d’adsorption et d’émission (Tableau 68).  
 

  
λabs λem  

ФF ФΔ 
ε  

B (u.a.) 
(nm) (nm) (105 L.mol-1.cm-1) 

ZnPc A4 673 673 0,3 0,5 2 60000
 

Tableau 68. Caractéristiques de la phtalocyanine de zinc A4. Les mesures ont été effectuées 
dans du DMSO. 

 
 Par ailleurs, dans le DMSO, toutes les phtalocyanines substituées sont solubles et 
stables en solution. En revanche, certaines phtalocyanines sont moins solubles et moins 
stables dans l’eau (Figure 189). La solubilité des phtalocyanines ainsi que leur propriétés vont 
dépendre du solvant et des groupements substituants (Ogunsipe et al. 2003; Ogunsipe et al. 
2004b; Ghani et al. 2012). 
 

 
 

Figure 189. Photographie des solutions des différentes phtalocyanines dans l’eau 
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 En effet, l’expérience ci-dessus met en évidence une différence de solubilité des ZnPc 
en fonction du groupement substituant. Par exemple, la ZnPc – NH2 reste soluble dans l’eau et 
ne décantent pas alors que la ZnPc – COOH ou C ≡ C sont moins solubles et finissent par 
décanter. En revanche, la phtalocyanine alcyne substituée par les groupements pyridinium est 
davantage soluble dans l’eau par rapport à la phtalocyanine alcyne non substituée. Cela est dû 
aux groupements pyridinium plus polaires qui augmentent la solubilité de la phtalocyanine 
dans l’eau. 
 Ce manque de solubilité est aussi observé sur les spectres UV – Visible des 
phtalocyanines dans l’eau qui est différent de celui dans le DMSO (Figure 187). Ce 
phénomène résulte de l’agrégation des phtalocyanines (oligomères) et donc de l’empilement 
des phtalocyanines. En UV – Visible, cet effet se traduit par des pics plus larges et moins 
intenses des bandes Q ou de Soret (Figure 190).  

 
 

Figure 190. Spectres d’absorption des différentes phtalocyanines dans l’eau 
 

II.1.4 -  Les nanohybrides à base de phtalocyanines dans la littérature 
 
 Dans la littérature, il existe différentes possibilités pour immobiliser les 
phtalocyanines sur un substrat (Figure 191) comme l’encapsulation (Fu et al. 2002) ou par 
interaction électrostatique (Li et al. 2011). Les phtalocyanines sont rarement utilisées avec les 
nanoparticules. Cependant, le greffage covalent (Kim et al. 2009) ou l’adsorption (Silva et al. 
2002) de phtalocyanines de zinc sur les nanoparticules d’oxydes de fer ou avec des 
nanoparticules d’or (Camerin et al. 2010; Stuchinskaya et al. 2011) a été déjà réalisé. 
 

 
 

Figure 191. Les différentes possibilités pour immobiliser les phtalocyanines  
d’après (Sorokin 2013) 
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 En revanche, les nanotubes de titanate ont déjà été fonctionnalisés par des 
phtalocyanines de zinc pour améliorer les propriétés photocatalytiques des nanotubes (Li et al. 
2011) ou par des phtalocyanines de cuivre pour augmenter les propriétés photophysiques 
(Alves et al. 2011). Cependant, aucun travail n’a encore été effectué sur la conception de 
nanohybride TiONts – ZnPc pour des applications en biologie. 
 
 De plus, les porphyrines sont déjà utilisées en biologie pour la thérapie anticancéreuse 
et sont greffés aux nanoparticules d’oxydes de fer pour en faire des agents de thérapie 
bimodale hyperthermie/PDT (Gu et al. 2005; Carvalho et al. 2010). 
 

 
 

Figure 192. Représentation schématique des nanoparticules d’oxydes de fer fonctionnalisées 
par des porphyrines 

 
 Cependant, les nanoparticules fonctionnalisées par les porphyrines n’émettent pas dans 
la fenêtre optique idéale (650 nm – 1400 nm) pour l’imagerie optique in vivo car le greffage a 
pour effet de diminuer la longueur d’onde d’émission (Figure 193). 
 

 
 

Figure 193. Spectres d’émission de fluorescence d’après (Gu et al. 2005) 
 
 Contrairement aux porphyrines, le greffage de phtalocyanines à la surface des 
nanoparticules n’a pas pour effet de diminuer la longueur d’onde d’émission pour des 
nanoparticules et des linkers identiques. Ainsi, les phtalocyanines sont d’excellents candidats 
pour être greffés aux nanoparticules d’oxydes de fer ou aux nanotubes de titanate. 
 
 

Nanoparticules + porphyrine 
Porphyrine seule 
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III. Fonctionnalisation des nanotubes de titanate par les 
phtalocyanines de zinc 

 
 Diverses possibilités de fonctionnalisation sont envisageables avec les différentes 
phtalocyanines et les nanoparticules modifiées par le PHA (COOH) ou l’APTES (NH2). Tout 
d’abord, le greffage entre les fonctions COOH et NH2 est envisageable : il s’agit de la voie 
peptidique. Ensuite, une autre possibilité pour greffer les phtalocyanines sur les 
nanoparticules est la voie par chimie clic qui utilise la phtalocyanine alcyne pour réaliser une 
réaction de chimie clic. Ce qui signifie qu’il faut alors introduire une nouvelle fonction 
réactive : une fonction azoture. 
 

III.1 - Fonctionnalisation des nanotubes par voie peptidique 
 
 La voie peptidique nécessite l’utilisation des phtalocyanines aminées ou carboxyliques 
avec les nanotubes carboxyliques ou aminés respectivement. 
 

III.1.1 -  Protocole de greffage des phtalocyanines sur les nanotubes de titanate 
 

50 mg de TiONts modifiés sont mélangés avec 100 mg de phtalocyanine A4 et A3B dans 
20 mL de DMSO en présence de DCC17/NHS. Le mélange est homogénéisé aux ultrasons 
puis placé sous agitation magnétique (400 trs/min) pendant 48 heures sous atmosphère inerte 
N2. 
 
 Ensuite, les nanoparticules sont lavées par plusieurs cycles d’ultrafiltration (de taille 
de pores de 30 kDa) pour éliminer les agents de couplage, la phtalocyanine A4 et la 
phtalocyanine A3B qui n’a pas réagi (Figure 194) : 

- par cycles de 100 mL de DMSO, jusqu’à disparition de la couleur du surnageant ;  
- par cycles de 5 × 100 mL d’éthanol/H2O ; 
- par cycles de 3 × 100 mL d’eau ultra pure. 

 

 
 

Figure 194. Photographie du montage d’ultrafiltration en cours de lavage  
du nanohybride TiONts – Pc peptidique 

 
 Les composés fabriqués par cette voie seront notés TiONts – PcCOOH et TiONts – 
PcNH2 dans la suite pour nommer respectivement les nanotubes aminés fonctionnalisés par la 
ZnPc – COOH et les nanotubes carboxyliques fonctionnalisés par la ZnPc – NH2. 

                                                 
17 DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide 
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III.1.2 -  Greffage ou adsorption des phtalocyanines à la surface des nanotubes ? 
 

III.1.2.1 -  Mise en évidence des phtalocyanines par UV - Visible 
 
 Les nanotubes fonctionnalisés par les phtalocyanines ont été caractérisés en tout 
premier lieu par UV – Visible pour mettre en évidence le fluorophore (Figure 195). Dans 
l’eau, les bandes Q des deux échantillons sont écrasées et plus larges traduisant une 
agrégation des phtalocyanines. Visuellement, cet effet est remarqué sur le composé TiONts – 
PcCOOH (Figure 195). La bande d’absorption des TiONts est présente à 290 nm. 
 

  
 

Figure 195. A gauche,: Spectres d’absorption des composés TiONts, TiONts – Pc synthétisés 
par voie peptidique dans l’eau et à droite, photographie des suspensions des nanohybrides 

dans l’eau a) TiONts – PcCOOH ; b) TiONts – PcNH2 
 
 En revanche, dans le DMSO, les bandes Q de la phtalocyanine (Figure 187) sont 
visibles, soulignant la présence de celles-ci à la surface des nanotubes (Figure 196).  
 

 
 

Figure 196. UV- Visible : Spectres d’absorption dans le DMSO des composés TiONts, TiONts 
– Pc synthétisés par voie peptidique  
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 L’agrandissement de la zone entre 500 et 800 nm montre des signaux qui 
correspondent aux bandes Q de la phtalocyanines (Figure 197). Les bandes d’adsorption sont 
légèrement décalées par rapport à la bande d’adsorption maximale de la phtalocyanine de zinc 
seule dans le DMSO (λ = 673 nm). La longueur de la chaîne carbonée du ligand est plus 
grande dans le cas du PHA  

 

Figure 197. UV – Visible : Spectres d’adsorption dans le DMSO dans la zone 500 – 800 nm 
pour les composés fonctionnalisés par la phtalocyanines 

 
III.1.2.2 -  Analyse des nanotubes fonctionnalisés par voie peptidique 

 
 Pour corréler ces résultats, une analyse de surface des nanohybrides est effectuée par 
XPS. Les éléments comme le carbone, l’azote ou le zinc appartenant aux phtalocyanines sont 
retrouvés à la surface des nanotubes. De plus, la diminution de la concentration en titane plus 
prononcée dans le cas des TiONts – PcCOOH et la faible concentration en zinc indiquent que 
les phtalocyanines sont bien en plus grande proportions dans le cas du nanohybride TiONts – 
PcCOOH. Par contre, l’analyse XPS ne met pas en évidence la liaison entre les deux éléments 
mais suggère bien la présence de phtalocyanines de zinc à la surface des nanotubes dans les 
deux cas (Tableau 69). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p Zn 2p3 

TiONts 21 59 6 14 - - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - - 

TiONts – PcCOOH 6 49 28 3 5 9 - 0,2 

         
TiONts 21 59 6 14 - - - - 

TiONts – COOH 21 59 16 3 - - 1 - 

TiONts – PcNH2 17 55 18 2 3 4 1 - 
 

Tableau 69. Analyse XPS : Concentrations atomiques des espèces à la surface des nanotubes 
fonctionnalisés par voie peptidique 
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 Les niveaux 1s du carbone et de l’azote sont décomposés (Figure 198). Pour les 
composés TiONts – PcCOOH, la présence de phtalocyanines est mise en évidence par 
l’apparition d’une nouvelle composante au niveau 1s du carbone à 287,8 eV correspondant 
aux liaisons des carbones des pyrroles (C2). Les deux autres composantes sont dues à la 
contribution des amines des TiONts – NH2 à 286 eV et aux liaisons C – C/C – H à 284,5 eV 
mais aussi aux liaisons des benzènes C1a et C1b (Figure 185). Au niveau 1s de l’azote, 
l’apparition de la composante des phtalocyanines à 398,3 eV (possèdent une largeur à mi-
hauteur particulière, FWHM = 1,2 eV) prouvent leur présence sur les nanotubes. Les deux 
autres composantes sont dues aux amines des TiONts – NH2. 
 Dans le cas du nanohybride TiONts – PcNH2, la composante C1b du benzène est 
visible à 285,9 eV prouvant la présence de phtalocyanines à la surface. Les deux autres 
composantes proviennent des liaisons de l’acide carboxylique à 288,6 eV et des liaisons 
carbones C – C/C – H à 284,5 eV des TiONts – COOH. Les carbones benzènes de la 
phtalocyanine apportent leur contribution en augmentant la proportion de la composante à 
284,5 eV. De plus, la composante caractéristique des phtalocyanine à 398,3 eV possédant une 
largeur à mi-hauteur caractéristique est présente (Rouxhet et al. 2011). 
 
 

 
 

 
 

Figure 198. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et N1s des nanohybrides  
a) TiONts – PcCOOH et b) TiONts – PcNH2 
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 L’analyse en spectroscopie infrarouge ne permet pas dans le cas des TiONts – Pc de 
mettre en évidence la liaison amide (υ = 1700 cm-1) car comme pour le greffage du DOTA sur 
les nanotubes, la déformation des hydroxyles de surface à 1650 cm-1 masque la possible 
présence de la bande de vibration due à la liaison amide. 

 
III.1.2.3 -  Test à blanc : greffage des phtalocyanines sans agents de couplage 

 
 La présence de phtalocyanines à la surface des nanotubes après purification a été mise 
en évidence par les différentes techniques d’analyses physico-chimiques. Cependant, aucune 
n’a prouvé que les phtalocyanines aient été greffées à la surface des nanotubes. Ainsi, un test 
de greffage entre TiONts – NH2 et ZnPc – COOH a été effectué dans les mêmes conditions 
mais sans agents de couplage (DCC/NHS) pour savoir si les phtalocyanines peuvent 
s’adsorber sur les nanotubes aminés. 
 Après purification par ultrafiltration, la suspension est analysée en UV – Visible et ne 
met en évidence aucun pic caractéristique des phtalocyanines dans le DMSO. Ce qui prouve 
qu’aucune phtalocyanine ne s’adsorbe à la surface des nanotubes aminés (Figure 199). 
De plus, par un contrôle visuel, la suspension après greffage sans agents de couplage n’est pas 
colorée en bleu phtalocyanine (Figure 200). Elle a gardé la couleur blanche des nanotubes de 
départ. Par conséquent, il est fortement probable qu’il y a création d’une liaison amide entre 
les nanotubes et les phtalocyanine, liaison qui n’a malheureusement pas pu être mise en 
évidence par les différentes techniques d’analyses employées.  
 

 
 

Figure 199. Spectres d’absorption : comparaison d’un greffage de phtalocyanines par voie  
peptidique avec et sans agents de couplage (DCC/NHS) dans le DMSO. 
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Figure 200. Photographie des suspensions après greffage a) sans agent de couplage  
et b) avec agents de couplage  

 
III.1.3 -  Estimation du taux de greffage des phtalocyanines à la surface des nanotubes  

 
 Comme aucune phtalocyanine ne s’adsorbe à la surface des nanotubes, celles-ci ne 
peuvent être que greffées. Ainsi, pour estimer le taux de greffage des phtalocyanines sur les 
nanotubes une analyse thermogravimétrique est réalisée de 30°C à 800°C (Figure 201). 
 

 
 

Figure 201. ATG des nanohybrides TiONts – PcCOOH et TiONts –PcNH2 par voie 
peptidique. Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de 

montée en température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3) 
et sont représentatives d’un échantillon. 

TiONts 
TiONts – NH2 
TiONts – PcCOOH 
TiONts – COOH 
TiONts – PcNH2 

a) Sans agent de 
couplage 

b) Avec agents 
de couplage 
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 En considérant la perte de masse des nanohybrides entre 150 et 800°C exclusivement 
due à la partie organique et en retranchant la perte de masse des nanoparticules 
préfonctionnalisées (TiONts – NH2 ou TiONts – COOH), le taux de phtalocyanines peut être 
estimé grâce à l’équation 3 (annexe n°3) avec une surface spécifique de (163 ± 23) m2.g-1 
(Tableau 70). Ainsi, le taux de phtalocyanines calculé est de l’ordre de 0,1 Pc/nm2. 
 

  
Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 
Masse molaire 

considérée (g.mol-1) 
molécules/nm2 

R 
(%) 

n 

TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – NH2 8 8 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts - PcCOOH 11,12 3,12 714,02 (0,15 ± n.d.) Pc 3 1 
TiONts – COOH 10,9 10,9 115 (3,1 ± 0,5) COOH 52 10 

TiONts - PcNH2 12,78 1,88 685,03 (0,1 ± n.d.) Pc 3 1 
 

Tableau 70. Estimation du taux de greffage des phtalocyanines à la surface des nanotubes 
synthétisés par voie peptidique. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour 
être représentatif. R représente le rendement de greffage (%) et n le nombre d’échantillons 

analysés. 
 

III.1.4 -  Fluorescence des nanotubes fonctionnalisés par voie peptidique 
 
 Les nanotubes fonctionnalisés par les phtalocyanines sont analysés par spectroscopie 
d’émission de fluorescence pour déterminer leur longueur d’onde d’émission dans le DMSO. 
Les longueurs d’onde d’émissions maximales des deux nanohybrides sont très proches 
respectivement 685 nm et 687 nm pour le nanohybride TiONts –PcCOOH et pour le 
nanohybride TiONts –PcNH2. Donc, les nanohybrides émettent dans la fenêtre optique idéale 
pour l’imagerie in vivo (Figure 180) et les composés vont pouvoir être utilisés en imagerie 
optique. 
 

 
 

Figure 202. Spectre d’émission de fluorescence dans le DMSO des nanohybrides  
synthétisés par voie peptidique, excitation à 600 nm 

 

0 

10000 

20000 

30000 

40000 

50000 

60000 

70000 

80000 

620 640 660 680 700 720 740 760 780 800 

F
lu

or
es

ce
n

ce
 (

u
.a

.)
 

Longueur d'onde (nm) 

TiONts – PcNH2 
TiONts – PcCOOH 
TiONts 

λémission = 687 nm 

λémission = 685 nm 



Chapitre 4. Vers la création de nouvelles sondes théranostiques 

208 
 

III.1.5 -  Conclusion sur le greffage de phtalocyanines par voie peptidique 
 

Par voie peptidique, les phtalocyanines (NH2 ou COOH) sont greffées aux nanotubes 
préfonctionnalisées par l’APTES (pour les ZnPc  COOH) et le PHA (pour les ZnPc  NH2) 
dans le DMSO en présence de DCC et NHS. La présence de phtalocyanines a été mise en 
évidence par spectroscopie UV – Visible. Cette même technique indique que les 
phtalocyanines s’agrègent dans l’eau. A l’inverse dans le DMSO, les bandes Q sont visibles. 
Un test de greffage sans agents de couplage (DCC/NHS) a permis de mettre en avant 
qu’aucune adsorption des phtalocyanines n’est possible à la surface des nanotubes. Alors, le 
taux de greffage des phtalocyanines peut être estimé en ATG et est de l’ordre de 0,1 Pc/nm2. 
De plus, les nanotubes fonctionnalisés par les phtalocyanines émettent de la fluorescence vers 
680 nm, une longueur d’onde comprise dans la fenêtre optique idéale (600 – 1400 nm) pour 
l’imagerie in vivo (Pansare et al. 2012). 

 

III.2 - Fonctionnalisation des nanotubes par chimie clic 
 

III.2.1 -  Qu’est que la chimie clic ? 
 
 L'exemple le plus rencontré de chimie clic dans la littérature est la réaction de 
cycloaddition 1,3-dipolaire entre un alcyne et un azoture catalysée par le cuivre, conduisant à 
la formation d'un 1,2,3-triazole (Figure 203). C'est avec la découverte simultanée en 2002 de 
l'utilisation du cuivre au degré d'oxydation (I) comme catalyseur de cette cycloaddition-1,3 
par les équipes de Sharpless (Rostovtsev et al. 2002) et de Meldal (Tornøe et al. 2002), que le 
potentiel de cette réaction s'est considérablement développé. 

 
 

Figure 203. Représentation d’une réaction de chimie clic de Huisgen.  
 
 Ainsi, cette voie nécessite de modifier les nanoparticules préfonctionnalisées (NH2, 
COOH) pour obtenir un azoture à la surface des nanotubes car la chimie clic est une réaction 
entre un azoture et un alcyne (Ranjan et al. 2007; Balamurugan et al. 2009). 
 

III.2.2 -  Préparation de la surface en vue de la chimie clic 
  

III.2.2.1 -  Les PEG – N3 hétérobifonctionels choisis 
 
 La fonctionnalisation des nanoparticules préalablement modifiées par l’APTES et le 
PHA est faite par un espaceur hétérobifonctionel X – PEG – N3 avec X = NH2, COOH (noté 
PEG – N3) qui pourra réagir avec les nanoparticules. L’utilisation d’un PEG – N3 est 
nécessaire pour fonctionnaliser les deux types de nanoparticules préfonctionnalisées pour 
ensuite réaliser la chimie clic. 
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Figure 204. Formules semi – développées des PEG hétérobifonctionel utilisés 
 
 Le PEG – N3 a été caractérisé par spectroscopie FTIR et par XPS car le signal de 
l’azoture dans ces deux techniques est très particulier (Figure 205). En effet, en FTIR, la 
vibration de l’azoture se situe à 2110 cm-1 (Martin et al. 2008; Yadav et al. 2011) et en XPS, 
le signal de l’azoture est constitué de trois composantes (Devadoss et al. 2007). 
 

  
 

Figure 205. a) Spectre IR du COOH – PEG – N3 obtenu par la technique ATR, enregistré en 
absorbance, b) Analyse XPS : décomposition de niveau N1s du COOH – PEG – N3 

 
 Ces deux signaux spécifiques vont permettre d’identifier l’azoture à la surface des 
nanotubes. 
 

III.2.2.2 -  Protocole de greffage du PEG – N3 à la surface des nanotubes modifiés 
 
 50 mg de nanotubes modifiées (NH2 ou COOH) sont ajoutés en présence de 
NHS/EDC dans un mélange THF/H2O (75/25) à 50 µL de PEG – N3, le tout est homogénéisé 
aux ultrasons. Le mélange est ensuite placé sous agitation magnétique (400 tours/minute) 
pendant 48 heures sous atmosphère inerte N2 à 21°C. 

 
 

Figure 206. Représentation schématique du greffage du PEG – N3 sur les nanotubes 
fonctionnalisés par le PHA (TiONts – COOH) 
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 Le mélange est ensuite lavé par plusieurs cycles d’ultrafiltration (taille des pores : 
30 kDa) à l’eau ultrapure pour éliminer les agents de couplage et le PEG – N3 qui n’a pas 
réagi. 
 
 Les nanotubes modifiés par les deux PEG – N3 seront notés dans la suite du manuscrit 
respectivement TiONts(COOH) – N3 et TiONts(NH2) – N3 pour les nanotubes carboxyliques 
fonctionnalisés par le polymère N3 – PEG – NH2 et les nanotubes aminés fonctionnalisés par 
le polymère N3 – PEG – COOH. 
 

III.2.2.3 -  Analyse des nanohybrides TiONts – N3  
 
 En premier lieu, les nanotubes modifiés par le PEG – N3 ont été caractérisés par 
spectroscopie FTIR. Cette analyse a permis de mettre en évidence la présence de l’azoture à la 
surface des nanotubes dans les deux cas à 2110 cm-1 (Figure 207). 
 De plus, par rapport aux nanotubes modifiés par l’APTES ou le PHA les seules 
différences sont dans l’apparition du mode de vibration de la liaison υN=N à 1560 cm-1 et 
l’augmentation du signal des modes de vibrations des liaisons C – H dans la zone 2800 – 
2900 cm-1. 

 
 

Figure 207. Spectres IR des nanotubes modifiés par le PEG – N3 
 

 
 L’agrandissement de la zone 2000 – 2200 cm-1 des spectres IR des nanotubes modifiés 
par le PEG – N3 confirme la présence de la raie caractéristique à 2110 cm-1 (Figure 208). 

 
 

Figure 208. Agrandissement de la zone 2000 – 2200 cm-1des spectres IR des nanotubes 
fonctionnalisés par le PEG – N3 
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 D’autre part, la présence du PEG – N3 est aussi visible en XPS grâce à l’augmentation 
de la concentration du carbone et de l’azote. De plus, la diminution de la concentration en 
titane accrédite cette conclusion car cela souligne la présence d’une nouvelle couche à la 
surface des nanotubes (Tableau 71). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%) 

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p 

TiONts 21 59 6 14 - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - 

TiONts(NH2) – N3 16 49 23 4 6 2 - 

        
TiONts 21 59 6 14 - - - 

TiONts – COOH 21 59 16 3 - - 1 

TiONts(COOH) – N3 19 53 22 1 4 - 1 
 

Tableau 71. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes à la surface des 
nanotubes fonctionnalisés par les PEG – N3  

 
 La décomposition des niveaux C1s et N1s des nanotubes fonctionnalisés par le PEG – 
N3 est effectuée pour connaître l’environnement chimique de ces deux éléments (Figure 209). 
Le signal spécifique du PEG – N3 (Figure 205) n’est pas retrouvé lorsque celui-ci est greffé 
aux nanotubes.  

Par contre, la contribution de la liaison amide (C = O) – NH – C est visible  au niveau 
N1s à 399,8 eV dans le cas des composés TiONts(COOH) – N3. En revanche, la contribution 
des liaisons amides est confondue avec celle des liaisons amines dans le cas des composés 
TiONts(NH2) – N3 mais avec une composante légèrement décalée à 399,6 eV qui laisse 
penser à une contribution des liaisons amides. 
 
 Cependant, au niveau du carbone pour les nanohybrides TiONts(NH2) – N3, la liaison 
amide est visible avec l’apparition d’une nouvelle composante (C = O) – NH – C à 287,8 eV 
mais qui peut être due aussi à celle déjà présente dans le HOOC – PEG – N3 (Figure 204). 
 D’autre part, les composantes des liaisons habituelles des TiONts –NH2 ou TiONts – 
COOH sont trouvées. De plus, la présence du PEG – N3 est remarquée par l’augmentation de 
la composante à 286 eV correspondant aux liaisons C – O du PEG – N3.  
 
 Ainsi, la décomposition des niveaux C1s et N1s permet de conclure que le PEG – N3 

est greffé par liaison covalente via une fonction amide aux nanotubes grâce à l’apparition des 
composantes (C = O) – NH – C à 287,8 eV pour les TiONts(NH2) – N3 et (C = O) – NH – C à 
399,8 eV pour les TiONts(COOH) – N3 (Rouxhet et al. 2011). 
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Figure 209. Analyse XPS : Décomposition des niveaux C1s et N1s des nanohybrides 
fonctionnalisés par le PEG – N3 a) TiONts(NH2) – N3 et b) TiONts(COOH) – N3 

 
 D’autre part, la modification du point isoélectrique déterminé par zêtamétrie des 
nanotubes modifiés par le PEG – N3 révèle la présence de ce PEG à la surface des nanotubes. 
Cette observation va dans le sens d’un greffage covalent entre les nanotubes et le PEG – N3 
puisque le PIE diminue dans le cas des TiONts(NH2) – N3, donc des amines sont consommées 
pour former une liaison amide et des acides carboxyliques dans les cas des TiONts(COOH) – 
N3. De plus, un écrantage pour les deux approches des charges est observé confirmant la 
présence du PEG – N3 sur la surface des nanotubes fonctionnalisés (Figure 210). 
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Figure 210. Évolution du potentiel zêta des nanohybrides fonctionnalisés par les PEG – N3 
dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes représentatives d’un échantillon. 

 
 Le Tableau 74 regroupe les valeurs des points isoélectriques et les valeurs du potentiel 
zêta à pH = 7,4 pour les nanohybrides modifiés par les deux PEG – N3. 
 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
n 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 12 

TiONts(NH2) – N3 5,3 ± 0,3 -15 ± 2  1 

  
  

  

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 
TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 6 

TiONts(COOH) – N3 3,2 ± 0,2 -27 ± 1 1 
 

Tableau 72. Points isoélectriques et potentiel zêta à pH = 7,4 des nanohybrides  
TiONts – N3. n représente le nombre d’échantillons analysés. 

 
 Les nanotubes fonctionnalisés par le PEG – N3 présentent une stabilité colloïdale 
limitée dans le PBS après deux heures (Figure 211). La suspension à partir des TiONts–
COOH semble légèrement plus stable (jusqu’à 2 h), probablement parce que ces nanotubes 
possèdent un plus fort potentiel zêta (-35 mV) que ceux obtenus à partir des TiONts–NH2 
(-13 mV). 
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Figure 211. A gauche, les suspensions de TiONts(NH2) – Pc et TiONts(COOH) – Pc 
à t = 2 heures et à droite, les mêmes suspensions à t = 24 heures dans le PBS. 

 
 En raison de la réactivité élevée voire de la tendance explosive de certains azotures 
organiques, les nanotubes fonctionnalisés par le PEG – N3 n’ont pas été caractérisés par ATG 
(Kolb et al. 2001; Kolb et al. 2003). 
 

III.2.3 -  Fonctionnalisation des nanotubes par les phtalocyanines alcyne par chimie clic 
 
 Pour fonctionnaliser les nanotubes par chimie clic, la phtalocyanine azoture 
hydrosoluble est utilisée pour essayer d’augmenter la stabilité du nanohydride dans l’eau. 
 

III.2.3.1 -  Protocole de greffage des phtalocyanines sur les TiONts – N3 par chimie clic 
 
 Le couplage par chimie clic des phtalocyanines sur les nanotubes (Figure 212) est 
réalisé dans un mélange DMSO/H2O [4 : 1] auquel sont ajoutés 100 mg de TiONts – N3 et 
25 mg de ZnPc – C ≡ C (hydro) en présence de sulfate de cuivre pentahydraté (CuSO4, 5H2O) 
et d’ascorbate de sodium (AsNa) qui va permettre de réduire le cuivre (II) en cuivre (I), 
condition sine qua none pour que la réaction clic ait lieu (Rostovtsev et al. 2002).  
 Le mélange est ensuite placé sous agitation magnétique (400 tours/minutes) pendant 
24 heures sous atmosphère inerte N2 à 21°C. Ensuite, les nanoparticules sont lavées par 
plusieurs cycles d’ultrafiltration pour éliminer les agents de couplage, la phtalocyanine A4 ne 
pouvant être couplée et la phtalocyanine A3B qui n’a pas réagi (Figure 194) : 

- par cycles de 100 mL de DMSO, jusqu’à disparition de la couleur du surnageant ;  
- par cycles de 5 × 100 mL d’éthanol/H2O ; 
- par cycles de 3 × 100 mL d’eau ultra pure. 
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Figure 212. Réaction de chimie clic entre TiONts – N3 et ZnPc – C ≡ C 
 
 Les nanohybrides fonctionnalisés par les phtalocyanines alcyne hydrosoluble seront 
notés TiONts(COOH) – Pc (à partir de TiONts(COOH) – N3) et TiONts(NH2) – Pc (à partir 
de TiONts(NH2) – N3) dans la suite du manuscrit. 
 

III.2.3.2 -  Analyse de la surface des nanotubes fonctionnalisés par les phtalocyanines 
par la méthode chimie clic  

 
 En première intention, les nanotubes modifiés ont été analysés par spectroscopie UV – 
visible. La présence des phtalocyanines est confirmée par l’observation des bandes 
caractéristiques de celle-ci comme la bande de Soret et les différentes bandes Q. De plus, la 
bande d’adsorption des TiONts est aussi présente (Figure 213). Le signal des TiONts – N3 est 
identique à celui des nanotubes nus. 

 
 

Figure 213. UV – Visible : Spectres d’absorption dans le DMSO des nanotubes 

fonctionnalisés par chimie clic 
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 Ensuite, la présence de phtalocyanines à la surface des nanotubes est mise en évidence 
par XPS avec l’augmentation des proportions des éléments provenant des phtalocyanines 
comme le carbone ou l’azote voire l’apparition du zinc lorsqu’il y a beaucoup de 
phtalocyanines. Cette nouvelle couche a pour effet de diminuer la concentration en titane 
renforçant la thèse de la présence de phtalocyanines à la surface des nanotubes (Tableau 73). 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%)   

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p P 2p Zn 2p3 

TiONts 21 59 6 14 - - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - - 

TiONts(NH2) – N3 16 49 23 4 6 2 - - 

TiONts(NH2) – Pc 14 48 28 1 7 2 - - 

                  

TiONts 21 59 6 14 - - - - 
TiONts – COOH 21 59 16 3 - - 1 - 

TiONts(COOH) – N3 19 53 22 1 4 - 1 - 

TiONts(COOH) – Pc 14 45 35 0 6 - 0 0,5 
 

Tableau 73. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces à la surface des nanotubes 
fonctionnalisés par chimie clic 

 
 Par ailleurs, la modification du point isoélectrique des nanotubes azoture pourrait 
indiquer la présence de phtalocyanines. Le PIE est très décalé, de 3 unité de pH, dans le cas 
des TiONts(COOH) – Pc alors que celui des TiONts(NH2) – Pc est seulement décalé d’une 
unité de pH (Figure 214). Il semblerait qu’il y ait plus de phtalocyanines à la surface des 
TiONts(COOH) – Pc, ce qui est confirmé par la détection du zinc en XPS. 
 

 
 

Figure 214. Évolution du potentiel zêta en fonction du pH des nanohybrides fonctionnalisés 
par chimie clic dans NaCl (10-2 mol.L-1) en fonction du pH. Courbes représentatives d’un 

échantillon. 
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 Le Tableau 74 regroupe les valeurs des points isoélectriques et les valeurs du potentiel 
zêta à pH = 7,4 pour les nanohybrides fonctionnalisés par la phtalocyanines par voie chimie 
clic. 

Synthèse PIE 
ζ à pH = 7,4 

(mV) 
n 

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – NH2 6,3 ± 0,8 -13 ± 4 12 

TiONts(NH2) – N3 5,3 ± 0,3 -15 ± 2  1 

TiONts(NH2) – Pc 6,4 ± n.d. -7 ± 2 1 

  
  

  

TiONts 3,3 ± 0,2 -32 ± 3 6 

TiONts – COOH 3,2 ± 0,3 -35 ± 3 6 

TiONts(COOH) – N3 3,2 ± 0,2 -27 ± 1 1 

TiONts(COOH) – Pc 6,3 ± n.d. -10 ± 1 1 
 

Tableau 74. Points isoélectriques et potentiel zêta des nanohybrides TiONts – Pc  
fonctionnalisés par chimie clic. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour 

être représentatif. n représente le nombre d’échantillons d’analysés. 
 

 Les nanotubes fonctionnalisés par les phtalocyanines ne sont pas stables dans le PBS 
au bout de deux heures (Figure 215) car les phtalocyanines greffées ne sont probablement pas 
assez hydrosolubles malgré les groupements pyridinium (ZnPc – C ≡ C (hydro) sur Figure 
184). 

 
 

Figure 215. A gauche, les suspensions de TiONts(NH2) – Pc et TiONts(COOH) – Pc 
à t = 2 heures dans le PBS 

 
 Le taux de greffage des phtalocyanines par chimie clic est estimé par ATG entre 
150°C et 800°C. L’analyse thermogravimétrique montre que les pertes de masses sont plus 

importantes dans le cas des nanotubes fonctionnalisés avec les phtalocyanines que celle des 
nanotubes préfonctionnalisés révélant la présence des phtalocyanines (Figure 216).  
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Figure 216. ATG des nanohybrides fonctionnalisés par chimie clic.  
Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 
température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3) et sont 

représentatives d’un échantillon. 
 
 À partir de l’équation 3 (annexe n°3), le taux de greffage des phtalocyanines peut être 
estimé. Pour calculer ce taux, il faut tenir compte de la masse molaire de la phtalocyanine 
(M = 970 g.mol-1) en rajoutant celle des PEG – N3 (Figure 204) qui contribue aussi à la perte 
de masse entre 150°C et 800°C.  
 Ainsi, en considérant la perte de masse des nanohybrides entre 150 et 800°C 
exclusivement due aux polymères et en retranchant la perte de masse des nanoparticules 
préfonctionnalisées (TiONts – NH2 ou TiONts – COOH), le taux de phtalocyanines a été 
calculé, de l’ordre de 0,4 Pc/nm2 pour les TiONts(NH2) – Pc et environ 0,6 Pc/nm2 dans le cas 
des TiONts(COOH) – Pc (Tableau 75). La surface spécifique est de (163 ± 23) m2.g-1. 
 

 
Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 
Masse molaire 

considérée (g.mol-1) 
molécules/nm2 

R 
(%) 

n 

TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – NH2 8 8 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts(NH2) – Pc 22,86 14,86 1344 (0,4 ± n.d.) Pc 7 1 

       
TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – COOH 10,9 10,9 115 (3,1 ± 0,5) COOH 52 10 

TiONts(COOH) – Pc 34,15 23,25 1364 (0,6 ± n.d.) Pc 19 1 
 

Tableau 75. Estimation du taux de greffage des phtalocyanines à la surface des nanotubes 
synthétisés par chimie clic. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez de valeurs pour être 

représentatif. R représente le rendement de greffage (%) et n le nombre d’échantillons 
analysés. 

TiONts 
TiONts – NH2 
TiONts(NH2) – Pc 
TiONts – COOH 
TiONts(COOH) – Pc 



Chapitre 4. Vers la création de nouvelles sondes théranostiques 

219 
 

III.3 -  Greffage de PEG à la surface des nanotubes fonctionnalisés par les 
phtalocyanines  

 
 Pour augmenter la stabilité des nanohybrides fonctionnalisés par les phtalocyanines, 
les premiers essais avec du PEG2000 – Si ont été réalisés. Le caractère hydrophile des PEG 
pourrait permettre de contrecarrer le manque de solubilité des phtalocyanines dans les 
conditions physiologiques. 
 

III.3.1 -  Utilisation du PEG2000 – Si  
 
 Le protocole reste le même que lors du greffage du PEG2000 – Si sur les TiONts – 
SPIO Orga (Chapitre 2.Fonctionnalisation avec le PEG2000 – Si). En bref, dans un mélange 
eau/éthanol (50/50 en volume), 20 mg de nanohybrides sont ajoutés à 0,026 mmol de PEG2000 
– Si. L’ensemble est mis sous atmosphère d’azote et placé sous agitation magnétique (300 
tours/minute) pendant 48 heures. Ensuite, la suspension est lavée par dix cycles 
d’ultrafiltration et enfin lyophilisée pour les futures caractérisations. Le nanohybride 
synthétisé sera dénommé PEG – TiONts – Pc dans la suite de ce travail. 
 

III.3.1.1 -  Analyse de la surface du nanohybride PEG – TiONts – Pc  
 
 Tout d’abord, le nanohybride PEG – TiONts – Pc est analysé par XPS (Tableau 76). 
Cette analyse révèle la présence de PEG à la surface des nanotubes car seuls les éléments 
propres au PEG comme le carbone et l’oxygène sont présents en grandes quantités à la 
surface. Les éléments provenant des nanotubes comme le titane sont en très faible proportion, 
ce qui confirme la présence du PEG à la surface par l’apparition d’une nouvelle couche qui 
recouvre les nanotubes et masque le nanotube sous la couche organique. 
 

Synthèse 
Concentration atomique (%)   

Ti 2p O 1s C 1s Na KLL N 1s  Si 2p Zn 2p3 

TiONts 21 59 6 14 - - - 

TiONts – NH2 19 54 13 8 3 3 - 

TiONts(NH2) – N3 16 49 23 4 6 2 - 

TiONts(NH2) – Pc 14 48 28 1 7 2 - 

PEG – TiONts – Pc 1 33 64 0 1 1 - 
 

Tableau 76. Analyse XPS : Concentration atomique des espèces présentes à la surface du 
nanohybride PEG – TiONts – Pc  

 
 La décomposition du niveau C1s du composé PEG – TiONts – Pc ressemble aux 
composantes du niveau C1s du PEG2000 – Si (Maurizi 2010). En effet, les quatre composantes 
du PEG sont retrouvées au niveau C1s du nanohybride (Figure 217). Cette analyse confirme 
la présence de PEG à la surface des nanotubes. 
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Figure 217. Analyse XPS : Décomposition du niveau C1s du nanohybride PEG – TiONts – Pc  
 

 
 Enfin, le taux de greffage du PEG2000 – Si est estimé par ATG. Les pertes de masse 
entre 150°C et 800°C sont bien plus importantes avec le composé PEG – TiONts – Pc par 
rapport au composé TiONts(NH2) – Pc (Figure 218). À partir de l’équation 3 (annexe 
n°3116), le taux de PEG a été estimé en considérant les pertes de masse exclusivement dues 
aux polymères et en retranchant la proportion de la partie organique des étapes précédentes. 
Ainsi, ce taux est estimé à 0,8 PEG/nm2 (Tableau 77). 

 
 

Figure 218. ATG des nanohybrides fonctionnalisés par le PEG2000 – Si  
Les mesures ont été réalisées sous flux de N2 (25 mL.min-1) avec une rampe de montée en 
température de 5°C.min-1. Les courbes ont été normalisées à 150°C (annexe n°3 )et sont

représentatives d’un échantillon. 
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Δm totale 

(%) 
Δm calcul 

(%) 
Masse molaire 

considérée (g.mol-1) 
molécules/nm2 R (%) n 

TiONts 3,8 3,8 18 (6 ± 4) OH - 12 

TiONts – NH2 8 8 58 (5,7 ± 0,8) NH2 95 17 

TiONts(NH2) – Pc 22,86 14,86 1344 (0,4 ± n.d.) Pc 7 1 

PEG – TiONts – Pc 69,77 46,91 2052 (0,8± n.d.) PEG 15 1 
 

Tableau 77. Estimation du taux de greffage du PEG à la surface des nanotubes 
fonctionnalisés par les phtalocyanines. n.d. non déterminé car il n’y avait pas assez de 

valeurs pour être représentatif. R représente le rendement de greffage (%) et n le nombre 
d’échantillons analysés. 

 
III.3.1.2 -  Propriétés optiques des TiONts – Pc fonctionnalisés par le PEG2000 – Si 

 
 Les longueurs d’onde d’émission des nanohybrides PEG – TiONts – Pc sont 
déterminées par spectroscopie de fluorescence dans l’eau et le DMSO (Figure 219). Leur 
comportement dans les deux solvants est très différent, l’intensité maximale dans l’eau est à 
664 nm et dans le DMSO à 685 nm. Dans l’eau, une extinction de fluorescence est observée à 
cause de la faible solubilité des phtalocyanines dans ce solvant à cause des bandes larges et 
écrasées. Le PEG ne permet donc pas de contrecarrer suffisamment le manque de solubilité 
des phtalocyanines greffées sur les nanotubes. 
 

 
 

Figure 219. Spectre d’émission des PEG – TiONts –Pc dans l’eau et le DMSO,  
excitation à 600 nm 

 
III.3.1.3 -  Etudes préliminaires de toxicité des nanohybrides fonctionnalisés par chimie 
clic 

 
La toxicité in vivo des nanohybrides fonctionnalisés par le PEG – N3, par les 

phtalocyanines et par le PEG2000 – Si évalué sur les zebrafish (annexe n°7). La toxicité des 
nanohybrides n’est pas avérée pour une concentration de 50 µg/mL (Figure 220 a) car le taux 
de survie est proche de 100%. De plus, le développement des zebrafish au bout de 96 heures 
n’est pas déréglé (Figure 220 c). En revanche, l’éclosion des zebrafish en présence de 
nanohybrides est retardée car au bout de 48 heures (Figure 220 b) moins de 90% des œufs 
n’ont pas éclot dans le cas des TiONts(NH2) – N3 et dans le cas des TiONts(NH2) – Pc. 
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Habituellement, l’éclosion a lieu entre 48 heures et 72 heures. A 72 heures, l’éclosion 
retrouve son évolution normale. Les zebrafish ne présentent pas de malformation une fois 
éclos, quelque soit le type de nanoparticules. 

 

 
 

     
 

Figure 220. a) Taux de survie, b) éclosion et c) Malformation des zebrafish aux différentes 
étapes de construction du nanohybrides PEG – TiONts – Pc  

 

III.4 -  Conclusion sur la fonctionnalisation des nanotubes par les 
phtalocyanines pour l’imagerie optique 

 
 La fonctionnalisation des nanotubes de titanate par les phtalocyanines a été une 
réussite. Deux voies ont été envisagées : la voie peptidique et la voie par chimie clic.  
 La voie peptidique est réalisée en partant de nanotubes modifiés par l’APTES (NH2) 
ou par le PHA (COOH) en y greffant respectivement la ZnPc – COOH et la ZnPc – NH2. La 
présence de phtalocyanines a été soulignée par spectroscopie UV – Visible car les bandes 
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caractéristiques de celle-ci sont observées. De plus, l’analyse XPS a prouvé la présence de 
phtalocyanines à la surface des nanotubes avec l’augmentation des éléments provenant des 
phtalocyanines et l’apparition des composantes des amides au niveau N1s. Cette conclusion 
est renforcée par un test de greffage sans agents de couplage qui ne montre aucune adsorption 
des phtalocyanines à la surface des nanotubes en spectroscopie UV – Visible. Le taux de 
phtalocyanines greffées a été déterminé par ATG et il est de l’ordre de 0,1 Pc/nm2 dans les 
deux cas. Ainsi, les nanohybrides émettent de la fluorescence à une longueur d’onde 
d’émission avoisinant 680 nm qui se situe dans la fenêtre optique idéale pour l’imagerie 
optique in vivo. 
 La synthèse par chimie clic est possible en présence d’un azoture et d’un alcyne. 
Alors, il a été nécessaire de modifier la surface des nanotubes pour obtenir un azoture via un 
PEG – N3 à la surface des nanotubes pour lier les phtalocyanines alcyne aux nanotubes. La 
présence de l’azoture a été mise en évidence par spectroscopie FTIR avec la bande 
caractéristique de l’azoture à 2110 cm-1. Ainsi, la réaction par chimie clic a pu avoir lieu 
entres les TiONts – N3 et les phtalocyanines. Ces dernières ont été mises en évidence par 
spectroscopie UV – Visible avec l’apparition des bandes Q spécifiques de la phtalocyanine 
mais aussi en XPS par la diminution du titane, soulignant la présence d’une nouvelle couche à 
la surface des nanotubes. En ATG, le taux de phtalocyanine a été estimé à environ 0,4 Pc/nm2 

dans le cas des TiONts(NH2) – Pc et de l’ordre de 0,6 Pc/nm2 dans le cas des TiONts(COOH) 
– Pc. 
  

IV. Création d’une sonde théranostique pour l’imagerie 

bimodale IRM – imagerie optique et pour la thérapie 
photodynamique associé à l’hyperthermie 

 
 Le but de cette partie est l’assemblage de la phtalocyanine avec les nanoparticules 
d’oxydes de fer pour la fabrication d’une sonde théranostique en cumulant les propriétés des 
deux objets. Cette sonde est théranostique car les nanoparticules peuvent être utilisées à la fois 
en IRM (diagnostique) et en hyperthermie (thérapie) mais aussi car les phtalocyanines sont 
utilisées en imagerie optique (diagnostique) et en Thérapie PhotoDynamique (PDT). Cette 
partie a fait l’objet d’une publication (annexe n°10).  
 Pour cela, les nanoparticules d’oxydes de fer ont été fonctionnalisées avec les 
phtalocyanines par chimie clic. Tout d’abord, les nanoparticules ont été préfonctionnalisées 
par des amines en surface grâce à l’APTES pour obtenir environ 5 NH2/nm2. Ce taux a été 
déterminé par ATG. 
 L’étape suivante est le greffage du PEG – N3 pour réaliser la chimie clic avec la 
phtalocyanine alcyne non hydrosoluble (ZnPc – C ≡ C). La présence de l’azoture a été 
confirmée par analyse FTIR avec le pic spécifique des azotures à 2110 cm-1. 
 Ensuite, la dernière étape est le greffage des phtalocyanines par chimie clic. La 
présence des phtalocyanines a été déterminée par spectroscopie UV – visible grâce aux 
bandes Q caractéristiques de la phtalocyanine. Le nombre de phtalocyanines a été estimé par 
spectrométrie par torche à plasma (ICP-AES) de l’ordre de 2 Pc/nm2 soit environ 690 Pc par 
nanoparticule (Boudon et al. 2013). 
 De plus, les caractéristiques intrinsèques que sont la relaxivité et la longueur d’onde 
d’émission du nanohybride SPIO – Pc ont été déterminées (Figure 221). Ainsi, le nanohybride 
SPIO – Pc émet de la fluorescence à une longueur d’onde d’émission λ = 673 nm et possède 
une relaxivité r2 = (73 ± 4) L.mmolFe3O4

-1.s-1.  
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Figure 221. Fluorescence (à gauche) et relaxivité (à droite) du nanohybride SPIO – Pc 
 
 Le nanohybride synthétisé a donc les propriétés pour être une sonde utilisable en 
imagerie bimodale IRM/IO. La partie thérapeutique (hyperthermie et PDT) devra être testée 
pour connaitre ses limites. 
 

V. Conclusion sur le greffage de phtalocyanines sur les 
nanoparticules  

 
 Le greffage de phtalocyanines à la surface des nanoparticules a été une réussite pour 
les deux voies envisagées : la voie peptidique et la voie par chimie clic. 
 Par voie peptidique, le greffage des phtalocyanines (ZnPc – NH2 ou ZnPc – COOH) se 
déroule directement en partant des nanoparticules préfonctionnalisées (NH2 ou COOH) en 
présence d’agents de couplage (DCC/NHS) dans le DMSO. Cette voie ne nécessite pas 
d’espaceur entre les nanoparticules et les phtalocyanines.   

Cependant, la voie par chimie clic nécessite l’utilisation d’une autre fonction entre les 
nanoparticules et les phtalocyanines. La chimie clic est la réaction entre un azoture et un 
alcyne. Ainsi, un PEG – N3 hétérobifonctionnel est choisi. Cette réaction de cycloaddition a 
lieu en présence de Cu(I) dans un mélange THF/H2O [4 : 1]. 

La présence de phtalocyanines a été mise en évidence par UV – Visible, par XPS, par 
zêtamétrie et par fluorescence. 

Un test de greffage par voie peptidique sans agents de couplage ne montre aucune 
adsorption des phtalocyanines à la surface des nanotubes en spectroscopie UV – Visible 
 Sur les nanotubes de titanate, le taux de phtalocyanines déterminé par ATG est de 
l’ordre de 0,1 Pc/nm2 dans le cas de la voie peptidique et environ 0,5 Pc/nm2 dans le cas de la 
voie par chimie clic.  

Un travail similaire a été effectué, uniquement par chimie clic, dans le cas des 
nanoparticules d’oxydes de fer (travail présenté ici sous la forme d’une publication, annexe 
n°10). Le taux de phtalocyanines a été déterminé par ICP-AES et a permis de trouver 
2 Pc/nm2 à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer. De plus, les caractéristiques du 
nanohybride SPIO – Pc ont été déterminées, il émet de la fluorescence à une longueur d’onde 
d’émission λ = 673 nm et possède une relaxivité r2 = (73 ± 4) L.mmolFe3O4

-1.s-1, valeur 
attestant des possibilités de l’utilisation comme agent de contraste en IO et en IRM. 
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Conclusion générale 
 
 Ce travail de thèse consistait à élaborer des nanohybrides à base de nanoparticules 
d’oxydes de fer (SPIO) et de nanotubes de titanate (TiONts) pouvant être utilisés comme 
agents de contraste bimodaux et comme nouveaux nanovecteurs à des fins théranostiques. 
 Plusieurs objectifs avaient été énoncés en introduction de ce travail :  
 
1) Synthétiser des nanoparticules possédant des propriétés d’imagerie ou de thérapie 
 Des nanoparticules d’oxydes de fer et des nanotubes de titanate pour les applications 
ont été choisies. Dans un premier temps, par synthèse hydrothermale de type Kasuga, les 
nanotubes de titanate (TiONts) sont obtenus en partant de 440 mg de poudre rutile Tioxide® 
dans la soude à 10 mol.L-1 pendant 36 heures à 155°C sous agitation à 120 trs/min avec un 
réacteur laboratoire (V = 110 mL). Après purification par dialyse, puis par ultrafiltration, la 
suspension est analysée en microscopie électronique en transmission pour déterminer les 
caractéristiques morphologiques par comptage de 100 nanotubes. La longueur déterminée par 
ce comptage est de L = (156 ± 53) nm, le diamètre extérieur est dext = (9,1 ± 1,3) nm et le 
diamètre intérieur est de dint = (3,8 ± 0,6) nm. Les dimensions obtenues pour chaque synthèse 
de TiONts sont similaires (20 synthèse au total). Ainsi, cette voie permet de produire des 
TiONts de morphologie désirée et de dimensions contrôlées. Cependant, la microscopie a 
aussi révélé la présence d’autres nano-objets tels que les nanorubans et les nanofeuilles dans 
des proportions moindres (inférieures à 5% en nombre). La surface spécifique déterminée par 
BET sur plusieurs synthèse de TiONts (n = 20) est de SBET = (163 ± 25) m2.g-1. Par ailleurs, 
un changement d’échelle a permis de produire plus de quantité de nanotubes (m = 1 g) à partir 
d’un réacteur commercial (V = 250 mL). Les TiONts synthétisés avec ce réacteur ont des 
dimensions similaires à ceux obtenus avec le réacteur laboratoire. De plus, la production des 
sous-produits (nanorubans et nanofeuilles) avec ce réacteur commercial est en proportion plus 
faible qu’avec le réacteur laboratoire (≤ 1% d’impuretés contre 5%).  
 La résistance mécanique des nanotubes a été éprouvée par broyage planétaire avec des 
énergies faibles (150/-50)18 et fortes (300/-600) dans l’air et dans l’eau. Dans l’air, les 

conditions de broyage « douce » n’altèrent pas les nanotubes alors qu’en conditions « fortes » 
les nanotubes sont agglomérés et réduit en nanoplaques au bout de deux heures, constaté par 
observation au MET. En revanche, dans l’eau, en conditions « fortes » (300/-600), les 
nanotubes ne sont pas altérés au bout de 48 heures, soulignant une résistance mécanique 
élevée des TiONts dans des conditions extrêmes. 
 Dans un second temps, l’obtention de nanoparticules d’oxydes de fer de structure 

spinelle (notées SPIO) est effectuée par méthode de co-précipitation dans de la soude avec un 
rapport Fe2+/Fe3+ = ½. Par analyse en diffraction des rayons X, la phase obtenue est la 
structure spinelle voulue avec un état d’oxydation entre celui de la magnétite (Fe3O4) et celui 
de la maghémite (γ-Fe2O3). La déviation par rapport à la stœchiométrie en oxygène a été 

déterminée par la méthode de Poix et conduit à une composition de formule Fe(1-0,035)O4. Par 
comptage de 100 nanoparticules en MET, le diamètre moyen a été estimé à dMET = (9 ± 2) nm, 
corrélé par l’analyse en DRX et en BET. Leur surface spécifique est de l’ordre de SBET = 
(92 ± 1) m2.g-1

. Les nanoparticules d’oxydes de fer de structure spinelle obtenues présentent 
un comportement superparamagnétique à température ambiante. 
 L’association des deux types de nanoparticules par voie inorganique a été réalisée plus 

particulièrement par des variantes des méthodes de synthèse de type Kasuga en ajoutant une 
solution de sels de fer dans différents ratios. Après lavage par dialyse et par ultrafiltration, les 

                                                 
18 Les valeurs (Ω/ω) correspondent à des vitesses définies en tours par minute avec Ω, la vitesse de rotation de plateau et ω, 
la vitesse des jarres. 
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clichés en microscopie électronique en transmission montrent des nanoparticules d’oxydes de 
fer accrochées aux nanotubes de titanate. Le rapport [1 : 0,5] semble être celui qui fonctionne 
le mieux car, par des observations MET, plus de nanoparticules d’oxydes de fer sont 
assemblées aux nanotubes de titanate. La liaison entre les nanoparticules pourrait être de type 
covalent Fe – O – Ti et correspondrait donc à la liaison identifiée en XPS à 532,5 eV. Ces 
nanoparticules d’oxydes de fer de structure spinelle associées aux nanotubes de titanate 
confèrent à ce nouveau nanomatériau des propriétés magnétiques. Ainsi, la relaxivité, le 
pouvoir contrastant en IRM, a été mesurée par IRM et s’élève à environ 80 L.mmolFe3O4

-1.s-1.  
Les nanoparticules d’oxydes de fer et les nanotubes de titanate en sortie de synthèse, 

c’est-à-dire sans modification de surface ultérieure, ne sont pas stables en suspension dans les 
conditions physiologiques (pH = 7,4 ; 0,9% NaCl) et possèdent respectivement en surface un 
taux d’hydroxyles, estimé par analyses thermogravimétriques, de (6,7 ± 0,6) OH/nm2 et de (6 
± 4) OH/nm2. Ces nano-objets nécessitent alors d’être modifiés en surface pour augmenter la 
stabilité de leur suspension colloïdale. 
 
2) Préfonctionnalisation de la surface des nanoparticules par des ligands 

L’instabilité des nanoparticules en conditions physiologiques empêche cependant leur 
utilisation telles quelles pour des applications biomédicales et a engendré toute une série de 
fonctionnalisation pour permettre leur utilisation. 
 Il a été ainsi nécessaire de préfonctionnaliser la surface des nanoparticules pour 
disposer d’une surface plus réactive. Pour cela, deux ligands ont été choisis : le 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES, fonction NH2) et l’acide 6-phosphonohexanoïque (PHA, 
fonction COOH) ont été utilisés pour modifier la surface des nanoparticules après synthèse. 
La modification se déroule dans un mélange H2O/éthanol sous agitation (v = 400 tours/min) et 
sous atmosphère inerte. La présence de ces ligands a été mise en évidence par les différentes 
techniques d’analyses (XPS, IR, zêtamétrie) et un taux de recouvrement a été estimé par 
ATG. Les estimations sont de l’ordre de (5,0 ± 0,7) NH2/nm2 et (5,3 ± 0,6) COOH/nm2 dans 
le cas des nanoparticules d’oxydes de fer et avoisinant (5,7 ± 0,8) NH2/nm2 et (3,1 ± 0,5) 
COOH/nm2 pour les nanotubes. 
 Par DLS, la taille des agrégats des nanoparticules d’oxydes de fer préfonctionnalisées 
par les amines est d’environ 20 nanomètres et dans le cas des acides carboxyliques, la taille 
avoisine 70 nanomètres. Les nanoparticules préfonctionnalisées sont stabilisées par répulsion 
électrostatique à pH physiologique mais dans le cas de solutions à fortes forces ioniques la 
stabilité n’est pas conservée sauf dans le cas des nanotubes fonctionnalisés par le PHA. 
Cependant, la surface des nanoparticules a été modifiée et a permis d’obtenir des fonctions 
organiques plus réactives sur cette surface ce qui va permettre le couplage avec des molécules 
d’intérêt biologique comme des fluorophores ou des macrocycliques. 
 Les premiers essais de couplages organiques avec les nanoparticules 
préfonctionnalisées ont été réalisés entre elles pour essayer de développer un nouveau 
nanocomposite organique à base de nanotubes et de nanoparticules d’oxydes de fer noté 
TiONts – SPIO Orga. Pour cela, les couplages ont été réalisés dans l’eau en présence de NHS 
et d’EDC. Après observation en microscopie électronique en transmission, seul le couplage 
entre SPIO – NH2 et TiONts – COOH montre des nanoparticules d’oxydes de fer combinées 
aux nanotubes. Les suspensions ont été purifiées par décantation magnétique et ensuite 
fonctionnalisées par du PEG2000 – Si. La présence du PEG a été mise en évidence par IR, XPS 
et par zêtamétrie. D’après ces techniques le PEG2000 – Si ne serait probablement greffé que 
sur les nanoparticules d’oxydes de fer préfonctionnalisées par l’APTES ; ceci est peut être dû 
à une meilleure affinité du PEG2000 – Si avec le silane des SPIO – NH2 ou en raison d’une 
géne stérique plus importante dans le cas des TiONts – COOH (PHA). La relaxivité mesurée 
sur des gels permet d’envisager la détection des nanohybrides TiONts – SPIO Orga en IRM. 
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3 et 4) Développer des agents de contraste bimodaux et des nanohybrides théranostiques 
 Des agents macrocycliques chélatants (DOTA et NOTA) ont ensuite été greffés à la 
surface des nanoparticules préfonctionnalisées par les amines. Le DOTA ou le NOTA sont 
des agents chélatants macrocycliques qui permettent de complexer des radioéléments comme 
l’indium 111 pour l’imagerie SPECT ou le gallium 64 pour l’imagerie TEP. Ce greffage se 
déroule dans un mélange THF/DMSO en présence d’agents macrocycliques qui possèdent un 
ester activé sous agitation magnétique (v = 400 tours/min) et sous atmosphère inerte N2 à 
21°C pendant 48 heures. 
 Dans le cas des nanotubes, le nombre de DOTA déterminé par ATG est de l’ordre de 
0,2 DOTA/nm2 soit 800 DOTA par TiONts. Le radiomarquage des nanotubes a été effectué 
avec de l’indium 111 dans une solution d’acétate d’ammonium à pH = 3,5 pendant 1h à 80°C. 
Après purification (centrifugation + compétition au DTPA), le radiomarquage a un rendement 
de 90% et possède une pureté radiochimique supérieure à 99%, déterminée par ITLC.  

Ce nanohydride radioactif TiONts – DOTA [111In] a été injecté à des souris mâles 
Swiss nude pour connaitre sa biodistribution. Les images SPECT/CT et le comptage de la 
radioactivité dans chaque organe ont montré qu’au bout d’une heure, les nanotubes se situent 
principalement dans les poumons (58%ID/g), dans la vessie (37%ID/g) et dans une moindre 
mesure dans le foie et la rate. Au bout de 24 heures, les nanotubes ne sont plus présents que 
dans la vessie, avant d’être également éliminés par excrétion.  
 Dans le cas de nanoparticules d’oxydes de fer, le nombre d’agents macrocycliques 
estimé par ATG est de 0,4 NOTA/nm2 et de 1,8 DOTA/nm2. Pour améliorer leur stabilité en 
suspension, les nanoparticules ont été fonctionnalisées avec du PEG3000 – NHS et un taux de 
greffage du PEG a été évalué dans les deux cas à 0,2 PEG/nm2 (pour 0,4 NOTA/nm2) et à 
0,6 PEG/nm2 (pour 1,8 DOTA/nm2). Ainsi, le taux de greffage du PEG est sensiblement égal 
à la moitié du taux de NOTA et dans des proportions d’un tiers dans le cas du DOTA. Le PEG 
joue son rôle de stabilisateur stérique dans le cas des PEG – SPIO – NOTA car la suspension 
est stable en conditions physiologiques alors que la suspension PEG – SPIO – DOTA décante 
dans ces mêmes conditions. Les caractéristiques d’imagerie de ces nanohybrides ont été 
déterminées par IRM et sont de l’ordre de 300 L.mmolnanohybride

-1.s-1 pour le greffage du 
DOTA et d’environ 600 L.mmolnanohybride

-1.s-1 dans les cas du greffage avec le NOTA. Ainsi, 
les nanoparticules d’oxydes de fer pourront être utilisées en tant qu’agent de contraste pour 
l’imagerie par résonance magnétique. La multimodalité via l’imagerie nucléaire reste à tester 
en complexant du gallium 64 ou de l’indium 111 à ces nanohybrides.  
 
 D’autre part, des fluorophores ont été greffés à la surface des nanoparticules 
préfonctionnalisées par deux voies : la voie peptidique et la voie chimie clic. Dans le premier 
cas, les nanotubes de titanate ont été fonctionnalisés par les phtalocyanine amine et acide 
carboxylique dans le DMSO en présence de DCC et de NHS sous atmosphère inerte N2 à 
21°C pendant 48 heures. Un essai sans agent de couplage a permis de mettre en évidence que 
les phtalocyanines ne s’adsorbent pas à la surface des nanotubes. Ainsi, il a été possible 
d’estimer le taux de greffage des phtalocyanines à 0,1 Pc/nm2.  

Le manque de solubilité des phtalocyanines limite la stabilité en conditions 
physiologiques des nanohybrides. Le greffage par chimie clic a permis d’utiliser des 
phtalocyanines substituées par des groupements pyridinium rendant les phtalocyanines plus 
solubles dans l’eau. Pour réaliser la chimie clic, il a été nécessaire de modifier la surface des 
nanoparticules pour obtenir un azoture qui a réagi avec des phtalocyanines alcyne. L’azoture 
est greffé à la surface des nanoparticules par le biais d’un PEG – N3 dans un mélange 
THF/H2O en présence de NHS et d’EDC pendant 48 heures sous atmosphère inerte à 21°C. 
La présence de l’azoture à la surface des nanoparticules a été mise en évidence par FTIR à 
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2110 cm-1 mais aussi en XPS par l’augmentation de la concentration atomique en carbone et 
en azote. La réaction chimie clic est ensuite réalisée dans un mélange DMSO/H2O en utilisant 
le cuivre (I) comme catalyseur pendant 24 heures sous atmosphère inerte N2 à 21°C. Les 
phtalocyanines sont mises en évidence par spectroscopie UV – Visible par la présence de 
leurs bandes Q entre 600 nm et 700 nm. De plus, l’augmentation des concentrations 
atomiques du carbone et de l’azote observée en XPS ainsi que l’écrantage des charges et le 
décalage des points isoélectriques en zêtamétrie à force ionique constante soulignent la 
présence des phtalocyanines à la surface des nanoparticules. 

Le taux de greffage des phtalocyanines est estimé en ATG à 0,5 Pc/nm2 dans le cas des 
nanotubes et à 2 Pc/nm2 dans le cas des nanoparticules d’oxydes de fer. Cette nouvelle 
phtalocyanine plus hydrosoluble ralentit la décantation des nanohybrides en conditions 
physiologiques.  

Des premiers essais avec du PEG2000 – Si ont été effectués dans un mélange 
eau/éthanol pour contrecarrer le manque de solubilité des phtalocyanines. La présence du 
PEG2000 – Si a été mise en avant par un écrantage des charges visible par zêtamétrie à force 
ionique constante et par la forte augmentation de la concentration atomique du carbone en 
XPS. Par ATG, le taux de PEG a été estimé à 0,8 PEG/nm2. Par contre, le PEG2000 – Si ne 
permet pas de mieux stabiliser des nanohybrides mais des premiers essais avec un PEG3000 – 
NHS, présentant une chaîne plus longue, sont prometteurs car la décantation des nanohybrides 
est diminuée. 

Après excitation, les nanohybrides (nanotubes de titanate et nanoparticules d’oxydes 
de fer) qui émettent de la fluorescence vers 680 nm, longueur d’onde comprise dans la fenêtre 
optique idéale pour l’imagerie in vivo, pourront être utilisés en imagerie optique. En plus, la 
relaxivité des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées par des phtalocyanines a été 
déterminé à r2 = (73 ± 4) L.mmolFe3O4

-1.s-1, ainsi le nanohybride à base de nanoparticules 
d’oxyde de fer a les propriétés pour être une sonde utilisable en imagerie bimodale IRM/IO.  
 
5) Valider la biocompatibilité de ces nanohybrides par des tests in vitro et in vivo 
 

Les premiers essais in vivo sur le modèle zebrafish montrent que les nanotubes nus, les 
nanoparticules d’oxydes de fer nues et le nanocomposite formé des deux n’induisent pas de 
toxicité mais aussi que l’éclosion ou le développement des embryons ne sont pas perturbés 
par la présence des nanoparticules pour une concentration testée de 50 µg.mL-1. 
 De même, les SPIO – NH2 et les TiONts – NH2 se sont révélés non toxiques et non 
perturbateurs pour le modèle zebrafish en éclosion et en développement. Des premiers tests de 
cytotoxicité, laquelle est évaluée via la cinétique de synthèse des ARN totaux dans des 
cellules HepG2, ont démontré la sensibilité de ce test par rapport aux tests conventionnels 
(MTT, MTS, etc.). Un effet cytotoxique a été mis en évidence en fonction de la dose dans le 
cas des SPIO – NH2, la dose seuil en dessous de laquelle il n’y a pas de cytotoxicité a été 
déterminée à 15 µg.mL-1. Les TiONts – NH2 ne présentent quant à eux pas de cytotoxicité 
dans la gamme 25 à 100 µg.mL-1.  

En revanche, les nanotubes fonctionnalisés par le PEG – N3, puis les phtalocyanines 
(nanohybride intermédiaire) ralentissent l’éclosion des œufs de zebrafish bien que l’éclosion 
de tous les œufs se fasse au bout de 72 heures (l’éclosion des œufs du contrôle se fait sous 48 
h). Cependant, Les nanotubes fonctionnalisés par le PEG – N3, les phtalocyanines et le 
PEG2000 – Si (nanohybride final) ne perturbent pas le développement des embryons de 
zebrafish et n’induisent pas de toxicité pour une concentration testée de 50 µg.mL-1. 
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Perspectives de ce travail 
 
 Une première perspective sera de synthétiser en plus grandes quantités des nanotubes 
de titanate. En effet, dans le réacteur laboratoire, la limite de production est actuellement de 
1,3 grammes mais elle n’a pas été atteinte. Des synthèses futures avec les réacteurs laboratoire 
et commercial en augmentant la masse de précurseur rutile (440 mg × 5, ×10) pourront 
sûrement produire plusieurs grammes de nanotubes de titanate. 
 
 Concernant toujours les nanotubes de titanate, il serait intéressant de connaître leur 
taux d’hydrogène pour déterminer la composition exacte des nanotubes. Une collaboration 
avec l’Institut de Chimie des Milieux et Matériaux de Poitiers (IC2MP) a été initiée pour 
déterminer le taux d’hydrogène par échange isotopique avec du deutérium. Par cette 
technique, il devrait être possible de remonter au taux d’hydrogène des TiONts et proposer 
une composition plus juste des nanotubes de titanate. 
 Il serait également intéressant d’étudier les nanotubes de titanate par résonance 
magnétique nucléaire du solide de plusieurs éléments comme le titane, le sodium et le proton 
pour affiner la structure des nanotubes de titanate. 
 

D’une part, des tests de toxicité in vitro et in vivo devront être poursuivis pour 
déterminer ou confirmer la concentration seuil de toxicité des nanohybrides. 

D’autre part, la biodistribution in vivo des agents de contraste bimodaux pour 
l’IRM/TEP ou l’IRM/SPECT devra être déterminée. 
 
 La solubilité des phtalocyanines dans l’eau devra également être améliorée avec, par 
exemple, l’ajout de groupements pyridine qui seront probablement protonés (ZnPc(Pyrr)8, 
xHCOOH). Les premières synthèses de phtalocyanines sont en cours et permettent déjà de 
produire des phtalocyanines A4 très solubles dans l’eau comme le souligne le spectre 
d’absorption réalisé dans l’eau (Figure 222). 
 

 
 

Figure 222. Représentation de la phtalocyanine hydrosoluble ainsi que son spectre d’absorption dans 
l’eau 

 
 La plus importante perspective est bien entendu de tester la partie thérapeutique des 
nanohybrides théranostiques développés dans un premier temps pour de l’imagerie in vitro et 
ensuite in vivo. Il serait intéressant de connaître l’effet des nanoparticules d’oxydes de fer 
seules en hyperthermie et celle de nanotubes de titanate en radiothérapie.  
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 La création d’un nouveau nanocomposite a permis d’associer les propriétés des deux 
types de particules et il serait fort intéressant de connaître le comportement de ce 
nanocomposite en thérapie associée (hyperthermie plus radiothérapie). 
 De plus, d’autres nanohybrides développés dans ce travail peuvent être utilisés en 
bithérapie comme les sondes théranostiques réalisées à partir de phtalocyanines de zinc. En 
effet, ces dernières peuvent être utilisées en thérapie photodynamique (PDT). Associées aux 
nanoparticules d’oxydes de fer, il serait avantageux de tester la bithérapie hyperthermie/PDT. 
D’ailleurs, il serait également intéressant de connaître l’effet de la bithérapie 
radiothérapie/PDT du nanohybrides nanotubes de titanate fonctionnalisés par des 
phtalocyanines. 
 
 La trithérapie est aussi envisageable si les phtalocyanines sont greffées aux TiONts – 
SPIO Orga par le bais des fonctions carboxylates à la surface des TiONts. Les premiers essais 
de couplages sont en cours (Figure 223).  

 
Figure 223. Représentation schématique du nanocomposite fonctionnalisé par les 

phtalocyanines  
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Récapitulatif des taux de greffages des différentes 
molécules sur les deux types de nanoparticules 
 

TiONts 

Nanohybrides Molécules molécules/nm2 µmol/nm2 

TiONts OH 6 ± 4  9,97 ± 6,6 

TiONts - NH2 NH2 5,7 ± 0,8  9,25 ± 1,3 

TiONts - COOH COOH 3,1 ± 0,5  5,15 ± 0,8 

TiONts - DOTA DOTA 0,2 0,33 

PEG - TiONts - DOTA PEG 0,05 0,08 

TiONts(NH2) - Pc Pc alcyne 0,4 0,66 

TiONts - PcNH2 PcNH2 0,1 0,17 

TiONts(COOH) - Pc Pc alcyne 0,6 0,99 

TiONts - PcCOOH PcCOOH 0,15 0,25 

          
 

  

SPIO 

SPIO OH 6,7 ± 0,6  11,1 ± 1,0 

SPIO - NH2 NH2 5,0 ± 0,7 8,3 ± 1,2 

SPIO - COOH COOH 5,3 ± 0,6 8,8 ± 1,0 

SPIO - DOTA DOTA 1,8 2,99 

PEG - SPIO - DOTA PEG 0,6 0,99 

SPIO - NOTA NOTA 0,4 0,66 

PEG - SPIO - NOTA PEG 0,2 0,33 

SPIO - Pc Pc alcyne 2 3,3 
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Annexes 
 
Annexe n°1 : Liste des appareils utilisés  

 

 
Appareil Caractéristiques 

Synthèse TiONts 
Réacteur Laboratoire V = 110 mL 

Réacteur commercial Parr V = 250 mL 

Broyage 
PULVERISETTE P4 

Jarres et billes en WC 
FRITSCH 

BET BELSORP 

Molécule sonde : N2 
Désorption : 100°C pendant 24 heures pour les 

TiONts, 150°C pendant 16 heures pour les SPIO 
P = 0,05 mbar (poudre) 

Diffusion de la 
lumière et 
zêtamétrie 

Zetasizer Nano ZS 
(Malvern) 

Mesure de taille et potentiel zêta (NaCl : 10-2 M) 

Logiciel : DTS (nano) V 7.2 (suspension) 

FTIR Bruker IFS 28 
Logiciel : OPUS V3.1 

3 mg de poudre broyée dans 150 mg de KBr 

MET JEOL JEM - 2100 LaB6 Résolution 0,25 nm ; 200 kV (suspension) 

ICP ThermoScientific cAP 6000 
series ICP Spectrometer 

2 mg dissout dans un mélange HCl/H2O2 [5 : 1] 

solutions diluée à 1/10 et 1/50 

Magnétométrie 
M2100 T = 77 K à15 kOe (poudre) 

PPMS (Versailles) T = 353 K à13 kOe (poudre) 

ATG TGA Discovery 
5°C/min jusqu'à 800°C ; 25 mL/min N2 

1-5 mg d'échantillon (poudre) 

UV – Visible Shimadzu UV – 2550 
Cuvette en Quartz (260 à 800 nm) 

Logiciel : UV-Probe 2.34 (suspension) 

XPS PHI Versaprobe 5000 

Al Kα (1486,6 eV ; spot size 200 µm) 
Logiciel : CasaXPS V 2.2 102 

Dépôts de poudre sur feuille d'indium 

Raman RENISHAW inVia 
LASER : 532 nm (poudre) 
Enregistrement : 1s × 100 

DRX Siemens D5000 λ (Cu Kβ) = 1,39222 Å (poudre) 

Fluorescence Jasco FP-8500 
Excitation à 600 nm (suspension) 

Absorbance à 600 nm comprise entre 0,03 et 0,07 

Analyse 
élémentaire 

Thermo Electron Flash 
EA 1112 Series 

Dosage sur poudre de C, N et H (poudre) 
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Annexe n°2 : Informations obtenues par diffraction des Rayons X  
 
(Tiré du cours « Méthodes d’analyses et de caractérisations des solides » du Prof. N. Millot 
Université de Bourgogne, version de mai 2010) 
 

Une analyse soignée des diffractogrammes permet d'accéder à diverses 
caractéristiques d’un matériau cristallisé : 
- la position des raies nous permet de remonter à la phase cristalline et à ses paramètres de 
maille, 
- la forme des raies nous informe sur la taille des domaines cohérents de diffraction et au taux 
de défauts de structure présents dans l'échantillon, 
- l'intensité relative des raies nous permet de remonter à la teneur des différentes phases 
cristallines d'un mélange, à la position des différents atomes dans la maille cristalline. Elle 
peut être aussi influencée par des phénomènes de texturation. 
 

Analyse de profils de raies 
 
Un élargissement des raies de diffraction est observé: 
- lorsque les cristaux de l'échantillon ne satisfont pas à l'hypothèse du cristal infini (cristaux 
nanométriques) 
- lorsque les cristaux présentent des défauts cristallins (dislocations, mâcles…) 
 

Méthode de Scherrer 
Nombreux sont encore à ce jour les travaux où la taille des particules est déterminée à partir 
des profils des raies de diffraction par cette méthode. 

 

 
 

 

Avec d, la taille des cristallites ; 
l, la longueur d’onde du rayonnement incident ; 
w, la largeur à mi hauteur de la raie de diffraction ; 
q, l’angle de diffraction. 
 
Des modèles plus élaborés, dépendants de la nature du profil des raies de diffraction ont été 
développés : les méthodes d’Halder et Wagner et de Williamson et Hall 
 
 

 



Annexes 

241 
 

Correction instrumentale 
Afin de procéder à l'analyse microstructurale d'un matériau et d'accéder aux informations 
contenues dans le profil d'une raie de diffraction, il est nécessaire de remonter au profil vrai 
de la raie. Pour cela il faut déconvoluer le profil expérimental du profil instrumental. La 
courbe de résolution instrumentale a pour but de quantifier la déformation, en termes 
d'élargissement, que subit un signal lorsqu'il est enregistré. Chaque appareil a sa propre 
résolution qui peut dépendre des conditions de réglage et du domaine d'enregistrement. 
La correction instrumentale sur l'élargissement des raies est déterminée à l'aide d'un matériau 
de référence : BaF2 recuit. Ce matériau est supposé parfait (taille des grains importante et pas 
de microdistorsions). 
 
Pour remonter au profil vrai de la raie, il faut alors déconvoluer le profil expérimental du 
profil instrumental. Si ces profils sont lorentziens, la déconvolution est simple : 
 

bvrai = bexp –binst 
 

Avec β, la largeur intégrale de la raie de diffraction. 
 

Si les profils sont de Voigt, l'approximation de Wagner est utilisée : 
 

 

 
Méthode d'Halder & Wagner 
C'est la méthode appropriée au profil de Voigt des raies de diffraction. L'élargissement des 
profils de raies dû au matériau est alors calculé de la façon suivante : 
 

 

 

Avec b, la largeur intégrale ;  
e, le paramètre lié à la taille ou à la forme des particules, 
h, le paramètre lié aux contraintes. 
 
b

*=bcosq/l et d*=2sinq/l sont les coordonnées réduites dépendant de l'angle de diffraction 
q et de la longueur d'onde du rayonnement l. La taille apparente des domaines cohérents 
de diffraction e (ou la taille des cristallites égale à 4/3 e si les grains sont sphériques) et le taux 
de défauts de structure ( ) sont déduits des diagrammes d'Halder et Wagner tracés à partir 

de l'équation précédente. Les incertitudes sur ces paramètres découlent du coefficient 
de régression linéaire de la droite d'Halder et Wagner. 
 
Méthode de Williamson & Hall 
Cette méthode est utilisée dans le cas d'un profil de raies lorentzien. L'élargissement des 
profils de raies dû au matériau est calculé de la façon suivante : 
 

 
 

La taille des domaines cohérents de diffraction (e) et le taux de défauts de structure (h´d*) 
sont déduits des diagrammes de Williamson et Hall tracés à partir l'équation précédente. Les 
incertitudes sur ces paramètres découlent, là encore, du coefficient de régression linéaire de la 
droite de Williamson et Hall. 
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Si les points de ce diagramme ne s’alignent pas : il faut alors regarder les différentes 
ordonnées à l’origine des droites tracées par famille d’harmoniques. On a alors des 
dimensions différentes selon les directions cristallographiques : les grains ne sont pas 
sphériques (phénomène observé pour des matériaux issus de traitements mécaniques par 
exemple). 
 

Évaluation de la déviation par rapport à la stœchiométrie en 

oxygène (δ) avec la méthode de Poix 
 
d est la déviation par rapport à la stœchiométrie en oxygène. Dans le cas de la magnétite, d est 
donc reliée aux taux de cations Fe2+/Fe3+. 
Par la méthode de Poix, il est possible d’estimer d. En suivant cette notation, l’oxydation de la 
magnétite (Fe3O4) peut s’écrire sous la forme d’une fixation d’oxygène et de création de 
nouvelles entités structurales : 
 

 

 
Cependant, des cations Fe3+ migrent des sites octaédriques vers les sites tétraédriques de 
manière à ce qu’il n’apparaisse des lacunes cationiques que dans les sites octaédriques. 
Ainsi, la réaction globale d’oxydation devient : 
 

 

 

□ représente une lacune, () et [] indiquent respectivement les sites tétraédriques et 

octaédriques et correspond au nombre d’unités de structure présentes à un état 

d’oxydation donné. 
En mesurant le paramètre de maille par diffraction des rayons X, il est possible par la 

méthode de Poix d’obtenir la déviation δ. 
On peut ainsi définir une distance tétraédrique moyenne d4 et une distance octaédrique 
moyenne d6 : 
 

 

 
 

où  est la teneur en cation i dans ce site, la distance du cation i – oxygène et  la 
distance du cation i – oxygène. 

 
Selon Poix, le paramètre de maille d’une structure spinelle est relié aux distances 

cations – anions par la formule: 
 

 
 

Chaque distance caractéristique d’un cation est définie suivant l’état de valence et de 

coordination et est unique. 
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Cations 
Distance cation - anion 

(nm) 
 Fe3+ tétraédrique 0,1858 
Fe3+ octaédrique 0,202 
Fe2+ octaédrique 0,2132 

□ 0,22394 
 

Tableau 78. Distances caractéristiques moyennes cation – anion définies pour les sites 
tétraédriques et octaédriques et utilisées pour le calcul par la méthode de Poix du paramètre 
d’après (Belin 2002) et (Guigue-Millot 1998).  représente les lacunes en sites octaédriques. 
 
Les distances d4 et d6 ont donc les valeurs suivantes et peuvent être injectées dans l’équation 
reliant d au paramètre de maille. Ainsi, en connaissant le paramètre de maille de Fe3(1-d)O4, il 
est possible de retrouver d. 
 

 
 

 

 
A titre d’exemple : 
d0 de la magnétite = 0   →  Fe3(1-0)O4 = Fe3O4  a = 8,396 Å 
dmax de la maghémite = 1/9 =0,111 →  Fe3(1-0,111)O4   a = 8,345 Å 
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Annexe n°3 : Analyses thermogravimétriques  
 
 Les analyses thermogravimétriques des nanoparticules ou des nanohybrides se 
déroulent de 30°C à 800°C avec une montée en température de 5°C/minute sous flux de N2 
(25 mL/min). Les courbes ont été normalisées à 150°C pour une meilleure comparaison. 
 
Pour les SPIO :  
 
Le taux de recouvrement des hydroxyles peut être mesuré à partir de la relation suivante :  
 

   (Équation 1) 
 

 Avec , le nombre d’hydroxyle par nm2 ;  la perte de masse entre 300°C et 
800°C ; , le nombre d’Avogadro (mol-1) ; , la masse molaire de l’eau (g.mol-1) et 

, la surface spécifique des SPIO (92 ± 1 m2.g-1) déterminée par BET. 
 
Pour les TiONts :  
 
Le taux de recouvrement des hydroxyles peut être mesuré à partir de la relation suivante :  
 

   (Équation 1) 
 

 Avec , le nombre d’hydroxyle par nm2 ; , le nombre d’Avogadro (mol-1) ; 
, la masse molaire de l’eau (g.mol-1) et , la surface spécifique des TiONts (163 ± 

25 m2.g-1) déterminée par BET. La perte de masse  est comprise entre la température où 
l’eau physisorbée a fini de dégazer (après la deuxième inflexion) et 800°C. Cette température 
de dégazage de l’eau physisorbée varie pour chaque synthèse de nanotubes (Tableau 79).  
 

T°C Δm à T°C Δm à 800°C 
Δm entre T°C 

et 800°C 
OH/nm2 

369 -0,132278 -0,138546 0,6% 2,6 
349 -0,125564 -0,133448 0,8% 3,2 
363 -0,125964 -0,134497 0,9% 3,5 
333 -0,13371 -0,168563 3,5% 14,3 
336 -0,122033 -0,144817 2,3% 9,3 
320 -0,111262 -0,137435 2,6% 10,7 
315 -0,152454 -0,176625 2,4% 9,9 
354 -0,132129 -0,138904 0,7% 2,8 
376 -0,130615 -0,142942 1,2% 5,1 
366 -0,124899 -0,133261 0,8% 3,4 
370 -0,126961 -0,131668 0,5% 1,9 
379 -0,114213 -0,138999 2,5% 10,2 
370 -0,152621 -0,157481 0,5% 2,0 
370 -0,129083 -0,133585 0,5% 1,8 
368 -0,136983 -0,143052 0,6% 2,5 

 

Tableau 79. Caractéristiques des ATG des synthèses de TiONts. La température de dégazage 
est représentée par la colonne T°C. 
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Pour les nanohybrides :  
 
 Cette technique permet d’estimer le taux de greffage des molécules organiques liées à 
la surface des nanoparticules en appliquant la formule : 
 

   (Équation 3) 
 

Avec , le nombre de molécules par nm2 ; , la perte de masse entre 150°C et 
800°C  (%) ; , la masse molaire considérée de la partie organique  (g.mol-1); , la 
surface spécifique des nanoparticules nues et , le nombre d’Avogadro (mol-1).  
 

Le taux de greffage peut être aussi donné en mol/m2 par l’équation suivante :  
 

   (Équation 11) 
 

Avec  , le taux de recouvrement en mol/m2. 
 
Incertitude :  
 
 Les incertitudes des résultats ATG ont été calculées sur un nombre d’échantillons 
représenté par n dans les tableaux. Le Tableau 80 regroupe le nombre d’échantillons ayant été 
utilisés pour l’estimation du taux de greffage (ou d’hydroxyles) par ATG à la surface des 
nanoparticules. 

  n 

SPIO 7 

SPIO – NH2  13 

SPIO – COOH 10 
TiONts 15 

TiONts – NH2 17 

TiONts – COOH 8 
 

Tableau 80. Nombre d’échantillons ayant servi pour le calcul des incertitudes pour 
l’estimation du nombre de molécules à la surface des nanoparticules  

 
Présentation des résultats :  
 
 Les estimations des taux de recouvrement sont présentées sous forme de tableau. 
 

Références 
Δm 

totale 
(%) 

Δm 

calcul 
(%) 

Masse molaire à 
considérer pour la 

perte (g.mol-1) 
Molécules/nm2 

R 
(%) 

n 

 

Avec Δm totale (%), la perte de masse des échantillons : 
 entre 300°C et 800°C pour les SPIO ;  
 entre T°C et 800°C pour les TiONts ;  
 entre 150 °C et 800°C pour les nanohybrides. 
Avec Δm calcul (%), la perte de masse utilisée pour le calcul ; 
Molécules/nm2, le nombre de molécules par nm2 ;  
R (%), le rendement de la fonctionnalisation par rapport au nombre de fonctions disponibles 
initialement ; et n, le nombre d’échantillons ayant permis le calcul du taux de recouvrement et 

son incertitude. 
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Annexe n°4 : Potentiel zêta des nanoparticules (d’après Maurizi 2010) 
 

Les nanoparticules mises en suspension créent un système bi-phasique avec une 
interface solide/liquide. C’est à cette interface que vont apparaître des phénomènes 
influençant la stabilité des nanoparticules. Les cations en surface vont pouvoir compléter leurs 
charges avec les molécules d’eau environnantes et ainsi être hydratés. Une couche d’eau sera 
ainsi chimisorbée formant des groupements hydroxyles (OH) à la surface. D’autres molécules 
d’eau seront physisorbées et entrainées avec la nanoparticule dans son mouvement. Ces 
molécules, immobilisées par un réseau de liaisons hydrogène, vont former la couche 
compacte de Stern. 
 

 
 

Figure 224. Représentation schématique de l’adsorption de l’eau sur une surface d’oxyde de 
fer. 

A– représentent les anions et C+ les cations en solution.  
IHP : plan interne de Helmholtz et OHP : plan externe de Helmholtz. 

 
 Les groupements hydroxyles formés en surface présentent des propriétés acido-
basiques qui vont charger les particules.  
 
 Il faut distinguer le point isoélectrique (PIE) du point charge nulle (PCN) qui sont 
deux notions différentes. Le terme PCN est utilisé quand la charge de surface s’annule par 
l’absence de charge et le terme PIE est employé quand la charge de surface s’annule par 
compensation des charges on parle de PIE. 
 
 La couche de Stern se sépare en double couche (Figure 224 et Figure 225) : 
1) une première couche est composée d’ions ayant une affinité particulière pour la surface. 
Parce qu’ils sont fortement hydratés, ils préservent l’ordre local du milieu et peuvent donc 
s’approcher davantage de la surface jusqu’au niveau de la surface (on dit qu’ils sont 
spécifiquement adsorbés). Ces ions neutralisent partiellement la charge de surface des 
particules par interactions électrostatiques (un cation s’adsorbe sur une surface négative et un 
anion sur une positive). Ces ions sont éloignés de la surface jusqu’à un plan interne de 
Helmholtz (IHP) (distance de l’ordre de l’Angström). 
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2) La deuxième partie de la couche de Stern est une couche de diffusion. Une partie de cette 
couche suit le mouvement de la nanoparticule. Elle est incluse dans la couche de Stern 
jusqu’au plan de cisaillement nommé plan externe de Helmholtz (OHP). Son épaisseur 
appelée longueur de Debye (κ-1

) est de l’ordre de la dizaine d’Angströms (Jolivet 1994) et 
peut être calculée par l’équation suivante : 
 

    (Équation 12) 
 

Avec : d la permittivité relative, R la constante des gaz parfaits, T la température absolue en 
Kelvin, Na la constance d’Avogadro, e la charge électrique en Coulomb et I la force ionique 

définit par :  avec , la charge de l’espèce i et  sa concentration. 

 
 L’épaisseur de la couche diffuse de Stern dépend de la force ionique. Plus le milieu est 

concentré en sel, plus la couche diffuse est faible (force ionique élevée) et plus la taille 
hydrodynamique de la particule est proche de la taille « réelle ». 
 La couche de Stern augmente ainsi la taille de la particule nue expliquant la différence 
entre la mesure d’un diamètre MET et celle d’un diamètre hydrodynamique qui prend en 

compte la double couche ionique qui est souvent de l’ordre de plusieurs dizaines d’Angströms 
 

 
 

Figure 225. Représentation de la double couche électronique entourant une nanoparticule 
 
 Les valeurs données pour le potentiel zêta sont des valeurs moyennes calculées sur un 
nombre d’échantillons représenté par n.  
 

  n 

SPIO 7 

SPIO – NH2  13 

SPIO – COOH 10 
TiONts 6 

TiONts – NH2 12 

TiONts – COOH 6 
 

Tableau 81. Nombre d’échantillons ayant servi pour le calcul des valeurs moyennes et des 
incertitudes en zêtamétrie 
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Annexe n°5 : Détermination de la taille par DLS  
 

La taille des agrégats en suspension est déterminée par la technique de diffusion 
dynamique de la lumière (DLS). Cette technique est fondée sur la mesure du mouvement 
brownien des particules dans un solvant car ceux-ci sont aléatoires en raison de l’interaction 
causée par l’agitation thermique entre les molécules du solvant et les particules. C’est une 
technique d'analyse spectroscopique (d’où son autre nom, spectroscopie par corrélation de 
photons, PCS) non destructive permettant de mesurer la taille de particules en suspension 
d’un nanomètre à quelques micromètres. 
 
 L’équation de Stokes-Einstein considère la vitesse de déplacement des particules par le 
coefficient de diffusion translationnel D comme proportionnelle au diamètre hydrodynamique 
dH d’un grain sphérique : 

   (Équation 13) 

 
Avec dH le diamètre hydrodynamique (en nm), k la constance de Boltzmann, T la température 
(en K), ɳ la viscosité (en centiPoise, cP) et D le coefficient de diffusion translationnel. 
 
 Le diamètre hydrodynamique est défini par la somme du diamètre de la particule et de 
sa double couche ionique. Pour éviter les variations de la couche ionique dépendant de la 
force ionique du milieu, les mesures ont été faites dans une solution de chlorure de sel à 10-2 
mol.L-1. 
 Les diamètres sont mesurés en intensité mais seront données ici en nombre pour 
refléter au mieux la réalité car d’après Rayleigh, l’intensité diffusée est fonction du diamètre à 

la puissance 6 (d6). Donc, les plus grosses particules vont largement diffuser par rapport aux 
plus petites et ainsi entraîner une surestimation du diamètre des particules.  
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Annexe n°6 : Procédure de calcul de la relaxivité sur les gels d’IRM 
 

Pour un échantillon, une série de six concentrations en nanoparticules de 1, 3, 5, 7, 10 
et de 20 mg.L-1 est préparée et est répétée trois fois soit au total 18 tubes contenant les 
nanoparticules piégées dans le gel d’acrylamide. Les nanoparticules ont été mélangées à la 
solution d’acrylamide, la réaction a été amorcée par 15 μL de TEMED et par 20 μL d’une 
solution de PSA (10% massique). Les gels sont ensuite placés à 60°C pendant 10 minutes. 
Après cette étape les gels sont formés et homogènes. Les relaxivités ont été exprimées par 
rapport aux concentrations de fer quelles que soient les modifications de surface utilisées. 

Les tubes contenant le mélange de nanoparticules piégées dans le gel d’acrylamide 

sont analysés grâce à l’IRM clinique à 32 temps d’échos TE différents allant de 8,5 à 272 ms 
avec un pas de 8,5 ms pour un temps de relaxation T2. Plus le temps d’écho sera élevé, plus le 

contraste sera négatif (noir) pour un temps de relaxation T2 (Figure 226).  
 

 
 

Figure 226. Coupe IRM T2 de 2 échantillons de nanotubes – SPIO pour 6 temps d’écho dans 
une IRM clinique de 3T 

 

Grâce au logiciel Image J, les mesures des niveaux de gris (noté S) sont déterminés 
pour chaque tube et pour les 32 temps d’échos (avec 0 pour le noir absolu et 2047 pour le 

blanc pur et donc 2048 niveaux de gris). En traçant, les niveaux de gris en fonction des temps 
d’écho (Figure 227), il est possible de trouver un temps de relaxation T2 (en ms) d’après 

l’équation :  

                                 (Équation 14) 
 

Avec , le contraste à un TE donné ; , le contraste à TE = 0 (l’ordonnée à l’origine) et e, le 
bruit de fond de la mesure. 
 

 
 

Figure 227. Courbe du contraste d’un tube analysé dans une IRM clinique 3T en fonction des  
temps d’écho des mesures.  

 
Par cette méthode et pour les 6 concentrations en fer, les mesures des temps T2 sont 

obtenues. A partir des temps de relaxation T2 (ou l’inverse, noté R2 en s-1), la relaxivité  
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(coefficient directeur de la droite) peut être déterminée en fonction de la concentration en fer 
(Figure 228) par l’équation de la droite suivante :  

 

                             (Équation 115) 
 

Avec  la relaxivité (L.mg-1.s-1) et , le taux de relaxation en absence d’agent de contraste 
 

 
Figure 228. Courbe de relaxation R2 en fonction de la concentration en en fer 

 
Pour finir, il faut ramener la relaxivité r2 par rapport au nombre de fer de la magnétite par 
l’équation suivante :  
 

   (Équation 16) 
 

Avec , la relaxivité par rapport au nombre de fer de la magnétite (L.mmolFe3O4
-1.s-1)  ;  

, le coefficient directeur de la courbe de relaxation R2 ;  
et , la masse molaire de la magnétite (M = 231,5 g.mol-1) 
 

Par exemple, ici,  = 4,1250 L.mg-1.s-1 soit  = 318 L.mmolFe3O4

-1.s-1 par rapport à la 
quantité de fer dans la magnétite. 
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Annexe n°7 : Le modèle in vivo : le zebrafish  
 

Le poisson-zèbre est un poisson d’eau douce originaire d’Asie (Inde, Pakistan, 
Bangladesh, Népal). On le trouve dans des plans d’eaux stagnantes, les rivières à faible 
courant et les rizières. Les embryons du poisson zèbre, transparents et se développant en 
dehors de la mère, ont fait du poisson zèbre un outil puissant pour l’étude du développement 
des poissons, et par extension, celui des vertébrés. Aujourd’hui, la communauté scientifique 
l’utilise aussi pour mieux comprendre les mécanismes cellulaires fondamentaux qui s’opèrent 
lors de la propagation de certaines maladies, telles que le cancer. De plus, ses excellentes 
capacités reproductives (ponte en abondance toute l’année) et les conditions d’élevage simple, 
en facilitent l’utilisation. 
 
Ponte des œufs (récupération dans milieu d’embryon + comptage) 
 
Rappel :  
 
Pas de déchorionation (dégradation totale de l’enveloppe entourant les œufs) :  
ü les pores du chorion font entre 300 nm et 1 µm, permettant le passage des 

nanoparticules 
ü La déchorionation est un paramètre de toxicologie (éclosion) 

 
Pas de bleaching (stérilisation) des œufs, car cela durcit le chorion (enveloppe), ce qui rend 
plus difficile l’éclosion et l’évaluation de ce paramètre. 
 
Protocole :  
 
t = 0 (4h après la ponte) 
10 embryons par puits X 6 par chaque condition : 
ü Contrôles non traités + 1 mL de milieu d’embryon (eau Volvic) 
ü Nanoparticules : 1 mL suspension à 50µg/ml 

 
Incubation pendant 24h à 28°C. 
 
24h, 48h et 72h : Observation sous microscope, retrait des morts, changement du milieu 
d’embryon pour le contrôle et des suspensions pour les nanoparticules. 
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Annexe n°8 : Protocole du test de cinétique de synthèse des ARN totaux 
sur le modèle cellulaire HepG2 

 
Jour 1 
 
A partir d’une flasque T25 ou T75 à 80% de confluence, ensemencer deux microplaques 96 
puits ® 50 000 cellules HepG2 par puits soit une concentration de 2,5 x 105 cellules.mL-1. 
Placer les microplaques à l’incubateur (37 ± 1°C et 5 ± 1% CO2) pendant 24h. 
 
Jour 2 
 
Préparation des gammes de traitement en conditions stériles :  
Ø Préparation des suspensions de nanoparticules 

o Solution mère de NPs à 100 µg.mL-1 (700 µL)® 592 µL suspension de NPs de 
départ à 118,4 µg.mL-1 + 108 µL MEM 10x complet (0,5% SVF). La solution 
mère formée est mélangé aux ultrasons (canne US, 5 min, 750W) pour limiter 
le phénomène d’agrégation des NPs. 

o Préparation des solutions filles de NPs 
 

Concentration 

suspension NPs 

Volume 

suspension NPs 

Volume solution mère 

NPs à 100 µg.mL-1 

Volume MEM 1x 

complet (0,5% SVF) 

0,1 µg.mL-1 2 mL 2 µL 1998 µL 

0,5 µg.mL-1 2 mL 10 µL 1990 µL 

1 µg.mL-1 2 mL 20 µL 1980 µL 

5 µg.mL-1 2 mL 100 µL 1900 µL 

10 µg.mL-1 2 mL 200 µL 1800 µL 

15 µg.mL-1 2 mL 300 µL 1700 µL 
 

Ø Préparation des témoins 

o Témoin – (2 mL pour 1 plaque) ® 320 µL MEM 10x (0,5% SVF) + 1680 µL 
eau stérile. 

o Témoin + (2 mL pour 1 plaque) ® 310 µL MEM 10x (0,5% SVF) + 1690 µL 
eau stérile + 2 µL dichromate de potassium (K2Cr2O7) à 2,9 mg.mL-1 (composé 
cytotoxique reconnu). 
 

Ø Traitement des cellules (réalisé à Jour 3 dans le cas d’un traitement de 4h) 
o Observer les cellules au microscope pour contrôler leur morphologie et leur 

développement. A ce stade, les cellules doivent former un tapis cellulaire 
adhérent aux alentours de 50% de confluence et doivent être en phase 
exponentielle de croissance. 

o Éliminer le milieu de culture par retournement des plaques sur du papier 
absorbant. 

o Introduire 100 µL/puits de suspensions de nanoparticules (cf. schéma). 
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o Replacer les microplaques à l’incubateur (37 ± 1°C, 5 ±1% de CO2) pour une 

durée de 24h. 
Jour 3 
Ø Préparation de l’uridine tritiée en conditions stériles 

o 6 mL pour 2 plaques ® 6 mL MEM 1x + 60 µL d’uridine tritiée (attention 
solution radioactive). 
 

Ø Préparation des cellules 
o Observer les cellules au microscope. Une croissance d’au moins 50% des 

cellules témoin négatif doit être observable (tapis cellulaire à 80 ~ 90% de 
confluence). 

o Éliminer le milieu de traitement par retournement. 
o Rincer les cellules avec 50 µL/puits de PBS (pipette multicanaux x8). 
o Éliminer le milieu de rinçage par retournement. 
o Introduire 50 µL/puits de MEM 1x préchauffé à 37°C (pipette multicanaux 

x8). 
 

Ø Cinétique 
o Placer les 2 microplaques sur une table chauffante (37°C) et vibrante (vitesse 

2). 
o A t = 10 s, introduire 30 µL d’uridine tritiée dans tous les puits de la première 

colonne (pipette multicanaux x12) puis avancer d’une colonne toutes les 10 s 
(cf. schéma). 

1 µg.mL-1 NPs

15 µg.mL-1 NPs

Témoin +

Témoin -

0,1 µg.mL-1 NPs

0,5 µg.mL-1 NPs

10 µg.mL-1 NPs

5 µg.mL-1 NPs
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o Après 5, 10, 15, 20, 25 et 30 min, enlever le milieu contenant l’uridine (pipette 
multicanaux x12 réglée sur 200 µL main droite) puis ajouter instantanément 30 
µL/puits de SDS (sodium dodecylsulfate) à 3% (pipette multicanaux x12 main 
gauche) pour arrêter la réaction (cf. schéma). 

 

 

o Laisser reposer 5 minutes. 

10’ 50’30’ 1,10’ 1,30’ 1,50’

20’ 1,20’1,00’ 1,40’40’ 2,00’

5,10’ 25,50’15,30’ 6,10’ 16,30’ 26,50’

10,20’ 11,20’31,00’ 21,40’20,40’ 32,00’
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Ø Transfert dans plaques à filtre 
o Ajouter 100µL/puits de TCA (acide trichloroacétique) à 20% permettant de 

lyser les cellules dans les plaques à filtre placées sur les modules de filtration 
(pipette multicanaux x12). 

o Transférer le contenu des puits des microplaques dans lesquelles ont eu lieu la 
cinétique dans les plaques à filtre (pipette multicanaux x 6 réglée sur 100 µL). 

o Ajouter 5o µL/puit de TCA (pipette multicanaux x12) au dessus du lysat 
cellulaire de façon à prendre en sandwich les acides nucléiques. 

o Laisser reposer 10 minutes pour que les acides nucléiques précipitent. 
o Filtrer sous vide à l’aide du système Integra Vacusafe. 
o Rincer les filtres avec 300 µL d’éthanol froid (à faire 2 fois). 
o Placer les plaques à l’étuve (50°C) pour les sécher. 

Jour 4 
Ø Lecture des plaques et comptage 

o Éteindre l’étuve et attendre environ 1h pour que les plaques reviennent à 
température ambiante. 

o Coller un adhésif backseal sous la plaque à filtre. 
o Introduire 30 µL/puits de liquide microscintillant (pipette multicanauxx12). 
o Sceller le dessus de la plaque à filtre à l’aide d’un adhésif topseal. 
o Poser la plaque sur le lecteur Topcount (Packard) et appuyer sur start (compter 

1h30 à 2h de lecture). 
o Jeter la plaque dans la poubelle à déchets radioactifs. 

Analyse des résultats 
 
La vitesse de synthèse d’ARN est linéaire pendant 30 minutes. La cinétique comprend 6 
points et chaque point correspond aux valeurs moyennées de 3 puits. La vitesse 
d’incorporation de l’uridine tritiée est déterminée en calculant la pente de la droite de 
régression correspondant aux valeurs expérimentales obtenues. La pente de la droite de 
l’échantillon est alors rapportée à celle obtenue pour le témoin négatif, arbitrairement fixée à 
100%. Le résultat est donc exprimé en % de synthèse d’ARN par rapport au témoin négatif. 
Le résultat est considéré comme positif si le pourcentage de synthèse d’ARN par rapport au 
témoin négatif est égal ou inférieur à 70%. Ce test est répété 3 fois (n = 3) puis les résultats 
sont moyennés et leurs déviations standards illustrant les variabilités inter et intra population 
inhérentes au test sont calculées. Dans le cas d’une étude réalisée sur une gamme de 
concentration, les coefficients directeurs des droites de régression en pourcentage sont 
exprimés dans un histogramme permettant de mettre en évidence l’évolution de la cytotoxicité 
par un effet dose. 
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Annexe n°9 : Principe de la PDT 
 

Lorsque le photosensibilisant est soumis à la lumière, il passe de son niveau 
fondamental (état triplet) à l’état singulet excité (1). Le retour à l’état initial peut se faire de 
différentes manières (Figure 229) :  

-  par émission de fluorescence (2) 
-  par désexcitation non radiative (3) 

 

 
 

Figure 229. Diagramme simplifié de Jablonski 
 

 Cependant, le photosensibilisant peut passer de son état singulet excité à un état triplet 
excité par conversion intersystème (4). De même, le retour à l’état fondamental peut suivre 
différentes voies :  

- par émission de phosphorescence (5) 
- par désexcitation non radiative (3) 
- par transfert d’énergie non radiatif à l’oxygène triplet environnant 3O2 

(mécanisme de type II) ou à des radicaux environnant (mécanisme de type I) (6) 
 
 Le résultat du transfert d’énergie de l’état triplet excité du photosensibilisant vers une 
molécule d’oxygène produit une molécule réactive, l’oxygène singulet 1O2. Cette molécule est 
une espèce cytotoxique qui réagit rapidement et entraîne une oxydation cellulaire pour aboutir 
à la mort cellulaire. C’est ce mécanisme de type (II) qui prédomine lors de la PDT. Ce 
mécanisme est possible car l’oxygène possède un niveau de base triple et des niveaux excités 
de faible niveau énergétique. 
 Le rendement quantique de formation d'oxygène singulet est donné par la relation 
suivante, qui n’est valable que si la molécule de référence et le fluorophore sont étudiés dans 
le même solvant (Yanık et al. 2009) :  
 

                                  (Équation 17) 

Avec :  
- et , le rendement quantique de formation d'oxygène singulet de l’échantillon 

et de la référence ; 
 

(Énergie) 
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-  et , l’absorbance de la molécule de dosage en présence de l’échantillon et de la 
référence après irradiation19 ; 

-  et , l’absorbance de l’échantillon et de la référence ; 
 

 Le cation métallique complexé dans la cavité des phtalocyanines a son importance car 
celui-ci joue un rôle sur les propriétés optiques et thérapeutiques des phtalocyanine et ainsi 
toutes les phtalocyanines ne peuvent pas être utilisées à des fins thérapeutiques comme la 
phtalocyanine de cuivre ou de fer. En revanche, la phtalocyanine de zinc a un excellent 
rendement de production de l’oxygène singulet (Tableau 82). 
 

Photosensibilisant ФΔ 

ZnPc 0,50 
AlPc 0,34 

H2Pc 0,14 

CuPc 0 
FePc 0 

 

Tableau 82. Rendement de la production d’oxygène singulet pour diverses phtalocyanines 
dans le DMSO selon (Manneville 2006) 

 
 L'état triplet excité du photosensibilisant peut par ailleurs réagir selon un autre type de 
mécanisme, un mécanisme de type (I). Ce phénomène implique l'élimination d'un atome 
d'hydrogène ou un transfert d'électron permettant la création de radicaux libres, ce qui induit 
la formation d'espèces oxygénées réactives (ROS : Reactive Oxygen Species). Quand la 
concentration en oxygène diminue ou dans des milieux polaires, les réactions de type (I) 
deviennent plus importantes et produisent des ROS comme des anions superoxydes ou des 
radicaux hydroxyles. Par exemple, la phtalocyanine de zinc permet la création des ROS selon 
ces mécanismes :  
 

(1) ZnPc + hυ  →  1ZnPc + 3ZnPc     (7) O2
●– + O2

●– + 2H+  →  H2O2 + O2 
(2) 3ZnPc + ZnPc  →  ZnPc●– + ZnPc●+    (8) Fe3+ + O2

●–  →  Fe2+ + O2 
(3) ZnPc●– + O2  →  + ZnPc●+ + O2

●–     (9) Fe2+ + H2O2  →  Fe3+ + OH● + OH– 
(4) 3ZnPc + NADPH  →  ZnPc●– + NADP● + H+   (10) H2O2 + ZnPc●–  →  OH● + OH– + ZnPc 
(5) NADP● + O2  →  NADP+ + O2

●– 
(6) 3ZnPc + O2  →  ZnPc●+ + O2

●– 
 

Figure 230. Mécanisme de production de l’ion superoxyde (à gauche)20  
et du radical hydroxyle (à droite) d’après (Hadjur et al. 1997) 

 
 Le photosensibilisant peut générer de grandes quantités d'espèces réactives car il 
retourne à chaque fois à l'état fondamental, pouvant être de nouveau excité. Cependant, il peut 
être dégradé par la lumière, ce qui n’est pas le cas des phtalocyanines car elles ont une faible 

cinétique de photoblanchiment. 
 
 

                                                 
19 Ce taux est mesuré par un dosage en spectroscopie UV – visible en ajoutant une molécule (DPBF, le plus 
souvent) qui en réagissant avec l’oxygène singulet possède une perte de fluorescence. 
20 La production peut avoir lieu en présence de donneur d’électron comme le nicotinamide-adénine-
dinuc1éotide-phosphate (NADPH) ou le glutathion (GSH). 



Annexes 

258 
 

Annexe n°10 : Publication  
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Annexe n°11 : Les imageries nucléaires  
 

Principe de la scintigraphie 
 

La scintigraphie est une imagerie d'émission (c’est-à-dire que le rayonnement vient du 
patient après injection d’un traceur appelé radiopharmaceutique), par opposition à l'imagerie 
radiographique qui est une imagerie de transmission (le faisceau est externe et traverse le 
patient comme l’IRM). 

Pour effectuer une scintigraphie, il est alors nécessaire d’injecter préalablement au 
patient un traceur radiopharmaceutique composé d’une molécule vectrice et d’un marqueur 
radioactif émetteur de rayonnements γ. La détection du marqueur radioactif dans l’organisme 
se fait à l’aide de γ-caméras composée d’un collimateur et de détecteurs de rayon γ. Ces 
caméras permettent de réaliser et de reconstruire en 3D l’activité radioactive et donc la 
biodistribution du radiopharmaceutique dans l’organisme.  
 

L’imagerie SPECT 
 

L’imagerie SPECT de l'anglais Single Photon Emission Computed Tomography (ou 
Tomographie d'Emission MonoPhotonique dite TEMP en français) est une des techniques 
d'imagerie médicale nucléaire basée sur le principe de la scintigraphie. 

De nombreux marqueurs utilisés en SPECT existent tels que des biphosphonates 
marqués ou encore des ligands marqués pour la détection de zones spécifiques comme des 
tumeurs. Les isotopes le plus souvent utilisés sont le 99mTc, 111In, 123I ou 131I. 

L’imagerie SPECT permet de réaliser une imagerie fonctionnelle tout comme 
l’imagerie TEP décrite ci-dessous, 
 

L’imagerie TEP 
 

L’imagerie TEP de l’anglais Positron Emission Tomography (ou PET : Tomographie 
par Émission de Positon) est aussi basée sur le principe de la scintigraphie (injection d’un 
radiopharmaceutique). Contrairement à la SPECT, la TEP est sensible aux rayons γ d’énergie 
égale à 511 keV émis de façon synchrone dans des directions opposées par l’annihilation de 
positons avec des électrons. L’imagerie TEP tire profit de ce phénomène pour repérer la 
provenance de ces deux rayons synchrones grâce à une couronne de détecteur. 

Les radionucléides utilisés en TEP sont relativement divers comme le 18F, 64Cu, 68Ga 
et 89Zr. 
 

L’apport des rayons X en imagerie nucléaire 
 

Les imageries nucléaires seules offrent peu d’informations anatomiques ainsi pour 
pallier cette limite, les appareils d’imagerie SPECT et TEP ont été couplés à des scanners à 
rayons X pour donner naissance à des machines appelés SPECT/CT ou TEP/CT (CT pour 
Computed Tomography). Les rayons X permettent d’obtenir les informations anatomiques car 
ceux-ci sont absorbés de manière différente selon les tissus. Le couplage de ces deux 
techniques d’imagerie médicale permet de localiser plus précisément la source du 
radioélément dans l’organisme. 
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Avenir de l’imagerie médicale : l’hybridation 
 

Aujourd’hui, les techniques d’imagerie médicales présentent des performances élevées 
mais tolèrent également de nombreuses limites. Cependant, il est possible de coupler certaines 
techniques d’imagerie pour associer leurs avantages et ainsi permettre la limitation de leurs 
faiblesses inhérentes, comme par exemple, le couplage de l’imagerie par résonance 
magnétique (IRM) avec l’imagerie nucléaire (TEP) pour donner naissance à l’imagerie 
hybride IRM/PET (Figure 231). 
 

 
 

Figure 231. Représentation schématiques des avantages des techniques IRM, PET et 
l’imagerie hybride IRM/PET d’après N. Jon Shah, Director Institute of Neuroscience and 

Medicine, Forschungszentrum Jülich GmbH, Jülich, Germany  
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Titre : Nanoparticules d’oxydes de fer et nanotubes de titanate pour l’imagerie multimodale et à destination de la thérapie 
anticancéreuse. 
 
Résumé : Les possibilités offertes par les applications en médecine des nanoparticules sont l’un des facteurs essentiels des 
progrès médicaux attendus pour ce XXIème siècle. Ainsi, le domaine de l’imagerie médicale est aussi touché par cette 
évolution technologique. Ce présent travail a consisté à élaborer des sondes théranostiques à base de nanoparticules d’oxydes 
de fer (SPIO) et de nanotubes de titanate (TiONts) pour l’imagerie multimodale (magnétique/nucléaire ou 
magnétique/optique) et possédant aussi un effet thérapeutique (hyperthermie/PDT ou radiosensibilisation/PDT). 
Les nanotubes de titanate de cette étude, d’une longueur moyenne d’environ 150 nm, ont été obtenus par synthèse 
hydrothermale selon la méthode de Kasuga. Ces nanotubes présentent un diamètre extérieur de l’ordre de 10 nm et une cavité 
interne de 4 nm. Les nanoparticules d’oxydes de fer ont quant à elles été synthétisées par méthode de co-précipitation 
"Massart". Ces nanoparticules d’oxydes de fer de structure spinelle possèdent des cristallites de 9 nm de diamètre et 
présentent un comportement superparamagnétique mis en évidence par des mesures FC/ZFC.  
Pour préparer ces nanoparticules à recevoir des molécules d’intérêt biologique, deux ligands possédant des fonctions 
organiques plus réactives (APTES : NH2 et PHA : COOH) ont été greffés à la surface de ces deux types de nanoparticules. La 
présence de l'un ou l'autre a été mise en évidence par différentes techniques d’analyses (XPS, IR, zêtamétrie). La quantité de 
molécules greffées a été déterminé par ATG, elle est dans tous les cas d’environ 5 molécules/nm2.  Dans un premier temps, 
les nanotubes de titanate ont été fonctionnalisés par un agent macrocyclique (0,2 DOTA/nm2). Après radiomarquage à 
l’indium 111, les TiONts – DOTA[In] ont été injectés dans des souris Swiss mâle nude pour connaître leur biodistribution en 
imagerie SPECT/CT. Les images obtenues et le comptage de la radioactivité dans chaque organe ont montré qu’au bout 
d’une heure, les nanotubes se situent dans les poumons et dans l’urine. Ensuite, les nanotubes sont progressivement éliminés 
pour n’être plus présents que dans les urines à 24 heures. Ces mêmes agents chélatants ont été greffés à la surface des SPIO 
pour la création de sondes multimodales IRM/SPECT ou IRM/TEP. En parallèle de cette étude, un fluorophore 
(phtalocyanine de zinc, ZnPc) a été greffé à la surface des nanoparticules. Le nanohybride SPIO – Pc synthétisé possède les 
propriétés requises pour être une sonde utilisable en imagerie bimodale IRM/IO grâce à sa longueur d’émission vers 670 nm 
et sa relaxivité de l’ordre de 70 L.mmolFe3O4

-1.s-1. De plus, les nanohybrides ont été fonctionnalisés par du PEG pour les 
rendre furtifs, biocompatibles et stables. La toxicité de certains de ces nanohybrides a été évaluée avec le modèle in vivo 
zebrafish. Les nanohybrides étudiés n’ont pas présenté de toxicité, n’ont pas perturbé l’éclosion et n’ont pas provoqué de 
malformations sur les larves des zebrafish.  
 
Mots clés : Sondes théranostiques, imagerie multimodale, SPIO, nanotubes de titanate, nanohybrides, APTES, 
phtalocyanines, agents macrocycliques, cytotoxicité, IRM, SPECT/CT, IO, XPS, zebrafish, radiomarquage. 
                                                                                                                                                                      
 
Title: Iron oxides nanoparticles and titanate nanotubes dedicated to multimodal imaging and anticancer therapy. 
 
Abstract: The new implementations of nanoparticles in the medical field are one of the essential factors of the medical 
progress expected at the beginning of this XXIst century. Thus, the domain of the medical imaging is also affected by this 
technological evolution. This work consisted in developing theranostic probes with iron oxides nanoparticles (SPIO) and 
titanate nanotubes (TiONts) for multimodal imaging (magnetic/nuclear or magnetic/optical) and also possessing a therapeutic 
effect (hyperthermia/PDT or radiosensitization/PDT). 
The titanate nanotubes of this study have an average length of about 150 nm and were obtained by Kasuga's hydrothermal 
synthesis. These nanotubes present an outside diameter of about 10 nm and an intern cavity of 4 nm. On the other hand, iron 
oxides nanoparticles were synthesized by soft chemistry ("Massart" method). These spinel-like iron oxides nanoparticles 
have a crystallite size of 9 nm in diameter and exhibit a superparamagnetic behavior which was highlighted by FC / ZFC 
measurements. 
To get these nanoparticles ready to receive molecules of biological interest, two linkers of more reactive organic functions 
(APTES: NH2 or PHA: COOH) were grafted to the surface of these two types of nanoparticles. Their presence was shown by 
different techniques (XPS, IR, UV-vis). The amount of grafted linkers was determined by TGA and in all cases this amount 
is close to 5 molecules/nm2. First, titanate nanotubes were coated by a macrocyclic chelating agent (0.2 DOTA/nm2). After 
radiolabelling with indium 111, the TiONts – DOTA[In] nanohybrids were injected in Swiss nude mice and observed by 
SPECT/CT imaging to characterize their biodistribution. The SPECT/CT images and the radioactivity measured in each 
organ showed that after one hour, nanotubes are located in lungs and in urine. Then, the nanotubes are gradually eliminated 
and are only found in urines after 24 hours. The same macrocyclic agent was grafted to the SPIO’s surface for the creation of 
multimodal probes MRI/SPECT or MRI/PET. Alongside this study, a fluorophore (Zinc phthalocyanine) was also grafted to 
the surface of nanoparticles. The synthesized SPIO – Pc nanohybrid has the required properties of bimodal imaging MRI/OI 
probe thanks to his emission wavelength around 670 nm and its relaxivity is about 70 L.mmolFe3O4

-1.s-1. Furthermore, 
nanohybrids were coated by PEG to make them stealth, biocompatible and stable. 
In this study, the toxicity of most nanohybrids was evaluated by the in vivo zebrafish model. The studied nanohybrids did not 
present any toxicity, hatching disruption or malformation on zebrafish larvae. 
 
Key words: Theranostic probes, multimodal imaging, SPIO, titanate nanotubes, nanohybrids, APTES, phthalocyanines, 
macrocyclic chelating agent, cytotoxicity, MRI, SPECT/CT, XPS, zebrafish, radiolabelling. 

 
 


