
HAL Id: tel-01616005
https://theses.hal.science/tel-01616005v2

Submitted on 23 Nov 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Nano outils moléculaires biphotoniques pour le vivant
Jonathan Daniel

To cite this version:
Jonathan Daniel. Nano outils moléculaires biphotoniques pour le vivant. Chimie organique. Université
de Bordeaux, 2015. Français. �NNT : 2015BORD0158�. �tel-01616005v2�

https://theses.hal.science/tel-01616005v2
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 
 
 

 
 
 
 

THÈSE PRÉSENTÉE  

POUR OBTENIR LE GRADE DE 
 

DOCTEUR DE 
 

L’UNIVERSITÉ DE BORDEAUX 

 

ÉCOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES 

SPÉCIALITÉ : CHIMIE ORGANIQUE 

 

 

Par Jonathan DANIEL 
 
 

Nano outils moléculaires biphotoniques pour le vivant 

 
Sous la direction de : Mireille BLANCHARD-DESCE 

 
 
 

 
Soutenue le 12 octobre 2015 
 
 
Membres du jury : 
 
M. RODRIGUEZ, Vincent  Professeur des Universités, Univ. de Bordeaux  Examinateur 
M. KLYMCHENKO, Andrey  Directeur de Recherche, Univ. de Strasbourg Rapporteur 
M. LEMERCIER, Gilles    Professeur des Universités, Univ. de Reims Rapporteur 
M. MONGIN, Olivier   Maître de Conférences, Univ. de Rennes 1 Examinateur 
Mme BLANCHARD-DESCE, Mireille Directeur de Recherche, Univ. de Bordeaux  Directrice de thèse 
M. COGNET, Laurent   Directeur de Recherche, Univ. Bordeaux Invité 
 



 

 

 

  



 

 

Nano outils moléculaires biphotoniques pour le vivant 
 
Depuis deux décennies, la modernisation des techniques d’imagerie de fluorescence a permis de 
comprendre et d’étudier de nombreux processus biologiques. Ce formidable essor a néanmoins été 
ralenti par les faibles performances des sondes fluorescentes disponibles pour ce type d’imagerie. Ce 
manque d’objets luminescents a motivé des recherches intenses dans le but d’optimiser les sondes 
moléculaires fluorescentes  déjà existantes afin de leur permettre d’être plus fluorescentes, mais aussi 
plus stables. En parallèle à ces optimisations, l’avancée des nanotechnologies à permis de développer 
de nouveaux outils pour l’imagerie biologique. Du fait de leurs propriétés optiques, de leur excellente 
photostabilité, ainsi que la possibilité de fonctionnaliser leur surface, les nanoparticules semi-
conductrices (QDs) ont connu un succès phénoménal dans les domaines de l’imagerie. Au fur et à 
mesure de leur utilisation, de nombreuses questions partiellement élucidées sur la toxicité des QDs ont 
émergé. Dans le but de proposer une alternative aux QDs, de nombreux groupes de recherche ont 
travaillé sur la préparation de nanoparticules (ONPs) à base de molécules organiques, ce qui a mis fin 
à l’hégémonie des QDs en imagerie biologique. Parmi ces ONPs, les nanoparticules fluorescentes à 
base de molécules organiques (FONs) se sont imposées comme des candidats sérieux pour sonder le 
vivant. Dans cette optique, nous développons de nouveaux chromophores qui, par un design 
moléculaire adapté, peuvent former des FONs avec des brillances à un et deux photons comparables à 
celle des QDs tout en étant biocompatibles.   

Mots clés : Fluorescence, nanoparticules, imagerie, brillant, photostable, deux photons, fluorène, 
thiophène, tracking. 
 

Biphotonics molecular-based nanotools for biology 
 
Since decades, bioimaging technics increased a lot, thus leading to a better understanding of biological 
processes. However, the fluorescence imaging was limited due to the low photostability and brightness 
of available organic dyes. In order to improve the lack of photostability and brightness of the 
commercially available dyes, lots of effort was done by organic chemists. In the mean time with the 
incoming of nanotechnologies, new tools such as the semi-conductors QDs raised as promising 
luminescent probes for bioimaging. Due to their intrinsic properties, QDs are bright and photostable 
nano-objects, furthermore, the labeling of the surface of the QDs is of interest for targeting (such as 
the detection of cancer cells). Despite their popularity, with time, issues about the clearance and the 
toxicity of the QDs have been adressed and are still not fully solved. So the development of safer and 
biocompatible tools for bioimaging emerged as evidence for scientists. In that context, the use of 
nanoparticles made of organic materials gain in interest and particularly the fluorescent organic 
nanoparticles (FONs). We aimed to propose biocompatible and safer alternative to QDs, so we 
developed new nanotools, based on the self aggregation of propeller-shaped fluorophores as FONs. 
Because of the specific design of the chromophores, these FONs have large one and two-photon 
brightness combine with good photostability. These features made these FONs promising tools for 
either one-photon and two-photon fluorescence imaging in cells and in vivo. 

Keywords : Fluorescence, nanoparticles, imaging, brightness, photostable, two-photon, fluorene, 
thiophene, tracking. 
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Introduction 

Depuis la découverte de « l’effet nano » (apparition de nouvelles propriétés de la 

matière lorsqu’elle est assemblée à l’échelle nanométrique), le nombre d’articles afférents à la 

préparation et à l’utilisation de nano-objets pour l’imagerie biologique et médicale ne cessent 

d’augmenter (figure 1). D’ailleurs, en comparant les mots clefs « nano » et « molécule » dans 

la littérature spécialisée dans l’imagerie biologique et médicale, on remarque une dominance 

nette du concept « nano », laissant penser que le nano touche une communauté plus large.  

 
Figure 1. Occurrence des mots clefs « nano » et « molécule » dans la littérature en lien avec 
l’imagerie biologique et médicale depuis 1969 à 2012. 

Cette augmentation du nombre de publications est le reflet d’une révolution dans les 

sciences du vivant. Celle-ci est en partie animée par l’évolution rapide des techniques de 

microscopie, permettant d’aller toujours plus loin dans les résolutions (spatiales et 

temporelles). En effet, depuis quelques années, la microscopie optique a atteint une telle 

performance qu’avec la microscopie à très haute résolution, des images d’objets 

submicrométriques, avec une résolution supérieure à ce que prévoit la théorie (~200 nm) ont 

pu être obtenues (figure 3).  

 

L’importance de cette technologie a d’ailleurs été mise en avant par l’obtention du 

prix Nobel de chimie 2014 par E. Betzig, S.W. Hell et W. E. Moerner, pour leurs travaux sur 

la microscopie de fluorescence à très haute résolution aussi appelée nano-imagerie. 
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1. L’imagerie biologique par fluorescence 

L’intérêt de la haute résolution dans l’étude des phénomènes biologiques vient du fait 

que s’il est possible de distinguer deux objets émissifs distants de quelques dizaines de nm, il 

devient alors possible d’obtenir des données précieuses quant à ces phénomènes. Atteindre 

une haute résolution permet en outre de distinguer clairement les différents acteurs lorsque 

plusieurs fluorophores sont utilisés simultanément dans une même expérience d’imagerie.  

 

Pour sa qualité de contraste, l’imagerie de fluorescence demeure jusqu’à présent une 

technique de choix pour l’étude de processus biologiques par imagerie optique. L’utilisation 

de différentes longueurs d’onde d’excitation permet de réduire fortement le bruit de fond. 

Cette augmentation du rapport « signal sur bruit » permet un très fort contraste, et donc une 

meilleure qualité d’image. 

1.1 Imagerie par fluorescence induite à deux photons 

Cependant, l’inconvénient majeur de la microscopie de fluorescence vient du manque 

de sélectivité dans l’excitation. En effet, toutes les molécules excitables, se trouvant sur le 

trajet optiques, peuvent être potentiellement excitées, notamment certains chromophores 

endogènes (NADH, tyrosine, tryptophane, FAD…).[1] L’émission des chromophores 

endogènes ainsi que des fluorophores exogènes le long du trajet optique conduit à l’obtention 

d’images floues et complexes à étudier.  

 

Pour pallier au manque de résolution spatiale en microscopie de fluorescence, Watt W. 

Webb publia une technique d’imagerie de fluorescence faisant appel à l’absorption 

biphotonique. Cette technique d’imagerie par excitation à deux photons[2-5] permet d’exciter 

sélectivement les chromophores au point focal du microscope éliminant ainsi le flou présent 

en imagerie de fluorescence classique.  

L’intérêt majeur de cette technique par rapport à la microscopie classique réside dans 

l’utilisation potentielle de grandes longueurs d’onde atténuant ainsi l’interaction entre la 

source lumineuse et la matière observée (c.-à-d. diminution des phénomènes de diffusion et 

d’absorption). Cette technique d’imagerie, largement répandue, couplée à des fluorophores 

spécifiques a permis d’accéder à des données et des détails jusque là invisibles en microscopie 

classique.[6, 7] 
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Figure 2. Observation de l’autofluorescence de daphnie (puce d’eau) par microscopie 
confocale (gauche) et microscopie biphotonique (droite).[8] 

1.2 Imagerie par fluorescence à haute résolution : STED 

Quelques années après la publication de W. W. Webb,[3] Stefan W. Hell et Jan 

Wichmann publièrent un article concernant une nouvelle technique d’imagerie par 

fluorescence[9] permettant d’atteindre une résolution de 35 nm. La technique utilisée se 

nomme Déplétion de l’Emission Stimulée (STED) et permet par l’utilisation d’un second 

laser STED de saturer les fluorophores autour du point focal. Cette saturation permet 

d’éteindre les fluorophores périphériques et par traitement de l’image, d’outrepasser la limite 

de diffraction imposée aux systèmes optiques et d’obtenir ainsi une résolution de l’ordre de la 

dizaine de nm. 

 

Bien que l’imagerie par STED permette d’atteindre une haute résolution, l’utilisation 

de longueurs d’ondes excitatrices dans le visible ne permet pas d’imager efficacement les 

échantillons en profondeurs dans des milieux fortement diffusants.[10] Les longueurs d’onde 

comprises entre 400-600 nm sont fortement diffusées dans les tissus, ce qui défocalise le laser 

tout en induisant une perte massive de puissance du faisceau.  
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Figure 3. Différence de résolution entre une image obtenue par imagerie confocale (gauche) et 
par imagerie STED (droite) sur l’organisation de protéines à la surface de fibrinogène et 
d’actine.[11] 

Pour les longueurs d’onde supérieures à 1 200 nm, l’inconvénient majeur vient de 

l’absorption de l’eau. L’utilisation de laser excitant dans cette fenêtre biologique 600-

1200 nm est donc essentielle pour sonder profondément les tissus biologiques. 

Malheureusement, le positionnement et la largeur de cette fenêtre biologique nécessitent 

l’utilisation de fluorophores absorbeurs rouges  et émetteur proche IR complexes à synthétiser 

et bien souvent peu brillants et stables.[12] 

Une technique d’excitation particulière permet d’améliorer la compatibilité entre le 

chromophore et la fenêtre biologique. Cette technique est l’excitation multiphotonique, qui 

permet d’exciter des fluorophores absorbants dans le visible avec une longueur d’onde se 

situant dans le rouge/proche infrarouge.[3] 

 

Dans le but d’optimiser sa technique d’imagerie, S. W. Hell publia  en 2009 un article 

dans lequel il mélange les technologies de STED et d’absorption biphotonique. Ce mariage, 

entre deux outils puissants, lui a permis d’observer des cellules en très haute résolution 

jusqu’à une profondeur de 0.8 µm.[13] 

1.3 Développement d’outils performants pour l’imagerie de fluorescence 

Il existe bien d’autre technique de microscopie de fluorescence à haute résolution 

(STORM,[14] PALM,[15] etc..) ; cependant, toutes ces techniques ont en commun la nécessité 

d’utiliser des fluorophores stables et brillants en milieu biologique. La notion de brillance 

(εΦ) permet de mettre en relation la capacité d’absorption (ε exprimé en L.mol-1.cm-1) d’un 

fluorophore et sa capacité d’émission (Φ), deux paramètres essentiels en imagerie. 
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De nombreux efforts ont été faits durant les dernières décennies dans le but d’obtenir 

des molécules brillantes et compatibles avec la fenêtre biologique. Malgré ces efforts, la 

majorité des fluorophores commerciaux actuels présentent une photostabilité modérée ainsi 

que des déplacements de Stokes faibles.[16-18] L’inconvénient pour une molécule à posséder un 

déplacement de Stokes petit provient de la forte proximité (spectralement parlant) entre les 

bandes d’absorptions et d’émissions, pouvant conduire à une pollution de l’excitation lors de 

la collecte de l’émission. De plus, la photostabilité est un paramètre important pour une sonde 

fluorescente destinée à être employée dans les milieux cellulaires/biologiques.  

 

La photo-instabilité vient du fait que le milieu cellulaire est un environnement très 

hostile, combinant des variations importantes de pH selon les organelles,[19] la présence 

d’espèces pouvant être complexées (ions métalliques) ou bien la présence d’oxydants forts, 

tels que les ROS (Reactive Oxygen Species)[20-22] ou RNS (Reactive Nitrogen Species).[23, 24] 

De telles conditions peuvent, lorsque le chromophore n’est pas protégé, favoriser son 

oxydation lorsqu’il se trouve à l’état excité, ce qui modifie profondément ses propriétés 

photophysique, et peut provoquer alors une extinction partielle, voire totale, de sa 

luminescence.[25, 26] 

 

Dans certains cas, de telles modifications du fluorophore dans le milieu biologique 

sont utilisées pour détecter et mesurer la présence de certains ions voire de quantifier le pH 

cellulaire ou tissulaire.[27-30] Cependant, ces sondes peuvent être dégradées avant leur arrivée 

sur le site d’action ou bien lors de leur irradiation par des processus de photo-oxydation. Il est 

donc nécessaire de développer de nouveaux outils présentant d'excellentes stabilités 

chimiques et photochimiques, en vue d’améliorer la qualité et la précision des clichés, 

nécessaires à une meilleure compréhension des phénomènes observés.  

 

Plusieurs stratégies ont été mises au point afin d’obtenir des composés luminescents 

stables en milieu biologique. Une grande majorité de ces stratégies implique l’utilisation 

d'objets de taille nanométrique, appelés nanoparticules (NPs).[31-44] 

 

D’après l’IUPAC, une nanoparticule est « une particule microscopique dont la taille 

est mesurée en nanomètres. Le terme nanoparticule est généralement utilisé pour caractériser 

des particules dont la taille aérodynamique est inférieure à 100 nm ».[45] 
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Le confinement des atomes ou molécules à l’échelle nanométrique permet de donner 

des propriétés très intéressantes aux nanoparticules (effet « nano ») majoritairement dominées 

par l’apparition de nouvelles propriétés optiques.[46-50] 

2. L’effet “nano” 

2.1 Nanoparticules semi-conductrices 

Les nanoparticules de type semi-conducteur (quantum dots, or, argent, silicium…), 

sont caractérisées par l’apparition d'une bande de résonnance plasmon. Cette résonnance 

plasmon résulte de l’interaction entre le rayonnement électromagnétique de la lumière et la 

nanoparticule. Cette interaction est caractérisée par une oscillation des électrons libres des 

atomes constituant la nanoparticule, entrés en résonnance avec le champ électromagnétique, 

provoquant l’apparition d’une bande appelée plasmon.[51-54] Cette bande plasmon se manifeste 

souvent dans le visible (λ = 400-750 nm) et est fortement dépendante du type de métal utilisé 

dans la nanoparticule,[53] de sa taille[52, 54] et de sa forme.[53] Lorsqu’une nanoparticule de type 

semi-conductrice est excitée via sa bande plasmon, l’émission de luminescence a lieu par effet 

de recombinaison paire/trou.[55] 

2.2 Nanoparticules organiques luminescentes 

Les nanoparticules à base de composés organiques sont aussi affectées par l’effet de 

confinement. Dans certains cas, l’agrégation sous forme de NPs modifie profondément les 

caractéristiques photophysiques des chromophores. Certains chromophores non luminescents 

en solution développent une forte luminescence lorsqu’ils sont agrégés sous forme de NPs.[50] 

Des déplacements des bandes d’absorptions et d’émissions sont aussi observés pour des 

chromophores lors du confinement.[37, 56, 57] Contrairement aux nanoparticules semi-

conductrices, l’effet « nano » des nanoparticules organiques luminescentes est surtout dû aux 

interactions intermoléculaires au sein des NPs. 

 

Un nombre conséquent d'objets nanométriques dédié à des applications biomédicales 

ainsi qu'à l'imagerie biologique est décrit dans la littérature. Par souci de clarté, seules les 

principales sources de NPs les plus abouties sont brièvement décrites dans ce manuscrit : les 

semi-conducteurs métalliques (QDs, or, argent), les NPs de terre rare, les NPs de silice, les 
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NPs issues du carbone (diamant, fullerène, nanotube), les NPs de polymères, les dendrimères 

et les FONs (Fluorescent Organic Nanoparticles). 

3. Les nanoparticules inorganiques 

3.1 NPs semi-conductrices : QDs 

Les quantums dots (QDs) sont des nanoparticules à base de métaux lourds 

(généralement le cadmium, le sélénium ou le plomb) préparées par synthèse chimique. Des 

précurseurs métalliques (c.-à-d. CdO et TOP-Se pour certains QDs de type CdSe) sont 

chauffés à très haute température (>150 °C) jusqu’à ce que la taille souhaitée des QDs soit 

atteinte.[58] Puisque la taille de ces NPs augmente avec le temps de réaction, et puisque les 

propriétés photophysiques des QDs varient avec la taille, un simple suivi par absorption UV-

visible permet de contrôler efficacement la taille des nanoparticules. Afin d’assurer une bonne 

stabilité colloïdale aux QDs, ceux-ci sont enrobés de surfactants dont la composition varie 

selon les applications (PEG, phospholipides, dérivés thiolés).[41] 

 

Pour les QDs, le contrôle de la taille est un paramètre crucial, puisque du fait du 

confinement quantique, les propriétés d’absorption et d’émission des QDs dépendent de leur 

taille.[47, 59, 60] Ainsi, seuls les QDs de grandes tailles (diamètre > 6 nm pour le cœur seul) 

peuvent émettre dans le rouge et le proche IR (illustration 1). 

 
Illustration 1. Correspondance entre la couleur de fluorescence et la taille de quantum dots 
CdSe/ZnS.[61] 

La synthèse des QDs est largement décrite dans la littérature, avec des productions de 

QDs monodisperses à l’échelle de la centaine de grammes[62] pour un coût relativement 

modeste.  
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Ces avantages ont permis aux QDs d’être intensivement utilisés dans de très nombreux 

domaines et plus particulièrement en imagerie biologique.[31, 63, 64] Cette utilisation massive 

des QDs en bioimagerie provient de leur excellente  photostabilité ainsi que de leurs 

brillances longtemps inégalées (εΦ ~1 106 L.mol-1. cm-1).[65] 

 

Néanmoins, la présence de métaux lourds toxiques (Cd, Pb, Se, Te, As) pose de réelles 

questions quant à l’innocuité de ces systèmes en vue d’applications médicales.[66, 67]  

 

Bien que de nombreux efforts aient été fournis afin de protéger le milieu extérieur du 

cœur toxique des QDs, de récentes études ont montré que les surfactants utilisés pour 

stabiliser les QDs présenteraient une cytotoxicité relativement élevée.[68-70] De fait, 

l’utilisation de tels systèmes dans des applications médicales ne peut être envisagée à long 

terme, en partie dû à la possible bioaccumulation[71] pouvant entraîner une toxicité à long 

terme.[72] 
 

L’impact environnemental de ces QDs vis-à-vis de la pollution aquatique est 

également pointé du doigt,[73] puisque de par leur composition, ces nanoparticules sont non 

biodégradables. Enfin, l’impact de la pollution liée à leur élimination/recyclage n’est toujours 

pas déterminé. 

3.2 NPs d’or et d’argent 

Afin d’éviter l’utilisation de métaux lourds toxiques, de nombreux groupes se sont 

penchés sur la préparation de NPs métalliques à base de métaux nobles, tels que l’or ou bien 

l’argent. Ces NPs sont bien souvent synthétisées par voie chimique via la réduction de sels 

métalliques correspondants, permettant ainsi d’obtenir des NPs de tailles variant de quelques 

nm à quelques dizaines de nm.[74-76] En marge de la synthèse de NPs d’or par voie chimique, 

plusieurs travaux rapportent la biosynthèse de NPs d’or et d’argent à partir de plantes.[77-80] 

L’affinité de l’or pour les thiols permet de greffer facilement des fonctions de reconnaissance 

nécessaires afin d’augmenter l’affinité entre la NPs et son site d’action. 

 

Il est intéressant de noter que l’argent sous forme de NPs, conserve ses propriétés 

antimicrobiennes,[76, 81] malgré le confinement quantique. Cette caractéristique des NPs 

d’argent en font des NPs très prometteuses en tant qu’agent antimicrobien luminescent. 
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Les NPs d’or et d’argent possèdent toutes les deux des bandes plasmons, leurs 

permettant d’absorber et d’émettre dans le visible avec une dépendance des propriétés 

optiques vis-à-vis de leur taille et morphologie (figure 5). 

 
Figure 5. Évolution de la luminescence de nanoparticules d’or et d’argent en fonction de leur 
taille et morphologie.[82] 

Du fait de leur composition, ces nanoparticules ne sont pas solubles dans l’eau, il est 

donc nécessaire de les enrober à la surface à l’aide d’agents solubilisant (chaînes PEG, amine, 

acide carboxylique) afin d’assurer leur bonne dispersion dans l’eau. L’inconvénient de cette 

approche est double : l’introduction de groupements hydrosolubilisants augmente 

significativement le diamètre des NPs (d’un facteur deux à trois) et ajoute une toxicité plus ou 

moins importante,[66] rendant la nanoparticule potentiellement toxique. 

 

Il est important de noter que les NPs d’argent sont connus pour induire la formation de 

ROS[69] induisant des phénomènes de stress oxydatif et perturber le fonctionnement cellulaire. 

De même, des travaux ont montré que les NPs d’or de très faible taille (< 2 nm) provoquent la 

mort cellulaire par apoptose ou nécrose, alors que les NPs de faibles tailles (15 nm) sont bien 

moins toxiques.[69, 83]  

3.3 NPs de silice 

Les nanoparticules de silice (figure 6) se divisent en deux catégories : les NPs de silice 

amorphe (SiO2-NPs) et les nanoparticules de silice mésoporeuse (MSNPs) et sont obtenues 
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par des procédés de type sol-gel à partir de l’orthosilicate de tétraéthyle (procédé Stöber).[84] 

La préparation de ces NPs est très simple et permet un excellent contrôle de la taille des NPs 

avec des tailles variant de la dizaine à la centaine de nm selon les conditions opératoires.[85, 86] 

Toutefois, ces NPs ne sont pas fluorescentes à l’état natif et nécessitent l’emploi d’un 

fluorophore greffé à la surface[87, 88] ou l’intérieur, voir présent de façon non covalente à 

l’intérieur de la nanoparticule.[89-93] 

  
Figure 6. Images TEM de NPs de silice amorphe (gauche) et mésoporeuse (droite). Echelle à 
gauche : 200 nm ; Echelle à droite : 50 nm.[94] 

Bien que non luminescentes nativement, ces NPs sont très étudiés puisqu’elles sont 

des plateformes idéales pour la fonctionnalisation de surface. Cette fonctionnalisation peut se 

faire via des dérivés silylés et permet de doter la NPs de fonction de reconnaissance pour la 

détection de cellules cancéreuses.[95, 96] 

Des études montrent que les nanoparticules de silice amorphe ont une activité 

biologique non négligeable [97-100] pouvant limiter à terme leur utilisation en imagerie au profit 

des MSNPs. 

 

La biocompatibilité des NPs de silice mésoporeuse est communément admise[101, 102] 

pour être élevée. Cette différence de biocompatibilité semble être due à plusieurs facteurs 

incluant taille, la porosité et la surface des NPs de silice amorphe ou poreuse.[94, 103] 

Néanmoins l’absence de standard dans les mesures de toxicité et d’activité biologique des 

NPs (tailles de NPs, type de surface) ne permet pas de déterminer des tendances fiables quant 

à la différence de toxicité entre les NPs de silice. 

3.4 NPs à base de terres rares : UCNPs 
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Les NPs à base de terres rares (Y, Yb, Er, La, Gd) constituent un type particulier de 

NPs inorganiques émissives. De nombreuses voies de synthèse permettent d'obtenir ces NPS 

(méthode hydrothermale,[104] co-précipitation,[104] sol-gel,[104] etc..), donnant ainsi accès à des 

objets  de tailles et de formes différentes. 

 

Ces NPs à base de terres rares sont souvent appelées Up-Conversion Nanoparticles 

(UCNPs) en raison de leur comportement singulier. Ces NPs sont connus pour avoir un 

comportement anti-Stokes, c'est-à-dire que l'excitation du matériau se fait à une longueur 

d'onde plus grande que l'émission de celui-ci. Contrairement aux NPs semi-conductrices, la 

luminescence des UCNPs est due à la luminescence des terres rares.  

 

Cette luminescence est obtenue par des transferts d’énergies entre différents atomes de 

terres rares (figure 7) induits par l’absorption de deux photons. Il est important de souligner 

que cette excitation est différente de l’absorption à deux photons classique, puisque 

l’excitation des UCNPs passe par des états électroniques réels dont le temps de vie dépend de 

l’atome de terres rares donneur, appelée absorption dans l’état excité (ESA). 

  
Figure 7. Processus d’émission de fluorescence (flèches vertes) par excitation à deux photons 
(flèches rouges pleines) classique (a) et par transfert d’énergie (flèches en pointillés) dans des 
UCNPs NaYF4:Er, Yb (b) (gauche).[105] Image TEM de UCNPs NaYF4 :Er, Yb[106] (droite). 

Ces UCNPs cumulent de nombreux avantages tels qu’une faible toxicité,[63] une bonne 

photo-stabilité,[107] une émission "fine" et l’excitation par des longueurs d'onde de basse 

énergie (rouge, proche infrarouge)[63] permettant une irradiation de ces NPs dans la fenêtre 

biologique.  
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Néanmoins les UCNPs comme les autres NPs inorganiques nécessitent l’utilisation 

d’agents de surface pour augmenter leur stabilité colloïdale. L’utilisation de ces agents 

d’enrobage permet aussi d’augmenter la faible luminescence de ces NPs (Φf < 0.01), en 

limitant les interactions entre la nanoparticule et le solvant.[63, 104] Ces nanoparticules 

inorganiques sont prometteuses,[108] mais pour pouvoir pleinement tirer parti de leur potentiel 

pour l’imagerie biologique, de nombreux efforts doivent être fournis pour augmenter leur 

luminescence. 

4. Les nanoparticules organiques 

4.1 NPs de carbone : fullerènes et nanotubes 

Les NPs à base de carbone « pur », sont composées de plusieurs types : le diamant, le 

fullerène et les nanotubes. 

 

Les fullerènes de type « ball » sont des nanoparticules sphériques composées d’un 

nombre défini d’atomes de carbone, le plus connu et utilisé est le C60 (composé de 60 atomes 

de carbones, figure 8). Ces objets nanométriques sont obtenus dans les poussières issues de la 

combustion d’hydrocarbures.[109] Bien que luminescentes, ces NPs de carbone sont peu 

utilisés en bioimagerie.  

 

Ceci est certainement motivé par la faible pénétration cellulaire des fullerènes, 

associée avec une forte toxicité. Cette toxicité provient majoritairement de la fixation de ces 

NPs sur les membranes plasmiques et de leur accumulation dans de nombreux compartiments 

cellulaires (lysosomes, noyau, cytoplasme, etc.…).[66] L’affinité spécifique de ces NPs pour le 

matériel biologique ainsi que la faible pénétration cellulaire limite fortement leur application 

en biologie. 
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Figure 8. Structure du fullerène C60 (gauche) et d’un nanotube de carbone (droite). 

Les nanotubes (NTs) de carbones sont des nanoparticules appartenant à la famille des 

fullerènes, et sont les NPs de carbone les plus étudiées en imagerie. Ces nanoparticules 

tubulaires sont préparées par déposition de vapeurs chimiques, par ablation laser ou bien par 

décharge d’arc électrique.[110, 111] Les NTs peuvent avoir une seule paroi (on parle alors de 

Single-Walled NTs) ou bien plusieurs parois (Multi-Walled NTs). Les SWNTs sont plus 

difficiles à produire et purifier que les MWNTs. 

 

Cependant, la meilleure flexibilité des SWNTs ainsi que leur plus faible 

bioaccumulation rendent ces NTs plus attractifs pour l’imagerie du vivant.[110] La longueur de 

ces NPs varie de quelques centaines de nm jusqu’au micromètre, et leur section possède un 

diamètre de l’ordre de la dizaine de nanomètres (justifiant ainsi l’appellation NPs). 

 

L’absence de solubilité des NTs de carbone nécessite la présence de groupements 

hydrosolubilisants à la surface de ces objets via des interactions non covalentes ou bien par 

greffage.[112] L’oxydation suivie ou non d’amidation permet de modifier la surface des NTs et 

ainsi, selon la nature de la surface, l’enrobage peut se faire par interactions électrostatiques 

avec des polymères de type PEG-amine, phospholipides,[43] ou chitosan.[113] L’enrobage qu’il 

soit covalent ou non joue un double rôle : en plus d’augmenter la solubilité dans l’eau, ce 

greffage permet de diminuer l’agrégation des NTs, préservant ainsi leur fluorescence. 

 

Malheureusement, les NTs sont très peu luminescents et selon le diamètre du 

nanotube, la fluorescence des SWNTs décline fortement lorsque le pH diminue en dessous du 

pH physiologique.[114] Néanmoins, ces NPs émettent dans une large gamme spectrale 

couvrant le rouge et le proche IR ce qui est très intéressant pour l’imagerie et permet de 
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compenser leur faible luminescence (via l’augmentation du contraste signal/bruit dans la 

fenêtre biologique). 

Un second avantage est leur forme tubulaire qui en fait d’excellents candidats pour la 

distribution de substances actives.[115, 116] L’utilisation des NTs en tant que nanocargo, associé 

à leur luminescence et à la possibilité de greffer des motifs de reconnaissance à leur surface 

(c.-à-d. l’acide folique)[113] font de ces objets des outils prometteurs pour des applications 

théranostiques. 

 

Outre la toxicité apportée par les agents hydrosolubilisants, certains articles alertent 

sur la possible toxicité des NTs[66] principalement par leur bioaccumulation suivie de leur 

agrégation[117]  ou bien par la présence de résidus de métaux issus de leur synthèse.[118] Il est 

important de souligner qu’un des facteurs de toxicité probable des NTs est dû à leur 

morphologie. En effet, la forme en aiguille de ces nano-objets, combinée à leur grande 

envergure pourrait entraîner des dommages aux cellules ainsi qu’aux tissus.[43, 117] 

4.2 NPs de carbone : NDs 

Les nanodiamants (NDs) sont probablement les NPs issues du carbone les plus 

prometteuses ; comme les fullerènes, les NDs sont composés presque essentiellement de 

carbone. Ces NPs sont obtenues selon divers procédés, tels que, le chauffage à très haute 

pression ou bien par explosion de TNT (trinitrotoluène) en absence d’oxygène dans une 

bombe. Le procédé permettant de produire des NDs par explosion de TNT est appelé 

détonation ;[119] il permet d’obtenir facilement et à moindre coût des NPs de petites tailles 

variant de quelques nm à la dizaine de nm. Le contrôle de la taille de ces NPs se fait 

majoritairement par le contrôle de la vitesse de refroidissement précédent l’explosion.  

 

Ces nanoparticules de carbone sont naturellement fluorescentes, cependant cette 

luminescence est dépendante de la qualité du cristal ; la présence de défauts cristallins permet 

à ces NPs d’émettre dans la gamme du visible ainsi que dans le proche IR.[119] 
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Figure 9. Proposition de la composition d’un NDs obtenu par détonation (haut)[119] et 
observation par fluorescence de NDs ingérés par des vers C. elegans (bas).[120] 

Des tests in vivo ont montré que la présence de NDs chez le vers n’affectait pas le 

fonctionnement biologique de celui-ci (figure 9) et n’impactait ni sa reproduction ni ses 

descendants.[120] À l’inverse, des travaux sur la souris ont montré une intoxication à court 

terme (48h) pour de faibles doses (4 mg/ kg), cependant les auteurs insistent sur le fait que les 

NDs ont une bonne biocompatibilité avec de nombreux types de cellules.[121] 

 

Malgré les incertitudes concernant leur possible toxicité, la brillance, l’excellente 

photostabilité, l’émission dans le rouge/proche IR ainsi que la possibilité de fonctionnaliser la 

surface sont des atouts essentiels faisant de ces NPs des outils prometteurs pour l’imagerie 

biologique. 

4.3 NPs enrobées : polymères luminescents et dopés 

Dans la course pour la préparation de nano-objets brillants pour l’imagerie, les 

polymères ont pris une place de choix. Deux types de stratégies sont employés pour produire 
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des polymères luminescents : polymériser des chromophores ou emballer de polymère 

biocompatible un polymère. 

La préparation de polymères fluorescents par polymérisation de monomères 

fluorescents ou profluorescents (phénomène AIE) est un sujet de recherche très populaire. 

L’engouement pour ces NPs provient de l’infinité de combinaisons de polymères possibles. 

Contrairement aux NPs semi-conductrices ou aux NPs de carbones, les NPs de polymère ne 

sont pas limitées par leur composition puisque les possibilités de synthèse des molécules sont 

quasi infinies.  

 

Puisque les NPs de polymères sont préparées par précipitations du polymère dans 

l’eau (voire section FONs) le phénomène d’agrégation issu de cette précipitation contraint le 

polymère à se « contracter ». Ce confinement important fige les sous-unités chromophoriques 

au sein du polymère. Cette paralysie des chromophores ainsi que l’absence de solvant à 

proximité du cœur du polymère contribue à augmenter la luminescence de ces NPs.[122] Les 

motifs récurrents sont les polyfluorènes,[34, 123-125] les polythiophènes,[34, 126-128] ainsi que des 

dérivés fortement conjugués.[34, 125, 127, 129-131] 

 

Les NPs de polymères dopés sont fortement utilisées puisqu’elles permettent à partir 

d’un chromophore commercial, de préparer rapidement des nanoparticules fluorescentes en 

encapsulant ce chromophore dans une matrice polymérique par voie covalente,[132, 133] ou non 

covalente.[33, 134, 135] Cette encapsulation permet d’augmenter la fluorescence en diminuant les 

interactions entre le fluorophore et le solvant. Les matrices d’encapsulation dépendent de la 

fonction attribuée à la nanoparticule.  

 

Dans le but de conférer une bonne stabilité colloïdale en plus d’une bonne 

biocompatibilité, les matrices habituellement utilisées sont des dérivés polylactiques (PLA et 

PLGA)[136-139] ou bien des PEG. Dans le but de conférer une fonction de ciblage à la 

nanoparticule, des phospholipides contenant des motifs de reconnaissances peuvent être 

utilisés comme l’acide folique.[33, 134] 

 

Contrairement aux NPs de polymères luminescents, les NPs de polymères dopés 

utilisent majoritairement des polymères biocompatibles et biodégradables (c.-à-d. PLGA) 

comme agent d’enrobage. Cette approche diminue l’impact de ces NPs sur le vivant et sur 

l’environnement (dans la mesure où le produit de dégradation n’est pas toxique). 
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La brillance, la biocompatibilité ainsi que la possibilité d’adjoindre des fonctions de 

ciblages des NPs de polymères luminescents et dopés expliquent l’intérêt croissant de la 

biologie pour cette technologie. 

4.4 Dendrimères 

L’approche dendrimérique est très similaire à celle utilisée pour la préparation des NPs 

de polymères dopés, à savoir la protection d’une ou plusieurs entités émissives à l’intérieur 

d’une coque plus ou moins rigide. Ces molécules nanométriques sont composées de trois 

sous-unités : le cœur, les branches et la section périphérique. 

 

Pour des applications de bioimagerie, l’encapsulation a pour but de protéger les sous-

unités chromophoriques de l’interaction avec le milieu biologique. Pour cela, les 

chromophores (branches) sont liés de façon covalente à une plateforme commune (le cœur), 

puis des oligomères hydrosolubilisants sont ajoutés de façon covalente à l’extrémité des 

branches, formant ainsi une macromolécule de taille nanométrique.  

 

L’intérêt majeur des dendrimères vient de leur formidable souplesse structurale. Il est 

par exemple possible de n’intégrer qu’un seul chromophore[44, 140] ou bien 96 

chromophores,[141] d’intégrer des fluorophores absorbants à deux photons[44, 141, 142] ainsi que 

leur donner la capacité de cibler certains sites biologiques.[143]  De plus, contrairement aux 

NPs de semi-conducteurs inorganiques, les dendrimères n’ont pas de dépendance de 

l’émission en fonction de leur taille. 

 

Ainsi par la synthèse organique, des dendrimères de tailles différentes peuvent être 

obtenues tout en gardant la même fluorescence. À l’inverse, des dendrimères de tailles 

similaires avec des émissions différentes peuvent être obtenus (figure 10). 
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Figure 10. Représentation de dendrimères de tailles comparables avec différentes émissions 
de fluorescence (de gauche à droite : émetteur bleu, vert et rouge). 

Des dendrimères de type PAMA (poly(amidoamine)) sont aussi employés comme 

nanocargo en vue d’applications thérapeutiques.[144] 

La biocompatibilité,[145] les brillances exceptionnelles pouvant rivaliser avec les 

QDs,[141] ainsi que la possibilité de moduler leurs propriétés physiques et optiques font de ces 

nano-objets des outils hautement performants et prometteurs pour l’imagerie biologique.[44] 

4.5 NPs à base de chromophores : FONs 

Bien que très performants, les dendrimères sont des entités issues de la synthèse 

organique requérant un savoir-faire ainsi qu’un contrôle absolu de la structure chimique et 

faisant de ces objets des outils à haute valeur ajoutée. 

 

Une alternative plus simple, rapide et originale est la préparation de nanoparticules 

organiques fluorescentes (FONs).[146] Alors que les dendrimères utilisent des liaisons 

covalentes pour structurer la plateforme, les FONs forment un ensemble de molécules 

fluorescentes confinées de façon non covalente. Ces nanoparticules sont généralement 

préparées par la méthode dite de reprécipitation,[147] qui consiste à faire précipiter un 

chromophore sous forme de nanoagrégats, en mélangeant une solution organique de celui-ci 

avec de l’eau. 

 

De même que pour les NPs à base de polymères et les dendrimères, les propriétés des 

FONs sont modulables à l’infini. Il est par exemple possible de les doter d’aptitudes à la 

détection d’ions[148] ou de bien de cellules spécifiques.[149] Cependant du fait du confinement à 

l’intérieur des FONs, un phénomène d’extinction de la fluorescence peut apparaître. Ce 

phénomène appelé Aggregation-Caused Quenching (ACQ)[150, 151]  provient de la présence 

d’interactions intermoléculaires fortes au sein des FONs, conduisant à une baisse de la 
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fluorescence par transfert d’énergie. Afin d’assurer l’obtention de nanoparticules 

fluorescentes, le contrôle des interactions moléculaires est nécessaire pour diminuer les effets 

de l’ACQ et passe donc par un design moléculaire adapté.[50, 146, 152, 153] 

La possibilité d’intégrer des molécules ayant des propriétés d’optique non 

linéaire[154, 155] fait de ces NPs des outils innovants et originaux pour les différentes techniques 

d’imagerie biologique et médicale existantes. 

5. Préparation des FONs 

À la fin des années 1990, le groupe du Pr Nakanishi proposa l’utilisation d’une 

méthode appelée reprécipitation dans le but d’obtenir des nanocristaux de molécules π 

conjugués.[156] Cette méthode a rapidement trouvé écho parmi les chimistes souhaitant 

préparer des objets nanométriques à partir de molécules fragiles. En effet, l’obtention de NPs 

à partir de composés organiques ne peut se faire dans les mêmes conditions que la préparation 

de NPs inorganique (c.-à-d. voie hydrothermale) puisque la fragilité de ces molécules ne leur 

permet pas de conserver leur intégrité dans des conditions aussi dures.  

Pour ces raisons, une technique de préparation des NPs à température ambiante et à 

pression atmosphérique est nécessaire, faisant de la méthode de reprécipitation un standard 

pour la préparation de FONs. 

 

Cette technique nécessite l’emploi d’un solvant et d’un non-solvant. Du fait de son 

insolubilité dans l’eau, le chromophore ne précipite que lorsqu’il se retrouve dans la phase 

contenant le non-solvant.[146] Afin d’assurer une dispersion efficace et rapide du chromophore 

dans le non-solvant, le (bon) solvant utilisé est miscible à l’eau et l’addition se fait sous 

agitation (figure 11). Lors de la diffusion de la molécule dans le non-solvant, celle-ci va 

rapidement atteindre sa concentration de nucléation  initiant ainsi la nucléation et la formation 

de nanoagrégats.[133] 



 

Figure 11. Représentation de la formation de nanoparticules par reprécipitation.

Dans le cas des FONs, le 

un bon compromis entre une toxicité relativement basse pour un solvant organique, un point 

d’ébullition suffisamment bas pour permettre son élimination dans la solution de FONs et un 

pouvoir de solvatation important.  Pour une perspective d’utilisation des FONs en milieu 

biologique, le non-solvant peut être l’eau, ou bien une solution tampon compatible avec le 

milieu biologique (c.-à-d. PBS).

6. Stabilité des FONs

6.1 Évolution

Contrairement aux NPs de polymères, le chromophore n’est pas protégé par un 

enrobage, mais il s’organise de lui

confinement métastable est en parti

hydrophobicité est très importante puisqu’elle assure une partie de la stabilité de la 

nanoparticule, mais permet aussi l’insolubilité de la molécule dans l’eau (puisque dans ce cas 

de figure, l’on obtiendrait une solution moléculaire de chromophore).

 

 Du fait de leur taille et de leur comportement dans la phase liquide, les FONs dans 

l’eau forment une suspension colloïdale de type Sol (phase solide dispersée dans une phase 

continue liquide) dont la stabil

comme les NPs de type polymères) évoluent de la même façon que les suspensions 

colloïdales classiques : dans la durée, elles peuvent se rassembler en amas de plusieurs 

dizaines à centaines d’individus tout en restant en suspension (la floculation). Les NPs dans 
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Figure 11. Représentation de la formation de nanoparticules par reprécipitation.

Dans le cas des FONs, le solvant le plus utilisé est le THF,[133, 152, 157

un bon compromis entre une toxicité relativement basse pour un solvant organique, un point 

isamment bas pour permettre son élimination dans la solution de FONs et un 

pouvoir de solvatation important.  Pour une perspective d’utilisation des FONs en milieu 

solvant peut être l’eau, ou bien une solution tampon compatible avec le 

PBS).[158] 

Stabilité des FONs 

Évolution de la stabilité des FONs 

Contrairement aux NPs de polymères, le chromophore n’est pas protégé par un 

enrobage, mais il s’organise de lui-même afin de minimiser ses interactions avec l’eau. Ce 

confinement métastable est en partie assuré par l’hydrophobicité des molécules. Cette 

hydrophobicité est très importante puisqu’elle assure une partie de la stabilité de la 

mais permet aussi l’insolubilité de la molécule dans l’eau (puisque dans ce cas 

rait une solution moléculaire de chromophore). 

Du fait de leur taille et de leur comportement dans la phase liquide, les FONs dans 

l’eau forment une suspension colloïdale de type Sol (phase solide dispersée dans une phase 

continue liquide) dont la stabilité dépend de la nature de la nanoparticule. Les FONs (tout 

comme les NPs de type polymères) évoluent de la même façon que les suspensions 

: dans la durée, elles peuvent se rassembler en amas de plusieurs 

idus tout en restant en suspension (la floculation). Les NPs dans 
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157] puisqu’il assure 

un bon compromis entre une toxicité relativement basse pour un solvant organique, un point 

isamment bas pour permettre son élimination dans la solution de FONs et un 

pouvoir de solvatation important.  Pour une perspective d’utilisation des FONs en milieu 

solvant peut être l’eau, ou bien une solution tampon compatible avec le 

Contrairement aux NPs de polymères, le chromophore n’est pas protégé par un 

même afin de minimiser ses interactions avec l’eau. Ce 

e assuré par l’hydrophobicité des molécules. Cette 

hydrophobicité est très importante puisqu’elle assure une partie de la stabilité de la 

mais permet aussi l’insolubilité de la molécule dans l’eau (puisque dans ce cas 

Du fait de leur taille et de leur comportement dans la phase liquide, les FONs dans 

l’eau forment une suspension colloïdale de type Sol (phase solide dispersée dans une phase 

ité dépend de la nature de la nanoparticule. Les FONs (tout 

comme les NPs de type polymères) évoluent de la même façon que les suspensions 

: dans la durée, elles peuvent se rassembler en amas de plusieurs 

idus tout en restant en suspension (la floculation). Les NPs dans 
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cet amas peuvent « fusionner » entre elles, c’est ce qu’on appelle la maturation d’Ostwald 

(figure 12).[159, 160] 

 

Ce processus est souvent accéléré lorsqu’il y a une polydispersité importante de tailles 

de NPs ou bien une présence importante de solvant organique[161, 162] et tend à amener la 

solution colloïdale vers un système mono disperse de grande taille. Suite à cette maturation, 

les NPs voient leur volume et leur masse augmenter entraînant mécaniquement leur 

sédimentation. Cette sédimentation distingue l’évolution des NPs vis-à-vis des émulsions où 

la coalescence des particules entraîne une séparation de phase (figure 12). 

 
Figure 12. Processus de déstabilisation d’une émulsion.[160] 

6.2 Stratégies d’amélioration de la stabilité colloïdale des FONs 

Bien entendu tous ces processus d’évolution de la stabilité des NPs sont dépendants de 

la surface de la nanoparticule ainsi que du milieu. Des variations de pH importantes, une 

augmentation de la salinité de la solution ainsi que des variations de température affectent la 

stabilité colloïdale des NPs. C’est pourquoi les divers processus de déstabilisation de la phase 

sol peuvent intervenir à des échelles de  temps différents, pouvant aller de la seconde à 

l’année. 

Le ralentissement de ces processus peut être obtenu en diminuant les interactions entre 

les NPs, en utilisant par exemple des surfactants comme les polyvinyles (PVA, PVP).[133, 163] 

L’ajout de surfactant approprié, permet d’enrober les NPs de surfactant qui joue alors le rôle 

d’une coque stabilisante. Une fois la concentration micellaire critique du surfactant atteint, la 

présence de surfactant autour de la nanoparticule diminue fortement les interactions entre les 

nanoparticules, ce qui permet de mieux stabiliser les NPs et de ralentir la maturation. 

Cependant, les surfactants de par leurs propriétés intrinsèques peuvent endommager les 
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membranes cellulaires, ce qui n’est pas désirable lorsque l’on souhaite utiliser ces NPs en 

milieu biologique. Pour cette raison, l’utilisation de surfactant n’est pas une approche 

biocompatible convenable. 

 

Une alternative à l’utilisation d’agent de surface est de travailler sur le potentiel Zêta 

(ζ). Pour simplifier, ce potentiel peut être assimilé à une charge de surface des NPs, et de ce 

fait, trois états sont possibles : un potentiel négatif, positif ou nul. Lorsqu’une particule 

possède un potentiel Zêta positif ou négatif, les répulsions coulombiennes dues à la présence 

de cette charge repoussent les NPs les unes des autres, diminuant ainsi les phénomènes 

d’agrégations et de maturations. L’exploitation d’un contrôle de la stabilité colloïdale des NPs 

en jouant sur le potentiel ζ est ambitieuse, mais permet une approche plus biocompatible que 

l’emploi de surfactants.[164] 

6.3 Évolution de la stabilité chimique des FONs 

Bien que le potentiel Zêta donne une bonne indication quant à la stabilité colloïdale 

des NPs, il ne donne aucune indication sur la stabilité chimique de celles-ci. Contrairement 

aux NPs inorganiques, les FONs sont constituées de molécules organiques photo-excitables 

les rendant potentiellement sensibles à divers processus chimiques (hydrolyse, oxydation, 

réduction, etc..).  

 

L’un des avantages à travailler avec des NPs à base de colorants organiques est que 

leurs propriétés d’absorption et d’émission sont majoritairement régies par leur structure 

moléculaire. Puisque la dégradation du chromophore impacte fortement ses propriétés 

photophysiques, un suivi de la « santé » dans l’état fondamental et l’état excité des FONs peut 

être établi par des mesures d’absorption UV-visible et d’émission de fluorescence. 

 

Il est à noter qu’une baisse de la stabilité colloïdale des FONs peut être observée par 

absorption UV-visible via l’apparition d’un signal de fond plus ou moins important dû à 

l’interaction entre la lumière et la taille de la nanoparticule. Ce phénomène est appelé 

diffusion de Mie pour des particules dont la taille est similaire à la longueur d’onde 

d’irradiation et diffusion Rayleigh pour des particules beaucoup plus petites. Ainsi plus les 

particules grossissent plus le signal de fond est élevé dans les faibles longueurs d’onde. 



 

7. Luminescence des FONs

Le principal intérêt de l’utilisation des FONs en imagerie provien

émettre de la fluorescence, cette luminescence est assur

chromophores dans la nanoparticule. Cependant, le confinement d’un grand nombre de 

chromophores dans un petit volume n’entraîne pas une augmentation

l’intensité de fluorescence proportionnellement au nombre de chromophores. 

 

La proximité des molécules à l’intérieur de la nanoparticule induit généralement une 

baisse de la fluorescence (ACQ). Alors que la majorité des stratégies pour l

nanoparticules organiques luminescentes (ONPs) vise à diminuer les interactions 

intermoléculaires (pour préserver la fluorescence).

interactions, pour permettre à des molécules 

de devenir fluorescentes. Cette stratégie exploite le phénomène dit 

agrégation ou AIE (Agregation Induced Emission).

 

Les molécules utilisées pour préparer ces NPs 

chimiques (c.-à-d. amine) pouvant tourner li

est en solution et dans l’état excité

terme dans la constante de désexcitation non radiative (k

pour effet de diminuer le rendement quantique de luminescence du chromophore. Dans 

certains cas, les valeurs de knr 

n’est plus émissif en solution. 

groupements chimiques de ces 

diminuant ainsi la valeur du terme k

permet une augmentation significative de la 

Figure 13. Représentation des interactions intermoléculaires d’une molécule générant de 
l’AIE en solution diluée (gauche) et à l’état de 
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Luminescence des FONs 

Le principal intérêt de l’utilisation des FONs en imagerie provient de leur capacité à 

émettre de la fluorescence, cette luminescence est assurée par la présence de nombreux 

chromophores dans la nanoparticule. Cependant, le confinement d’un grand nombre de 

chromophores dans un petit volume n’entraîne pas une augmentation

l’intensité de fluorescence proportionnellement au nombre de chromophores. 

La proximité des molécules à l’intérieur de la nanoparticule induit généralement une 

baisse de la fluorescence (ACQ). Alors que la majorité des stratégies pour l

nanoparticules organiques luminescentes (ONPs) vise à diminuer les interactions 

intermoléculaires (pour préserver la fluorescence).[152] Un type de nanoparticule

interactions, pour permettre à des molécules non fluorescentes (ou faiblement fluorescentes) 

de devenir fluorescentes. Cette stratégie exploite le phénomène dit d’émission induite par 

AIE (Agregation Induced Emission).[50, 163, 165-168]  

Les molécules utilisées pour préparer ces NPs AIE sont constituées de 

amine) pouvant tourner librement dans l’état excité. Lorsque la molécule 
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groupements chimiques de ces molécules ne peuvent plus tourner dans l’état excité, 

diminuant ainsi la valeur du terme knr par rapport à celui de la molécule en solution

significative de la fluorescence (figure 13). 
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Actuellement du fait de sa simplicité de mise en œuvre, cette voie de préparation de 

FONs est la plus décrite dans la littérature.  Il est intéressant de noter que beaucoup de NPs de 

type AIE préparées par la méthode de reprécipitation, utilisent un pourcentage de solvant 

organique de l’ordre de 10% dans l’eau. Cette forte concentration en solvant organique est 

certainement due à la mauvaise solubilité de ces chromophores issue d’un système π très 

étendu.[169]  Le défaut d’une telle concentration en solvant organique, lors d’une utilisation en 

milieu biologique, est la toxicité intrinsèque du solvant qui à haute dose peut endommager les 

cellules présentes dans la zone où les NPs ont été déposées. De plus la présence de solvant 

organique dans la solution de nanoparticule est une cause de perte de la stabilité colloïdale des 

NPs, donc cette forte concentration peut affecter l’évolution des FONs. 

 

Des travaux antérieurs au laboratoire ont montré que l’utilisation de chromophores 

dipolaires (n’exploitant pas l’AIE) permet d’obtenir des nanoparticules luminescentes 

excitables à un et deux photons.[152] Ces FONs primitives ont permis de démontrer la 

faisabilité de l’utilisation de chromophores multipolaires pour la préparation de 

nanoparticules luminescentes.  

S’appuyant sur ces bases, ce manuscrit décrit la synthèse de nouveaux fluorophores 

spécifiquement conçus pour le confinement à l’état de nanoagrégats, ainsi que la préparation 

et l’étude des FONs issues de ces chromophores.  

 

Afin de mieux comprendre les paramètres régissant le comportement des FONs, des 

molécules dipolaires parentes des travaux précédents sont étudiées en solution et sous forme 

de nanoparticules. 

Enfin une application  concrète de l’intérêt de ces objets innovants que sont les FONs 

pour l’imagerie est présentée en fin de manuscrit. 
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Chapitre I – Rappels sur la fluorescence 

Ce manuscrit traite presque exclusivement de molécules ayant la capacité à émettre de 

la fluorescence. Dans un souci de clarté et de compréhension du manuscrit, des rappels sur les 

processus simples liés à la fluorescence en général sont introduits dans ce chapitre.[1] 

1. Principe de fluorescence 

Avant de parler de fluorescence, il est important de comprendre ce qu’est la fluorescence, 

et quels sont les paramètres qui influent sur les processus liés à la fluorescence. 

1.1 Définition de la fluorescence 

Selon l’IUPAC, la fluorescence est définie comme étant l’un des modes de 

luminescence apparaissant immédiatement après l’irradiation d’une substance par une 

radiation électromagnétique. Lors du processus d’émission de luminescence, l’origine du 

photon n’est pas la même selon le type de luminescence. Ainsi, si les photons sont émis 

depuis un état singulet (Sn), on parle de fluorescence, s’ils sont émis depuis un état triplet 

(Tn), on parle de phosphorescence. 

1.2 Absorption de la lumière : irradiation des chromophores 

Lorsqu’une molécule est irradiée, si la longueur d’onde de l’irradiation est compatible 

énergétiquement avec une des transitions électroniques de la molécule, alors le rayonnement 

est absorbé plus ou moins efficacement par la molécule (figure1). Au niveau de la molécule, 

cette absorption se caractérise par la promotion d’un électron d’une orbitale moléculaire 

occupée vers une orbitale de plus haute énergie vacante. 

 

La capacité d’une molécule à absorber une longueur d’onde est représentée par son 

coefficient d’extinction molaire noté ε qui s’exprime en L.mol-1.cm-1. Cette valeur de ε est 

fortement dépendante du type de transition électronique mise en jeu ainsi que du type de 

solvant dans lequel se trouve la molécule. Par exemple, des transitions électroniques de type 

n-π* sont, pour des raisons de recouvrement entre les orbitales moléculaires, moins probables 

que des transitions de type π-π*. Cette différence de probabilité de transitions électronique 



 

aboutit à des valeurs de coefficients d’extinction molaire (

des coefficients de l’ordre de 10

transitions π-π* sont de l’ordre de 10

Figure 1. Diagramme de Perrin

Expérimentalement, la détermination du coefficient d’extinction molaire à une 

longueur d’onde donnée s’effectue par une mesure d’absorption UV

Beer-Lambert (équation 1), l’absorbance (A

donnée est dépendante linéairement de la concentration de l’échantillon (C), de la longueur du 

trajet optique à l’intérieur de l’échantillon (l) et du coefficient d’extinction molaire à la 

longueur d’onde d’irradiation (

simple de remonter à la valeur de 

Équation 1. Loi de Beer-Lambert

Il est important de noter que la concentration impact

donc primordial lors d’une mesure en vue de détermi

l’échantillon en solution est bien dissous

est plus faible que celle espérée, ce qui induit une sous

calculé. 

1.3 Relation entre
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à des valeurs de coefficients d’extinction molaire (ε) très différente

des coefficients de l’ordre de 101-102 L.mol-1.cm-1 pour des transitions n

* sont de l’ordre de 103-105 L.mol-1.cm-1.  

Figure 1. Diagramme de Perrin-Jablonski 

Expérimentalement, la détermination du coefficient d’extinction molaire à une 

s’effectue par une mesure d’absorption UV-visible. D’après la loi de 

(équation 1), l’absorbance (A(λ)) d’un échantillon à une longueur d’onde 

donnée est dépendante linéairement de la concentration de l’échantillon (C), de la longueur du 

trajet optique à l’intérieur de l’échantillon (l) et du coefficient d’extinction molaire à la 

longueur d’onde d’irradiation (ε(λ)). Ainsi, connaissant C et l et mesurant A

simple de remonter à la valeur de ε(λ). 
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est plus faible que celle espérée, ce qui induit une sous-estimation de la valeur de l’epsilon 
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D’après la relation de Planck-Einstein (équation 2), l’énergie E d’un photon est 

proportionnelle à sa fréquence ν (exprimée en Hz) et à la constante de Planck notée h (de 

valeur ~6,62.10-34 J.s). De plus, la fréquence d’un photon est proportionnelle à la célérité de la 

lumière dans le vide C (de valeur ~3.108 m.s-1) divisé par la longueur d’onde λ du photon 

(exprimé en nm). 

� = ℎ
 = ℎ�
�  

Équation 2. Relation de Planck-Einstein. 

1.4 Émission de fluorescence 

Lors du processus d’excitation, un transfert d’électron depuis l’état fondamental (S0) 

jusqu’à un état excité (Sn), est initié. L’excitation est un processus tellement rapide (~10-15 s), 

que malgré l’état instable atteint (état excité), la molécule et sa cage de solvatation restent 

figées pendant tout le processus d’absorption (état de Franck-Condon). La molécule relaxe 

ensuite très rapidement (10-11-10-9 s) jusqu’à l’état excité de plus basse énergie (S1) via des 

processus de conversion internes (figure 1). Lorsque l’état S1 est atteint, l’électron peut 

retourner à l’état fondamental selon trois processus : conversion interne, émission de 

fluorescence et passage intersystème.  

 

La conversion interne est un processus dit non radiatif, c'est-à-dire qu’il n’émet pas de 

photon. Lors de la relaxation de Sn à S1, la conversion interne est trop rapide pour que les 

autres processus de désexcitation puissent rentrer en compétition. Cependant, une fois l’état 

excité de plus basse énergie (S1) atteint, le gap énergétique entre les états électroniques S1 et 

S0 est trop grand pour que la conversion interne se fasse à la même vitesse que pour passer de 

Sn à S1. Ce ralentissement du processus de conversion interne permet aux autres processus, 

tels que la fluorescence, ou le passage intersystème, d’entrer en compétition.  

 

Le passage de l’état S1 à S0 par émission d’un photon est le processus radiatif rapide 

(10-10-10-6 s) appelé fluorescence. Il est important de noter que la vitesse du processus n’est 

pas liée à l’émission du photon (qui est aussi rapide que l’absorption ~10-15 s), mais à la durée 

de vie de l’état S1.  

 



 

D’après la loi de Kasha, la fluorescence ne peut avoir lieu que depuis l’état excité de 

plus basse énergie, ce qui correspond au niveau vibrationnel V

loi explique pourquoi l’émission de fluorescence a toujours lieu à des énergies plus faibles 

que l’absorption de photons. 

 

Dans certains cas, le passage de S

l’émission d’un photon depuis S

croisement intersystème. Ce processus est une transition dite «

intervenir des multiplicités de spin différentes. En effet, ce passage de l’état singulet à un état 

triplet nécessite un retournement de spin (inversion du moment magnétique du spin, 

illustration 1). Pour autant la rapidité de ce processus (10

compétition avec la conversion interne et la fluorescence dans certaines configur

Illustration 1. Schématisation du retournement de spin.

Bien souvent, le passage de T

transfert d’énergie par collision avec l’oxygène, un autre chromophore ou bien le solvant. 

Cependant, lorsque la température baisse, la probabilité de transferts d’énergies par collision 

diminue à mesure que la viscosité du solvant augmente. Ce phénomène favorise le retour à 

l’état fondamental S0 depuis l’état excité T

lent (temps de vie de T1 ~ 10-

les états triplets (Tn) sont toujours plus bas en énergie que les états singul

« correspondants », ce qui a pour conséquence un déplacement systémati

phosphorescence vers les grandes longueurs d’
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D’après la loi de Kasha, la fluorescence ne peut avoir lieu que depuis l’état excité de 

plus basse énergie, ce qui correspond au niveau vibrationnel V0 de l’état S

loi explique pourquoi l’émission de fluorescence a toujours lieu à des énergies plus faibles 

Dans certains cas, le passage de S1 à S0 peut prendre une voie moins directe que 

l’émission d’un photon depuis S1 ou bien la conversion interne. Cette voie est appelée le 

croisement intersystème. Ce processus est une transition dite « interdite

intervenir des multiplicités de spin différentes. En effet, ce passage de l’état singulet à un état 

et nécessite un retournement de spin (inversion du moment magnétique du spin, 

illustration 1). Pour autant la rapidité de ce processus (10-10-10-8 s) lui permet de rentrer en 

compétition avec la conversion interne et la fluorescence dans certaines configur

 
Illustration 1. Schématisation du retournement de spin. 

Bien souvent, le passage de Tn à S0 se fait via des processus non radiatifs de type 

transfert d’énergie par collision avec l’oxygène, un autre chromophore ou bien le solvant. 

sque la température baisse, la probabilité de transferts d’énergies par collision 

diminue à mesure que la viscosité du solvant augmente. Ce phénomène favorise le retour à 

l’état fondamental S0 depuis l’état excité T1 par émission d’un photon. Ce processus 
-6-1 s) est appelé phosphorescence. Il est important de noter que 

) sont toujours plus bas en énergie que les états singul

pour conséquence un déplacement systématique de l’émission de 

phosphorescence vers les grandes longueurs d’onde par rapport à la fluorescence.

D’après la loi de Kasha, la fluorescence ne peut avoir lieu que depuis l’état excité de 

1 (noté S1V0). Cette 

loi explique pourquoi l’émission de fluorescence a toujours lieu à des énergies plus faibles 

peut prendre une voie moins directe que 

ou bien la conversion interne. Cette voie est appelée le 

interdite » puisqu’elle fait 

intervenir des multiplicités de spin différentes. En effet, ce passage de l’état singulet à un état 

et nécessite un retournement de spin (inversion du moment magnétique du spin, 

s) lui permet de rentrer en 

compétition avec la conversion interne et la fluorescence dans certaines configurations.  

se fait via des processus non radiatifs de type 

transfert d’énergie par collision avec l’oxygène, un autre chromophore ou bien le solvant. 

sque la température baisse, la probabilité de transferts d’énergies par collision 

diminue à mesure que la viscosité du solvant augmente. Ce phénomène favorise le retour à 

par émission d’un photon. Ce processus radiatif 

1 s) est appelé phosphorescence. Il est important de noter que 

) sont toujours plus bas en énergie que les états singulets 

que de l’émission de 

par rapport à la fluorescence. 
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2. Mesure de rendement quantique de fluorescence et notion de temps de vie 

Afin de pouvoir comparer des molécules fluorescentes entre elles, il est nécessaire de 

déterminer un critère de comparaison. Dans cette optique, et dans le but de comprendre le 

comportement émissif des fluorophores, la mesure de l’efficacité de l’émission de 

fluorescence est un élément essentiel. 

2.1 Notion et mesure du rendement quantique de fluorescence ΦF. 

Comme expliquée précédemment, l’émission d’un photon depuis l’état S1 (ou 

fluorescence) n’est pas un événement certain, plusieurs processus rentrent en compétition. Il 

est donc nécessaire de déterminer l’efficacité de l’émission de fluorescence, afin de 

déterminer si les processus non radiatifs sont majoritaires ou bien absents, et si la molécule est 

un émetteur efficace. L’efficacité de l’émission d’un photon est appelée rendement quantique 

de fluorescence (noté Φf). Ce rendement peut être calculé (équation 3) à partir des différentes 

constantes de vitesses des processus radiatifs (kr) et non radiatifs (knr).  

Φ� =  ����� + �� 
Équation 3. Calcul du rendement quantique de fluorescence à partir des constantes de vitesse. 

De par cette équation, la vitesse relative des processus de désactivation radiative et 

non radiative détermine l’efficacité de fluorescence de la molécule. Ainsi si kr >> knr, le 

composé est très fluorescent, si kr ~ knr, le composé est moyennement fluorescent et si 

kr << knr, le composé n’est pas fluorescent. Puisque la fluorescence a lieu depuis l’état S1, il 

est intéressant de mettre en relation le temps de vie de l’état singulet S1 (τs) avec le rendement 

quantique de fluorescence (équation 4). 

�� �  1���� +  ��� 
D’où 

Φ� �  �� × ��� 
Équation 4. Relation entre τs et Φf. 
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Expérimentalement, il est plus complexe d’obtenir les constantes de vitesses que le 

rendement quantique de fluorescence. Pour cette raison, les constantes de vitesses sont 

généralement déterminées à partir du calcul de Φf (équation 5) et de la mesure du temps de 

vie de fluorescence (τ). 

 

Le rendement quantique de fluorescence est calculé par comparaison avec une 

référence (tableau 1) selon l’équation 5, où n est l’indice de réfraction du solvant de la 

référence (nR) et du fluorophore (n), AλExc est la valeur de l’absorbance du fluorophore et de 

la référence (R) à leur longueur d’onde d’excitation respective et ΦfR est le rendement 

quantique de fluorescence de la référence. Le dernier terme est l’intégrale du spectre 

d’émission de la référence (R) et du fluorophore. 

Φ� = Φ�� � n!
n�! �

1 − 10$%&�'()*�
1 − 10$%�'()*� �

+ I��λ./0, λ�� dλ�34+ I���λ./0, λ�� dλ�34
 

Équation 5. Calcul expérimental de Φf. 

À cause des phénomènes d’absorption non homogène dans l’échantillon (filtre 

interne), il est important lorsque l’on détermine un rendement quantique de fluorescence, de 

placer les valeurs d’absorbance de la référence et de l’échantillon dans la gamme 0.1-0.05. 

Tableau 1. Propriétés photophysiques de références usuelles. 

Référence Solvant na) 
λabs

max 

nm 

λem
max 

nm 
ΦF

b) 

Quinine bisulfate 

(QBS) 

Solution aqueuse 

d’acide sulfurique 0.1N 
1.338 347 452 0.546 

Fluorescéine (Flsc) 
Solution aqueuse de 

soude 0.1N 
1.33 474 512 0.90 

Crésyl violet (CV) Méthanol 1.329 570 620 0.54 

Indocyanine Green (IR) Diméthylsulfoxyde 1.477 678 813 0.11 

a) Indice de réfraction du solvant. b) Rendement quantique de fluorescence. 

2.2 Notion de temps de vie de fluorescence 
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Le temps de vie de fluorescence est une donnée expérimentale qui permet de calculer 

les constantes de vitesse des processus radiatifs et non radiatifs de l’état S1 (équation 4) à 

l’aide du rendement quantique de fluorescence. Physiquement, le temps de vie de 

fluorescence correspond au temps t pour lequel 63% de toutes les espèces excitées sont 

retournées à l’état fondamental par émission d’un photon, il est souvent donné en ns.  

3. Influence des solvants sur les fluorophores : solvatochromie 

Lorsque des molécules fluorescentes sont étudiées, mesurer l’impact de la nature des 

solvants sur les propriétés d’absorption et d’émission des molécules est une donnée essentielle 

pour la compréhension de systèmes plus complexes comme les nanoparticules.  

3.1 Polarisabilité des solvants et interactions entre la molécule et le solvant 

Les molécules de solvant utilisées en spectroscopie de fluorescence sont généralement 

de petites molécules dont les masses molaires variant de 18 g.mol-1 (eau) à 119 g.mol-1 

(chloroforme). Mis à part les solvants alcanes (heptane, cyclohexane…), les molécules de 

solvant possèdent un moment dipolaire non nul et donc sont sensibles aux champs électriques 

locaux. C'est-à-dire que le nuage électronique du solvant va se réorganiser sous l’influence 

d’un champ électrique. Cette propriété des molécules à pouvoir être influencées par un champ 

électrique s’appelle la polarisabilité ; plus une molécule est polarisable, plus son nuage 

électronique va être affecté par le champ.  

 

Lorsqu’un fluorophore est excité, un de ses électrons change d’orbitale ; de ce fait, une 

fois l’état de Franck-Condon atteint, le fluorophore possède un moment dipolaire différent de 

celui de l’état fondamental. Ce changement de moment dipolaire de l’état excité induit un 

champ électrique local différent de celui de l’état fondamental. Afin de retrouver une 

configuration stable, le solvant va se réorganiser sous l’influence de ce champ électrique 

(rotation de la molécule de solvant) et stabiliser l’état excité du fluorophore. 

 

Une fois l’émission de fluorescence effectuée, le solvant qui stabilisait l’état excité, se 

trouve dans une configuration où il déstabilise l’état fondamental. Afin de retrouver un 

système stable, la cage de solvatation se réorganise de nouveau pour stabiliser l’état 

fondamental (illustration 2). 
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Il est important de noter que cette réorganisation de la cage de solvatation dépend de 

plusieurs paramètres dont la viscosité du solvant et le temps de vie de l’état excité, mais 

surtout de la différence de moment dipolaire du fluorophore entre son état fondamental (µg) et 

excité (µe). 

 
Illustration 2. Représentation de l’influence de la polarité du solvant sur un fluorophore où 
µg < µe, l’ordonnée est exprimée en énergie. 

Une façon de simplifier cette relation complexe entre solvant et fluorophore est que 

dans la plupart des cas de figure (exemple du nile red, figure 2), un solvant apolaire stabilise 

l’état fondamental et déstabilise l’état excité (émission vers les courtes longueurs d’onde) à 

l’opposé, un solvant polaire stabilise l’état excité et déstabilise l’état fondamental (émission 

vers les longues longueurs d’onde). 

Figure 2. Spectres d’absorption et d’émission du nile red dans un solvant apolaire (toluène) à 
gauche et dans un solvant polaire (méthanol) à droite. 

3.2 Déplacement de Stokes et équation de Lippert-Mataga 
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La différence de moment dipolaire ∆µ entre l’état excité et l’état fondamental est un 

paramètre intéressant à déterminer puisqu’il permet de rationaliser le transfert de charge au 

sein du fluorophore lors de l’excitation (pour des chromophores de types push-pull).  

 

La relation entre solvatations et ∆µ est représentée dans l’équation de Lippert-Mataga 

(équation 6a). Les différents termes de cette équation sont : h (constante de Planck), c (célérité 

de la lumière), νAbs (énergie du maximum d’absorption de la bande de plus basse énergie), 

νEm (énergie du maximum d’émission), a (rayon de la cavité d’Onsager) et ∆f (polarisabilité 

d’orientation). 

ℎ� � �
56� −  
78� � Δ:! × 2∆=>? +  �@ABC>ACD 
Équation 6a. Équation de Lippert-Mataga. 

Cette équation peut aussi s’écrire sous une autre forme : 

�
56� −  
78� � Δ= × 2∆:!
ℎ�>? +  �@ABC>ACD 

Soit : 

56� −  
78 � Δ= × I +  �@ABC>ACD 

Équation 6b. Équation de Lippert-Mataga 

En regardant l’équation 6b, il apparaît clairement que si la différence d’énergie entre 

les maximums d’absorption et d’émission (appelé déplacement de Stokes) évolue 

linéairement avec le paramètre ∆f, alors la pente de cette droite est égale à (2∆µ²/hca3). 

 

Le paramètre ∆f est déterminé pour chaque solvant selon l’équation 7, où ε est la 

constante diélectrique du solvant et n son indice de réfraction. 

Δ= �  � − 12� + 1 − A! − 12A! + 1 
Équation 7. Calcul de ∆f. 

Le rayon de la cavité d’Onsager noté a correspond au rayon de la cavité (supposé 

sphérique) dans laquelle la molécule ou partie de molécule solvatée évolue. Une façon 
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d’estimer raisonnablement a, est d’utiliser l’équation de Perrin (équation 8) dans une certaine 

limite (approximation de la viscosité autour de la molécule comme étant celle du solvant et 

fluorophore considéré comme une sphère). 

J8KL = 0.4
1 + τ

PηVKTU
 

Équation 8. Équation de Perrin. 

Dans cette équation, l’anisotropie de fluorescence du fluorophore (r) est directement 

mise en relation avec le temps de vie de fluorescence (τ), la viscosité du solvant (η), la 

constante de Boltzmann (K), la température (T) et le volume hydrodynamique de la molécule 

(V).  

Considérant la molécule comme une sphère, la relation entre V et a est décrite dans 

l’équation 9, ce qui permet de déterminer une valeur approximative du rayon de la cavité 

d’Onsager.  

V �  4W × >?
3  

Équation 9. Équation reliant le volume de la molécule et le rayon de la cavité d’Onsager. 

Il est important de noter que dans les fluorophores de type quadrupôle et octupôle, 

dans certains cas, malgré la présence de plusieurs parties dipolaires dans ces molécules, seul 

un des deux « dipôles » (pour les quadrupôles) ou un des trois « dipôles » (pour les structures 

octupolaires planes) est responsable de la fluorescence. Dans ces cas-là, il faut apporter un 

terme correctif pour la détermination du rayon de la cavité d’Onsager, puisque ce n’est pas 

toute la molécule qui est prise en compte, mais seulement une partie (Illustration 3). Les 

termes correctifs sont les suivants : pour un quadrupôle, a dans l’équation 9 doit être remplacé 

par (a/2) et dans le cas d’un octupôle, a doit être remplacé par (0.433*a). 



 

Illustration 3. Représentation de la cavité d’Onsager (cercle noir) dans des molécules de type 
dipôle, quadrupôle et octupôle
dans une configuration plane. 

Lorsqu’un fluorophore est irradié par une source lumineuse, que cette source soit 

polarisée ou naturelle, dans la majorité des cas le fluorophore absorbe selon une direction 

préférentielle dépendante du moment de transition mis en jeu (S0

lorsque le fluorophore émet un photon, ce photon 

transition de plus basse énergie (S1

une différence entre les plans de po

fluorescence permet de mesurer la variation de l’intensité de fluorescence en fonction des 

plans de polarisation. L’intérêt de cette technique est qu’elle permet de remonter à de 

précieuses informations comme 

de la solution, fluorophore piégé

 

4. Fluorescence induite par l’absorption à 

La fluorescence induite par l’absorption simultanée de plusieurs photons est une 

technique qui devient de plus en plus populaire dans le milieu de l’imagerie cellulaire et des 

tissus puisqu’elle permet d’irradier les fluorophores en profondeur avec plus de précision. 

Afin de mieux comprendre l’intérêt de cette technique, les concepts de base de 

deux photons sont présentés dans cette section.

4.1 Principe de l’absorption à 
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Illustration 3. Représentation de la cavité d’Onsager (cercle noir) dans des molécules de type 
dipôle, quadrupôle et octupôle. Afin de simplifier le schéma, l’octupôle n’est représenté que 

 

Lorsqu’un fluorophore est irradié par une source lumineuse, que cette source soit 

polarisée ou naturelle, dans la majorité des cas le fluorophore absorbe selon une direction 

préférentielle dépendante du moment de transition mis en jeu (S0-S1, S0-S2, 

lorsque le fluorophore émet un photon, ce photon est émis parallèlement au moment de 

transition de plus basse énergie (S1-S0). Ainsi, entre l’absorption et l’émission, il peut y avoir 

une différence entre les plans de polarisation de l’excitation et de l’émission.

fluorescence permet de mesurer la variation de l’intensité de fluorescence en fonction des 

plans de polarisation. L’intérêt de cette technique est qu’elle permet de remonter à de 

précieuses informations comme le type d’environnement entourant le fluorophore (viscosité 

piégé dans une membrane, etc.). 

Fluorescence induite par l’absorption à deux photons 

La fluorescence induite par l’absorption simultanée de plusieurs photons est une 

qui devient de plus en plus populaire dans le milieu de l’imagerie cellulaire et des 

tissus puisqu’elle permet d’irradier les fluorophores en profondeur avec plus de précision. 

Afin de mieux comprendre l’intérêt de cette technique, les concepts de base de 

sont présentés dans cette section. 

Principe de l’absorption à deux photons 

 
Illustration 3. Représentation de la cavité d’Onsager (cercle noir) dans des molécules de type 

. Afin de simplifier le schéma, l’octupôle n’est représenté que 

Lorsqu’un fluorophore est irradié par une source lumineuse, que cette source soit 

polarisée ou naturelle, dans la majorité des cas le fluorophore absorbe selon une direction 

S2, etc.). Cependant, 

émis parallèlement au moment de 

Ainsi, entre l’absorption et l’émission, il peut y avoir 

l’émission. L’anisotropie de 

fluorescence permet de mesurer la variation de l’intensité de fluorescence en fonction des 

plans de polarisation. L’intérêt de cette technique est qu’elle permet de remonter à de 

fluorophore (viscosité 

La fluorescence induite par l’absorption simultanée de plusieurs photons est une 

qui devient de plus en plus populaire dans le milieu de l’imagerie cellulaire et des 

tissus puisqu’elle permet d’irradier les fluorophores en profondeur avec plus de précision. 

Afin de mieux comprendre l’intérêt de cette technique, les concepts de base de l’absorption à 



 

L’absorption à deux photons

pas Maria Goeppert Mayer en 1929. Cette lauréate du prix Nobel de ph

voir sa théorie confirmée qu’à partir de l’arrivée des lasers dans les années 1960. 

 

Conceptuellement, le principe de l’absorption à 

molécule peut passer de l’état fondamental à l’état excité par

haute énergie P1, et si on irradie cette même molécule avec un flux de photons d’énergie deux 

fois plus faible P2, on peut par l’absorption simultanée de 

(puisque P1 =  P2 + P2) comme le montre 

Illustration 4. Principe de l’absorption à 

Expérimentalement l’absorption à 

observer, puisque la probabilité d’absorber en même temps deux photons par une même 

molécule est nulle dans des conditions classiques d’excitation. L’absence de niveaux 

électroniques compatibles avec l’énergie d’un photon 

fait sur un niveau virtuel dont le temps de vie est extrêmement court (

compléter l’excitation, il faut pendant la durée de vie de cet état 

soit absorbé par la molécule, afin de promouvoir l’électron sur un niveau électronique réel. 

L’efficacité de l’absorption à 

s’exprime en GM (en hommage à M. Goeppert Mayer).

 

Le faible laps de temps entre l’absorption du premier et du second photon 

pourquoi ce phénomène est improbable, et pourquoi il est nécessaire d’utiliser des 

intenses pour observer ce phénomène. Le moyen le plus simple de favoriser l’absorption du 

second photon est d’augmenter la concentration en photons, et donc d’augmenter l’intensité 
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deux photons est un phénomène qui a été proposé pour la première fois 

pas Maria Goeppert Mayer en 1929. Cette lauréate du prix Nobel de physique (1963) n’a pu 

voir sa théorie confirmée qu’à partir de l’arrivée des lasers dans les années 1960. 

Conceptuellement, le principe de l’absorption à deux photons est assez simple

molécule peut passer de l’état fondamental à l’état excité par l’absorption d’un photon de 

, et si on irradie cette même molécule avec un flux de photons d’énergie deux 

, on peut par l’absorption simultanée de deux photons 

) comme le montre l’illustration 4. 

Illustration 4. Principe de l’absorption à deux photons. 

Expérimentalement l’absorption à deux photons est un phénomène complexe à 

observer, puisque la probabilité d’absorber en même temps deux photons par une même 

ns des conditions classiques d’excitation. L’absence de niveaux 

électroniques compatibles avec l’énergie d’un photon P2, implique que l’absorption de 

fait sur un niveau virtuel dont le temps de vie est extrêmement court (δt < 5 10

compléter l’excitation, il faut pendant la durée de vie de cet état virtuel qu’un autre photon 

soit absorbé par la molécule, afin de promouvoir l’électron sur un niveau électronique réel. 

L’efficacité de l’absorption à deux photons se nomme la section efficace d’ADP (

s’exprime en GM (en hommage à M. Goeppert Mayer). 

Le faible laps de temps entre l’absorption du premier et du second photon 

phénomène est improbable, et pourquoi il est nécessaire d’utiliser des 

intenses pour observer ce phénomène. Le moyen le plus simple de favoriser l’absorption du 

est d’augmenter la concentration en photons, et donc d’augmenter l’intensité 

est un phénomène qui a été proposé pour la première fois 

ysique (1963) n’a pu 

voir sa théorie confirmée qu’à partir de l’arrivée des lasers dans les années 1960.  

est assez simple : si une 

l’absorption d’un photon de 

, et si on irradie cette même molécule avec un flux de photons d’énergie deux 

 exciter la molécule 

 
est un phénomène complexe à 

observer, puisque la probabilité d’absorber en même temps deux photons par une même 

ns des conditions classiques d’excitation. L’absence de niveaux 

, implique que l’absorption de P2 se 

t < 5 10-15 s). Afin de 

qu’un autre photon P2 

soit absorbé par la molécule, afin de promouvoir l’électron sur un niveau électronique réel. 

la section efficace d’ADP (σ2) et 

Le faible laps de temps entre l’absorption du premier et du second photon P2, explique 

phénomène est improbable, et pourquoi il est nécessaire d’utiliser des lasers 

intenses pour observer ce phénomène. Le moyen le plus simple de favoriser l’absorption du 

est d’augmenter la concentration en photons, et donc d’augmenter l’intensité 



 

du flux de photon. La dépendance de 

linéaire, contrairement à l’absorption classique. Ainsi l’ADP est 

partie d’une branche « récente

 

La dépendance au carré de l’intensité de 

par ADP a principalement lieu au point de focalisation du laser (figure 3), donnant ainsi une 

résolution d’excitation spatiale exceptionnelle.

 
Figure 3. Irradiation d’une solution de fluorophore à un (gauche) et 

Sans entrer dans les détails, les fortes puissances nécessaires pour observer l’ADP sont 

générées à partir de lasers pulsés focalisés.

4.2 Mesure de l’absorption à 

Selon les propriétés du composé/matériau dont on 

de mesures sont possibles. Si le système étudié est non fluorescent, la technique de mesure de 

l’ADP utilisée se nomme le Z

dépendante au carré de l’intensité, le maximum d’ADP se situ

faisant varier l’intensité d’excitation (en déplaçant l’échantillon le long du trajet optique) et en 

collectant l’intensité transmise, il est possible de remonter à la valeur de 

 

Cette technique est la seule manière de m

Cependant la sous-estimation de divers paramètres (effet Kerr optique, absorption de l’état 

excité…) conduit à une surestimation de la valeur de 

lorsque les matériaux sont fluorescents.
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du flux de photon. La dépendance de σ2 vis-à-vis de l’intensité (I) de l’irradiation n’est pas 

linéaire, contrairement à l’absorption classique. Ainsi l’ADP est proportionnelle

récente » de la physique qu’est l’optique non linéaire. 

La dépendance au carré de l’intensité de σ2 implique que l’excitation d’une molécule 

par ADP a principalement lieu au point de focalisation du laser (figure 3), donnant ainsi une 

résolution d’excitation spatiale exceptionnelle. 

 
Figure 3. Irradiation d’une solution de fluorophore à un (gauche) et deux pho

Sans entrer dans les détails, les fortes puissances nécessaires pour observer l’ADP sont 

générées à partir de lasers pulsés focalisés. 

Mesure de l’absorption à deux photons 

Selon les propriétés du composé/matériau dont on souhaite mesurer l’

de mesures sont possibles. Si le système étudié est non fluorescent, la technique de mesure de 

l’ADP utilisée se nomme le Z-scan. Cette technique se base sur le fait que l’ADP est 

dépendante au carré de l’intensité, le maximum d’ADP se situant au point focal du laser. En 

faisant varier l’intensité d’excitation (en déplaçant l’échantillon le long du trajet optique) et en 

collectant l’intensité transmise, il est possible de remonter à la valeur de σ2

Cette technique est la seule manière de mesurer l’ADP d’un composé non fluorescent. 

estimation de divers paramètres (effet Kerr optique, absorption de l’état 

) conduit à une surestimation de la valeur de σ2, limitant ainsi son utilisation surtout 

t fluorescents. 

de l’irradiation n’est pas 

proportionnelle à I², et fait 

» de la physique qu’est l’optique non linéaire.  

que l’excitation d’une molécule 

par ADP a principalement lieu au point de focalisation du laser (figure 3), donnant ainsi une 

deux photons (droite). 

Sans entrer dans les détails, les fortes puissances nécessaires pour observer l’ADP sont 

mesurer l’ADP, deux types 

de mesures sont possibles. Si le système étudié est non fluorescent, la technique de mesure de 

scan. Cette technique se base sur le fait que l’ADP est 

ant au point focal du laser. En 

faisant varier l’intensité d’excitation (en déplaçant l’échantillon le long du trajet optique) et en 

2. 

composé non fluorescent. 

estimation de divers paramètres (effet Kerr optique, absorption de l’état 

, limitant ainsi son utilisation surtout 
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Lorsque le système étudié est fluorescent, la technique utilisée se nomme la 

fluorescence par excitation à deux photons (TPEF). Puisque l’émission de fluorescence est 

effectuée depuis l’état excité de plus basse énergie (loi de Kasha), cette luminescence est 

indépendante de la source d’excitation. Cette règle est très importante puisqu’elle permet de 

s’assurer que lorsque l’état excité est atteint par excitation à deux photons, la fluorescence 

émise par le fluorophore est la même que par excitation classique. 

 

Cette technique permet, via l’utilisation d’une référence fluorescente absorbante à 

deux photons (par exemple la fluorescéine), de mesurer la valeur de σ2Φf du système étudié 

(appelé la brillance à deux photons) et connaissant la valeur du rendement quantique de 

luminescence du système, de déterminer σ2.  

 

Ainsi la fluorescence peut être utilisée pour mesurer la section efficace d’absorption à 

deux photons (σ2) avec une excellente fiabilité. Cette technique est utilisée au sein du 

laboratoire pour déterminer les propriétés d’ADP des chromophores présentés dans ce 

manuscrit. 
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Chapitre II – Préparation de FONs à base de molécules dipolaires 

Les chromophores présentés dans ce chapitre ont été synthétisés au sein du laboratoire 

par différents opérateurs. La description de la synthèse de ces molécules est disponible dans 

les articles relatifs à ces composés. 

1. Introduction 

Antérieurement aux travaux présentés dans ce manuscrit, la synthèse et l’étude de 

nanoparticules à base de molécules comportant un motif triphénylamine[1-4] ont permis de 

légitimer la présence du tout organique dans le domaine de la nano-imagerie.[3] Le choix du 

motif triphénylamine amine est basé sur sa capacité à délocaliser les électrons et à générer de 

l’encombrement. 

 

En effet, de par sa nature, le motif triphénylamine joue le double rôle de donneur 

d’électrons et de bouclier anti-empilement. Dans des molécules de type push-pull, le doublet 

électronique de l’azote peut, selon le type d’accepteur et de système π conjugué, se 

délocaliser facilement. Cette propriété se caractérise bien souvent en absorption par 

l’apparition d’une bande de transfert de charge intramoléculaire (ICT) dont l’intensité varie 

avec « la probabilité » de la délocalisation. Puisque l’ICT est majoritairement responsable des 

propriétés d’absorption et d’émission des fluorophores dipolaires en solution, pouvoir 

moduler ce paramètre est important. 

 

La délocalisation électronique au sein de molécules organiques a largement été étudiée 

dans la littérature. Les principaux facteurs agissants sur la délocalisation électronique dans le 

cas de molécules push-pull sont : la force du couple accepteur/donneur,[5-8] la nature du 

système π conjugué[9-12] et la longueur du système π conjugué.[5, 13-15] Ces études montrent 

que l’utilisation de donneur/accepteur fort favorise fortement le transfert de charge. De même, 

un système π conjugué long et facile à délocaliser accentue l’ICT. Les systèmes π de type 

oligothiophène ont rapidement été utilisés pour la préparation de semi-conducteurs 

organiques[16-20] en tant que système π, puis pour la préparation de chromophores.[7, 8, 11]  

 



 

L’engouement pour les dérivés à base d’

aromaticité du thiophène, qui facilite le transfert de charge par un amoindrissement du coût en 

énergie (en comparaison avec les dériv

sont bien souvent non toxique

d’imagerie biologique sont visées. 

 

Néanmoins, une des caractéristiques principales des dipôles e

s’assembler (interaction dipôle

(Illustration 1). 

Illustration 1. Représentation du comportement des dipôles en solution.

L’inconvénient de cette association est qu’elle se fait dans une configuration dite 

antiparallèle. C’est-à-dire que les moments 

de telle façon que le moment 

atténuation/disparition du moment 

intramoléculaire des électrons, induisant u

 

L’interaction antiparallèle au sein de dimères 

forte, induire un déplacement hypsochrome (vers les hautes énergies donc les petites 

longueurs d’onde) des bandes d’absorpt

longueurs d’onde s’explique par une scission de l’état excité (décrit dans la théorie de 

l’exciton moléculaire)[22, 23] en deux niveaux énergétiques

fondamental à l’état excité E1

est autorisé pour le niveau le plus haut en énergie (

probable et donc possède une valeur d’epsilon très faible contrairement à S0
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L’engouement pour les dérivés à base d’oligothiophène provient de la faible 

aromaticité du thiophène, qui facilite le transfert de charge par un amoindrissement du coût en 

énergie (en comparaison avec les dérivés phényles). De plus les oligomères de thiophènes 

sont bien souvent non toxiques,[21] ce qui est un critère important lorsque des applications 

d’imagerie biologique sont visées.  

Néanmoins, une des caractéristiques principales des dipôles est qu’ils ont tendance à 

dipôle-dipôle) lorsque leur concentration est trop importante 

Illustration 1. Représentation du comportement des dipôles en solution. 

L’inconvénient de cette association est qu’elle se fait dans une configuration dite 

dire que les moments dipolaires des dipôles vont orienter les molécules 

de telle façon que le moment dipolaire résultant soit nul. La conséquence directe de cette 

atténuation/disparition du moment dipolaire global est une baisse de la délocalisation 

intramoléculaire des électrons, induisant une baisse de l’intensité de la bande ICT. 

L’interaction antiparallèle au sein de dimères dipolaires peut, si elle est suffisamment 

forte, induire un déplacement hypsochrome (vers les hautes énergies donc les petites 

) des bandes d’absorption et d’émission. Ce décalage vers les petites 

s’explique par une scission de l’état excité (décrit dans la théorie de 

en deux niveaux énergétiques (illustration 2); le passage de l’é

E1 par absorption est interdit pour raison de symétrie 

est autorisé pour le niveau le plus haut en énergie (E2) ; ainsi la transition S0

probable et donc possède une valeur d’epsilon très faible contrairement à S0

provient de la faible 

aromaticité du thiophène, qui facilite le transfert de charge par un amoindrissement du coût en 

). De plus les oligomères de thiophènes 

ce qui est un critère important lorsque des applications 

t qu’ils ont tendance à 

est trop importante 

 
L’inconvénient de cette association est qu’elle se fait dans une configuration dite 

ipôles vont orienter les molécules 

résultant soit nul. La conséquence directe de cette 

global est une baisse de la délocalisation 

ne baisse de l’intensité de la bande ICT.  

peut, si elle est suffisamment 

forte, induire un déplacement hypsochrome (vers les hautes énergies donc les petites 

ion et d’émission. Ce décalage vers les petites 

s’explique par une scission de l’état excité (décrit dans la théorie de 

(illustration 2); le passage de l’état 

pour raison de symétrie alors qu’il 

; ainsi la transition S0-E1 est peu 

probable et donc possède une valeur d’epsilon très faible contrairement à S0-E2. 



 

Illustration 2. Diagramme d’énergie des bandes excitoniques de dipôles moléculaires sous 
forme de monomère et de dimère

Le décalage des bandes d’absorption et d’émission n’est pas la seule conséquence de 

ce type d’empilement, puisque généralement, la formation de dimères antiparallèles 

s’accompagne d’une baisse significative de l’émission.

 

Comme le démontre la structure moléculaire (figure 4), la géométrie du motif 

triphénylamine génère un encombrement stérique important au voisinage du doublet non liant 

de l’azote. L’effet bouclier des deux 

diminue mécaniquement l’interaction entre les dipôles, atténuant ainsi les effets de 

l’empilement antiparallèle. Cette prévention de l’empilement antiparallèle a permis d’obtenir 

par agrégation dans l’eau des chromophores,

organiques[3, 4] qui, malgré la proximité évidente des molécules confinées à l’intérieur de la 

nanoparticule, conservent une émission de fluorescence facilement détectable à l’œil, 

exemple le composé D1[3] (schéma 1).

Schéma 1. Structure chimique de 

Les FONs D1 absorbent dans le bleu (

dominance verte. Malgré d’excellentes propriétés d’émission, ces nanoparticules 

« primitives » possèdent une stabilité colloïdale faible (figure 1) de l’ordre d’un à deux 
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Illustration 2. Diagramme d’énergie des bandes excitoniques de dipôles moléculaires sous 
forme de monomère et de dimère, l’ordonnée est exprimée en énergie.[23] 

Le décalage des bandes d’absorption et d’émission n’est pas la seule conséquence de 

ment, puisque généralement, la formation de dimères antiparallèles 

s’accompagne d’une baisse significative de l’émission.[23] 

Comme le démontre la structure moléculaire (figure 4), la géométrie du motif 

triphénylamine génère un encombrement stérique important au voisinage du doublet non liant 

de l’azote. L’effet bouclier des deux phényles (qui ne participent pas à 

mécaniquement l’interaction entre les dipôles, atténuant ainsi les effets de 

l’empilement antiparallèle. Cette prévention de l’empilement antiparallèle a permis d’obtenir 

par agrégation dans l’eau des chromophores,[24, 25]   des nanoparticules purement  

lgré la proximité évidente des molécules confinées à l’intérieur de la 

nanoparticule, conservent une émission de fluorescence facilement détectable à l’œil, 

(schéma 1). 

N

S CHO

D1  
Schéma 1. Structure chimique de D1. 

absorbent dans le bleu (cf. tableau 1) avec une émission à forte 

dominance verte. Malgré d’excellentes propriétés d’émission, ces nanoparticules 

» possèdent une stabilité colloïdale faible (figure 1) de l’ordre d’un à deux 

Illustration 2. Diagramme d’énergie des bandes excitoniques de dipôles moléculaires sous 

Le décalage des bandes d’absorption et d’émission n’est pas la seule conséquence de 

ment, puisque généralement, la formation de dimères antiparallèles 

Comme le démontre la structure moléculaire (figure 4), la géométrie du motif 

triphénylamine génère un encombrement stérique important au voisinage du doublet non liant 

ticipent pas à la conjugaison), 

mécaniquement l’interaction entre les dipôles, atténuant ainsi les effets de 

l’empilement antiparallèle. Cette prévention de l’empilement antiparallèle a permis d’obtenir 

oparticules purement  

lgré la proximité évidente des molécules confinées à l’intérieur de la 

nanoparticule, conservent une émission de fluorescence facilement détectable à l’œil, par 

tableau 1) avec une émission à forte 

dominance verte. Malgré d’excellentes propriétés d’émission, ces nanoparticules 

» possèdent une stabilité colloïdale faible (figure 1) de l’ordre d’un à deux jour.  
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Tableau 1. Caractéristiques des FONs D1 dans l’eau. 

 
λabs

max  

nm 

εmax a) 

M-1.cm-1 

λém
max  

nm 
ΦF

b) 
λ2PA

max  

nm 

σ2
max c)  

GM 

DTEM 
d) 

nm 
Ne) 

D1 418 0.9 109 538 0.15 827 5 106 34 5.0 104 

a) Coefficient d’extinction molaire des FONs. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré par sphère d’intégration. c) Section efficace 
d’absorption à deux photons des FONs mesurée à λ2PA

max (1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). d) Diamètre « sec » des FONs déterminé par 
microscopie électronique. e) Nombre de chromophores constituant une nanoparticule. 

En dépit de la présence d’une forte salinité, la stabilité colloïdale des FONs D1 est 

rapportée comme étant suffisante pour permettre une observation in vivo du comportement de 

ces FONs dans des vaisseaux sanguins.[3] Néanmoins, augmenter la stabilité colloïdale de ces 

FONs pourrait permettre d’effectuer de l’imagerie sur plusieurs jours, ouvrant ainsi de 

nombreuses possibilités d’utilisation de ces NPs dans l’imagerie in vivo ; par exemple la 

détermination du temps de résidence des FONs dans le système vasculaire, du taux 

d’accumulation des FONs dans les organes filtrants, de la toxicité à court et moyen terme 

pour ce type de FONs, etc.…  

 
Figure 1. Évolution de la stabilité colloïdale des FONs D1 par suivi de l’absorption UV-
visible. 

De même, que la stabilité des NPs est importante, il est important pour la bioimagerie 

de disposer de FONs émettant dans plusieurs domaines du visible. En s’inspirant de ce 

chromophore prototype et à l’aide de l’ingénierie moléculaire,[14, 26, 27] de nouvelles 

générations de chromophores (D2-D4) ont été synthétisées. Des variations de la structure 

chimique de D1 ont permis de moduler les propriétés d’absorption et d’émission de ces 

nouveaux chromophores. Ces modifications de structures impactent également la stabilité 

chimique (D4) et colloïdale (D2-D4) de ces dipôles en solution aqueuse. 
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2. Propriétés photophysiques de D2 en solution moléculaire 

L’élongation du système π dans les molécules conjuguées est une stratégie largement 

décrite pour décaler l’absorption et l’émission vers les basses énergies.[13] Le système π du 

nouveau chromophore D2 est étendu grâce à l’utilisation d’un système bithienyl à la place du 

système monothienyl de D1.  

 
Schéma 2. Structure de D2. 

Comme expliqué précédemment, le thiophène permet une meilleure communication 

électronique entre les groupements accepteurs et donneurs que le benzène.  

Nombre de chromophores utilisent des polyènes afin d’étendre leurs systèmes π, par 

exemple les cyanines,[28] ou bien les caroténoïdes.[13, 24] Bien que la préparation de 

nanoparticules à base de caroténoïdes soit décrite dans la littérature,[24] la planéité des motifs 

vinylique ainsi que l’absence de groupements fortement encombrants favorisent les 

interactions de type empilement π-π, délétères pour l’émission de fluorescence.  

 

Cependant, l’inconvénient majeur des motifs vinyliques n’est pas dû aux interactions 

intermoléculaires qu’ils engendrent, mais à leur faible photostabilité. Lors du processus 

d’excitation, un électron du chromophore est promu temporairement sur une orbitale de plus 

haute énergie, facilitant les processus d’oxydation de la molécule.  

Cette photo-oxydation des chaînes vinyles[29] peut être amplifiée dans le milieu 

biologique, où de nombreux oxydants sont présents. D’ailleurs, il est intéressant de noter que 

les caroténoïdes sont utilisés dans le vivant comme antioxydants.[30, 31] 

 

Pour ces raisons, le thiophène est un bon compromis entre une bonne délocalisation 

électronique et la stabilité chimique. 

2.1 Solvatochromie 



 

Tout comme D1, le chromophore 

solution moléculaire. Les mesures d’émission de fl

différentes (figure 2) montrent clairement un solvatochromisme positif, avec une émission 

couvrant quasiment le domaine du visible

Figure 2. Gauche : Absorption et émission normalisées de 
différentes ; Droite : Corrélation

Cette variation de l’émission de fluorescence en fonction de la polarité des solvants 

indique une augmentation assez importante du moment dipolaire de la molécule lors de son 

excitation. Comme expliqué dans le chapitre dédié à la fluorescence, en utilisant les mesures 

de temps de vie de fluorescence, d’anisotropie et la corrélation de LM, il est poss

déterminer la différence de moment dipolaire induite par l’excitation (

La valeur obtenue pour le composé 

D1 (∆µ = 12.5D). 

 

Cette augmentation de la différence de moment dipolaire entre l’état

l’état excité entre un chromophore monothienyl et son homologue bithienyl est une preuve 

supplémentaire que les motifs thienyls favorisent fortement la communication électronique 

entre les groupements donneurs et accepteurs au sein du dipôl
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, le chromophore D2 est un absorbeur bleu lorsqu’il se trouve en 

solution moléculaire. Les mesures d’émission de fluorescence dans des solvants de polarités 

différentes (figure 2) montrent clairement un solvatochromisme positif, avec une émission 

couvrant quasiment le domaine du visible : du cyan (toluène) au rouge orangé

: Absorption et émission normalisées de D2 dans des solvants de polarités 
Corrélation de Lippert-Mataga D2 en solution. 

Cette variation de l’émission de fluorescence en fonction de la polarité des solvants 

e augmentation assez importante du moment dipolaire de la molécule lors de son 

excitation. Comme expliqué dans le chapitre dédié à la fluorescence, en utilisant les mesures 

de temps de vie de fluorescence, d’anisotropie et la corrélation de LM, il est poss

déterminer la différence de moment dipolaire induite par l’excitation (∆µ). 

pour le composé D2 (∆µ = 15D) est supérieure à celle calculée pour 

Cette augmentation de la différence de moment dipolaire entre l’état

l’état excité entre un chromophore monothienyl et son homologue bithienyl est une preuve 

supplémentaire que les motifs thienyls favorisent fortement la communication électronique 

entre les groupements donneurs et accepteurs au sein du dipôle. 

 

est un absorbeur bleu lorsqu’il se trouve en 

uorescence dans des solvants de polarités 

différentes (figure 2) montrent clairement un solvatochromisme positif, avec une émission 

rouge orangé (DMSO). 

dans des solvants de polarités 

Cette variation de l’émission de fluorescence en fonction de la polarité des solvants 

e augmentation assez importante du moment dipolaire de la molécule lors de son 

excitation. Comme expliqué dans le chapitre dédié à la fluorescence, en utilisant les mesures 

de temps de vie de fluorescence, d’anisotropie et la corrélation de LM, il est possible de 

).  

= 15D) est supérieure à celle calculée pour 

Cette augmentation de la différence de moment dipolaire entre l’état fondamental et 

l’état excité entre un chromophore monothienyl et son homologue bithienyl est une preuve 

supplémentaire que les motifs thienyls favorisent fortement la communication électronique 
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Tableau 2. Propriétés photophysiques de D2 en solution moléculaire. 

Solvant 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

M-1cm-1 

λém
max 

nm 

FWHMb) 

cm-1 
Φf

c) 
τ 

d) 

ns 

Cyclohexane 417 4.6 104 508 3.3 103 0.47 1.0 

Toluène 424 2.9 104 533 3.7 103 0.71 2.1 

CHCl3 431 6.9 104 589 3.5 103 0.91 3.1 

THF 420 3.6 104 566 3.6 103 0.85 2.9 

DCM 427 4.4 104 612 3.5 103 0.75 3.5 

Acétone 419 3.5 104 615 3.8 103 0.60 3.2 

Acétonitrile 419 5.3 104 660 3.9 103 0.32 2.1 

DMSO 430 4.3 104 670 3.8 103 0.37 2.2 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Largeur à mi-hauteur de l’émission. c) Rendements quantique de fluorescence mesurés avec comme 
standard la fluorescéine dans NaOH 0.1M ou la rhodamine 6G dans l’éthanol. d) Temps de vie de fluorescence. 

2.2 Absorption à deux photons 

De même que pour l’absorption linéaire, les propriétés d’absorption à deux photons 

(ADP) de D2 en solution moléculaire montrent des différences significatives avec celles 

mesurées pour D1 (tableau 3). 

Tableau 3. Comparaison de l’absorption à un et deux photons de D1 et D2 dans CHCl3. 

Composé 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

M-1.cm-1 

λém
max 

nm 
Φf 

 b) 
2λOPA

max 

nm 

λ2PA
max 

nm 

σ2
max c) 

GM 

D1 411 2.8 104 541 0.82 822 820 167 

D2 431 6.9 104 589 0.91 862 910 590 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la fluorescéine dans NaOH 
0.1 M. c) Section efficace d’absorption à deux photons mesurée à λ2PA

max (1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1).  

L’absorption à deux photons est très sensible aux effets de champ électrique ; pour 

cette raison, la meilleure délocalisation des électrons de l’état excité au sein de D2 entraîne 

une forte réponse d’ADP dans la gamme 800-950 nm avec un maximum d’absorption à 

910 nm (figure 3). Au-delà du fort décalage bathochrome de l’ADP, le composé D2 possède 

une section efficace d’ADP (σ2) plus de trois fois supérieure à celle de D1. 
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Figure 3. Spectres d’absorption à un (noir) et deux photons (bleu) de D2 dans le chloroforme. 
L’échelle de gauche correspond à la section efficace d’absorption à deux photons et l’échelle 
de droite au coefficient d’extinction molaire. 

3. Propriété de l’état solide et cristallin de D2 

La structure cristalline de D2 a été obtenue par diffraction des rayons X de cristaux 

issus de cette molécule.  

D2 cristallise dans un système triclinique dans le groupe d’espace P-1 : alors que 

l’agencement moléculaire se fait sous forme de chevrons, la structure cristalline laisse 

clairement apparaître la présence de dimères antiparallèles (figure 4). De par leur fort 

encombrement stérique, les motifs triphénylamine gêne l’empilement des molécules et 

obligent celles-ci à ce décaler l’une par rapport à l’autre.  

  
Figure 4. Représentation de la maille élémentaire (gauche) et de l’interaction moléculaire 
proche (droite) de D2 dans le cristal. 

Comme le montre la figure 4 à droite, un décalage « latéral » entre les deux 

chromophores empêche les aldéhydes d’interagir parfaitement avec les atomes d’azote, 
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malgré une distance intermoléculaire faible (centre à centre : d~4 Å). Ce type d’interaction 

moléculaire est attendu lorsque l’on travaille sur des composés dipolaires. Malgré cet 

agencement moléculaire défavorable à l’émission de luminescence, l’excellente planéité des 

systèmes π conjugués assure une excellente communication entre les groupements donneur et 

accepteur, permettant ainsi au cristal d’émettre dans l’orange (figure 5). 

 

Comme la plupart des systèmes oligothiophènes, les thiophènes composant D2 sont 

« twistés » d’environ 172°, ce qui leur fait adopter une conformation de type syn, 

conformation plus stable, permettant une meilleure délocalisation électronique des électrons 

par rapport à la conformation anti. 

 
Figure 5. Spectres d’émission et d’excitation de D2 à l’état solide. 

4. Propriétés photophysiques des nanoparticules D2 dans l’eau 

Les nanoparticules issues de D2 sont préparées par la méthode dite de reprécipitation, 

en mélangeant une solution concentrée de D2 dans du THF (1mM) avec de l’eau osmosé. Une 

fois la solution de chromophore ajoutée, le liquide résultant devient rapidement orangé tout en 

restant limpide. Puisque D2 n’est pas soluble dans l’eau, la forte coloration orangée de la 

solution aqueuse indique que le chromophore se présente sous forme d’agrégats. La limpidité 

de la solution aqueuse indique que la taille des agrégats est inférieure à ~400 nm (diffusion de 

Mie). 

4.1 Absorption et émission des FONs D2 
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Tableau 4. Propriétés photophysiques de D2 dans l’eau en comparaison avec D2 en solution 
dans le chloroforme. 

Solvant 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

L.mol-1.cm-1 

λém
max 

nm 

FWHM b) 

cm-1 
ΦF 

c) 
τ d) 

ns 

CHCl3 431 6.9 104 589 3.5 103 0.91 3.1 

H2O – (FONs) 422 2.2 104 597 3.1 103 0.07 
1.1 (60%) 

3.5 (40%) 

a) Coefficient d’extinction molaire de D2. b) Largeur à mi-hauteur de l’émission. c) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec 
comme standard la fluorescéine dans NaOH 0.1 M ou par sphère d’intégration. d) Temps de vie de fluorescence. 

De la même façon que D2 émet de la fluorescence à l’état solide, la solution aqueuse 

de nanoparticules issues de D2 conserve ses propriétés de fluorescence et émet dans le visible. 

L’étude du comportement de D2 en solution dans les solvants organiques a permis de mettre 

en évidence un solvatochromisme positif de l’émission de fluorescence. Du fait de cette 

propriété, D2 est une sonde de polarité ; donc, en comparant l’émission de fluorescence de D2 

à l’état d’agrégats dans l’eau et en solution moléculaire (figure 6), il est possible de 

déterminer quel type d’environnement compose la nanoparticule. 

 
Figure 6. Spectres d’absorption et d’émission de D2 en solution dans le chloroforme et sous 
forme de FONs. 

De façon assez surprenante, l’émission de fluorescence dans les FONs coïncide avec 

une émission dans un solvant de polarisabilité moyenne comme le chloroforme. Alors que les 

FONs sont en suspensions dans l’eau, une émission de fluorescence correspondant à un 

environnement peu polaire est assez inattendue. 



 

Illustration 3. Illustration des différentes espèces au sein d’une nanoparticule 

Cependant, en regardant le temps de vie de fluorescence des FONs 

que celui-ci comporte une décroissance de type bi

court (1.1 ns) et un temps de vie long (3.5 ns). 

présence de ces deux temps de vie

issue des molécules à l’interface de la nanoparticule 

proximité avec l’eau. À l’opposé, le temps de vie 

fluorescence observée, pourrait 

nanoparticule, compatible avec un environnement peu polaire (illustration 3).

hypothèse pourrait être que le temps de vie court serait dû à la présence d’interactions 

intermoléculaires fortes au sein de la nanoparticul

4.2 Absorption à 

Le maintien des propriétés de fluorescence de 

d’absorption à deux photons 

l’ extrême dilution de ces FONs (C

peut être enregistré avec un bon rapport signal/bruit.

 

Il est intéressant de remarquer que dans les FONs, les propriétés d’absorption à 

photons sont différentes de celles obtenues en solution dans le chloroforme

d’ADP dans les FONs est décalé à 970 nm (figure 7) et la valeur de 

Ces modifications des propriétés d’ADP démontrent la présence d’interactions 

intermoléculaires fortes au sein de la nanoparticule.
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tion des différentes espèces au sein d’une nanoparticule 

Cependant, en regardant le temps de vie de fluorescence des FONs 

ci comporte une décroissance de type bi-exponentielle composé d’un temps de vie 

ps de vie long (3.5 ns). Une des hypothèses pouvant expliquer la 

présence de ces deux temps de vie pourrait être que la présence du temps de vie court 

molécules à l’interface de la nanoparticule puisque celles-ci s

l’opposé, le temps de vie long, responsable de l’émission de 

pourrait correspondre aux molécules situées à l

compatible avec un environnement peu polaire (illustration 3).

hypothèse pourrait être que le temps de vie court serait dû à la présence d’interactions 

fortes au sein de la nanoparticule. 

Absorption à deux photons des FONs D2 

Le maintien des propriétés de fluorescence de D2 permet de déterminer ses p

 à l’état de FONs. De façon tout à fait remarquable, et malgré 

extrême dilution de ces FONs (C ~ nM), le spectre d’absorption à deux photons

peut être enregistré avec un bon rapport signal/bruit. 

ressant de remarquer que dans les FONs, les propriétés d’absorption à 

sont différentes de celles obtenues en solution dans le chloroforme

d’ADP dans les FONs est décalé à 970 nm (figure 7) et la valeur de σ2 est atténuée

Ces modifications des propriétés d’ADP démontrent la présence d’interactions 

es au sein de la nanoparticule. 

tion des différentes espèces au sein d’une nanoparticule D2. 

Cependant, en regardant le temps de vie de fluorescence des FONs D2, on remarque 

exponentielle composé d’un temps de vie 

Une des hypothèses pouvant expliquer la 

a présence du temps de vie court serait 

ci subissent une forte 

, responsable de l’émission de 

aux molécules situées à l’intérieur de la 

compatible avec un environnement peu polaire (illustration 3). Une seconde 

hypothèse pourrait être que le temps de vie court serait dû à la présence d’interactions 

permet de déterminer ses propriétés 

à l’état de FONs. De façon tout à fait remarquable, et malgré 

deux photons des FONs 

ressant de remarquer que dans les FONs, les propriétés d’absorption à deux 

sont différentes de celles obtenues en solution dans le chloroforme. Le maximum 

atténuée à 200 GM. 

Ces modifications des propriétés d’ADP démontrent la présence d’interactions 
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En effet, les interactions intermoléculaires de type dipôles-dipôles peuvent modifier 

profondément l’ADP de molécules polarisables. Or à l’état d’agrégats, les interactions entre 

les chromophores sont attendues pour être très fortes du fait de la grande proximité entre les 

molécules. 

 
Figure 7. Spectre d’absorption à deux photons de D2 à l’état d’agrégat dans l’eau. 

4.3 Caractéristiques des FONs D2 

Afin de caractériser les propriétés physiques des nanoparticules, des mesures de leur 

taille ont été entreprises, via des expériences de diffusion de la lumière (Dh) et de microscopie 

électronique (TEM). Les FONs D2 sont des objets sphériques dont la taille brute se situe aux 

alentours de 35 nm (figure 8) et le diamètre des FONs hydratées est mesuré autour de 60 nm. 

Cette différence entre le diamètre « hydraté » et « brut » provient de la couche d’eau qui est 

orientée à l’interface et qui enveloppe la nanoparticule lorsque celle-ci est en solution dans 

l’eau. 

  
Figure 8. Image TEM (gauche) et DLS (droite) des FONs D2 dans l’eau. 
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La détermination de la taille des nanoparticules permet de valider l’existence de 

particules dont la taille est inférieure à 400 nm, et donc la présence de nanoparticules. Puis en 

utilisant la densité mesurée dans la structure cristalline, on peut estimer le nombre de 

chromophores composant une nanoparticule. Ce nombre de chromophores (N) est ensuite 

utilisé pour estimer la concentration en nanoparticules et donc les paramètres liés à cette 

concentration (εmax , σ2
max). 

Tableau 4. Caractéristiques des FONs D2 dans l’eau 
DTEM 

a) 

nm 
Ν b) 

εmax c) 

L.mol-1.cm-1 

σ2
max d) 

GM 

εmaxΦ e) 

L.mol-1.cm-1 

σ2
maxΦ f) 

GM 

ζ g) 

mV 

36 4 104 9 108 8 106 6 107 5.5 105 -40 

a) Diamètre « sec » des FONs déterminé par microscopie électronique. b) Nombre de chromophores constituant une nanoparticule estimé 
avec la densité du cristal. c) Coefficient d’extinction  molaire des FONs. d) Section efficace d’absorption à deux photons des FONs mesurée 
à λ2PA

max (1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). e) Brillance des FONs. f)  Brillance à deux photons des FONs. g) Potentiel zêta des FONs. 

Il est important de souligner que la détermination du nombre de chromophores 

constituant une nanoparticule n’est pas une valeur absolue ; puisque pour déterminer N, 

plusieurs hypothèses sont faites : taille des nanoparticules homogène et densité des FONs 

semblable à la densité dans le cristal. Pour cette raison, les valeurs des coefficients 

d’extinction molaire et de section efficace d’absorption à deux photons des FONs sont à 

relativiser avec les approximations induites par N. 

4.4 Modification de la taille des FONs D2 

La taille des nanoparticules est un paramètre important pour les propriétés 

photophysiques des FONs, mais aussi pour la bioimagerie. Le vivant n’est pas un milieu 

homogène, ainsi, selon le type d’observations, certains biologistes souhaitent avoir des FONs 

de très petites tailles (< 15 nm) ou bien des tailles plus grosses (>80 nm). Le contrôle de la 

taille est donc capital, celui-ci devient un véritable challenge compte tenu du mode de 

préparation des FONs. 

 

Un paramètre intéressant pour faire varier la taille des FONs est la concentration de la 

solution mère. En effet, cette concentration est fixée par l’opérateur et est normalement 

facilement reproductible d’un opérateur à un autre. Une étude de variation de la concentration 

de la solution mère a donc été conduite en utilisant une gamme croissante de concentration 

(allant de 1 mM à 5 mM).  
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Les FONs D2 ont été préparées de la même manière (décrite précédemment) avec 

pour seul changement, l’ajout d’une solution de concentration différente. Comme le montrent 

le tableau 5 et les figures 9 et 10, l’utilisation de solution mère de concentrations différentes, 

ne modifie pas la bande d’émission de fluorescence alors que la bande d’absorption devient 

légèrement plus large. Cette largeur inhomogène ainsi que l’apparition d’un début de 

diffusion de la bande d’absorption à C = 5 mM, prouvent que la concentration de la solution 

mère joue un rôle direct sur la taille des nanoparticules, mais n’affecte pas la structure interne 

des FONs. 

 
Figure 9. Influence de la concentration de la solution mère sur les propriétés optiques des 
FONs. 

Cette augmentation de taille est validée par les mesures de DLS qui laissent clairement 

apparaître une tendance d’augmentation de taille avec la concentration. 

Tableau 5. Influence de la concentration de la solution mère (Sm) sur les propriétés des FONs. 
Concentration Sm 

mol.L-1 

λabs
max 

nm 

FWHM a) 

cm-1 

λém
max 

nm 
ΦF 

b) 
Dh

 c) 

nm 

1 10-3 422 6.1 103 597 0.07 60 

2 10-3 422 6.5 103 597 0.07 99 

3 10-3 422 6.3 103 597 0.07 115 

5 10-3 422 6.7 103 597 0.08 158 

a) Largeur à mi-hauteur de l’absorption des FONs. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la fluorescéine 
dans NaOH 0.1 M. c) Diamètre hydraté des FONs. 
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Figure 10. Distribution du Dh des FONs D2 en fonction de la concentration de la solution 
mère. 

4.5 Mesure de la stabilité colloïdale des FONs D2 

La stabilité des FONs D2 a été évaluée par mesure de l’évolution de l’absorption dans 

le temps. Comme expliqué au début de ce chapitre, la stabilité colloïdale des FONs est un 

critère important au vu de leur utilisation en milieu biologique, puisqu’une mauvaise stabilité 

peut au mieux affecter la mobilité des nanoparticules, au pire provoquer une occlusion 

mortelle. Le potentiel ζ des FONs D2 (tableau 4) est assez négatif pour permettre une stabilité 

colloïdale correcte des FONs comme l’attestent les mesures d’absorption dans le temps 

(figure 11). 

 
Figure 11. Évolution de la stabilité colloïdale des FONs D2 suivie par absorption. 

De façon très intéressante, les FONs D2 présentent une meilleure stabilité colloïdale 

que les FONs D1. Il est possible d’expliquer cette augmentation de stabilité par des 

interactions plus fortes au sein des FONs D2 qui structurent la surface de la nanoparticule et 

ralentissent les processus de réorganisation de surface qui peuvent affecter la stabilité. 



75 

 

5. Propriétés photophysiques des FONs D3 dans l’eau 

Afin d’explorer la stabilité colloïdale des FONs, une version plus encombrée de D2 a 

été synthétisée : D3 (schéma 3). Cette molécule est identique à D2, à l’exception des motifs 

« ailettes », ajoutés sur les segments phényles dans le but d’augmenter l’encombrement 

stérique de la molécule et donc de défavoriser encore plus les interactions intermoléculaires 

antiparallèles. 

N

S

D3

S

CHO

 
Schéma 3. Structure chimique de D3. 

5.1 Absorption, émission et caractéristique des FONs D3 

Puisque les phényles où sont mises les « ailettes » ne prennent pas franchement part au 

système π conjugué, les propriétés photophysiques en solution moléculaire sont pratiquement 

identiques à celles de D2 (figure 12) excepté un léger décalage (tableau 6) des bandes 

d’absorption (∆ = +16 nm) et d’émission (∆ = -2 nm) certainement due à un renforcement du 

caractère donneur de la triphénylamine par les ailettes. 
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Tableau 6. Caractéristiques des FONs D3 dans l’eau 
DTEM 

a) 

nm 
Ν b) 

λabs 

nm 

ε438 c) 

L.mol-1.cm-1 

λém
438 

nm 
ΦF  

d) 
ε438Φ e) 

L.mol-1.cm-1 

τ f) 

ns 

ζ g) 

mV 

40 2.9 104 438 0.7 108 595 0.05 3.8 106 
0.9 (59%) 

3.5 (41%) 
-75 

a) Diamètre « sec » des FONs déterminé par microscopie électronique. b) Nombre de chromophores constituant une nanoparticule. c) 
Coefficient d’extinction  molaire des FONs à λabs = 438 nm. d) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la 
fluorescéine dans NaOH 0.1M. e) Brillance des FONs à λabs = 438 nm. f) Temps de vie de fluorescence. g) Potentiel zeta des FONs. 

Figure 12. Absorption et émission de D2 et D3 dans le chloroforme (gauche) et sous forme de 
FONs dans l’eau (droite). 

Curieusement, les propriétés d’absorption et d’émission des FONs D3 sont quasi 

identiques à D2 (Figure 12). Ce qui indique que l’introduction des motifs ailettes n’impacte 

pas la conformation des chromophores. 

  
Figure 13. Image TEM (gauche)  et DLS (droite) des FONs D3 dans l’eau. 

La taille des FONs D3 est assez proche des FONs D2 puisque les mesures de taille via 

l’exploitation des clichés de microscopie électronique permettent d’estimer le diamètre des 
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FONs D3 à 40 nm, ce qui confirme les mesures de DLS donnant un diamètre moyen de 37 nm 

(figure 13). 

5.2 Mesure de la stabilité des FONs D3 

Bien que les caractéristiques des FONs D2 et D3 soient similaires, la stabilité 

colloïdale est très différente. Les FONs D3 présentent une exceptionnelle stabilité colloïdale 

pour des nanoparticules purement organiques. En effet, 11 mois après leur préparation, ces 

nanoparticules ont une absorption très proche de celle mesurée juste après leur formation 

(figure 14).  

 

Cette stabilité colloïdale est une conséquence directe de la valeur du potentiel de 

surface des FONs D3 qui est très négative (ζ = -75mV). L’absence de signe évident 

d’agrégation et le maintien de l’absorption sur une période de temps aussi longue montrent 

que la surface des FONs D3 est différente de celle de D2 et D1. 

 
Figure 14. Évolution de l’absorption des FONs D3 11 mois après leur préparation. 

Les différences de stabilité entre les FONs D1-D3 ainsi que le déplacement 

bathochrome des bandes d’absorption et d’émission des FONs D2 montrent que de légères 

modifications structurelles, tel que l’élongation du système π conjugué ou bien l’ajout de 

groupements encombrants affectent de façon significative les propriétés des FONs. 

 

Afin de mieux comprendre les processus pouvant intervenir à la surface des FONs, 

l’organisation des chromophores à la surface des nanoparticules a été évaluée grâce à la 

diffusion de second harmonique (SHS). 
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Chapitre III – Explorer la surface des nanoparticules par  
diffusion de second harmonique 
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Chapitre III – Explorer la surface des nanoparticules par 

diffusion de second harmonique 

1. Introduction 

1.1 L’optique non linéaire 

L’optique non linéaire est un domaine où les phénomènes optiques ne suivent plus de 

lois linéaires. Ainsi, lorsque l’on applique un champ électrique (E) à une molécule, dans 

l’optique dite classique (linéaire), le moment dipolaire (µ) de la molécule résultant dépend du 

moment dipolaire initial (µ0) et de la polarisabilité (α) de la molécule selon l’équation 1. 

:Y  �  :Y4 + I�ZY 
Équation 1. Réponse linéaire du moment dipolaire d’une molécule soumise à un champ 
électrique E. 

Cependant, lorsque l’on irradie cette molécule avec une intensité très forte (via un 

laser), de nouveaux tenseurs du second et du troisième ordre apparaissent dans l’équation 1, 

entraînant une perte de la dépendance linéaire du moment dipolaire au champ appliqué. Ces 

deux nouveaux termes sont : la première hyperpolarisabilité (β) et la seconde 

hyperpolarisabilité (γ). Le moment dipolaire de la molécule s’écrit alors selon l’équation 

2.[1, 2] 

:Y  �  :Y4 + I�ZY + [�ZY�ZY + \�ZY�ZY�ZY 
Équation 2. Réponse non linéaire du moment dipolaire d’une molécule soumise à un champ 
électrique E intense. 

Au regard de l’équation 2, on remarque que β et γ sont très sensibles au champ 

électrique E, ainsi de très faibles variations de β ou de γ vont induire de profondes 

modifications de la réponse globale de la molécule.  Cette hypersensibilité de la réponse 

moléculaire aux champs électriques est exploitée dans les expériences de diffusion de second 

harmonique (SHS) afin de donner des indications sur l’environnement dans lequel évolue une 

molécule possédant un β non nul. 



 

D’une façon simple, la génération de second

fréquence) correspond à l’union de deux photons de même énergie pour former un photon 

dont l’énergie est double lorsque ceux

hyperpolarisabilité (β) non nulle (illustration 1). 

Illustration 1. Représentation de la génération de second
centrosymétrique. 

La génération de second

molécules, elle s’applique à n’importe quel système non 

de symétrie est due au fait que les objets 

nulle (β = 0) et sont donc inactifs aux phénomènes d’ONL du second ordre tel que la SHG. 

La SHG est utilisée en imagerie biologique (figure 1) puisqu’elle ne nécessite pas 

l’emploi de sondes particulières et la visualisation de membranes,

ou de collagène[7-9] (qui sont de par leur forme des objets non 

avec une excellente précision. 

Figure 1. Imagerie par SHG de collagène et de myosine à la surface d’un muscle 
(λex = 860 nm).[10] 
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simple, la génération de second harmonique (aussi appelé doublement de 

fréquence) correspond à l’union de deux photons de même énergie pour former un photon 

ergie est double lorsque ceux-ci traversent un matériau possédant une 
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1.2 La mesure de l’hyperpolarisabilité β 

L’avènement des premiers lasers rubis dans les années 1960 a permis de nombreuses 

découvertes en optique non linéaire (ONL). Par exemple, la vérification expérimentale du 

phénomène d’absorption à deux photons,[11, 12] mais aussi la génération de second harmonique 

dans des cristaux de quartz,[2] de phosphate de potassium[13]  et d’autres composés 

inorganiques.[12, 14]  

 

Suite aux travaux de Bloembergen, Pershan[15] et de Bersohn,[16] la détermination de 

l’hyperpolarisabilité β devient possible par l’étude de la diffusion des harmoniques aussi 

appelée diffusion Rayleigh de Second Harmonique. 

 

L’étude de la génération de second harmonique a rapidement été étendue aux cristaux 

à base de molécules organiques simples comme l’hexamine,[17] des dérivés aromatiques[18-20] 

ou bien des acides aminés.[21] Cet intérêt pour des matériaux organiques actifs en ONL est 

motivé par les variations quasi infinies de structures moléculaires. Très rapidement, les 

molécules aromatiques[19, 22-25] ont été identifiées comme étant de bons générateurs de second 

harmonique. 

 

Afin d’optimiser l’activité ONL des molécules, des relations propriétés ONL-structure 

chimique ont été établies.[26-31] Ces études ont montré que le transfert de charge au sein de la 

molécule,[32] ainsi que l’alternance[33, 34] entre liaison double et liaison simple permettent 

d’obtenir des molécules avec de fortes hyperpolarisabilités. 

Alors que les mesures de β étaient réservées à l’état solide, des techniques de 

détermination de β en solution ont commencé à émerger dans les années 1980. Citons par 

exemple l’EFISHG[35] et l’hyper-Rayleigh en solution.[1] Cette arrivée tardive des mesures en 

solution vient du fait qu’il n’est pas possible de mesurer directement la valeur de β en 

solution, à cause de l’orientation statistique des molécules en solution qui moyenne et annule 

l’hyperpolarisabilité globale de la solution. 

 

L’EFISHG (Electric Field Induced Second Harmonic Generation) est une technique 

qui permet simplement de briser la symétrie de la solution, en orientant les molécules via 

l’application d’un champ électrique. L’inconvénient de cette technique est qu’il est nécessaire 



 

de connaître les valeurs du moment 

pouvoir extraire la valeur de la première hyperpolarisabilité 
 

Une alternative plus simple à l’EFISHG est l’utilisation de la diffusion hyper

Rayleigh. Cette technique, présente l’avantage d’utiliser le solvant comme une référence 

interne (équation 3), permettant ain

avec une grande précision, sans nécessiter la connaissance du moment 

molécule solvatée. Cette technique a

pour étudier les activités ONL de second ordre de molécules en solution

colloïdes métalliques[44-48] en suspension dans l’eau.

2. Calcul de l’hyperpolarisabilité 

Comme le montre le schéma 1,

utilisent un laser émettant dans l’infrarouge (

polariseurs rotatifs (λ/2 et λ

collecté à 90° par un capteur CCD.

Schéma 1. Illustration du montage expérimental pour les mesures HRS.

L’utilis ation de la diffusion de second

déterminer la valeur de βHRS

électrique de ce système aux hautes intensités. Dans un souci de clarté, le calcul de la valeur 

de βHRS à partir du jeu de donnée

D’un point de vue général, l’intensité de la di

pour une solution moléculaire s’exprime ainsi
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]̂ _!` = a � P
� � bc[defc! � 
^_g�hij.k� + 
8 � bc[defc! � 
^_g�hij.k8U � �]`�! � 10$5lm 
Équation 3. Calcul de l’hyperpolarisabilité moléculaire βJ=1. 

Avec I2ω l’intensité diffusée selon les plans de polarisation ΨV, G un facteur de 

correction lié à l’appareillage, C la concentration en solvant (Cs) ou en molécule (Cm), β la 

valeur de l’hyperpolarisabilité du solvant (βs) ou de la molécule (βm) et CΨV est une moyenne 

orientationnelle des composantes sphériques moléculaires de l’hyperpolarisabilité. La valeur 

Iω correspond à la puissance incidente et le terme 10-A2ω permet de prendre en compte 

l’absorption de la molécule à la longueur d’onde correspondant à 2ω. Certaines valeurs sont 

connues (Cs, βS, CΨVs et 10-A2ω) alors que d’autres valeurs sont fixées par l’expérimentateur 

(Iω et Cm). Ceci permet de simplifier l’équation comme ceci : 

]̂ _!` � �]`�! × Pn + 
8 × bc[defc! × 
^_g�hij.k8U × 10$5lm  
Ce qui donne si l’on considère les plans de polarisation suivant VV : 

]__!` � �]`�! × Pn + 
8 × bc[defc! × 
__k8U × 10$5lm 
Équation 4. Calcul de l’hyperpolarisabilité moléculaire βJ=1 simplifié. 

Le fait de passer les plans de polarisation en position vertical-vertical (VV) est très 

important, puisque dans cette configuration, le signal dipolaire est maximal et d’après le 

comportement de D2 et D3 en solution, la composante dipolaire βJ=1 est attendue pour être 

très forte. De cette façon, en mesurant l’évolution de l’intensité I2ω en faisant varier Iω par 

l’utilisation de la même solution (tous les autres paramètres étant fixes), on détermine la 

valeur de | β J=1|2CVV pour la molécule. 

 

La seconde étape expérimentale est la mesure de la variation de l’intensité du signal 

hyper Rayleigh en fonction de l’orientation des plans de polarisation ΨV à 360 ° (de +VV à 

+VV). Cette expérience permet de déterminer le paramètre d’anisotropie non linéaire ρ selon 

l’équation 5. L’intérêt de travailler selon plusieurs plans de polarisation concerne les 

composantes quadripolaires non locales qui ne peuvent être sondées qu’aux angles 45° 
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modulo 90°. Ainsi en régime statique (0° et 90°), certaines informations très importantes ne 

peuvent être extraites des données. 


^_�o� =
pq
qq
rs 9
45 +

6
105 w!�o�x + s−20

45 +
10
105w!�o�x � �@B!�Ψ� +

z1245 −
12
105 w!�o�{ � �@B|�Ψ� }~

~~
� 

Équation 5. Calcul de ρ à partir des scans en polarisations. 

Ce facteur d’anisotropie correspond aux contributions relatives entre les composantes 

dipolaires (βJ=1) et octupolaires (βJ=3) selon la relation suivante : 

w � s[de?[defx 
Équation 6. Expression mathématique du facteur d’anisotropie non linéaire. 

À partir de ce paramètre, le taux de dépolarisation (DR) peut être calculé selon l’équation 7. 

La valeur de DR se situe entre 3/2 et 9, et permet de déterminer quelle contribution est la 

majoritaire : si la valeur de DR se situe vers 9, la contribution dipolaire est majoritaire, si au 

contraire la valeur se situe vers 3/2, la contribution majoritaire est octupolaire. 

�� �  63 + 18w!
7 + 12w!  

Équation 7. Calcul du taux de dépolarisation DR. 

 
Figure 2. Dépendance du taux de dépolarisation (DR) aux paramètres ρ et Ψ.[49] 
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D’après l’équation 5, il apparaît clairement que pour une valeur de Ψ = 90° (vertical), 

les parties en cos²(Ψ) et cos4(Ψ) s’annulent, ce qui permet de simplifier l’équation comme 

suit : 


__ = 1
5 +

2
35w! 

Équation 8. Calcul de CVV à partir de ρ. 

Précédemment (équation 4), les scans en intensité ont permis de déterminer la valeur 

de |β J=1|2CVV. Donc en utilisant la valeur de CVV calculée dans l’équation 8, il est possible de 

déterminer la valeur de βJ=1 (équation 9) : 

[def � �c[defc! × 
__
__  
Équation 9. Calcul de βJ=1. 

Une fois la valeur de βJ=1 obtenue, la composante octupolaire βJ=3 est simplement 

calculée à partir de l’équation 6. 

 

Enfin, la valeur du βHRS peut être extraite selon les valeurs de βJ=1 et de ρ d’après 

l’équation suivante : 

[��� � [def × �23 × s13 + w!
7 x 

Équation 10. Détermination du βHRS. 

La détermination de cette valeur βHRS va permettre de comparer les différences de 

champs électriques autour de la surface des FONs. En effet, les résultats fournis par la 

comparaison entre les propriétés photophysiques des FONs D1, D2 et D3 semblent indiquer 

que les interactions à la surface des nanoparticules varient avec la structure moléculaire. Dans 

le but de comprendre comment les chromophores dipolaires s’agencent à la surface des FONs 

et de quelle façon cet arrangement affecte la stabilité colloïdale des FONs, des mesures de 

l’hyperpolarisabilité des chromophores D2 et D3 ont été effectuées.  
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Les mesures de solvatochromie de D1 et D2 ont mis en évidence le bon caractère 

dipolaire de ces molécules. Du fait de ce transfert de charge, des valeurs relativement 

importantes d’hyperpolarisabilité sont attendues et si cette hypothèse est validée, les mesures 

de SHS devraient permettre de détecter d’infimes modifications de la polarisation de la 

molécule du fait d’interactions intermoléculaires particulières. 

 

Dans cette étude, le dipôle D1 n’est pas utilisé pour comparer les effets de surface 

avec D2 et D3. Ce choix s’explique simplement par le fait que les mesures de SHS sont des 

mesures relativement longues (> 1h) et puisque les FONs D1 n’ont pas une stabilité colloïdale 

suffisante (figure 1 Chapitre II), il est impossible d’envisager une cohérence des mesures 

pendant la durée de l’expérience. 

3. Mesure de l’hyperpolarisabilité βHRS des dipôles D2 et D3 en solution 

Avant d’étudier les nanoparticules, qui sont des systèmes très complexes, il est 

primordial de déterminer en amont les valeurs de βHRS pour les chromophores D2 et D3 en 

solution dans un solvant organique. Dans ce but, des solutions de D2 et D3 dans le 

chloroforme et l’acétonitrile (pour D2) sont préparées à différentes concentrations, ce qui 

permet d’effectuer les scans en puissance, mais aussi sert de référence interne.  

 

En effet, tout comme lors des mesures de TPEF, il est essentiel de vérifier la 

dépendance quadratique de la réponse HRS puisque des phénomènes d’absorption à un et 

deux photons peuvent fausser les valeurs obtenues et entraîner une surestimation de la valeur 

de βHRS. 

Les données de l’hyperpolarisabilité des FONs D2 et D3 dans le chloroforme sont 

rassemblées dans le tableau 1, et il apparaît que d’après les valeurs de DR dans le 

chloroforme, D3 est légèrement plus dipolaire que D2. 
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Tableau 1. Données d’hyperpolarisabilités des molécules D2 et D3 en solution. 
 D2 / chloroforme D2 / acétonitrile D3 / chloroforme 

|βJ=1|²CVV
incoh (u.a.) a) 124 106 145 106 172 106 

βHRS (u.a.) a) 12.5 103 13.3 103 14.6 103 

DR 3.6 4.6 4.1 

ρ 1.22 0.91 1.05 

βJ=1 (u.a.) a) 20.7 103 24.2 103 25.6 103 

βJ=3 (u.a.) a) 25.3 103 22.0 103 26.9 103 

a) Unité atomique (u.a.) de β = 3.62 10-42 m4V-1 = 8.641 10-33 esu. 

Cette différence de caractère dipolaire peut s’expliquer par la présence des phényles 

des ailettes qui amplifient légèrement le caractère donneur de la triphénylamine et donc 

augmentent le transfert de charge (et donc le caractère dipolaire) de D3. Cette mesure est tout 

à fait cohérente avec les données d’absorption et d’émission mesurées précédemment dans le 

chloroforme (chapitre II). La conséquence de cette augmentation du caractère dipolaire de D3 

induit mécaniquement une valeur de βHRS supérieure pour D3 (équation 10).  

 

Les réponses HRS de D2 dans le chloroforme et dans l’acétonitrile, selon le scan en 

intensité et en Ψ sont représentées dans les figures 3a et 3b. 
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Figure 3a. Scan en puissance (gauche) et en Ψ (droite) de D2 dans le chloroforme. 
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Figure 3b. Scan en puissance de D2 dans l’acétonitrile. 

Il est intéressant de remarquer que, comme les mesures de solvatochromisme l’ont 

démontré (figure 2 Chapitre II), la molécule D2 présente un caractère dipolaire plus marqué 

lorsqu’elle est solvatée par de l’acétonitrile que par du chloroforme. Il est même remarquable 

de noter l’inversion des contributions, puisque dans le chloroforme, la contribution 

octupolaire est majoritaire alors que dans l’acétonitrile, la composante majoritaire est la 

composante dipolaire. Ceci indique que dans l’acétonitrile, la planéité de la molécule est plus 

importante. 

 

Ces résultats montrent que les changements du champ électrique local autour des 

dipôles D2 peuvent être détectés avec une excellente précision ; de plus il est possible de 

mesurer les effets de ces changements de champ sur les molécules. 

4. Mesures de l’hyperpolarisabilité βHRS des FONs D2 et D3 dans l’eau 

D’après la structure chimique des chromophores D2 (schéma 2 chapitre II) et D3 

(schéma 3 chapitre II), la présence d’une partie hydrophobe (motif triphénylamine) et d’un 

motif plus hydrophile (motif aldéhyde) laisse entrevoir la possibilité d’interactions spécifiques 

dans les nanoparticules. Ces  interactions hydrophobes/hydrophiles ainsi que la présence d’un 

moment dipolaire important sont en effet attendues pour structurer la surface des 

nanoparticules selon un empilement de type H, comme illustré sur l’illustration 2. 



 

Illustration 2. Illustration de la surface des FONs 

Cette structuration spécifique des dipôles à l’interface doit majorer la contributi

dipolaire à la surface des FONs, puisque l’alignement des dipôles devrait induire un moment 

dipolaire à la surface des nanoparticules bien plus important. 

être un milieu assez roche du cristal

démontre la présence d’un environnement de polarisabilité moyenne de type chloroforme

proche de l’émission du solide microcristallin

 

La morphologie des FONs ayant été déterminée comme étant de nature sphérique, le 

cœur des nanoparticules peut être considéré comme un objet centrosymétrique où les réponses 

dipolaires s’annulent et donc la contribution majoritaire du cœur devrait être une contribution 

de type quadripolaire. La réponse globale des nanoparticules peut s’écr

Équation 11. Décomposition de l’hyperpolarisabilité des FONs.

Les scans en polarisations (figure 4) des solutions aqueuses de FONs montrent en effet 

que la réponse des nanoparticules est bien différ

Alors que les scans en polarisation des solutions moléculaires des dipôles présentaient deux 

lobes caractéristiques de contributions purement 

FONs montrent l’apparition de faibles contributions 
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Illustration 2. Illustration de la surface des FONs D2. 

Cette structuration spécifique des dipôles à l’interface doit majorer la contributi

à la surface des FONs, puisque l’alignement des dipôles devrait induire un moment 

à la surface des nanoparticules bien plus important. Le cœur des nanoparticules doit 

assez roche du cristal, puisque l’émission de fluorescence des FONs 

démontre la présence d’un environnement de polarisabilité moyenne de type chloroforme

proche de l’émission du solide microcristallin (pour D2).  

La morphologie des FONs ayant été déterminée comme étant de nature sphérique, le 

r des nanoparticules peut être considéré comme un objet centrosymétrique où les réponses 

s s’annulent et donc la contribution majoritaire du cœur devrait être une contribution 

La réponse globale des nanoparticules peut s’écrire sous la forme

[ = 	[g�����Kh� + [�i���	
11. Décomposition de l’hyperpolarisabilité des FONs. 

Les scans en polarisations (figure 4) des solutions aqueuses de FONs montrent en effet 

que la réponse des nanoparticules est bien différente de la réponse des molécules en solution. 

Alors que les scans en polarisation des solutions moléculaires des dipôles présentaient deux 

lobes caractéristiques de contributions purement dipolaires, les scans en polarisation des 

de faibles contributions quadripolaires non locales.

	

Cette structuration spécifique des dipôles à l’interface doit majorer la contribution 

à la surface des FONs, puisque l’alignement des dipôles devrait induire un moment 

e cœur des nanoparticules doit 

escence des FONs D2 et D3 

démontre la présence d’un environnement de polarisabilité moyenne de type chloroforme 

La morphologie des FONs ayant été déterminée comme étant de nature sphérique, le 

r des nanoparticules peut être considéré comme un objet centrosymétrique où les réponses 

s s’annulent et donc la contribution majoritaire du cœur devrait être une contribution 

ire sous la forme : 

Les scans en polarisations (figure 4) des solutions aqueuses de FONs montrent en effet 

ente de la réponse des molécules en solution. 

Alors que les scans en polarisation des solutions moléculaires des dipôles présentaient deux 

s, les scans en polarisation des 

s non locales. 
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Figure 4. Scans en polarisations des nanoparticules D2 (gauche) et D3 (droite) dans l’eau. En 
rouge la réponse globale, en bleu la réponse dipolaire et en noir la réponse quadripolaire. 

Ces mesures en polarisation ainsi que les valeurs d’hyperpolarisabilité des FONs 

(tableau 2) sont en adéquation avec l’hypothèse formulée plus haut, à savoir une surface très 

organisée avec une contribution dipolaire quasi exclusive (les valeurs de DR se situent aux 

alentours de 8-9).  

Tableau 2. Données d’hyperpolarisabilités des FONs  D2 et D3 en solution aqueuse. 
 D2 D3 

|β|²CVV
Coh (u.a.) a) 120 1012 38 1012 

β (u.a.) a) 3.7 106 2.5 106 

DR 8.7 (± 0.9) 9.2 (± 1.8) 

∆Q (u.a.) a) 14.1 11.2 

a) Unité atomique (u.a.) de β = 3.62 10-42 m4V-1 = 8.641 10-33 esu. 

Les valeurs de première hyperpolarisabilité β des FONs D2 et D3 sont deux à trois 

ordres de grandeurs inférieures aux β de nanoparticules ferroélectriques de BaTiO3 et PbTiO3 

de tailles comparables. A l’inverse, les valeurs de β par nanoparticule sont deux ordres de 

grandeurs supérieures au β de petites nanoparticules (D~10 nm) anti-ferroélectriques de 

NaNbO3 (166 10-30 esu).[50] 

 

La valeur d’hyperpolarisabilité β est plus élevée dans le cas des FONs D2 que pour les 

FONs D3 ; cette différence est très intéressante, puisqu’en solution dans le chloroforme, la 

tendance est inversée (tableau 1). Ceci pourrait indiquer que la surface des nanoparticules est 

moins bien structurée/compacte dans le cas des FONs D3 que pour les FONs D2. Dans cette 

hypothèse, les motifs ailettes en apportant un encombrement stérique important pourrait 
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générer une surface plus « poreuse » où les défauts d’arrangement sont plus nombreux. Cette 

perte de compacité réduirait la portée des domaines de cohérence (domaine où les dipôles 

interagissent coopérativement) à la surface des nanoparticules.  

 

Selon l’hypothèse formulée plus haut, le cœur des FONs est la source des 

contributions quadripolaires ∆Q mesurées lors des scans en polarisation (figure 4 et tableau 2). 

Dans le but de prouver cette hypothèse, l’étude du cœur isolé des FONs pourrait donner de 

précieuses indications sur les niveaux d’organisation au sein des nanoparticules. 

Malheureusement, la préparation des nanoparticules par la méthode dite de reprécipitation ne 

permet pas de préparer uniquement le cœur des nanoparticules, une autre approche 

indépendante de la préparation doit donc être envisagée.  

 

Selon notre théorie, la surface des nanoparticules est le siège des contributions 

dipolaires mesurées, donc si l’arrangement moléculaire à la surface des nanoparticules est 

modulé, la contribution dipolaire devrait être affectée. Comme expliquée dans l’introduction 

de ce manuscrit, la surface des nanoparticules est très sensible au pH et à la force ionique. Il a 

été démontré dans la littérature que pour des molécules polaires organisées, le potentiel de 

surface est profondément perturbé lorsque la force ionique de la solution aqueuse est 

augmentée.[51] Cette modification du potentiel de surface s’explique par une réorganisation 

des molécules à l’interface avec l’eau, sous l’action d’électrolytes.  

 

Tirant parti de cette action des électrolytes sur la surface des nanoparticules, des scans 

en polarisation sur des solutions salines (KCl) de FONs D2 et D3 ont permis de mettre en 

avant des modifications très importantes de la surface des nanoparticules en fonction de la 

concentration en sel.[52] 
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Figure 5. Scans en polarisation des FONs D2 (gauche) et D3 (droite) en solution aqueuse 
saline ([KCl]~0.2M). En rouge la réponse globale, en bleu la réponse dipolaire et en noir la 
réponse quadripolaire. 

Comme le montrent les scans en polarisation (figure 5), les composantes dipolaires des 

FONs ont quasiment disparu (D2) ou sont fortement atténuées (D3). Cette diminution de la 

composante dipolaire n’est pas accompagnée d’un affaiblissement de la composante 

quadripolaire, on peut donc en conclure que la contribution quadripolaire provient 

exclusivement du cœur des nanoparticules. Il est intéressant de remarquer que les FONs D3 

sont moins impactées par la forte concentration en KCl que les FONs D2 ; ceci indique que la 

stabilité colloïdale des FONs D3 est vraiment exaltée par la présence des motifs ailettes.  
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Figure 6. Influence de la concentration en KCl sur l’intensité HRS des FONs D2 (gauche) en 
bleu et sur la constante de dépolarisation (en rouge) des FONs D2 et D3 (droite). 

Comme le montre la figure 6, l’intensité HRS s’atténue avec l’ajout de KCl pour les 

FONs D2 jusqu’à atteindre un plateau situé aux alentours d’une concentration en KCl~0.2M. 

Ce plateau correspond à une atténuation du signal de l’ordre de 40% du signal total, ce qui 

indique que malgré un début d’agrégation (causée par la force ionique très importante), les 

FONs D2 conservent néanmoins 60% du signal HRS initial.  



 

L’évolution des taux de dépolarisation avec la concentration en sel montre que pour les deux 

types de FONs, la contribution majoritaire devient 

Cette inversion des contributions est vraiment très rapide pour les FONs 

une très forte modification de la surface des nanoparticules.

Ces modifications à la surface des NPs peuvent être assimilées à de

molécules à l’interface qui vont migrer d’un site polaire à un autre à la surface des FONs 

(illustration 3). Ces migrations sont représentées par des constantes d’équilibres K’ (figure 6). 

Ces migrations annihilent progressivement la compa

l’interface, ce qui entraîne une diminution de la portée des domaines de polarité et donc la 

baisse de signal HRS. 

Illustration 3. Illustration des migrations moléculaires à la surface des FONs dans l’eau.

Ces résultats démontrent l’impact de la structure moléculaire de chromophores 

dipolaires sur la stabilité colloïdale des FONs préparées à partir de ces dipôles. Ainsi, 

augmenter l’encombrement stérique des chromophores 

structuration/compacité de la surface, mais contribue

stabilité colloïdale de ces objets. D’après les mesures en polarisations des FONs, il semble 

que le cœur des nanoparticules soit le siège de fortes contributions 

indiquer une organisation plus ou moins proche du cristal.

 

Ces données sont précieuses, puisqu’elles permettent au chimiste d’incorporer au 

design moléculaire des paramètres pouvant aider à augmenter la stabilité colloïdale des 

nanoparticules. Ainsi, tirant par

dipôles moléculaires contenant des motifs de type «
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types de FONs, la contribution majoritaire devient octupolaire une fois le plateau atteint. 

Cette inversion des contributions est vraiment très rapide pour les FONs 

une très forte modification de la surface des nanoparticules.  

Ces modifications à la surface des NPs peuvent être assimilées à de

molécules à l’interface qui vont migrer d’un site polaire à un autre à la surface des FONs 

(illustration 3). Ces migrations sont représentées par des constantes d’équilibres K’ (figure 6). 

Ces migrations annihilent progressivement la compacité et l’arrangement des molécules à 

l’interface, ce qui entraîne une diminution de la portée des domaines de polarité et donc la 
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design moléculaire des paramètres pouvant aider à augmenter la stabilité colloïdale des 

nanoparticules. Ainsi, tirant parti de ces résultats très prometteurs une nouvelle génération de 

dipôles moléculaires contenant des motifs de type « ailettes » a été synthétisée
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(illustration 3). Ces migrations sont représentées par des constantes d’équilibres K’ (figure 6). 

cité et l’arrangement des molécules à 

l’interface, ce qui entraîne une diminution de la portée des domaines de polarité et donc la 

 
Illustration 3. Illustration des migrations moléculaires à la surface des FONs dans l’eau. 

ats démontrent l’impact de la structure moléculaire de chromophores 

s sur la stabilité colloïdale des FONs préparées à partir de ces dipôles. Ainsi, 

semble diminuer la 

à augmenter significativement la 

stabilité colloïdale de ces objets. D’après les mesures en polarisations des FONs, il semble 

quadripolaires semblant 

Ces données sont précieuses, puisqu’elles permettent au chimiste d’incorporer au 

design moléculaire des paramètres pouvant aider à augmenter la stabilité colloïdale des 

ti de ces résultats très prometteurs une nouvelle génération de 
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Chapitre IV – Préparation de FONs émettrices proche IR à base 
de molécules dipolaires 
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Chapitre IV – Préparation de FONs émettrices proche IR à base 

de molécules dipolaires 

Les chapitres précédents (II et III) ont démontré qu’un design moléculaire adapté 

pouvait améliorer la stabilité colloïdale des nanoparticules et décaler l’absorption et 

l’émission vers les longueurs d’onde d’intérêt pour la bioimagerie. Dans le but d’amplifier ce 

décalage vers le rouge, un nouveau chromophore dipolaire (D4) possédant un système π 

conjugué plus étendu, ainsi qu’un groupement accepteur plus fort a été synthétisé.[1] 

 
Schéma 1. Structure chimique de D4. 

1. Introduction 

1.1 Le décalage vers le rouge pour l’imagerie 

Le décalage vers le rouge est un aspect important pour l’imagerie biologique. L’irradiation et 

la détection dans les milieux biologiques sont affectées par la présence de chromophores 

endogènes absorbants dans le visible. Ces chromophores sont principalement  certains acides 

aminés aromatiques (tableau 1), des flavines, la NADH, l’ADN ainsi que les différents types 

de porphyrines (la protophorphyrine IX chez l’animal et la chlorophylle chez les plantes, 

Tableau 1). 
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Tableau 1. Comparaison de propriétés d’absorptions de chromophores endogènes.[2] 

 
Absorbeurs 

endogènes 

λabs
max 

nm 

λabs
max2 

nm 

λabs
max3 

nm 

εmax a) 

L.mol-1.cm-1 

εmax2 b) 

L.mol-1.cm-1 

εmax3 c) 

L.mol-1.cm-1 

U
V

 

Phénylalanine 188 206 257 60.0 9.3 0.2 

Tyrosine 193 222 274 48.0 8.0 1.4 

Histidine 211 - - 5.9 - - 

Tryptophane 219 280 - 47.0 5.6 - 

Cystine 250 - - 0.3 - - 

NADH 259 340 - 14.4 6.2 - 

ADN 260 258 - 7.4 6.6 - 

V
is

ib
le

 e
t 

N
IR

 

Hémoglobine 430 550 910 ~5 105 ~4 104 ~1 103 

Hémoglobine 

oxygénée 
418 542 925 ~5 105 ~4 104 ~8 102 

Lipides ~930 - - ~1 10-3 - - 

IR
 Eau 980 1430 1930 ~4 10-3 0.2 0.5 

a) Coefficient d’extinction molaire à λabs
max. b) Coefficient d’extinction molaire à λabs

max2. c) Coefficient d’extinction molaire à λabs
max3. 

Bien que les valeurs des coefficients d’extinction molaire de la majorité des 

chromophores endogènes semblent faibles, la forte concentration de ces chromophores, 

associée aux phénomènes de diffusion de Mie entraîne une atténuation très importante de la 

pénétration de la lumière dans les tissus.[3, 4] 

 

 Une expérience simple à réaliser pour comprendre l’importance de l’atténuation de la 

lumière dans les tissus est de mettre sa main devant une source lumineuse blanche intense 

(par exemple le soleil). Lors de cette expérience, un halo rouge apparaît au niveau des parties 

les plus fines de la main. 

Ce phénomène s’explique par le fait que la diffusion et l’absorption de la lumière 

blanche dans les tissus sont suffisantes pour filtrer les UV et une partie de la lumière visible. 

Cependant, la partie rouge du spectre de la lumière blanche arrive à traverser la main. La 

formation du halo s’explique par la diffusion de la lumière rouge dans les tissus.  

Cette diffusion est très problématique puisqu’elle induit une perte d’information. Alors 

que l’absorption atténue l’amplitude de l’excitation ou de la collection, la diffusion modifie la 

trajectoire de la lumière « aléatoirement », il est donc presque impossible de déterminer 

l’origine de la lumière à un instant t dans les tissus.[5] 
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 Dans le but de minimiser les effets d’absorption et de diffusion dans les tissus, une 

zone spectrale où l’excitation et la collection de lumière doit s’effectuer a été définie, il s’agit 

de la fenêtre biologique 600-1200 nm (figure 1). 

 
Figure 1. Fenêtre biologique pour l’excitation et la collection de lumière dans les tissus.[6] 

1.2 Le casse-tête des filtres en imagerie 

La synthèse de chromophores stables et compatibles avec la fenêtre biologique[7] est 

rendue difficile par l’agressivité du milieu biologique. En effet, l’émission dans le rouge 

nécessite des transferts de charges très importants au sein de la molécule, ce qui rend celle-ci 

très sensible aux phénomènes d’oxydation et de photo-oxydation. 

 

De plus, émettre dans le rouge n’est que la moitié du chemin à parcourir, puisqu’avant 

de pouvoir émettre un photon, la molécule doit d’abord être excitée. Son absorption doit donc 

être au maximum compatible avec cette fenêtre biologique. Principalement pour ces raisons, 

le marché des sondes fluorescentes dans le proche IR, pour l’imagerie biologique est dominé 

par les cyanines,[8, 9] (figure 2) ou bien les dérivés de type rhodamine.[10] Bien que considéré 

comme un désavantage, le faible déplacement de Stokes de ces chromophores commerciaux 

leur permet d’absorber et d’émettre dans la gamme 600-900 nm, ce qui est un avantage 

lorsque l’on souhaite travailler dans les tissus. 
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Figure 2. Structure chimique et spectre d’absorption/émission des cyanines C3 et C5.  

Le désavantage des cyanines réside dans leur faible solubilité dans l’eau ; elles 

forment spontanément des agrégats[11] ce qui impacte leurs propriétés photophysiques. Il est 

donc nécessaire de proposer de nouveaux fluorophores plus stables pour l’imagerie 

biologique dans le proche IR.  

 

Le faible déplacement de Stokes de ces fluorophores est un inconvénient majeur, 

puisqu’il induit des effets de filtres internes[12, 13] et de quenching[13] de la fluorescence à 

« haute » concentration. De plus, comme ces molécules ont tendance à s’agréger, ces effets 

délétères vis-à-vis des propriétés photophysiques sont amplifiés. Le second désavantage lié à 

un faible déplacement de Stokes provient de la diffusion de la lumière dans les tissus. La 

diffusion de l’excitation dans les tissus peut amener à polluer le signal détecté lorsque les 

longueurs d’excitation et de collection sont proches, et conduire ainsi à une image de 

mauvaise qualité ou bien à une mauvaise interprétation de l’image. 

 

Il est intéressant de remarquer que le succès de ces chromophores a directement 

impacté la microscopie. Avec l’utilisation massive de ces molécules en microscopie de 

fluorescence, les constructeurs de microscope ont rapidement fourni des filtres optiques 

spécialement dédiés à l’excitation et à l’émission de fluorescence de ces nouveaux 

chromophores.  Ainsi, les combinaisons de filtres (sous forme de cube) couramment utilisés 

en microscopie de fluorescence sont souvent nommées d’après la molécule commerciale pour 

laquelle ils ont été optimisés (GFP, DAPI, FITC, Texas Red, Cy5, etc.…) comme le montre la 

figure 3.[14]  



 

Figure 3. Exemple de filtres d’

Ainsi, en raison du coût élevé de ces cubes, les laboratoires sont souvent équipés de 

quelques combinaisons de filtres couvrant le visible (DAPI, FITC et Alexa Fluor®). 

Malheureusement, ce type « normalisation

partir de ces chromophores commerciaux induit des difficultés lors de l’utilisation d

fluorophores originaux. Le faible déplacement de Stokes des fluorophores commerciaux 

impose une irradiation et une collection de la fluores

 

Cette restriction des gammes d’absorption et d’émission (figure 4

d’utiliser des fluorophores à grand déplacement de Stokes au maximum de leur capacité

choix doit bien souvent être fait entre une excitation vers le maximum d’absorption ou bien 

entre la collection de fluorescence vers le maximum d’émission. Ce choix e

en fonction des caractéristiques photophysiques de la molécule fluorescente

molécule avec un fort epsilon dans la zone où le microscope peut irradier, la collection sera 

privilégiée, alors que pour une molécule à petit 

privilégiée. 
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Figure 3. Exemple de filtres d’émissions utilisés pour les fluorophores commerciaux.

Ainsi, en raison du coût élevé de ces cubes, les laboratoires sont souvent équipés de 

uelques combinaisons de filtres couvrant le visible (DAPI, FITC et Alexa Fluor®). 

normalisation » des montages en microscopie de fluorescence à 

partir de ces chromophores commerciaux induit des difficultés lors de l’utilisation d

fluorophores originaux. Le faible déplacement de Stokes des fluorophores commerciaux 

impose une irradiation et une collection de la fluorescence étroites et très proches.

ette restriction des gammes d’absorption et d’émission (figure 4

’utiliser des fluorophores à grand déplacement de Stokes au maximum de leur capacité

choix doit bien souvent être fait entre une excitation vers le maximum d’absorption ou bien 

entre la collection de fluorescence vers le maximum d’émission. Ce choix e

en fonction des caractéristiques photophysiques de la molécule fluorescente

molécule avec un fort epsilon dans la zone où le microscope peut irradier, la collection sera 

privilégiée, alors que pour une molécule à petit epsilon, mais grand Φ

 
émissions utilisés pour les fluorophores commerciaux.[14] 

Ainsi, en raison du coût élevé de ces cubes, les laboratoires sont souvent équipés de 

uelques combinaisons de filtres couvrant le visible (DAPI, FITC et Alexa Fluor®). 

» des montages en microscopie de fluorescence à 

partir de ces chromophores commerciaux induit des difficultés lors de l’utilisation de 

fluorophores originaux. Le faible déplacement de Stokes des fluorophores commerciaux 

cence étroites et très proches. 

ette restriction des gammes d’absorption et d’émission (figure 4) ne permet pas 

’utiliser des fluorophores à grand déplacement de Stokes au maximum de leur capacité : un 

choix doit bien souvent être fait entre une excitation vers le maximum d’absorption ou bien 

entre la collection de fluorescence vers le maximum d’émission. Ce choix est souvent tranché 

en fonction des caractéristiques photophysiques de la molécule fluorescente : pour une 

molécule avec un fort epsilon dans la zone où le microscope peut irradier, la collection sera 

Φf, l’excitation sera 
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Figure 4. Exemple de combinaisons de filtres utilisées pour des protéines fluorescentes en 
microscopie de fluorescence.[15] 

Néanmoins, ces limitations peuvent être outrepassées via l’utilisation d’une 

combinaison de filtres spécialement dédiée aux grands déplacements de Stokes ou bien via 

l’utilisation d’un laser accordable comme source d’excitation. 

Ainsi, le manque de fluorophores à grands déplacements de Stokes et possédant des brillances 

élevées doit être comblé par les chimistes. 

2. Propriétés photophysiques de D4 en solution 

Du point de vue de la synthèse chimique, ce chromophore est obtenu en une étape à 

partir de la molécule D3 par une simple condensation de Knoevenagel. Cette réaction est très 

intéressante puisqu’elle permet d’accéder facilement à des chromophores possédant des 

groupements électro-attracteurs forts. Le second intérêt se situe au niveau de la purification, 

puisque par un subtil jeu de concentration et de choix du solvant, la molécule cible peut être 

isolée du milieu réactionnel par une simple filtration. Cependant, cette réaction est une 

réaction équilibrée (schéma 2). Ainsi les produits obtenus peuvent réagir avec l’eau pour 

restituer l’aldéhyde de départ. 
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Schéma 2. Schématisation de la condensation de Knoevenagel permettant de synthétiser D4 à 
partir de D3. 

Cette instabilité chimique du produit de condensation vis-à-vis de l’eau est un problème 

lorsque l’on souhaite utiliser ces molécules dans des milieux hydriques, comme le montre 

l’étude de solvatochromie de D4 en solution moléculaire (figure 5). En effet, pour des raisons 

d’instabilité chimique (figure 6), des solvants très hygroscopiques tels que l’éthanol, le 

DMSO, etc.… ne peuvent pas être utilisés pour solubiliser D4. 

Figure 5. Étude de solvatochromie de D4 en solution. 

Le chromophore D4 possède une solvatochromie positive en émission, ce 

comportement est attendu d’après le comportement de D2 et D3 en solution. Cette sensibilité 

de D4 vis-à-vis de la polarité environnante fait de cette dernière une sonde de polarité efficace 

(figure 5 et tableau 2). 
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Tableau 2. Propriétés photophysiques de D4 en solution moléculaire. 

Solvant 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

M-1cm-1 

λém
max 

nm 

Stokes’ shift 

cm-1 
ΦF 

b) 
τ 

c) 

ns 

Cyclohexane 545 4.4 104 622 2 300 0.17 0.6 

Toluène 558 4.4 104 678 3 200 0.50 2.2 

Ether diéthylique 549 4.6 104 714 4 200 0.40 2.3 

CHCl3 575 4.8 104 792 4 800 0.08 0.9 

Acétate d’éthyle 546 4.2 104 784 5 550 0.03 0.5 

THF 553 4.5 104 800 5 580 0.01 - 

DCM 566 4.6 104 800 5 170 0.02 - 

Acétone 547 4.8 104 916 7 370 <0.01 - 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard le crésyl violet dans le méthanol. 
c) Temps de vie de fluorescence. 

Ce chromophore possède sa bande de transfert de charge dans le jaune et son émission 

couvre la fin du visible (de l’orange à l’IR selon le solvant utilisé). La variation du maximum 

d’absorption vers les grandes énergies, à partir de solvants de polarisabilité supérieurs au 

chloroforme, indique que l’état fondamental est très délocalisé, induisant une stabilisation de 

cet état par les solvants polaires.  

 
Figure 6. Étude de la stabilité chimique de D4 dans le DMSO (avec 1% d’eau). 

Puisque D3 est régénéré à partir de D4 par la présence d’eau dans les solvants 

hygroscopiques (figure 6), la préparation de nanoparticules dans une solution aqueuse peut 

donner de précieuses indications sur la stabilité chimique des nanoparticules à base de 

dipôles. 
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3. Propriétés photophysiques des nanoparticules D4 

Les nanoparticules de D4 sont préparées par reprécipitation et immédiatement, la 

solution aqueuse passe de l’incolore à un violet très marqué. Puisque cette molécule n’est pas 

soluble dans l’eau, la présence de cette couleur violette indique que la molécule est solvatée 

sous forme d’agrégats ; la limpidité indique la présence de nanoparticules.  

3.1 Absorption et émission des FONs D4 

Curieusement, la mesure d’absorption (figure 7) de la solution de nanoparticules 

présente une très forte similitude avec les mesures d’absorption dans le dichlorométhane. 

Cette absorption dans le jaune est une preuve irréfutable de la présence de D4 à l’état de 

nanoparticules puisque la bande d’ICT des FONs D3 est centrée sur 420 nm. L’émission de 

fluorescence quant à elle est centrée sur 800 nm, ce qui concorde avec l’émission dans le 

dichlorométhane. 

 

Il est important de noter que ces nanoparticules fluorescentes présentent une émission 

dans le proche infrarouge (IR) fine pour ce type de système fluorescent 

(FWHM = 2970 cm-1), ce qui est très utile dans les expériences d’imagerie multicouleur. 

 
Figure 7. Spectres d’absorption et d’émission des FONs D4. 

3.2 Caractéristiques des FONs D4 

Les mesures de tailles (tableau 3 et figure 8) ont montré que les FONs D4 sont de type 

sphérique avec un diamètre 40 nm (TEM) et un diamètre hydraté de 53 nm (DLS). 
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Tableau 3. Caractéristiques des FONs D4 dans l’eau en comparaison avec les chromophores 
commerciaux AlexaFluor ®750,[10] Atto740,[16] Cy 5.5[17] et NIR 7.0-2[17] ainsi que le QDs 
800[10] solubilisé dans l’eau tamponnée PBS. 

Composé 
DTEM

a) 

nm 

λAbs
max  

nm 

εmax b) 

M-1.cm-1 

λEm
max  

nm 

Stokes’

shift 

cm-1 

ΦF  
εmaxΦ d) 

M-1.cm-1 

τ e) 

ns 

ζ f) 

mV 

D4 40 560 1 109 g) 800 5 357 0.02 c) 200 105 1.0 -28 

QDs 800 16-20 532 h) 2.1 106 795 6 218 0.63 132 105 - - 

Alexa® 

750 
- 749 2.9 105 775 448 0.12 0.3 105 0.7 - 

Atto740 - 740 1.2 105 764 424 0.10 0.1 105 0.6 - 

Cy 5.5 - 674 1.9 105 694 427 0.23 0.4 105 - - 

NIR  

7.02-2 
- 777 1.2 105 798 338 0.02 0.03 105 - - 

a) Diamètre « sec » des nanoparticules déterminé par TEM. b) Coefficient d’extinction molaire. c) Rendement quantique de fluorescence 
mesuré avec comme standard le crésyl violet dans le méthanol. d) Brillance des FONs, QDs et fluorophores commerciaux. e) Temps de vie 
de fluorescence. f) Potentiel zeta des FONs. g) Pour un nombre de chromophores par FONs estimé à 23 000. h) Longueur d’onde 
d’absorption à laquelle correspond la valeur d’epsilon fournie par le fabricant. 

Du fait du grand nombre de chromophores composant ces FONs (N = 23 000 unités), 

la brillance de ces nanoparticules est gigantesque, avec typiquement plus de trois ordres de 

grandeur en comparaison avec les chromophores commerciaux (AlexaFluor®750, ATTO740, 

Cy 5.5 et NIR7.0-2). Ces FONs ont également une brillance supérieure aux quantums dots 

commerciaux QDs800 dans des conditions d’excitations similaires. Associé à cette brillance, 

le déplacement de Stokes de D4 vis-à-vis des sondes fluorescentes commerciales est un ordre 

de grandeur supérieur (x10), ce qui est clairement un atout dans le cadre d’une utilisation en 

imagerie. 

 

Cette brillance permet de qualifier ces nanoparticules de HiFONs (Hyper-brillantes 

FONs) et démontre l’intérêt des FONs pour l’imagerie comme alternative aux dispendieuses 

sondes commerciales. 
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Figure 8. Image TEM des FONs D4 dans l’eau. 

3.3 Mesures de la stabilité des FONs D4 

De façon surprenante et malgré un potentiel de surface faiblement négatif (-28 mV) les 

FONs D4 présentent une très bonne stabilité colloïdale et chimique (figure 9). Ces profils de 

stabilité montrent que l’augmentation de la force de l’accepteur est aussi un facteur de 

stabilité et que le confinement moléculaire à la surface des FONs D4 doit être suffisamment 

important pour empêcher l’eau de réagir sur le chromophore. De même, la stabilité de 

l’émission de fluorescence montre que le cœur de la nanoparticule ne subit pas de 

réorganisation. 

  
Figure 9. Évolution de la stabilité des FONs D4 dans l’eau, suivie par absorption (gauche) et 
par émission de fluorescence (droite). 

Les propriétés photophysiques de D4 sont quasiment idéales pour de l’imagerie 

biologique, cependant le milieu biologique est un milieu très salin, or les expériences SHS sur 

les composés modèles D2 et D3 ont montré que sous l’action des électrolytes, les molécules 

de surface avaient tendance à migrer, exposant ainsi les chromophores aux molécules d’eau.  
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Dans le cas de D4, ce type de migration peut conduire à la réaction de rétro 

Knoevenagel à la surface des nanoparticules. Il est donc important dans le cadre d’une 

utilisation en milieu fortement ionique, de déterminer quelle est la stabilité chimique de ces 

FONs dans des conditions similaires à celles présentes dans les cellules.  

 

Le pH de solutions aqueuses de FONs D4 a été modulé (figure 10) pour atteindre des 

valeurs de pH faiblement acides (pH ~ 5) ou faiblement basiques (pH ~ 8). De façon tout à 

fait remarquable, ni l’absorption ni l’émission ne sont impactées par des variations de pH 

dans la gamme du vivant (5-8).  

  
Figure 10. Évolution de l’absorption (gauche) et émission (droite) des FONs D4 dans 
différentes solutions aqueuses. 

Curieusement, l’ajout d’un tampon phosphate concentré (10% en PBS) entraîne une 

légère modification de la bande d’absorption (figure 11), mais une exaltation formidable de 

l’émission de fluorescence (facteur 10). Ceci s’explique par un effet d’écrantage du PBS qui 

« protège » la surface des nanoparticules de l’interaction avec l’eau, éliminant ainsi une 

source de désactivation non radiative, ce qui induit mécaniquement une augmentation de la 

luminescence.  

 

La stabilité de ces FONs vis-à-vis de leur environnement est d’un intérêt majeur, 

puisque le vivant n’est pas un milieu homogène où le pH et la salinité sont des valeurs 

constantes. Ainsi, contrairement à certaines sondes commerciales[16] la stabilité vis-à-vis du 

pH est vraiment un atout essentiel de ces HiFONs en vue de l’utilisation en imagerie. 
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Figure 11. Évolution de l’absorption et de l’émission des FONs D4 en présence de 10% de 
PBS. 

Avant de tester les FONs D4 dans un milieu cellulaire, une dernière caractéristique 

très importante des nanoparticules est à déterminer : leur photostabilité. Il est évident qu’un 

objet le plus brillant soit-il n’a que peu d’intérêt dans le cas d’imagerie cellulaire si celui-ci 

n’émet que pendant 1 à 2 secondes puis reste éteint définitivement. 

 

Améliorer la photostabilité des molécules en milieu biologique est un réel défi, où un 

compromis doit être bien souvent établi entre couleur d’émission et photostabilité. Ce 

compromis s’explique par le fait que la méthode la plus couramment utilisée pour décaler 

l’émission de luminescence vers le rouge/proche IR est l’ajout de chaînes vinyliques. 

 

Cet ajout entraîne effectivement un effet hyperchrome de l’absorption et un décalage 

vers le rouge ; cependant, les doubles liaisons ne sont pas des motifs stables du point de vue 

électrochimique. L’oxydation de ces doubles liaisons lorsque la molécule est à son état excité 

est relativement aisée dans l’eau, du fait de la présence d’une quantité non négligeable 

d’oxygène dissous. Or l’oxydation de cette double liaison entraîne une rupture de la 

conjugaison, et donc de la communication électronique entre les groupements accepteurs et 

donneurs de la molécule. Les conséquences sur la luminescence sont très néfastes, puisque 

dans la majorité des cas, au mieux la molécule continue d’émettre avec un déplacement 

hypsochrome de l’émission (et de l’absorption), ou bien la molécule n’émet plus. 

 

L’oxygène moléculaire n’est pas la seule source d’oxydation des chromophores en 

milieu biologique, d’autres espèces oxydantes sont présentes telles que les ROS (espèces 



 

oxygénées réactives) ou bien les RNS (espèces azotées réactives) et peuvent contribuer à 

dégrader le chromophore lorsque celui

4. Utilisation des FONs D4 en imagerie

4.1 Imagerie par suivi de particule unique

Afin d’évaluer la photostabilité des FONs 

résolue ont été effectuées. Grâ

individuellement par microscopie optique (figure 12). Il est intéressant de remarquer que les 

nanoparticules D4 sont observables dans l’eau et dans le milieu PBS. De plus, comme le 

montre la figure 12, l’intensité de fluorescence des FONs est assez étroite, ce qui indique une 

bonne homogénéité de taille de nanoparticules.

Figure 12. Cliché et profil de suivi de particule unique par fluorescence (

Cette dispersion de taille fi

des nanoparticules dans l’eau (figure 13). Cette technique permet de déterminer le coefficient 

de diffusion des nanoparticules qui est un paramètre dépendant de la viscosité du milieu, de la 

température, mais aussi de la taille des nanoparticules.

 

Ces analyses en solution sont très importantes, puisqu’elles indiquent que les FONs ne 

s’agrègent pas spontanément dans l’eau, comme peut le laisser supposer la microscopie 

électronique (figure 8) où des agr
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oxygénées réactives) ou bien les RNS (espèces azotées réactives) et peuvent contribuer à 

chromophore lorsque celui-ci est à l’état excité (photo-oxydation).

Utilisation des FONs D4 en imagerie 

Imagerie par suivi de particule unique 

Afin d’évaluer la photostabilité des FONs D4, des expériences de microscopie super

Grâce à leur brillance gigantesque, ces FONs ont 

individuellement par microscopie optique (figure 12). Il est intéressant de remarquer que les 

sont observables dans l’eau et dans le milieu PBS. De plus, comme le 

, l’intensité de fluorescence des FONs est assez étroite, ce qui indique une 

bonne homogénéité de taille de nanoparticules. 

 
Figure 12. Cliché et profil de suivi de particule unique par fluorescence (λex

Cette dispersion de taille fine est confirmée par l’analyse des mouvements browniens 

des nanoparticules dans l’eau (figure 13). Cette technique permet de déterminer le coefficient 

de diffusion des nanoparticules qui est un paramètre dépendant de la viscosité du milieu, de la 

mais aussi de la taille des nanoparticules. 

Ces analyses en solution sont très importantes, puisqu’elles indiquent que les FONs ne 

s’agrègent pas spontanément dans l’eau, comme peut le laisser supposer la microscopie 

électronique (figure 8) où des agrégats apparaissent. 

oxygénées réactives) ou bien les RNS (espèces azotées réactives) et peuvent contribuer à 

oxydation). 

, des expériences de microscopie super-

ce à leur brillance gigantesque, ces FONs ont pu être observées 

individuellement par microscopie optique (figure 12). Il est intéressant de remarquer que les 

sont observables dans l’eau et dans le milieu PBS. De plus, comme le 

, l’intensité de fluorescence des FONs est assez étroite, ce qui indique une 

 
ex = 568 nm). 

ne est confirmée par l’analyse des mouvements browniens 

des nanoparticules dans l’eau (figure 13). Cette technique permet de déterminer le coefficient 

de diffusion des nanoparticules qui est un paramètre dépendant de la viscosité du milieu, de la 

Ces analyses en solution sont très importantes, puisqu’elles indiquent que les FONs ne 

s’agrègent pas spontanément dans l’eau, comme peut le laisser supposer la microscopie 



 

Figure 13. Distribution du coefficient de diffusion et reconstruction de la trajectoire des FONs 
dans l’eau. 

Les mesures de photostabilité (figure 14) montrent que la photostabilité des FONs 

est très bonne pour un émetteur proche 

premier temps de vie de l’ordre de 6s (50%) et le second temps de vie situé à 40s (50%).

Figure 14. Photostabilité des FONs 

4.2 Imagerie cellulaire

La stabilité colloïdale et chimique de

photostabilité ainsi que leur émission dans l’IR, 

alternative intéressante aux semi

de ces nanoparticules, des cellules fibroblastes ont été mise

de FONs D4 ([FONs]~0.1 nM). Après 24h d’incubation

permis de montrer que les FONs sont présentes à l’intérieur des cellules (figure 15). Les 

mesures de biocompatibilité ont montré que sur le temps d’incubation (24 h), aucun effet 

cytotoxique n’a été observé (l’activité mitochondriale et la membrane cellulaire restant 

intactes). 
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Figure 13. Distribution du coefficient de diffusion et reconstruction de la trajectoire des FONs 

Les mesures de photostabilité (figure 14) montrent que la photostabilité des FONs 

est très bonne pour un émetteur proche IR, et suit une loi biexponentielle décroissante avec le 

premier temps de vie de l’ordre de 6s (50%) et le second temps de vie situé à 40s (50%).

 
Figure 14. Photostabilité des FONs D4 dans l’eau. 

Imagerie cellulaire 

La stabilité colloïdale et chimique des FONs D4, leur excellente brillance et 

photostabilité ainsi que leur émission dans l’IR, font de ces nanoparticules organiques une 

alternative intéressante aux semi-conducteurs classiquement utilisés. Afin de prouver l’utilité 

ellules fibroblastes ont été mises en présence d’une solution diluée 

0.1 nM). Après 24h d’incubation, la microscopie de fluorescence 

permis de montrer que les FONs sont présentes à l’intérieur des cellules (figure 15). Les 

iocompatibilité ont montré que sur le temps d’incubation (24 h), aucun effet 

cytotoxique n’a été observé (l’activité mitochondriale et la membrane cellulaire restant 

Figure 13. Distribution du coefficient de diffusion et reconstruction de la trajectoire des FONs 

Les mesures de photostabilité (figure 14) montrent que la photostabilité des FONs D4 

décroissante avec le 

premier temps de vie de l’ordre de 6s (50%) et le second temps de vie situé à 40s (50%). 

, leur excellente brillance et 

de ces nanoparticules organiques une 

conducteurs classiquement utilisés. Afin de prouver l’utilité 

en présence d’une solution diluée 

, la microscopie de fluorescence a 

permis de montrer que les FONs sont présentes à l’intérieur des cellules (figure 15). Les 

iocompatibilité ont montré que sur le temps d’incubation (24 h), aucun effet 

cytotoxique n’a été observé (l’activité mitochondriale et la membrane cellulaire restant 



 

Figure 15. Imagerie de fluorescence de FONs 

Les résultats présentés dans cette section montrent que les FONs 

bonne stabilité colloïdale et chimique, une excellente brillance et photostabilité pour un 

émetteur proche IR. Les mesures de biocompati

qu’ont ces nanoparticules à pénétrer dans les cellules sans aucun impact sur ce

24 h d’exposition. 

 

L’utilisation de MitoTracker (figure 16,  images a2

l’activité cellulaire n’est pas modifiée dans 

cellules contenant les FONs (figure 16, b2). Comme attendu, l’utilisation d’un tensio

comme le TritonX-100 induit la mort cellulaire par rupture de la membrane cytoplasmique. 

Pour cette raison, il n’y a pas de colocalisation entre le MitoTracker et le milieu cellulaire 

(figure 16, c2). Il est intéressant de remarquer que l’intensité de la fluorescence du 

MitoTracker est la même dans les cellules contrôles (figure 16, g1 et g2) et dans les cellules

incubées avec les FONs (figure 16, h1 et h2), ce qui démontre que la présence des FONs ne 

perturbe pas l’activité des mitochondries.
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Figure 15. Imagerie de fluorescence de FONs D4 incubées dans des fibroblastes

Les résultats présentés dans cette section montrent que les FONs 

bonne stabilité colloïdale et chimique, une excellente brillance et photostabilité pour un 

émetteur proche IR. Les mesures de biocompatibilité (figure 16) ont démontré

qu’ont ces nanoparticules à pénétrer dans les cellules sans aucun impact sur ce

L’utilisation de MitoTracker (figure 16,  images a2-c2) permet de montrer que 

l’activité cellulaire n’est pas modifiée dans l’échantillon témoin (figure 16, a2), ni dans les 

cellules contenant les FONs (figure 16, b2). Comme attendu, l’utilisation d’un tensio

100 induit la mort cellulaire par rupture de la membrane cytoplasmique. 

l n’y a pas de colocalisation entre le MitoTracker et le milieu cellulaire 

(figure 16, c2). Il est intéressant de remarquer que l’intensité de la fluorescence du 

MitoTracker est la même dans les cellules contrôles (figure 16, g1 et g2) et dans les cellules

incubées avec les FONs (figure 16, h1 et h2), ce qui démontre que la présence des FONs ne 

perturbe pas l’activité des mitochondries. 

 
incubées dans des fibroblastes. 

Les résultats présentés dans cette section montrent que les FONs D4 possèdent une 

bonne stabilité colloïdale et chimique, une excellente brillance et photostabilité pour un 

bilité (figure 16) ont démontré la capacité 

qu’ont ces nanoparticules à pénétrer dans les cellules sans aucun impact sur celles-ci après 

c2) permet de montrer que 

l’échantillon témoin (figure 16, a2), ni dans les 

cellules contenant les FONs (figure 16, b2). Comme attendu, l’utilisation d’un tensio-actif fort 

100 induit la mort cellulaire par rupture de la membrane cytoplasmique. 

l n’y a pas de colocalisation entre le MitoTracker et le milieu cellulaire 

(figure 16, c2). Il est intéressant de remarquer que l’intensité de la fluorescence du 

MitoTracker est la même dans les cellules contrôles (figure 16, g1 et g2) et dans les cellules 

incubées avec les FONs (figure 16, h1 et h2), ce qui démontre que la présence des FONs ne 
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L’intégrité de la membrane cytoplasmique est mesurée par l’utilisation d’iodure de 

propidium. Cette mesure montre clairement que les FONs (figure 16, e2) ne percent pas la 

membrane cellulaire, contrairement au tensio-actif TritonX-100 (figure 16, f2). 

 
Figure 16. Mesure de biocompatibilité des FONs D4 ([FONs] ~ 0.1 nM) dans des fibroblastes 
après 24h d’incubation.  

Les caractéristiques exceptionnelles en termes de stabilité et de luminescence des 

FONs D4, prouvent que via un design moléculaire approprié, des nanoparticules préparées à 
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partir de molécules, peuvent devenir des candidats sérieux dans le but de fournir une 

alternative durable aux QDs toxiques et aux fluorophores commerciaux. 
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Chapitre V – Synthèse et propriétés photophysiques de nouveaux 
chromophores quadripolaires 
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Chapitre V – Synthèse et propriétés photophysiques de nouveaux 

chromophores quadripolaires 

1. Introduction 

Bien que très prometteuses, les molécules dipolaires, présentent l’inconvénient de 

s’arranger antiparallèlement à l’état solide ou bien en solution à haute concentration (cf. 

chapitre II). Ce mode d’arrangement affecte profondément les propriétés photophysiques du 

chromophore (ΦF, ε, etc.…). Il est donc nécessaire d’adapter le design moléculaire des 

dipôles vis-à-vis de leur environnement afin de préserver les propriétés de luminescence de la 

molécule. L’utilité d’adapter le design moléculaire des dipôles pour une utilisation dans un 

état confiné et concentré est exposée dans les chapitres II-IV. Une approche différente et plus 

originale consiste à utiliser des chromophores de type quadripolaires à la place de 

fluorophores dipolaires.  

 

Pour simplifier, on peut considérer les quadrupôles moléculaires comme étant  

composés de deux dipôles moléculaires plus ou moins bien « alignés » et sont donc dénotées 

D-π-A-A-π-D ou A-π-D-D-π-A selon l’emplacement des groupements accepteurs et/ou 

donneurs. Le groupement central (A-A ou D-D) est souvent un cycle aromatique substitué ou 

non, pouvant jouer le double rôle d’accepteur ou de donneur d’électrons selon sa nature.[1-3] 

 

Puisque le « cœur » du quadrupôle possède cette dualité, l’annotation D-π-A-A-π-D 

ou A-π-D-D-π-A -A permet d’identifier la nature du quadrupôle, à savoir un quadrupôle 

donneur (D-π-A-A-π-D) ou bien accepteur (A-π-D-D-π-A). Cette subtilité peut sembler 

anecdotique, cependant empiriquement, les quadrupôles donneurs présentent bien souvent une 

brillance à deux photons (σ2Φ) supérieure aux quadrupôles accepteurs.[2-4] 

 

Dans le cas de quadrupôles possédant des groupements accepteurs forts (dicyano 

vinyle, thiobarbiturique, etc..), la faible valeur de σ2Φ ne provient pas de l’absorption à deux 

photons qui est excellente, mais du rendement quantique de fluorescence très bas (Φ < 0.1).[5] 

À l’opposé, les quadrupôles donneurs possèdent des valeurs d’absorption à deux photons 

élevées et des rendements quantiques de fluorescence élevés.[4-8] 



129 

 

Du fait de leur symétrie, les quadrupôles possèdent un moment dipolaire nul dans 

l’état fondamental. Cette caractéristique impacte fortement les propriétés d’absorption et 

d’émission de ces molécules. Comme le montre l’illustration 1, un quadrupôle moléculaire 

peut exister sous trois formes, une forme totalement neutre (N), et deux formes 

zwiterrioniques qui ont le même poids statistique (Zg et Zd).  

 
Illustration 1. Représentation des différentes formes d’un quadrupôle donneur. 

Lors du processus d’excitation, dans certains cas (Zg et Zd), une délocalisation 

électronique peut s’opérer entre un groupement donneur et un groupement accepteur. Cette 

délocalisation électronique fait basculer le quadrupôle d’une forme à une autre, mais il est 

important de remarquer que les électrons sont délocalisés sur une des deux branches (D-A ou 

A-D) de la molécule.[9, 10] Ceci implique que dans certains cas, lors d’une excitation, la 

densité électronique est localisée sur une seule branche du quadrupôle. Néanmoins, dans la 

plupart des cas, la densité électronique dans l’état excité n’est pas répartie sur une seule  

branche, mais sur la molécule entière. Ainsi pour un nombre d’alternances simple liaison et 

double liaison identique et en présence d’accepteur ou de donneur de forces équivalentes, un 

chromophore quadripolaire présente un décalage hypsochrome de sa bande d’absorption par 

rapport à un dipôle (illustration 2). 

 
Illustration 2. Comparaison entre un dipôle (bas) et un quadrupôle (haut) de même longueur  
de système π conjugué et de même force d’accepteur. 
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Alors que le nombre d’insaturations dans le dipôle et le quadrupôle est le même, le 

nombre d’insaturations participant à la délocalisation électronique pendant l’absorption et 

l’émission est plus faible pour le quadrupôle (dans le cas ou une seule branche porte 

l’exciton); or plus la longueur du système π conjugué, impliqué dans l’absorption est 

importante, plus les bandes d’absorption sont décalées vers le rouge.  

 

À l’inverse, considérant un dipôle (D-A) de composition identique à une des deux 

branches d’un quadrupôle (D-AA-D), la bande d’absorption de plus basse énergie du 

quadrupôle peut être plus décalée vers le rouge que celle du dipôle s’il existe un couplage 

interbranches au sein du quadrupôle.[30] 

 

Ainsi, le décalage vers le rouge de chromophores quadripolaires requiert un 

allongement important des systèmes π conjugués, augmentant considérablement la masse 

molaire et le risque d’interaction intermoléculaires entre les chromophores (illustration 3). 

Principalement pour cette raison, les fluorophores quadripolaires sont peu utilisés en imagerie 

de fluorescence classique, au profit de fluorophores dipolaires (cyanines, rhodamine, etc.…). 

 

Cependant, le terrain de jeux des quadrupôles n’est pas l’optique linéaire classique. 

Les molécules quadripolaires possèdent une hyperpolarisabilité du second ordre (γ) très 

importante. Or l’absorption à deux photons est une branche de l’optique non linéaire 

fortement dépendante de γ, comme le montre l’équation 1. Ces systèmes moléculaires sont 

donc, de par leur symétrie, de bons absorbeurs à deux photons, ce qui, dans le cas de 

quadrupôles fluorescents, est très intéressant pour l’imagerie dans les tissus biologiques ou 

dans les milieux diffusants.  

�!��� ∝ ]��\���� 
Équation 1. Relation entre la section efficace d’absorption à deux photons σ2 et 
l’hyperpolarisabilité cubique γ.[10] 

Il est donc important de développer de nouveaux quadrupôles fluorescents possédant 

des brillances à deux photons élevées ainsi qu’une émission compatible avec la fenêtre 

biologique (600-1200 nm) pour l’imagerie in vivo. 
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2. Design moléculaire 

Les quadrupôles étant destinés à être confinés sous forme de nanoagrégats, il est 

important d’éviter les interactions intermoléculaires défavorisant la fluorescence des 

fluorophores. Il est donc nécessaire de proposer un design moléculaire apte à détourner 

l’agencement des fluorophores de leur tendance naturelle à s’empiler face à face ou bien de 

manière antiparallèle. 

L’absence de moment dipolaire des quadrupôles est attendue pour atténuer les 

interactions intermoléculaires antiparallèles dans les milieux concentrés/confinés. Cependant, 

le décalage vers le rouge impose une élongation du système π conjugué ainsi que l’utilisation 

de groupements accepteurs/donneurs forts. Ces éléments peuvent amener les chromophores 

quadripolaires à s’associer face à face conduisant à la formation de dimères (illustration 3). 

 

La formation de dimère conduit généralement à une baisse des performances du 

chromophore (augmentation du knr, décalage vers le bleu, etc..). Il est donc nécessaire 

d’adapter le design moléculaire des quadrupôles en vue de leur utilisation en milieu 

confiné/concentré comme à l’état de nanoagrégats. 

D

D

A

A

D

D

AA

D

D

D

D

A

A

AA

AA

AA

Empilement de dipôles Empilement de quadrupôles  
Illustration 3. Représentation de l’arrangement probable de dipôles (gauche) et quadrupôles 
accepteurs (droite). 

L’augmentation de l’encombrement stérique du chromophore via l’intégration de 

groupements encombrants est une stratégie qui a montré son efficacité sur les chromophores 

dipolaires (cf. chapitre II-IV). Ces groupements volumineux qui éloignent les molécules les 

unes des autres sont « facilement » intégrables à la molécule (d’un point de vue synthétique) 

et pour cette raison se sont imposés comme la solution la plus simple et  rapide.  
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Bien entendu, il est important de conserver la symétrie propre aux quadrupôles et donc 

il est nécessaire que le groupement encombrant n’induise pas de rupture de symétrie (ce qui 

modifierait fortement ces propriétés photophysiques) de l’état fondamental. 

 

Cette précaution implique que le groupement encombrant doit se situer sur un axe/plan 

de symétrie de la molécule. Partant de ce constat, deux stratégies sont envisageables ; la 

première est de fixer les groupements encombrants de chaque côté de la molécule (illustration 

4), et la seconde est de mettre un seul groupement encombrant au centre (symétriquement 

parlant) de la molécule.  

 
Illustration 4. Représentation de l’encombrement généré au sein d’un quadrupôle de type 
accepteur selon l’emplacement des gardes (groupements encombrants). 

L’utilisation de gardes devrait diminuer les interactions entre les systèmes, π quelle 

que soit la position de ces groupements (illustration 4); du point de vue synthétique, les deux 

modèles sont tout à fait envisageables et simples à mettre en place. Cependant, l’emploi de 

deux gardes augmente « inutilement » la masse molaire du chromophore et peut entraîner une 

forte insolubilité du composé dans les solvants organiques selon leur composition. 

 

Un second avantage à l’utilisation d’une garde unique concerne la nature du cœur des 

quadrupôles. En effet, des travaux antérieurs au sein du laboratoire ont montré que le fluorène 

est un excellent noyau pour la préparation de chromophores quadripolaires absorbants à deux 

photons. Sa forte planéité assure une bonne communication électronique ainsi que des 

couplages forts entre les différentes branches du chromophore. La présence d’un pont 

méthylène fonctionnalisable est un atout essentiel pour moduler la solubilité ainsi que les 

interactions interfaciales du fluorène. 
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Des résultats empiriques tendent à démontrer que la fonctionnalisation du pont 

méthylène n’interfère pas avec les propriétés optiques du chromophore, comme le montre la 

substitution des deux hydrogènes par des chaînes butyles[11] et nonyles.[2] Cette tendance est 

d’ailleurs vérifiée dans ce chapitre lorsque la comparaison entre différentes substitutions du 

pont méthylène est étudiée. 

 

Puisque les molécules quadripolaires ne possèdent pas de moment dipolaire à l’état 

fondamental, contrairement aux dipôles, l’arrangement moléculaire au sein des FONs ne peut 

être influencé par la polarisabilité des chromophores environnants. L’organisation moléculaire 

est donc régie par d’autres types d’interactions (électrostatique, Van der Walls, π-stacking, 

etc.… ). Il est donc nécessaire de déterminer quel type d’interactions prédomine dans les 

FONs et comment le chimiste peut moduler cette organisation. 

 

Une étude systématique de l’influence des groupements terminaux (accepteurs ou 

donneurs), du système π conjugué ainsi que de la garde doit permettre de mieux identifier 

comment les propriétés d’absorption et d’émission de ces FONs sont influencées par le design 

moléculaire (schéma 1). 

 
Schéma 1. Design général des quadrupôles. 
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Dans cette optique, nous avons décidé de tester différents groupes donneurs et 

attracteurs (-OMe, -NR2/-CHO, -CH=CR2), choisis pour leur fort caractère donneur ou 

accepteur (d’après leur constante de Hammett)[12]. 

 

Comme expliqué précédemment, le choix d’utiliser des groupements donneurs et 

accepteurs forts, doit permettre de décaler les bandes d’absorption et d’émission des 

quadrupôles vers le rouge. Le second effet attendu pour ces groupements est une réponse 

d’ADP (Absorption à Deux Photons) forte,[10] issue d’un réarrangement électronique 

important durant l’excitation. 

 

En plus du choix des groupements donneur/accepteur, la sélection d’un système π 

conjugué est cruciale dans le design de fluorophores quadripolaires. Les hétérocycles 

aromatiques de type thiophène sont des connecteurs π très performants en terme de 

délocalisation électronique et pour cette raison sont largement utilisés dans le design de 

molécules nécessitant un transfert de charges (OLED,[13-16] fluorophores,[3, 17-20] semi-

conducteurs[18, 21-23] et absorbeurs à deux photons[3, 15, 19, 24]). 

 

Giershner et al.[20] ont montré que des nanoparticules à base d’oligothiophène 

présentaient un fort degré d’alignement des molécules, ayant pour conséquence l’apparition 

d’un couplage excitonique fort entre les molécules au sein de la nanoparticule. Cette 

orientation particulière induit une baisse significative du rendement quantique de fluorescence 

des nanoparticules. À l’opposé, des nanoparticules à base d’oligovinylphényl avec un 

désordre moléculaire plus important présentent des propriétés photophysiques plus proches 

des molécules en solution.[25] 

 

Cette observation démontre que le contrôle des interactions intermoléculaires au sein 

des nanoparticules est primordial pour le contrôle des propriétés photophysiques de celles-ci 

(chapitre II). Afin d’explorer l’impact de l’ordre et du désordre moléculaire au sein de 

nanoparticules sur leurs propriétés photophysiques et leur ADP, des connecteurs de type 

vinylphényl et phényl sont utilisés dans la préparation des quadrupôles. 

 

Le motif de garde sélectionné est un cycle aliphatique composé de 3 (Pr) ou 5 (Pe) 

carbones. Le choix d’un cycle aliphatique est motivé par le fait que celui-ci permet de 

diminuer la solubilité des chromophores dans l’eau (nécessaire pour une bonne stabilité des 
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nanoparticules) et génère un encombrement local très important. Cet encombrement étant 

restreint au cœur fluorène, peu de désordre moléculaire est attendu lors du confinement des 

chromophores dans les nanoparticules, ce qui devrait participer à une meilleure stabilité de 

ces dernières. 

 

Le choix de la taille des cycles (3 et 5) est issu d’une volonté d’étudier l’influence de 

deux cycles de tension variables sans contraintes majeures au niveau de la synthèse. La 

flexibilité des cycles ainsi que l’encombrement local important qu’ils génèrent sont attendus 

pour moduler les interactions intermoléculaires dans les nanoparticules et donc affecter leur 

fluorescence.  

3. Synthèse des quadrupôles à base d’accepteurs aldéhydes 

3.1 Synthèse du cœur fluorène 

Le cœur fluorène est obtenu via une double iodation sur les positions 2 et 7 du 

fluorène commercial. Cette iodation nécessite l’emploi d’un électrophile fort (I3
+) obtenu par 

l’ajout de diiode dans une solution d’acide periodique. Une fois recristallisé, le fluorène 

diiodé 2 est obtenu avec un rendement de 85% sur une échelle de l’ordre de la dizaine de 

grammes. 

 
Schéma 2. Synthèse du 2,7-diiodo fluorène. 

L’ajout des gardes sur le pont méthylène de 2 se fait par une simple substitution 

nucléophile  du pont méthylène sur le dibromoalcane correspondant, suivi d’une cyclisation 

intramoléculaire via la substitution du second brome. Cette réaction s’effectue par catalyse en 

transfert de phase en condition basique. Classiquement, l’alkylation du pont méthylène se fait 

dans le toluène (3)[26] cependant le composé 4 n’a pas pu être obtenu en utilisant ce protocole 

d’alkylation. Cette alkylation est décrite dans la littérature en utilisant le DMSO à température 

ambiante comme conditions de solvant et de température.[27] 
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Une possible explication est la formation rapide de bromure de vinyle (par β 

élimination) qui polymérise dans le milieu réactionnel et/ou s’évapore rapidement 

(Téb~16°C). Cette réaction parasite consomme le réactif avant qu’il n’interagisse avec le 

carbanion du fluorène. Or le DMSO est un solvant polaire protique qui accélère la substitution 

nucléophile et donc permet au carbanion du fluorène de réagir plus rapidement avec le 

dibromoéthane. De cette façon le composé 4 est obtenu avec un rendement de 52% et le 

composé 3 avec un rendement de 80%. 

 
Schéma 3. Incorporation des gardes propyles et pentyles. 

Notre approche synthétique étant de type bottom-up, les bras des chromophores ne 

sont pas assemblés au préalable, mais construits sur le cœur fluorène. 

3.2 Synthèse des composés 5 et 6 

Un couplage croisé de type Corriu-Kumada est effectué sur le cœur 3 en présence de 

palladium et de bromure de thienylmagnésium (a) dans le THF. Pour des raisons pratiques et 

de stabilité évidente du magnésien, le bromure de thienylmagnésium est préparé juste avant la 

réaction puis est ajouté sur le cœur 3. Après cristallisation, le composé 5 est obtenu sous 

forme de cristaux, à l’échelle du gramme avec un rendement de 75%. 

 
Schéma 4. Synthèse du chromophore 5. 
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La préparation des fragments bis-bithienyl se fait par un couplage de type Suzuki-

Miyaura sur le cœur 3 en présence de l’ester boronique correspondant et de palladium en 

milieu basique. L’utilisation de dérivé boronique est une approche plus saine que l’utilisation 

de magnésien pour l’incorporation de motifs bithienyl ; dans la littérature les motifs 

oligothiophènes sont préparés soit à partir de magnésien en utilisant de la catalyse au nickel, 

soit en utilisant le couplage de Stille (utilisation de dérivés stanniques). 

Le catalyseur utilisé (PdCl2dppf) est un catalyseur encombré et riche en électrons, ce 

qui permet de faciliter (et donc d’accélérer) les phases d’insertion et d’élimination lors du 

cycle catalytique. Le composé 6 est obtenu après purification avec un rendement de 97%. 

 
Schéma 5. Synthèse du chromophore 6. 

3.3 Synthèse des aldéhydes 7 et 8 

Un premier test de formylation du composé 5 via une formylation de type Vilsmeier-

Haack a été expérimenté sur le cœur 3 afin de conduire au composé 7. Cependant, après 

purification, le produit souhaité n’est obtenu qu’avec un très faible rendement (4%), alors que 

les composés majoritaires sont le composé monoformyle et le produit de départ 5. Cette 

différence de réactivité peut s’expliquer par une désactivation de la nucléophilie du thiophène 

lorsque la première formylation a lieu, ce que diminue fortement la cinétique de la réaction. 

Une alternative plus efficace et plus simple à mettre en œuvre est l’utilisation d’un couplage 

de Suzuki à partir d’un thiophène déjà formylé. 

 
Schéma 6. Mono et bisformylation du chromophore 5. 
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En vue d’obtenir à grande échelle et facilement les premiers accepteurs -CHO, les 

cœurs 3 et 4 sont engagés dans une réaction pallado-catalysée de type Suzuki-Miyaura, en 

présence de l’acide 5-formyl-2-thienyl boronique commercial et de K2CO3. Après 

cristallisation, le chromophore 7 est obtenu avec un rendement de 77% à l’échelle du gramme. 

Cependant, probablement dû à une mauvaise solubilité du cœur, l’obtention de 8 se fait avec 

un rendement faible de 25% après colonne. 

 
Schéma 7. Synthèse des bisaccepteurs CHO 7 et 8. 

3.4 Synthèse des aldéhydes 10 et 11 

Afin de pouvoir étudier l’influence du système π sur les propriétés photophysiques du 

chromophore et des FONs résultantes, un dérivé de 7 possédant un motif phényle est préparé. 

L’augmentation de la longueur du système π entraînant bien souvent une chute de la solubilité 

des composés, un dérivé plus long issu de 8 n’a pas été envisagé au vu de sa mauvaise 

solubilité dans les solvants organiques. 

 

Pour obtenir le composé 10, une bis-iodation du composé 5 est effectuée en milieu 

acide à l’aide de N-iodosuccinimide en vue d’obtenir le composé 9 avec un rendement quasi 

quantitatif. 

 
Schéma 8. Bis-iodation du chromophore 5. 
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Le composé 9 est ensuite engagé dans un couplage de Suzuki-Miyaura avec l’acide 4-

formylphenyl boronique commercial, dans des conditions similaires à la préparation de 7 et 8. 

Après purification, le composé 10 est obtenu avec rendement de 28%. 

 
Schéma 9. Synthèse du bisaccepteur CHO 10. 

Un composé similaire à 10 est synthétisé pour étudier l’influence du type de cycle 

aromatique utilisé sur le chromophore. Le composé 11 est obtenu par un couplage de Suzuki-

Miyaura mettant en présence le cœur 3 et l’acide 5’-formyl-2,2’-bithienyl-5-boronique dans 

les conditions précédemment décrites. Malgré la très mauvaise solubilité du composé 11, 

celui-ci est obtenu après purification avec un rendement correct de 47%. 

 
Schéma 10. Synthèse du bisaccepteur CHO bithienyl 11. 

4. Propriétés photophysiques des quadrupôles aldéhydes en solution 

4.1 Solvatochromie des aldéhydes 7, 8, 10 et 11 

L’étude des propriétés d’absorption et d’émission des chromophores en solution dans 

des solvants de polarités différentes montre que les quadrupôles accepteurs aldéhyde (7, 8, 10, 

11) absorbent et émettent dans le visible. 

 

Il est tout à fait intéressant de noter que ces chromophores présentent un 

solvatochromisme positif dans l’état excité, caractérisé par un déplacement bathochrome de la 

bande d’émission à mesure que la polarisabilité du milieu augmente (figure 1). Ceci indique 

que le chromophore est sensible à la polarité de son environnement dans l’état excité. Or pour 
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des raisons de symétrie, un quadrupôle ne possède pas de moment dipolaire et n’est donc pas 

sensible aux variations des champs électriques locaux. 

 

Cette singularité déjà reportée dans la littérature[28-33] a été décrite comme étant le fait 

d’une rupture de symétrie du quadrupôle dans l’état excité.[9] Cette rupture de symétrie 

s’explique par le fait que lors de l’excitation du quadrupôle, une des deux branches subit un 

réarrangement électronique important, et donc la symétrie entre les branches est rompue 

(figure 2) et donc un moment dipolaire apparaît. Tout comme les dipôles moléculaires, ce 

dipôle induit par rupture de la symétrie est sensible à l’environnement électrique local, et 

donc à la polarité locale. Puisque ce processus n’a pas de mémoire, le moment dipolaire induit 

disparaît lorsque la molécule revient à l’état fondamental.  

 Figure 1. Absorption et émission des quadrupôles 7, 8, 10, 11 dans différents solvants 
organiques. 
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Figure 2. Représentation de la rupture de symétrie pour le chromophore 10. 

L’étude de la solvatochromie des composés 7 et 8 permet de valider 

expérimentalement que la substitution du pont méthylène du fluorène n’affecte pas les 

propriétés d’absorption et d’émission (tableau 1, figure 1). Naturellement, l’élongation du 

système π conjugué permet de décaler l’absorption et l’émission des chromophores 10 et 11 

vers le rouge. Cet effet s’accompagne d’un hyperchromisme (εmax) et d’une baisse de la 

luminescence (ΦF), conséquences courantes d’une extension du système π. 

Tableau 1. Propriétés d’absorption et d’émission des chromophores en solution dans le THF. 

 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

mol.L-1.cm-1 

λem
max 

nm 

Stokes' shift 

cm-1 
ΦF 

b) 
τ c) 

ns 

kr 
d) 

ns-1 

knr 
e) 

ns-1 

7 388 6.0 104 433 2 700 0.65 0.9 0.7 0.4 

8 388 6.0 104 434 2 700 0.62 0.9 0.7 0.4 

10 410 6.3 104 467 3 000 0.80 1.0 0.8 0.2 

11 427 7.3 104 491 3 000 0.53 0.8 0.6 0.6 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la quinine bisulfate dans H2SO4 
1N ou la rhodamine 6G dans l’éthanol. c) Temps de vie de fluorescence. d) Constante de temps radiative. e) Constante de temps non 
radiative. 

En comparant les chromophores 10 et 11, il ressort que l’utilisation de système 

bithiophène permet un meilleur décalage des propriétés photophysiques vers les grandes 

longueurs d’onde. Ceci s’explique par la plus faible aromaticité du thiophène vis-à-vis du 

benzène, ce qui nécessite moins d’énergie pour passer d’une forme de résonnance à une autre. 

 

A contrario, le chromophore 10 présente un rendement quantique de luminescence 

plus important, ce qui traduit une plus grande rigidité de l’état excité (knr plus faible). Pour 

cette raison, le choix du système π conjugué est affaire de compromis ; hyperchromisme et 

déplacement bathochrome plus importants des bandes d’absorption et d’émission, ou bien 

brillance plus élevée. 

 



142 

 

4.2 Absorption à deux photons des aldéhydes 7, 8, 10 et 11 

Afin de caractériser l’activité d’ONL des quadrupôles aldéhydes, l’absorption à deux 

photons des chromophores 7, 8, 10 et 11 est mesurée dans le THF (7, 8 et 11) ou dans le 

chloroforme (10). 

  

 
Figure 3. Spectres d’absorption à un photon normalisés en ε (trait rouge) et d’absorption à 
deux photons normalisés en σ2 (points noirs) des quadrupôles 7, 8, 10 et 11 en solution dans 
le THF (7, 8, 11) et le chloroforme (10). 

L’analyse des spectres d’absorption à deux photons (tableau 2) montre que ces 

chromophores quadripolaires sont d’excellents absorbeurs à deux photons dans la gamme 

700-900 nm. Une légère différence de σ2 apparaît entre les deux chromophores 7 et 8, 

certainement dû à une surestimation de la concentration de 8 via la formation de 

microagrégats. 

 

Il est intéressant de remarquer que contrairement à l’absorption à un photon, l’échange 

d’un phényle (10) par un thiophène (11) conduit à un décalage bathochrome du maximum 
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d’absorption. Cette observation s’étend à la valeur du σ2
max qui est supérieure dans le cas de 

10. 

Néanmoins, ces observations doivent être interprétées avec précaution puisque l’ADP 

des composés 10 et 11 n’est pas faite dans les mêmes solvants. Or les valeurs d’epsilon de 10 

dans le chloroforme et le THF montrent une différence importante (εTHF
410 = 63 000 M-1.cm-1 

et εCHCl3
413 = 78 000 M-1.cm-1), indiquant que le chloroforme favorise la transition S0-S1. Il est 

donc probable que le chloroforme affecte aussi la transition S0-S2 et par conséquent la valeur 

de σ2. 

Tableau 2. Propriétés d’absorption à deux photons des chromophores 7, 8, 10 et 11 en 
solution dans le THF et dans le chloroforme. 

 Solvant 
2λabs

max 

nm 

λ2PA
max 

nm 

σ2
max a) 

GM 

λ2PA
max2 

nm 

σ2
max2 b) 

GM 
ΦF 

c) 

7 THF 776 <700 >254 790 37 0.65 

8 THF 776 <700 >207 790 47 0.62 

10 CHCl3 826 740 720 840 161 0.83 

11 THF 854 720 528 870 81 0.53 

a) Section efficace d’absorption à deux photons mesurée à λ2PA
max. b) Section efficace d’absorption à deux photons mesurée à λ2PA

max2 
(1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). c) Rendement quantique de fluorescence. 

Il est frappant de remarquer que pour les quatre composés, les maximums d’absorption 

par excitation mono et biphotonique ne correspondent pas (figure 3, tableau 1). Cette absence 

de correspondance entre les maximums d’absorption à un et deux photons est caractéristique 

des systèmes quadripolaires.[34] 

 

En effet, contrairement aux dipôles, la transition électronique S0-S1 n’est pas autorisée 

en absorption à deux photons pour des raisons de symétrie alors que  la transition S0-S2 qui est 

interdite en absorption à un photon devient autorisée en ADP.[29] 

 

Curieusement, les spectres d’ADP présentent des épaulements assez proches des 

longueurs d’onde 2λabs
max avec des valeurs de σ2 beaucoup plus faibles que pour la transition 

autorisée. Ces épaulements sont probablement dus à la transition S0-S1 comme la montre la 

figure 4, qui bien qu’interdite est tout de même possible (d’où la valeur de σ2 plus faible). 
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Figure 4. Spectres d’absorption à un et deux photons des chromophores 7, 8, 10 et 11 en 
solution dans le THF (7, 8, 11) et le chloroforme (10). L’échelle de l’absorption à un photon 
est modifiée pour correspondre aux seconds maxima de l’absorption à deux photons. 

Les quadrupôles aldéhydes présentent des sections efficaces d’absorption à deux 

photons importantes pour de « petites » molécules. Dans le but d’accentuer le transfert de 

charge au sein des quadrupôles, des accepteurs plus forts sont utilisés à la place des fonctions 

aldéhydes des chromophores 7 et 8. Cette augmentation du transfert doit permettre de décaler 

les propriétés photophysiques vers le rouge ainsi que d’augmenter la probabilité des 

transitions électroniques (S0-S1 et S0-S2). 

5. Synthèse des quadrupôles à base d’accepteurs vinyliques 

La fonction aldéhyde est un accepteur classique, commode à préparer et à utiliser. Plus 

qu’un simple groupe électro-attracteur, l’aldéhyde est aussi une fonction réactive. 

L’utilisation de certaines espèces chimiques permet de convertir facilement un aldéhyde en 

une fonction vinylique (par exemple : condensation de Wittig ou bien de Knoevenagel). 
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Cette approche est intéressante puisqu’elle permet d’accéder à de nouveaux 

chromophores à partir d’un chromophore déjà synthétisé. En utilisant cette stratégie, les 

aldéhydes 7 et 8 ont été convertis en accepteurs plus forts que sont les dérivés cyanés (12, 13) 

et thiobarbituriques (14, 15). 

5.1 Synthèse des accepteurs vinyliques 12 et 13 

Les chromophores 7 et 8 sont engagés dans une condensation de Knoevenagel avec le 

cyanoacétate d’éthyle en présence de β alanine (qui sert de catalyseur via la formation d’une 

imine intermédiaire). Cette réaction étant équilibrée en présence d’eau, il est nécessaire de 

déplacer l’équilibre en faveur du produit final. 

 

Ce déplacement d’équilibre s’opère généralement par la formation d’un azéotrope 

solvant/eau éliminé par déshydratation (CaCl2 pour le mélange éthanol/eau) ou par 

l’utilisation d’un Dean-Stark (toluène/eau). 

 

Notre stratégie est d’utiliser de l’éthanol comme solvant afin de former l’azéotrope, 

puis en jouant sur la saturation du solvant en produit de départ, de faire précipiter in situ le 

produit nouvellement formé. Cette technique permet d’obtenir les composés 12 et 13 purs 

après filtration (avec un rendement de 64% et 72% respectivement). La mauvaise solubilité 

des aldéhydes 7 et 8 dans l’éthanol est responsable du rendement non quantitatif de la 

réaction. 
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Schéma 11. Synthèse des bisaccepteurs cyano-ester 12 et 13. 
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5.2 Synthèse des accepteurs vinyliques 14 et 15 

Selon la même stratégie, les molécules 7 et 8 sont engagées dans une condensation de 

Knoevenagel en utilisant l’acide 1,3-diéthyl-2-thiobarbiturique, ce qui permet d’obtenir les 

cibles 14 et 15 avec des rendements de 83% et 26% respectivement. 
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Schéma 12. Synthèse des bisaccepteurs thiobarbiturique 14 et 15. 

6. Propriétés photophysiques des quadrupôles accepteurs vinyliques en 

solution 

6.1 Solvatochromie des accepteurs vinyliques 12-15 

Tout comme pour les quadrupôles accepteurs aldéhyde, l’étude de la solvatochromie 

des accepteurs vinyliques montre une influence plus ou moins marquée de la polarité du 

milieu sur l’émission des chromophores 12-15. 

 

La faible stabilité de ces chromophores en milieu organique hydraté (déplacement de 

l’équilibre chimique vers le composé de départ) empêche toute mesure dans des solvants 

polaires protiques (MeOH) et/ou hygroscopiques (DMSO). En comparant ces cinq 

chromophores dans le THF, il apparaît clairement que la force de l’accepteur joue un rôle 

important en vue de moduler l’absorption et l’émission vers le bleu ou le rouge. 
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Il est important de noter que les composés possédant le cycle propyle sont bien moins 

solubles que leurs homologues pentyles, impactant les valeurs d’epsilon mesurées (puisque 

les mêmes valeurs sont attendues pour les composés 12, 13 et 14, 15). De façon tout à fait 

surprenante, les rendements quantiques de fluorescence s’effondrent lorsque l’on compare les 

valeurs dans le THF entre les aldéhydes (7, 8) et les accepteurs vinyliques (12-15). Cette 

baisse de la fluorescence peut être attribuée à divers processus non radiatifs, tels que la 

formation d’excimères ou bien des transferts d’électrons. 

 

Les accepteurs vinyliques étant des accepteurs forts, leur potentiel de réduction est 

attendu pour être relativement bas. Donc le transfert d’électrons semble être l’hypothèse la 

plus probable, bien qu’aucune expérience pour étayer ou réfuter cette hypothèse n’ait été 

effectuée. 

Figure 5. Absorption et émission des quadrupôles 12-15 dans différents solvants organiques. 

Les composés 14, 15 présentent de légères variations de l’absorption avec un subtil 

décalage bathochrome de l’absorption dans le toluène, le chloroforme et le dichlorométhane. 

Curieusement, les solvants possédant des doublets non liants disponibles comme le THF et le 
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DMF entraînent un déplacement hypsochrome de l’absorption. Cette observation semble 

indiquer que l’état fondamental de ces chromophores est légèrement sensible à la 

polarisabilité, comme l’état excité. 

 

Il est raisonnable d’envisager que pour cette famille d’accepteurs très forts, une 

rupture de symétrie légère existe à l’état fondamental (A-D-D δ+-Aδ-) puis est exaltée dans 

l’état excité (A-D-D+-A-). 

Tableau 3. Propriétés d’absorption et d’émission des chromophores 12-15 dans le THF. 

 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

mol.L-1.cm-1 

λem
max 

nm 

Stokes' shift 

cm-1 
ΦF 

b) 
τ c) 

ns 

12 449 9.2 104 519 3 000 0.05 < 0.2 

13 448 7.0 104 525 3 330 0.06 < 0.2 

14 523 10.9 104 585 2 000 0.03 < 0.2 

15 522 9.4 104 587 2 100 0.05 < 0.2 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard le crésyl violet dans le méthanol. 
c) Temps de vie de fluorescence.  

En comparant les propriétés photophysiques en solution des quadrupôles accepteurs 

vinyliques, on observe que l’utilisation d’une garde différente (12/13 et 14/15) ne modifie pas 

les propriétés photophysiques des chromophores en solution. Cependant, il est important de 

remarquer que l’augmentation de la force de l’attracteur (7, 12 et 14) entraîne un décalage 

bathochrome important de l’absorption et de l’émission, en plus d’un effet hyperchrome. 

Malgré la chute importante des rendements quantiques de fluorescence, qui impacte 

directement les brillances à un et deux photons, ces quadrupôles accepteurs sont très 

prometteurs.  

6.2 Absorption à deux photons des accepteurs vinyliques 12-15 

Les mesures d’absorption à deux photons des chromophores 12, 14, 15 sont effectuées 

en solution dans le THF (12, 15) et le chloroforme (14). 
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Figure 6. Spectres d’absorption à un photon normalisés en ε (trait rouge) et d’absorption à 
deux photons normalisés en σ2 (points noirs) des quadrupôles 12, 14, 15 en solution dans le 
THF (12, 15) et le chloroforme (14). 

Les mesures d’absorption à deux photons des quadrupôles accepteurs vinyliques 

donnent des résultats tout à fait inattendus. En effet, ces petites molécules (Mw < 900 g.mol-1) 

possèdent des sections efficaces d’absorption à deux photons supérieures[7, 35-40] ou 

équivalentes[5, 39, 41-43] à des chromophores longs et complexes. Ces composés présentent une 

très forte ADP dans la gamme 800-900 nm, ce qui est très prometteur quant à leur utilisation 

potentielle en imagerie biphotonique in vivo. 
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Tableau 4. Propriétés d’absorption à deux photons des chromophores 12, 14, 15 en solution 
dans le THF et dans le chloroforme. 

 Solvant 
2λabs

max 

nm 

λ2PA
max 

nm 

σ2
max a) 

GM 

λ2PA
max2 

nm 

σ2
max2 b) 

GM 
ΦF 

c) 

12 THF 898 820 2110 880 447 0.05 

14 CHCl3 1068 820 5350 940 3930 0.03 

15 THF 1044 >800 >3470 890 1720 0.05 

a) Section efficace d’absorption à deux photons mesurées à λ2PA
max. b) Section efficace d’absorption à deux photons mesuré à λ2PA

max2 
(1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). c) Rendement quantique de fluorescence. 

Il est intéressant de remarquer que les quadrupôles 14 et 15 possèdent trois bandes 

distinctes d'ADP ; une bande vers 1000-1100 nm correspondant à la transition S0-S1, une 

bande située vers 900 nm qui est autorisée à un et deux photons et la bande de plus haute 

énergie vers 800 nm qui n’est autorisée qu’à deux photons. 

 

Les résultats en solution des quadrupôles aldéhydes et vinyliques sont très intéressants 

et montrent que l’utilisation d’accepteurs de forces différentes permet de moduler les 

propriétés photophysiques à un et deux photons. Cependant, afin d’avoir une vision globale 

de l’influence des groupements terminaux sur les propriétés des chromophores et des FONs 

issues de ceux-ci, l’utilisation de groupements électro-donneurs est une perspective 

intéressante. 

 

Dans le but d’alléger la synthèse et puisque les accepteurs ont donné des résultats 

concordants, l’étude des différentes tensions de cycle sur le pont méthylène du fluorène n’est 

pas complétée avec les groupements donneurs. 

7. Synthèse des quadrupôles donneurs 

L’utilité des couplages croisés présentés pour la synthèse des cœurs 7 et 8 ainsi que 

pour les blocs 5 et 6 a clairement été démontrée. La même stratégie de synthèse est donc 

appliquée à la préparation des quadrupôles donneurs. 

7.1 Synthèse du donneur 17 
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Le cœur 5 est bromé sur les positions 5 des thiophènes à l’aide de N-

bromosuccinimide dans le THF à température ambiante. Après recristallisation, le composé 

16 est obtenu avec un bon rendement de 78%. 

 
Schéma 15. Dibromation du chromophore 5. 

Le composé bis-bromé 16 est engagé dans des couplages de Suzuki-Miyaura en 

présence de palladium et d’acide 4-méthoxyphenyl boronique. Après purification sur gel de 

silice, le composé 17 est obtenu avec un bon rendement de 77%. 

 
Schéma 16. Synthèse du bisdonneur méthoxy 17. 

7.2 Synthèse des donneurs 19 et 20 

Les amines étant en général de meilleurs groupements donneurs d’électrons que les 

éthers, un dérivé amino analogue à 17 a été préparé. L’utilisation de chaînes butyles est un 

bon compromis entre solubilité et caractère donneur de l’amine. L’absence de dérivés 

commerciaux d’acides boroniques de la N,N-dibutylaniline a motivé la synthèse de l’ester 

boronique de la N,N-dibutylaniline. 

 

La N,N-dibutylaniline commerciale est iodé via une substitution électrophile 

aromatique en utilisant du diiode comme électrophile. Le composé b est obtenu avec un 

rendement de 87% après purification. Ce précurseur est ensuite borylé selon la méthode de 

Vaultier, puis l’acide boronique obtenu est converti en ester pinacolique conduisant au 

composé c quantitativement. 
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Schéma 17. Synthèse de l’ester pinacolique c. 

Le motif 16 est engagé dans un couplage croisé avec c en présence de palladium 

(PdCl2dppf) dans un mélange méthanol/toluène. Le composé 18 n’est pas obtenu ; suspectant 

un problème de réactivité de l’ester boronique, le choix de remplacer l’ester par un acide 

boronique commercial est fait. 

 
Schéma 18. Synthèse du chromophore bisdonneur dibutyl-amino 18. 

Une première tentative d’obtention de 19 en utilisant le catalyseur PdCl2(dppf) n’a pas 

fonctionné. Suspectant une désactivation du catalyseur par le motif diméthylaniline, 

l’utilisation d’un catalyseur plus classique (PdCl2(PPh3)2) en présence de triphénylphosphine 

a permis d’obtenir le composé souhaité avec un rendement moyen de 58%. 

 
Schéma 19. Synthèse du chromophore bisdonneurs diméthyl-amino 19. 

Afin d’étudier l’influence de l’encombrement sur les extrémités des chromophores, 

une variante du quadrupôle 19 est synthétisée. Ce chromophore est distinct de 19 par un 

encombrement très important au niveau du motif aniline apporté par la présence de deux 

cycles phényls. Outre l’impact de l’encombrement sur les propriétés photophysiques des 

nanoparticules, le motif triphénylamine est connu pour être un excellent absorbeur à deux 

photons, mais est aussi un moins bon donneur. 

 



153 

 

Une variante très encombrée du composé 19 est synthétisée par un couplage de 

Suzuki-Miyaura entre le composé 9 et l’acide triphénylamine boronique dans les conditions 

décrites précédemment. Après recristallisation, le composé 20 est obtenu avec un rendement 

de 61%. 

 
Schéma 20.Synthèse du chromophore bisdonneur diphénylamine 20. 

7.3 Synthèse des donneurs 21 et 22 

Tirant parti de la stratégie employée pour les quadrupôles accepteurs, une élongation 

du système π est effectuée via une réaction de Wittig sur le cœur 7 avec le sel de 

phosphonium correspondant. Après purification, les composés 21 et 22 sont obtenus avec des 

rendements de 64% et 10% respectivement. 

 

 
Schéma 21. Synthèse des chromophores bisdonneurs vinyliques 21 et 22. 

7.4 Tentatives d’élongation du système π des quadrupôles donneurs 
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Des tentatives d’allongement du système π par l’utilisation de système bithienyl ont 

été faites, cependant la très mauvaise solubilité de ces molécules n’a pas permis d’obtenir les 

composés souhaités (24 et 25). 

 

 
Schéma 22. Tentative de synthèse des bisdonneurs bithienyl 23 et 25. 

8. Propriétés photophysiques des quadrupôles donneurs en solution 

8.1 Solvatochromie des donneurs 17, 19-22 

Afin d’étudier le comportement des chromophores donneurs nouvellement synthétisés, 

une étude de leurs propriétés photophysiques en solution a été menée. De même que les 

quadrupôles accepteurs, l’influence de solvants de polarités différentes ont été évalués.  
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Figure 7. Absorption et émission des quadrupôles 17, 19-22 dans différents solvants 
organiques. 

Les mesures de solvatochromie montrent que l’influence de la polarité des solvants sur 

les propriétés d’absorption et d’émission des fluorophores donneurs est plus ou moins 

marquée selon le type de groupement. L’utilisation de groupement méthoxy (17) comme 

groupe donneur entraîne une structuration importante de l’émission, indépendamment du type 

de solvant utilisé (figure 7). L’apparition de la structure fine en émission couplée à l’absence 

de déplacement des bandes lorsque l’on modifie la polarisabilité du solvant montre que l’état 
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excité est un état où la molécule est plus « rigide » qu’à l’état fondamental (apparition de 

sous-structure vibrationnelle en absorption). 

 

À l’inverse les composés 19-22 présentent des déplacements de Stokes qui augmentent 

avec la polarité des solvants (figure 3). Cet effet est très marqué pour les molécules 19, 21 et 

22 qui possèdent des groupements auxochromes dialkyl-amine, qui sont de bien meilleurs 

donneurs que le groupement méthoxy.[12] 

 

Le fait que le doublet non liant de l’azote participe au transfert de charge lors de 

l’excitation explique l’influence de la polarité des solvants sur les spectres d’émission. En 

effet, ce doublet est fortement polarisable et de ce fait, les interactions entre le solvant et le 

chromophore sont fortes. Il est d’ailleurs intéressant de noter que le composé 20 présente une 

plus faible sensibilité à l’environnement local que son homologue 19. 

 

Il est possible d’envisager que le caractère solvatochromie du composé 19 provienne 

d’un état TICT (Twisted Internal Charge Transfer). Ce phénomène consistant à une rotation 

de l’amine autour de la liaison N-C(Ph) pendant l’état excité est commun aux dérivés 

diméthylaniline.[44-46] Cependant l’émission de fluorescence par TICT s’ajoute à l’émission 

normale (LE), ce qui se traduit par l’apparition d’une seconde bande de fluorescence décalée 

vers le rouge. 

 

Dans le cas des quadrupôles 19- 22, une seule bande d’émission de fluorescence est 

visible. De plus, l’émission des composés possédant un état TICT émissif est fortement 

dépendante de la polarité et de la viscosité du solvant (donc de la température).[47]  

Dans le cas de 19, des expériences d’émission de fluorescence et temps de vie de fluorescence 

à différentes températures dans le DMSO (figure 8) n’ont pas montré de dépendance de 

l’émission de fluorescence à la température. 
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Figure 8. Émission de fluorescence (gauche) et de temps de vie de fluorescence (droite) de 19 
dans le DMSO à différentes températures. 

Il est donc plus probable que le solvatochromisme positif dans l’état excité des 

quadrupôles donneurs 19- 22 soit dû à une rupture de symétrie comme dans le cas des 

quadrupôles accepteurs. 

Tableau 5. Propriétés d’absorption et d’émission des chromophores 17 et 19-22 en solution 
dans le THF. 

 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

mol.L-1.cm-1 

λem
max 

nm 

Stokes' shift 

cm-1 
ΦF 

b) 
τ c) 

ns 

kr 
d) 

ns-1 

knr 
e) 

ns-1 

17 393 7.3 104 437 2 900 0.69 0.9 0.8 0.3 

19 414 6.9 104 500 4 100 0.68 - - - 

20 415 9.0 104 466 2 600 0.78 1.0 0.8 0.2 

21 441 - 534 3 900 0.63 - - - 

22 446 12.6 104 541 3 800 0.59 1.3 0.4 0.3 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la fluorescéine dans NaOH 1N. c) 
Temps de vie de fluorescence. d) Constante de temps radiative. e) Constante de temps non radiative. 

Le faible caractère donneur de 17[12] entraîne un transfert de charge moins important et 

donc une émission de fluorescence essentiellement située dans la partie bleue du visible 

lorsque la molécule est solubilisée dans le THF. 

 

Les propriétés photophysiques de 19 et 21 dans le THF montrent que l’extension du 

système π conjugué via l’ajout d’une double liaison décale l’absorption et l’émission vers le 

rouge. Ce constat est aussi valable pour le remplacement des groupements méthyles (21) par 

des groupements butyles (22) qui sont de meilleurs donneurs.[12] 
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L’augmentation du caractère donneur (17, 19, 20 et 21, 22) ainsi que l’utilisation de 

doubles liaisons est susceptible d’augmenter fortement l’hyperpolarisabilité des quadrupôles 

donneurs et donc leur réponse en ADP. Des mesures d’absorption à deux photons sont donc 

effectuées sur les quadrupôles donneurs. 

8.2 Absorption à deux photons des donneurs 17, 19-22 

L’absorption à deux photons des chromophores 17, 19-22 a été mesurée en solution 

dans le THF (figure 9). 

  

 
Figure 9. Spectres d’absorption à un photon normalisés en ε (trait rouge) et d’absorption à 
deux photons normalisés en σ2 (points noirs) des quadrupôles 17, 19-20, 22 en solution dans 
le THF. 

Les spectres d’ADP (figure 9) montrent que les quadrupôles donneurs absorbent tous à 

deux photons dans la gamme 700-900 nm. Comme observée en absorption à un photon, la 

section efficace d’absorption à deux photons du composé 17 est largement inférieure à celle 

du chromophore 19, indiquant une faible délocalisation électronique lors de l’excitation. Les 

valeurs de σ2 dans le THF des quadrupôles 19 et 20 montrent que l’utilisation d’un motif 
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diphénylamine en tant que groupement donneur à la place de diméthylamine est bien plus 

contrastée en ADP qu’en absorption à un photon. 

 

Similairement à l’absorption classique, le maximum de la bande d’ADP autorisée pour 

20 est décalé vers le bleu par rapport à celui de 19. Cependant la valeur de σ2
max est plus de 

deux fois supérieure pour 20, ce qui valide l’intérêt de l’utilisation de ce groupement donneur 

dans le but de préparer des quadrupôles absorbeurs à deux photons. 

 

Il est intéressant de remarquer que l’extension du système π conjugué par l’ajout d’un 

groupement vinylique conduit à une augmentation du σ2 très importante pour la bande 

faiblement autorisée à deux photons (820 nm). Cet effet peut être attribué à la flexibilité du 

chromophore apportée par les vinyles, qui diminue la symétrie de la molécule et donc affecte 

les règles de sélection des transitions électroniques. 

Tableau 6. Propriétés d’absorption à deux photons des chromophores 17, 19-20, 22 en 
solution dans le THF. 

 
2λabs

max 

nm 

λ2PA
max 

nm 

σ2
max a) 

GM 

λ2PA
max2 

nm 

σ2
max2 b) 

GM 
ΦF 

c) 

17 786 <700 >331 800 32 0.69 

19 828 730 713 820 157 0.68 

20 830 690 1670 820 315 0.78 

22 892 730 1810 820 1490 0.59 

a) Section efficace d’absorption à deux photons mesurée à λ2PA
max. b) Section efficace d’absorption à deux photons mesurée à λ2PA

max2 
(1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). c) Rendement quantique de fluorescence. 

Curieusement, la bande autorisée à deux photons est très similaire (λTPA
max = 730 nm) 

pour les quadrupôles 19 et 22 (figure 10), ce qui indique que la transition S0-S2 est très proche 

en énergie pour ces deux chromophores bien que l’intensité du σ2 soit très différente. 
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Figure 10. Spectres d’absorption à un (gauche) et deux photons (droite) de 19 et 22 dans le 
THF. 

Ces chromophores quadripolaires donneurs et accepteurs ont des propriétés optiques 

linéaires et non linéaires très intéressantes. Les valeurs de σ2 de certains composés sont très 

élevées au regard de la taille des quadrupôles, ce qui laisse espérer de fortes réponses en ADP 

pour les nanoparticules préparées à partir de ces chromophores. 

 

Ces fluorophores (accepteurs et donneurs) sont destinés à être condensés à l’état de 

nanoagrégats ; procéder à l’étude de leur comportement dans l’état solide peut donc donner 

certaines informations pouvant aider à comprendre leur comportement dans les 

nanoparticules. Par exemple, une absence de luminescence dans l’état solide peut indiquer 

que le chromophore n’est pas adapté pour la préparation de nanoparticules luminescentes. À 

l’inverse, une luminescence dans l’état solide peut donner des indications sur le type 

d’interactions intermoléculaires, selon la forme et le positionnement des bandes d’émissions. 

 

Afin de préjuger de la capacité de ces quadrupôles à générer des nanoparticules 

luminescentes dans l’eau, une étude de leur luminescence dans l’état solide a été effectuée. 

9. Étude de la luminescence des quadrupôles dans l’état solide 

L’étude de la luminescence des quadrupôles accepteurs et donneurs dans un milieu 

confiné amorphe est une base relativement bonne pour estimer le comportement des 

chromophores sous forme de nanoagrégats. En effet, la méthode de préparation des 

nanoparticules que nous avons choisie (reprécipitation) permet d’obtenir des nanoparticules 

par un processus plutôt cinétique que thermodynamique.[48] 
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L’obtention d’un état hors d’équilibre au moment de la nucléation des nanoparticules  

est une hypothèse raisonnable permettant d’espérer un agencement moléculaire amorphe au 

cœur des nanoparticules. Cet état amorphe est d’autant plus attendu que les quadrupôles n’ont 

pas de moment dipolaire pouvant structurer l’agencement moléculaire. Ainsi l’émission des 

chromophores dans le solide devrait être proche de celui des nanoparticules, préparées à partir 

de ces derniers. 

 

Avant de discuter les spectres d’émission des fluorophores, il est important de noter 

que quatre spectres sont présentés en plus des spectres des chromophores : il s’agit des 

molécules 5, 6, 16 et 23. 

9.1 Fluorescence dans le solide des pseudo quadrupôles 5, 6, 16 et 23 

De façon inattendue, les intermédiaires réactionnels 5, 6, 16 et 23 présentent des 

propriétés photoluminescentes à l’état solide. Cette luminescence qui tire vers le bleu pour les 

dérivés monothienyls (5, 16) et vers le vert pour les composés bithienyls (6, 23) est d’autant 

plus surprenante que les molécules 16 et 23 possèdent toutes les deux des atomes de brome. 

Or les atomes de brome, par effet d’atome lourd favorisent le croisement intersystème 

permettant de peupler l’état triplet. Ce dernier est souvent dépeuplé à température ambiante 

par des processus de transfert d’énergie, diminuant ainsi la fluorescence du fluorophore. 

 

Il est intéressant de noter que deux bandes de fluorescence distinctes apparaissent pour 

16, pouvant être interprétées, au vu de la structure cristalline[49] par la formation d’excimères, 

par la présence de couplage excitonique fort ou bien par émission de phosphorescence. Une 

mesure de la fluorescence du solide résolue en temps pourrait donner des informations sur la 

présence ou non d’excimères, mais ce type d’expérience requiert un appareillage spécifique, 

non disponible au laboratoire. 

 

Des mesures d’émission des chromophores en solution dans l’éthanol vitreux n’ont 

pas permis de mettre en avant la présence de phosphorescence. Cependant, des expériences de 

production d’oxygène singulet des chromophores en solution démontrent un peuplement 

évident de l’état triplet.  
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Tableau 7. Émission des chromophores 5, 6, 16, 23 dans l’état solide et dans le THF. 
 Environnement 5 6 16 23 

λém
max  

(nm) 

THF 383 441 393 448 

Solide 495 544 480 539 

 

La présence de couplage excitonique au sein du solide est envisageable au regard de la 

forme du spectre d’émission (figure 11). L’apparition d’une bande large décalée vers le rouge 

peut être induite par la formation d’agrégats J. Ces agrégats sont obtenus par un agencement 

en tête-à-queue des molécules, entraînant des interactions moléculaires importantes, dont un 

décalage vers le rouge.[50] 

 

Figure 11. Émission de luminescence des chromophores 5, 6, 16 et 23 dans l’état solide et en 
solution dans le THF. 

9.2 Fluorescence dans le solide des quadrupôles accepteurs  

Les mesures de fluorescence dans l’état solide des quadripôles accepteurs sont très 

intéressantes, puisque comme le montre les figures 12 et 13, les émissions dans l’état 
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microcristallin des accepteurs aldéhydes 7 et 8 ainsi que des accepteurs forts 12 et 14 sont très 

décalés vers le rouge en comparaison avec les solutions moléculaires correspondantes.  

Figure 12. Spectres d’émission des quadripôles 7 (gauche) et 8 (droite)  dans l’état solide et 
en solution dans le DMSO. 

Ce déplacement bathochrome des bandes d’émissions n’est pas dû à des effets 

d’environnement, puisque les émissions sont bien plus décalées vers le rouge que lorsque les 

chromophores sont dissous dans des solvants polaires (tableau 8). Ce déplacement 

bathochrome des bandes d’émissions semble plutôt indiquer la présence d’interactions 

intermoléculaires fortes, comme le couplage excitonique. 

Figure 13. Spectres d’excitation/absorption et d’émission des quadripôles 12 (gauche) et 14 
(droite) dans l’état solide et en solution dans le toluène. 

Il est tout à fait surprenant de remarquer que les fluorophores 7 et 8 ainsi que les 

fluorophores 12 et 13 présentent des émissions de fluorescence différentes dans l’état solide. 

En effet, les études de ces chromophores en solution ont montré que la présence du cycle 

propyle ou pentyl sur le pont méthylène n’affectait pas les propriétés d’absorption et 

d’émission. Or dans l’état solide microcristallin, on remarque que l’émission de fluorescence 
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des chromophores 7 et 12 (qui possèdent un motif pentyl) est plus décalée vers le bleu que les 

équivalents propyle (8 et 13 respectivement). 

Figure 14. Émission de luminescence des chromophores 7-8 et 12-13 à l’état solide. 

Cette différence importante de l’émission dans l’état microcristallin indique que les 

interactions intermoléculaires au sein du solide sont fortement impactées par l’encombrement 

stérique au niveau du fluorène ; et donc il semblerait que le cycle propyle favorise la 

formation d’interactions intermoléculaires de type J (Figure 14). 

 
Figure 15. Émission de luminescence des chromophores 10 et 11 à l’état solide. 

Le quadrupôle accepteur 10 comportant un cycle phényle présente un déplacement 

hypsochrome de l’émission à l’état solide en comparaison avec l’accepteur bithienyl 11. Ce 

comportement similaire à celui observé en solution (tableau 1) semble indiquer que le 

thiophène permet une meilleure communication électronique que le phényle dans l’état solide.  
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Tableau 8. Émission des chromophores 7, 8, 10-14 dans l’état solide et dans le THF. 
 Environnement 7 8 10 11 12 13 14 

λém
max  

(nm) 

THF 433 434 467 491 519 525 585 

Solide 557 625 564 607 617 660 712 

 

Ces observations montrent à quel point l’ingénierie moléculaire est importante lorsque 

l’on travaille en milieu condensé et qu’un changement aussi faible soit-il de la structure de la 

molécule, peut profondément modifier les propriétés optiques de cette dernière (figure 14). 

9.3 Fluorescence dans le solide des quadrupôles donneurs 

Les interactions intermoléculaires dans l’état solide des fluorophores 17 et 20 sont 

aussi très marquées et semblent indiquer la présence d’agrégats J (figure 16).  

Figure 16. Émission de luminescence des chromophores 17, 19-22 à l’état solide et en 
solution dans le DMSO (17 et 20), l’acétonitrile (19) ou le dichlorométhane (22). 
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À l’inverse, les chromophores donneurs dont le transfert de charge à l’état excité est 

important (19, 21 et 22) ont une émission dans le solide correspondant à l’émission dans un 

solvant très polaire (19) ou moyennement polaire (22). 

 

Ce comportement pourrait indiquer que plus le transfert de charge est important au 

sein du chromophore, moins l’émission dans l’état solide est décalée vers le rouge, 

conséquence d’interactions intermoléculaires différentes dues à une augmentation de la 

polarisabilité du chromophore. 

Figure 17. Émission des fluorophores 19-20 (gauche) et 21-22 (droite) dans l’état solide. 

Étonnamment, l’émission de luminescence dans l’état solide de 19 et 20 est identique, 

à la différence d’une structuration de l’émission plus importante pour 19. Cette structuration 

peut provenir des interactions interbranches entre plusieurs quadrupôles dans le solide 

empêchant la rotation du motif diméthylamine et réduisant ainsi certains vibrationnels. 

 

Curieusement, alors que le groupement butyle est un groupement donneur plus 

efficace que les groupements méthyles, les spectres d’émission de fluorescence dans le solide 

de 21 et 22 montrent que 21 est plus décalé vers le rouge que son homologue 22. Ceci semble 

indiquer que la présence de chaînes longues en fin de chromophore diminue les interactions 

interbranches, défavorisant ainsi les empilements de type J. 

Tableau 9. Émission des chromophores 19-22 dans l’état solide dans le THF. 
 Environnement 17 19 20 21 22 

λém
max  

(nm) 

THF 437 500 466 534 541 

Solide 538 536 541 573 553 
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L’étude de la luminescence des quadrupôles donneurs et accepteurs dans l’état solide 

démontre que la stratégie d’encombrement du cœur fluorène par des espaceurs de type 

cycloalkyles permet de maintenir la fluorescence de ces composés. Les spectres de 

fluorescence dans l’état solide font apparaître des comportements singuliers entre les 

différents chromophores. Ces comportements particuliers indiquent une forte dépendance de 

la luminescence à l’arrangement moléculaire, des propriétés similaires sont donc attendues 

pour les nanoparticules. 

 

Afin de mieux comprendre la dépendance de la fluorescence dans l’état solide en 

fonction de l’arrangement moléculaire, l’étude des structures cristallines de plusieurs 

quadrupôles est menée. 

10. Étude des interactions intermoléculaires des quadrupôles dans l’état 

cristallin 

L’étude du milieu cristallin donne accès à de précieuses informations concernant 

l’agencement moléculaire. La manière dont les chromophores s’organisent dans l’état solide 

(cristallin ou amorphe) modifie profondément les propriétés de luminescence des composés. 

Cet agencement peut aussi donner des indications sur l’évolution des nanoparticules dans le 

temps. 

En effet, selon l’hypothèse où les nanoparticules sont proches d’un système amorphe 

au moment de leur formation, il est envisageable de penser que cet état hors équilibre 

(thermodynamique) ne perdurera pas. Les nanoparticules étant « solvatées » par l’eau, des 

domaines cristallins peuvent apparaître par migration de chromophores à la surface ou bien 

lors de processus de maturation. 

 

L’occurrence de domaines cristallins est difficile à démontrer. Cependant dans certains 

cas, une modification radicale de la morphologie des nanoparticules laisse deviner que celles-

ci ont atteint un état cristallin ou quasi cristallin. Pour cette raison, l’arrangement moléculaire 

au sein du cristal donne accès à des paramètres cruciaux (densité, types d’interactions mises 

en jeu, distances intermoléculaires et géométrie de la molécule) pouvant aider à comprendre 

comment, dans une certaine limite, les chromophores s’agencent dans la nanoparticule et donc 

expliquer les propriétés photophysiques de cette famille de quadrupôles à l’état de 

nanoagrégats. 
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Selon différents protocoles inhérents à chaque chromophore, des monocristaux de 

certains fluorophores ont été obtenus puis analysés par diffraction des rayons X, permettant 

ainsi d’accéder à leur structure cristalline. Dans un souci de clarté, seule une partie des 

données jugées pertinentes est présentée. 

Tableau 10. Propriété des cristaux de 7, 8, 10, 13, 14, 16, 17, 20, 21, 23. 
 7 8 10 13 14 16 17 20 21 23 

Groupe 

d’espace 
Pna21 Pnma C2/c P-1 P-1 Pnma P21 P21/c Pmn21 P21 

Densité 1.386 1.385 1.188 1.404 1.271 1.689 1.321 - - 1.638 

θFF
 a) 7.5° 11.5° 9.9° 4.7° 0.2° 7.5° 

7.2° 

10.0° 
3.4° 6.5° 

6.9° 

11.8° 

θTF
 b) 24.8° 19.4° 

15.5° 

16.0° 

8.1° 

17.6° 
3.9° 22.7° 

24.6° 

28.2° 

3.7° 

29.7° 
26.0° 

5.6° 

21.2° 

a) Angle formé par les plans des phényles du fluorène. b) Angle entre le thiophène et le phényle du fluorène attenant. 

Les quadrupôles cristallisent dans le groupe d’espace P ou C, dans des systèmes 

orthorhombiques (7, 8, 16) ou bien monocliniques (10, 17, 23). Comme le montrent les 

données présentes dans le tableau 10, la planéité du fluorène est plus ou moins conservée au 

sein des chromophores avec une torsion du fluorène variant de 3.4° à 11.8°. Les molécules 17 

et 23 possèdent deux torsions différentes, car celles-ci cristallisent sous forme de dimères. 

Figure 18. Unité asymétrique des molécules 23 (gauche) et 17 (droite). 

À l’exception de trois composés (17, 20 et 23), les thiophènes sont orientés de façon à 

ce que l’atome de soufre pointe à l’opposé du pont méthylène du fluorène. De plus, le système 

π conjugué se courbe du même côté, préservant ainsi une forte symétrie du quadrupôle ; la 

conservation de la symétrie du quadrupôle à l’état cristallin est importante. 
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En effet, ces fluorophores sont, de par leur symétrie, de bons absorbeurs à deux 

photons. La perte de symétrie pourrait profondément affecter les propriétés ONL de ces 

composés. La très forte planéité des systèmes π conjugués (θTF), comme le montre la figure 

19, montre que dans l’état cristallin aucune distorsion majeure du chromophore n’est observée 

(mis à part pour le composé 17 qui possède un de ces dimères très tordus), ce qui assure de 

bonnes propriétés d’absorption et peut-être d’émission dans le cristal. 

 

Il est intéressant de noter que le chromophore 14 est quasiment parfaitement plat dans 

l’état cristallin (figure 19). 

Figure 19. Haut : Plan formé par le système π conjugué d’un bras des quadrupôles 20 
(gauche) et 13 (droite). Bas : Plan formé par le système π conjugué du quadrupôle 14 
(gauche) et vue de 14 dans ce plan (droite). 

L’agencement moléculaire montre que pour certains chromophores, notamment ceux 

présentant un système π étendu, de fortes interactions de type π-π ont lieu entre les bras des 

chromophores. Le composé 10 présente la plus forte interaction intermoléculaire ; cette 

interaction est de courte portée puisque les bras des deux chromophores sont distants de 

seulement 3.6Å, ce qui peut laisser présager un fort couplage (favorable ou non à l’émission) 

entre les deux molécules dans le cristal. 
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Prévoir l’influence de cet agencement moléculaire sur les propriétés photophysiques 

du cristal est assez hasardeux. Considérant uniquement le dimère présenté sur la figure 20 (à 

droite), il apparaît un chevauchement antiparallèle d’une partie des chromophores, conduisant 

à une extinction plus ou moins prononcée des moments dipolaires de ces deux fragments 

moléculaires. Une baisse du rendement quantique de luminescence peut apparaître via une 

augmentation du knr. 

 

Cependant, la présence de cette espèce dimérique peut engendrer des excimères 

générant ainsi de nouvelles bandes d’émission plus décalées vers le rouge. Considérant le 

dimère, il est très intéressant de remarquer que malgré une forte interaction entre les 

molécules, la centrosymétrie du système est conservée, ce qui laisse présager que les 

propriétés d’optiques non linéaires du chromophore sont potentiellement conservées à l’état 

cristallin. 

  

Figure 20. Interactions intermoléculaires dans le cristal de 10 : π-π stacking (Distance 
intermoléculaire = 0.356 nm). 

L’étude de l’agencement moléculaire des composés 7 et 8 est aussi très intéressante 

puisque ces deux chromophores sont chimiquement quasi identiques, à l’exception du pont 

méthylène du fluorène, qui dans un cas porte un cycle à cinq carbones (7) et dans le second 

cas un cycle à trois carbones (8). La spectroscopie d’absorption UV-visible ainsi que 

d’émission a clairement démontré que cette différence n’interfère pas dans les propriétés 

optiques des fluorophores en solution. Cependant, l’émission dans le solide montre une 

différence notoire entre les deux molécules, avec un déplacement hypsochrome de l’émission 

de 8.  
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Ce décalage de presque 100 nm montre qu’à l’état solide les chromophores ne sont pas 

soumis aux mêmes interactions. Nonobstant, dans le cristal, les molécules 7 et 8 adoptent la 

même conformation alors que leur groupe de symétrie n’est pas le même (C2v pour 7 et D3h 

pour 8) ; mise à part une légère distorsion du fluorène plus marquée dans le cas de 8 (Figure 

21). 

  

  
Figure 21. Interaction intermoléculaire dans les cristaux de 7 (gauche) et 8 (droite). 

Toutes les structures cristallines des quadrupôles montrent que ceux-ci cristallisent en 

chevron, ce mode d’agencement est souvent observé pour ce genre de molécules.[27, 49] 

 

Une nouvelle famille de quadrupôles à base de fluorène a été synthétisée et leurs 

propriétés photophysiques ont été étudiées en solution. Certains de ces fluorophores 

présentent un solvatochromisme positif en émission, indiquant une rupture de symétrie dans 

l’état excité. Ces nouveaux quadrupôles possèdent d’excellentes propriétés d’absorption à 

deux photons, avec des sections efficaces d’ADP atteignant plusieurs milliers de GM pour les 

accepteurs forts.  

 

L’étude en solution des fluorophores a montré qu’une fonctionnalisation au niveau du 

pont méthylène du fluorène ne modifie pas les propriétés optiques de ceux-ci. L’étude de la 

fluorescence des quadrupôles dans l’état solide a montré que cette fonctionnalisation modifie 

profondément les propriétés photophysiques des chromophores dans le solide. Cette 

différence de comportement entre l’état solide et la solution moléculaire démontre qu’une 
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fonctionnalisation appropriée du chromophore permet de contrôler les interactions 

intermoléculaires dans le solide. 

L’étude de l’agencement moléculaire dans le cristal a permis de confirmer l’existence 

d’agrégats de type J dont la présence dans l’état solide a été suggérée à la vue des propriétés 

optiques des chromophores dans cet état confiné. Cette analyse dans l’état solide et cristallin 

permet d’espérer la formation de nanoparticules fluorescentes pouvant présenter des 

caractéristiques d’agrégats J comme dans le solide. 
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 Chapitre VI – Préparation de nanoparticules organiques à base 
de chromophores quadripolaires 
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 Chapitre VI – Préparation de nanoparticules organiques à base 

de chromophores quadripolaires 

1. Préparation des FONs 

La préparation des nanoparticules à base de quadrupôles est similaire à celle employée 

dans la préparation de FONs issue de chromophores dipolaires présentés précédemment. 

 

Une solution concentrée du chromophore dans un solvant miscible à l’eau est ajoutée 

dans de l’eau osmose. Sauf indication contraire, les nanoparticules sont préparées à partir 

d’une solution  de concentration 1 mM dans le THF, le volume d’ajout est de 200 µL pour un 

volume total de NPs de 20 mL. Le mode d’agitation diffère des FONs présentées 

précédemment puisqu’une agitation par sonotrode est utilisée. Les paramètres de l’agitation 

sont fixés ; la puissance de la sonotrode est de 10W, et le temps d’agitation est de 3 minutes. 

Pour des raisons de solubilité, les chromophores 13-15 sont précipités à partir d’une solution 

de concentration 0.5 mM dans le THF et les FONs 19 sont préparées à partir d’une solution 

dans le DMF. 

 

Les FONs à base des chromophores Spiro présentées dans cette section sont 

préparées selon la procédure décrite ci-dessus ; une fois l’addition terminée, la solution 

aqueuse se colore immédiatement, variant du vert au bleu selon les chromophores utilisés. 

 

Cette coloration plus ou moins intense démontre que le chromophore est solvaté dans 

l’eau. Puisque ces chromophores sont insolubles dans l’eau, et que dans tous les cas la 

solution obtenue est limpide, la formation d’agrégats de taille nanométrique est fortement 

suggérée. Les mesures d’absorption et de diffusion de la lumière (DLS) attestent 

systématiquement de la formation de nanoparticules absorbantes dans  le visible. Enfin, la 

spectrofluorimétrie atteste la présence de nanoparticules luminescentes, justifiant l’appellation 

de FONS pour ces nanoagrégats. 
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L’étude de la luminescence à l’état solide a montré que les intermédiaires réactionnels 

5, 6, 16 et 23 fluorescent dans l’état solide. Pour cette raison, ces chromophores ont aussi été 

étudiés à l’état de nanoagrégats. 

2. Propriétés photophysiques des FONs à base de quadrupôles 

2.1 Influence de la nature du système π sur les FONs 

1. Ajout d’un phényle ou d’un thiophène 

Les nanoparticules issues de la précipitation des chromophores 5-7, 10-11, 16 et 23 

absorbent toutes dans le proche UV et le visible. Les FONs issues des chromophores 

possédant comme groupe terminal un hydrogène (5, 6) ou un brome (16, 23) présentent une 

luminescence marquée à l’état de nanoagrégats. Bien que cette observation concorde avec les 

mesures de luminescence dans l’état solide (figure 1), la comparaison entre les propriétés 

photophysiques des FONs et des chromophores en solution montre un comportement spectral 

singulier des nanoparticules. 

 

Les spectres d’absorption des chromophores (5, 6, 16 et 23) dans l’eau sous forme de 

nanoparticules présentent un déplacement hypsochrome par rapport à ceux enregistrés en 

solution dans le THF (figure 1). À l’inverse, les spectres d’émission de fluorescence des 

nanoparticules montrent un déplacement bathochrome. Il est intéressant de remarquer que les 

quatre spectres d’absorption dans les nanoparticules, possèdent tous une nouvelle bande 

d’absorption faible dans le visible. Ces déplacements de bandes ainsi que l’apparition de cette 

nouvelle bande d’absorption sont discutés dans la section 4. 
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Figure 1. Spectres d’absorption et d’émission des chromophores 5, 6 et 16, 23 dans l’état 
solide (vert), en solution dans le THF (noir) et dans l’eau sous forme de nanoagrégats (rouge). 

L’étude des propriétés photophysiques des FONs montre que l’élongation du système 

π (via l’ajout d’un thiophène), conduit à un décalage bathochrome de l’absorption et de 

l’émission. Conformément au comportement en solution, dans le cas des composés 5 et 6, un 

effet hyperchrome est observé lors de l’ajout d’un thiophène. 

 

Il est frappant de remarquer la forte disparité des rendements quantiques de 

luminescence des molécules 5 et 6 à l’état de nanoparticules ; alors que les FONs issues de 5 

sont très fluorescentes (ΦF = 0.19), celles issues de 6 ne le sont quasiment pas (ΦF = 0.01). 

Pour autant, les FONs obtenues à partir des molécules 16 et 23 présentent des rendements 

quantiques de luminescence similaires (ΦF = 0.04). 
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Tableau 1. Propriétés photophysiques des chromophores 5-7, 16, 23, 10 et 11 dans l’eau à 
l’état de nanoagrégats. 

FONs D/A π 
λabs

max  

nm 

εmax a) 

M-1.cm-1 

λem
max  

nm 
ΦF 

b) 
Stokes’ shift 

cm-1 

FWHMc) 

cm-1 

τ d) 

ns 

5 H T 344 3.5 104 457 0.19 7 200 3.9 103 
0.6 (0.85)  

 1.7 (0.15) 

6 H TT 363 4.2 104 501 0.01 7 600 3.9 103 
0.2 (0.97)  

1.5 (0.03) 

16 Br T 355 5.3 104 498 0.07 8 100 3.0 103 
0.4 (0.98)  

2.2 (0.02) 

23 Br TT 373 5.3 104 505 0.04 6 700 3.0 103 
0.3 (0.97)  

2.4 (0.03) 

7 CHO T 348 3.8 104 472 0.06 7 500 4.5 103 
0.4 (0.92)  

2.1 (0.08) 

10 CHO TP 387 3.9 104 525 0.03 6 800 3.1 103 
0.7 (0.78) 

3.3 (0.22) 

11 CHO TT 398 1.5 104 610 0.02 8 700 4.2 103 
0.7 (0.85) 

 3.0 (0.15) 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la quinine bisulfate dans H2SO4 
1N, la fluorescéine dans NaOH 1N ou le crésyl violet dans le méthanol. c) Largeur à mi-hauteur de l’émission des FONs. d) Temps de vie de 
fluorescence. 

Concernant les composés 5 et 6, la différence de rendement quantique de fluorescence 

peut être attribuée à un π stacking très fort pour 6, ce qui augmente considérablement la 

valeur de knr. Si l’on compare 5 et 16, on remarque que la présence du brome diminue le 

rendement quantique de fluorescence des FONs. Cet effet est attendu puisque les bromes par 

effets d’atome lourd augmentent la probabilité de croisement intersystème, et donc augmente 

la valeur de knr. Cette hypothèse est renforcée par la présence de deux temps de vie de 

fluorescence, plus faible pour les FONs 6 que pour les FONs 5. 

 

La comparaison entre 6 et 23 est très intéressante, puisque contrairement à ce que 

laisse présager la présence du brome, la valeur du rendement quantique de fluorescence 

augmente pour 23. Cet effet inattendu, concorde avec la possibilité d’un π stacking fort au 

sein des FONs 6. Alors que la présence du brome augmente le croisement intersystème, sa 

taille imposante prévient les interactions de courtes portées (telles que le π stacking). 
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Figure 2. Spectres d’absorption et d’émission des chromophores 7, 10 et 11 dans l’état solide 
(vert), en solution dans le THF (noir) et dans l’eau sous forme de nanoagrégats (rouge). 

Les FONs préparées par la précipitation des chromophores 7, 10 et 11 dans l’eau 

présentent un comportement similaire. L’absorption  est aussi décalée vers le bleu dans les 

FONs par rapport aux chromophores solubilisés dans le THF, alors que l’émission est 

fortement décalée vers le rouge. Curieusement, contrairement aux FONs 7 et 10, l’émission 

des FONs 11 dans l’eau est identique à l’émission du chromophore dans l’état solide. 

 

Dans l’hypothèse d’une émission provenant du cœur de la nanoparticule, ceci semble 

indiquer que le cœur  des FONs 11 présente une très forte organisation. Cette organisation au 

sein de la nanoparticule peut, si elle s’étend à la surface des FONs, expliquer le fort effet 

hypochrome observé pour 11 dans l’eau (tableau 1). 

 

Similairement au comportement en solution, l’ajout d’un thiophène (7 à 11) 

s’accompagne d’un décalage des bandes d’absorption et d’émission vers le rouge. 
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2. Ajout d’un vinyle 

Sous forme de nanoagrégats dans l’eau, les chromophores 19 et 21 présentent le même 

type d’éclatement des bandes d’absorption et d’émission que les FONs décrites dans la 

section 1.1. Il est remarquable de noter que similairement aux FONs 11, l’émission des FONs 

19 et 21 est très proche de celle mesurée dans l’état solide (figure 3). 

Figure 3. Spectres d’absorption et d’émission des chromophores 19 et 21 dans l’état solide 
(vert), en solution dans le THF (noir) et dans l’eau sous forme de nanoagrégats (rouge). 

 Du point de vue de l’absorption et de l’émission des FONs 19 et 21 dans l’eau, le 

bénéfice apporté par l’ajout d’un système vinylique est très faible (tableau 2). Cependant, la 

flexibilité de cette double liaison permet d’augmenter significativement la solubilité du 

composé dans les solvants organiques. 

Tableau 2. Propriétés photophysiques des chromophores 19 et 21 dans l’eau à l’état de 
nanoagrégats. 

FONs D π 
λabs

max  

nm 

λem
max  

nm 
ΦF 

b) 
Stokes’ shift 

cm-1 

FWHMc) 

cm-1 

τ d) 

ns 

19 NMe2 TP 387 534 0.01 7 100 1.6 103 
0.3 (0.93)  

4.3 (0.07) 

21 NMe2 TVP 402 567 0.001 7 200 3.2 103 - 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard le crésyl violet dans le méthanol. 
c) Largeur à mi-hauteur de l’émission. d) Temps de vie de fluorescence. 

Alors que pour les quadrupôles accepteurs de types CHO, l’extension du système π 

conjugué décale significativement l’absorption et l’émission des nanoparticules, cet effet est 

plus modéré dans le cas des quadrupôles donneurs 19 et 21. Ce résultat, analogue aux données 

en solution montre que l’allongement du système π conjugué via l’utilisation de groupements 
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vinyles n’est pas une stratégie viable, à l’inverse l’utilisation d’un thiophène permet un 

déplacement vers le rouge plus intense, tout en maintenant un rendement quantique de 

fluorescence correct. 

2.2 Influence de la nature des groupements donneurs ou accepteurs sur les 

FONs 

L’étude de l’impact du système π conjugué sur les propriétés photophysiques des 

FONs a essentiellement montré que le comportement en solution entre différents 

chromophores est transposable aux FONs issues de la précipitation de ces chromophores. De 

plus, l’utilisation de groupements flexibles comme les vinyles ne permet pas de maintenir une 

luminescence correcte.  

 

Afin de compléter cette étude, l’influence des groupements donneurs et attracteurs des 

quadrupôles sur les propriétés photophysiques des FONs est  examinée. 

 

À la vue des propriétés photophysiques des quadrupôles accepteurs dans l’état solide, 

il n’est pas surprenant d’observer que les FONs 12, 14, 17, 20 et 22 présentent aussi un 

éclatement des bandes d’absorption et d’émission dans l’eau. D’une façon intéressante, les 

FONs à base de quadrupôles donneurs (17, 20 et 22) ou accepteurs forts (12 et 14) ont une 

émission similaire à celle dans le solide microcristallin (figure 4). 
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Figure 4. Spectres d’absorption et d’émission des chromophores 12, 14, 17, 20, 22 dans l’état 
solide (vert), en solution dans le THF (noir) et dans l’eau sous forme de nanoagrégats (rouge). 

Le comportement des chromophores 17 et 20 dans l’eau est très intéressant. Alors 

qu’en solution dans le THF le fluorophore 20 possède une émission plus décalée vers le 

rouge, du fait que son groupement diphénylamine est un meilleur donneur que le groupement 

méthoxy. On ne retrouve pas ce résultat dans les FONs. Bien que faiblement donneur, 

l’émission des FONs 17 est remarquablement décalée vers le rouge, égalant l’émission des 

FONs 20. De même, le rendement quantique de fluorescence des FONs 17 est supérieur aux 

FONs 20 dans l’eau (tableau 3). Ces éléments, ainsi que la conservation d’une structure 

vibrationnelle dans l’émission des FONs 17 (figure 4) indiquent un coupage excitonique très 

fort certainement dû à une très forte organisation à la surface et dans les nanoparticules 17. 

 

 

 

 



188 

 

Tableau 3. Propriétés photophysiques des chromophores 12, 14, 17, 19, 20 et 22 dans l’eau à 
l’état de nanoagrégats. 

 D/A π 
λabs

max  

nm 

εmax a)  

M-1.cm-1 

λem
max  

nm 
ΦF 

b) 

Stokes’ 

shift 

cm-1 

FWHMc) 

cm-1 

τ d) 

ns 

17 OMe TP 367 3.8 104 501 0.18 7 300 2.6 103 
0.8 (0.80) 

1.6 (0.20) 

20 NPh2 TP 400 5.5 104 507 0.12 5 300 2.8 103 
0.6 (0.92)  

 2.2 (0.08) 

12 CN TV 435 3.9 104 627 0.07 7 000 3.4 103 
1.6 (0.70)  

4.5 (0.30) 

14 Thiob. TV 503 5.5 104 716 0.01 5 900 2.9 103 
1.1 (0.90) 

 4.6 (0.10) 

22 NBu2 TVP 426 7.2 104 560 0.02 5 600 3.4 103 
0.4 (0.89) 

3.2 (0.11) 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la fluorescéine dans NaOH 1N ou 
le crésyl violet dans le méthanol. c) Largeur à mi-hauteur de l’émission. d) Temps de vie de fluorescence. 

L’utilisation de groupements accepteurs forts (12 et 14) décale plus fortement 

l’émission des FONs vers le rouge, que l’utilisation de donneurs forts (22). L’accepteur cyano 

(12) permet de décaler l’émission des nanoparticules dans le rouge avec un bon rendement 

quantique de fluorescence. L’utilisation d’un accepteur plus fort telle que le dérivé 

thiobarbiturique (14) permet d’atteindre le proche infrarouge, mais au prix d’une fluorescence 

beaucoup plus faible (tableau 3). 

 

Cette section a mis en avant le rôle joué par les groupements accepteurs et donneurs 

sur les propriétés d’émission des FONs dans l’eau. Les quadrupôles à base de donneurs et 

d’accepteurs montrent des tendances différentes ; dans le cas d’un groupement donneur, le 

paramètre à privilégier semble être l’organisation du chromophore plutôt que l’utilisation de 

groupements plus forts tels que les amines. L’origine des faibles performances des FONs à 

base de donneur amino peut provenir de processus tels que des transferts électroniques ou 

bien l’oxydation de la surface des FONs. 

A contrario, pour les groupements accepteurs, l’utilisation d’accepteurs très forts 

permet d’obtenir des nanoparticules  émettrices rouge/proche IR performantes. Bien que les 

données cristallines des fluorophores 12 et 15 soient manquantes, il est raisonnable à la vue 
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des résultats de suggérer que la forte luminescence des FONs 12 soit due à des interactions 

interbranches très orientées (configuration J) avec une distance entre les branches 

importantes. 

2.3 Influence de l’encombrement du cœur sur les FONs 

L’influence du type de garde sur les propriétés photophysiques des FONs est le dernier 

paramètre des chromophores étudiés. Alors qu’en solution moléculaire, les chromophores 

possédant une garde pentyle (7, 12, 14) ont les mêmes caractéristiques photophysiques que les 

chromophores à garde propyle (8, 13, 15), cette caractéristique ceci n’est plus observé dans 

les nanoparticules (figure 5, tableau 4). 

 
Figure 5. Spectres d’absorption et d’émission des chromophores 8, 13, 15 dans l’état solide 
(vert), en solution dans le THF (noir) et dans l’eau sous forme de nanoagrégats (rouge). 

Les FONs à base de quadrupôles propyle et pentyle ont des émissions de fluorescence 

similaires à celles dans l’état solide (figure 3 et 4). Ceci pourrait indiquer que les interactions 

intermoléculaires sont plus prononcées pour ces FONs que pour celles préparées à partir de 

chromophores dipolaires (chapitre II et IV). Outre les décalages des bandes d’absorption et 
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d’émission, une tendance très intéressante se dégage de l’étude des FONs 7, 8, 12-15 : plus la 

force de l’accepteur augmente, moins la différence entre l’utilisation d’une garde propyle et 

pentyle est importante (tableau 4). Cette caractéristique est très importante puisqu’elle prouve 

que les interactions moléculaires dans les nanoparticules à base de quadrupôles sont très 

fortes, mais aussi qu’elles sont modulées par l’encombrement stérique autour du fluorène. 

Tableau 4. Propriétés photophysiques des chromophores 7, 8, 12-15 dans l’eau à l’état de 
nanoagrégats. 

FONs A Cœur 
λabs

max  

nm 

εmax a) 

M-1.cm-1 

λém
max  

nm 
ΦF 

b) 

Stokes’ 

shift 

cm-1 

FWHMc) 

cm-1 

τ d) 

ns 

7 CHO Pe. 348 3.8 104 472 0.03  7 500 4.5 103 
0.4 (0.92) 

2.1 (0.08) 

8 CHO Pr. 397 3.0 104 576 0.02 7 800 4.7 103 
1.1 (0.40) 

3.6 (0.60) 

12 CN Pe. 435 3.9 104 627 0.07 7 000 3.4 103 
1.6 (0.70)  

4.5 (0.30) 

13 CN Pr. 418 3.4 104 662 0.01 8 800 3.3 103 
1.3 (0.70) 

3.7 (0.30) 

14 Thiob. Pe. 503 5.5 104 716 0.01 5 900 2.9 103 
1.1 (0.90) 

 4.6 (0.10) 

15 Thiob. Pr. 514 - 738 0.01 5 900 2.8 103 
0.9 (0.78) 

2.8 (0.22) 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard la quinine bisulfate dans H2SO4 
1N ou le crésyl violet dans le méthanol. c) Largeur à mi-hauteur de l’émission. d) Temps de vie de fluorescence. 

Ces mesures de dépendance des propriétés photophysiques des FONs à base de 

quadrupôles en fonction de la structure moléculaire des chromophores ont permis de dégager 

certaines tendances. 

L’utilisation d’un système oligothiophène est un bon compromis entre flexibilité et 

performance pour la préparation de nanoparticules luminescentes. L’utilisation de 

quadrupôles à base de groupements donneurs permet d’obtenir des FONs très fluorescentes 

(17, 20), mais dont l’émission est majoritairement verte. L’utilisation de quadrupôles à base 

d’accepteurs permet de décaler l’émission des FONs vers les basses énergies. 
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Contrairement aux dipôles, les interactions intermoléculaires au sein des FONs à base 

de quadrupôles doivent être maximisées afin de favoriser certains couplages excitoniques. 

Cependant, plus la délocalisation électronique au sein du quadrupôle est importante, moins la 

proximité entre les chromophores dans les FONs est utile.  

3. Caractéristiques des FONs dans l’eau 

3.1 Détermination de la taille des FONs 

Les propriétés photophysiques des nanoparticules sont très importantes, mais leurs 

caractéristiques physiques jouent un rôle essentiel pour leurs possibles applications. Certains 

paramètres clés, tels que la morphologie des FONs, la nature de leur surface et le nombre 

d’unités chromophoriques par nanoparticules (N), doivent être déterminés pour compléter afin 

d’estimer la stabilité et la brillance des FONs à base de quadrupôles. 

 

Dans le but de déterminer la forme des nanoparticules ainsi que leur taille, des 

mesures de taille par microscopie électronique à transmission (TEM) ont été réalisées sur les 

FONs. Les résultats des observations de TEM sont répertoriés dans les figures 6a et 6b. 

 

Les FONs ont une forme sphérique avec des diamètres allant de 14 nm (14) à 53 nm 

(16), attestant l’utilisation du terme nanoparticule pour décrire ces objets. Curieusement, les 

FONs 7 n’adoptent pas de conformation sphérique, mais semblent s’assembler en nanorods 

(figure 7), pour cette raison, la taille des FONs 7 est exprimée en aire. 
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Figure 6a. Histogramme de distribution de taille des FONs obtenu par analyse d’image TEM. 
La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal (ligne). 

La distribution de taille des FONs montre une homogénéité de taille différente pour 

chaque nanoparticule, cependant l’utilisation d’une courbe d’ajustement de type 

logarithmique permet d’estimer la taille moyenne des FONs avec une bonne précision 

(tableau 5). 



 

Figure 6b. Histogramme de distribution de taille des FONs obtenu par analyse d’image TEM. 
La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal (ligne).

Cette taille moyenne est utilisée pour déterminer le nombre moyen de chromophores 

(N) composant une nanoparticule. Pour ce calcul de N, nous avons estimé la densité des 

nanoparticules comme étant proche de celle de l’eau. Cette estimation est réaliste en tenant 

compte du fait que les FONs restent en solution dans l’eau, sans signe évident de 

sédimentation ou de flottement de celles

Figure 7. Clichés TEM des FONs 

Les similitudes entre la morphologie des FONs 

(figure 8), laissent penser que les FONs 

cette raison, la densité des FONs 
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de distribution de taille des FONs obtenu par analyse d’image TEM. 

La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal (ligne).

Cette taille moyenne est utilisée pour déterminer le nombre moyen de chromophores 

nanoparticule. Pour ce calcul de N, nous avons estimé la densité des 

nanoparticules comme étant proche de celle de l’eau. Cette estimation est réaliste en tenant 

compte du fait que les FONs restent en solution dans l’eau, sans signe évident de 

on ou de flottement de celles-ci. 

Figure 7. Clichés TEM des FONs 5, 7, 14 et 20. 

Les similitudes entre la morphologie des FONs 7 observée en TEM et les cristaux de 

(figure 8), laissent penser que les FONs 7 adoptent une conformation proche du cristal, 

cette raison, la densité des FONs 7 utilisée dans le calcul de N est celle du cristal (d = 1.386).

de distribution de taille des FONs obtenu par analyse d’image TEM. 
La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal (ligne). 

Cette taille moyenne est utilisée pour déterminer le nombre moyen de chromophores 

nanoparticule. Pour ce calcul de N, nous avons estimé la densité des 

nanoparticules comme étant proche de celle de l’eau. Cette estimation est réaliste en tenant 

compte du fait que les FONs restent en solution dans l’eau, sans signe évident de 

 
observée en TEM et les cristaux de 7 

adoptent une conformation proche du cristal, pour 

de N est celle du cristal (d = 1.386). 
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Figure 8. Cristaux de 7 de tailles micrométriques (gauche) observées au microscope optique 
par fluorescence et TEM des FONs 7 (droite). 

Afin de compléter l’étude de taille des FONs, des mesures de dispersion de la lumière 

par les FONs ont été réalisées. Les FONs 7 n’étant pas sphériques, le modèle mathématique 

utilisé par l’appareil de mesure DLS pour le calcul du diamètre hydrodynamique (Dh) ne peut 

s’appliquer. Pour cette raison, les FONs 7 n’ont pas été étudiées par DLS (figure 9a et 9b, 

tableau 5). 

Toutes les nanoparticules exceptées les FONs 5 montrent une population unique. La 

valeur de Dh de la population la plus petite des FONs 5 est centrée sur 27 nm, ce qui est 

relativement bas comparé à ce qui a été mesuré en TEM (figure 7). La présence de cette 

population sur les corrélogrammes des FONs 5 n’est pas expliquée. 

Figure 9a. Distribution de taille hydratée des FONs dans l’eau obtenue par diffusion de la 
lumière. La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal 
(ligne). 
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Figure 9b. Distribution de taille hydratée des FONs dans l’eau obtenue par diffusion de la 
lumière. La distribution est exprimée par l’utilisation d’une courbe de fit en log normal 
(ligne). 

Les mesures de diffusion de la lumière montrent des populations plus larges pour ce 

qui est de la dispersion et de la taille par rapport aux mesures par TEM. Cette différence entre 

les diamètres TEM et DLS provient du fait que les nanoparticules dans l’eau se déplacent 

avec une couche d’eau plus ou moins large, donc les particules diffusant la lumière 

correspondent aux FONs entourées de cette couche. 

 

La présence de cette couche à la surface des FONs est confirmée par les valeurs de 

potentiel zêta (ζ) des FONS mesurées dans l’eau (tableau 5). Les valeurs très négatives de ζ 

des FONs militent en faveur d’une excellente stabilité colloïdale comme le prouve les 

mesures de stabilité dans le temps des FONs (figure 11). 

  



196 

 

Tableau 5. Caractéristiques physiques des FONs dans l’eau. 

FONs 
Dh 

a) 

nm 

DTEM 
b) 

nm 

Νmoyen ζ c) 

mV 

5 207 d) 40 52 400 -60 

6 113 36 26 800 -70 

16 95 53 86 500 -77 

23 105 29 10 900 -60 

7 - - 100 000 e) -55 

8 102 22 8 100 -70 

10 82 31 15 800 -64 

11 - 22 5 500 -60 

12 - 29 12 200 -74 

13 - 18 3 000 -72 

14 52 14 1 100 -88 

15 118 - - -69 

17 112 21 4 900 -60 

19 - - - -60 

20 103 43 29 000 -70 

21 - - - -92 

22 68 43 29 700 -50 

a) Diamètre hydrodynamique des FONs. b) Diamètre « sec » des FONs déterminé par microscopie électronique. c) Potentiel zeta. d) Une 
première population est observée à 27 nm. e) Estimation faite à partir de l’aire des nanorods 7 estimées à 3500 nm², avec une épaisseur de 18 
nm et la densité du cristal (d = 1.386). 

L’obtention de la valeur de N permet de calculer (avec une précision relative à 

l’homogénéité en taille de la population) la concentration en nanoparticules dans les solutions 

aqueuses de FONs. Cette concentration permet d’estimer des paramètres très importants pour 

l’imagerie biologique que sont les brillances à un et deux photons des FONs. 

3.2 Absorption à deux photons des FONs 

L’absorption à deux photons des solutions aqueuses de FONs 10, 12-14, 20 et 22 a été 

mesurée et les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau 6. 
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Tableau 6. Propriétés des FONs dans l’eau. 

FONs Ν 
λabs

max 

nm 

εmax a) 

M-1.cm-1 

εmaxΦ b) 

M-1.cm-1 

λTPA
max 

nm 

σ2
max c) 

GM 

σ2
maxΦ d) 

GM 
ΦF 

e) 

5 52 400 344 1.8 109 348 106 - - - 0.19 

6 26 800 363 1.1 109 11 106 - - - 0.01 

16 86 500 355 4 .6 109 320 106 - - - 0.07 

23 10 900 373 0.6 109 23 106 - - - 0.04 

7 1 105 348 3.8 109 228 106 - - - 0.06 

8 8 100 397 0.2 109 5 106 - - - 0.02 

10 15 800 387 0.6 109 18 106 750 20 105 1 105 0.03 

11 5 500 398 0.1 109 2 106 - - - 0.02 

12 12 200 435 0.5 109 33 106 770 160 105 11 105 0.07 

13 3 000 418 0.1 109 1 106 820 36 105 0.5 105 0.01 

14 1 100 503 0.1 109 1 106 820 9 105 0.09 105 0.01 

15 - 514 - - - - - 0.01 

17 4 900 367 0.2 109 34 106 - - - 0.18 

19 - 387 - - - - - 0.01 

20 29 000 400 1.6 109 190 106 740 230 105 23 105 0.12 

21 - 402 - - - - - 0.001 

22 29 700 426 2.1 109 42 106 810 170 105 3.4 105 0.02 

a) Coefficient d’extinction molaire. b) Brillance des FONs. c) Section efficace d’absorption à deux photons (1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). d) 
Brillance à deux photons des FONs. e) Rendement quantique de fluorescence. 

Le confinement de milliers de chromophores au sein des nanoparticules permet aux FONs 

d’atteindre des brillances record avec des ordres de grandeur de 106 à 108 mol-1.cm-1. Ces 

brillances élevées se retrouvent aussi à deux photons, puisque les FONs 10, 12-14, 20 et 22 

présentent des brillances à deux photons de l’ordre du million de GM (tableau 6). 

 

Il est frappant de remarquer que contrairement à l’absorption classique, l’ADP des 

FONs est très similaire à celle des chromophores en solution. De plus, malgré l’extrême 

dilution des nanoparticules (~nM), il est possible de distinguer plusieurs bandes d’ADP pour 

la majorité des FONs. Cette « résolution » des spectres d’ADP est un élément très 

encourageant pour l’utilisation de ces nanoparticules en imagerie, puisqu’elle atteste de la très 

forte brillance des FONs à deux photons. 



198 

 

 

 

 
Figure 10. Spectres d’absorption à un (rouge) et deux photons (noir) des FONs 10, 12-14, 20, 
22 dans l’eau. 

Les brillances à un et deux photons des FONs à base de quadrupôles sont très élevées 

et font potentiellement de ces nanoparticules des outils d’intérêt pour l’imagerie biologique. 

Cependant, la stabilité chimique et colloïdale des nanoparticules est un aspect important à 

aborder lorsque la transition vers le vivant est envisagée. 

3.3 Stabilité colloïdale et chimique des FONs 
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La stabilité chimique et colloïdale des FONs est évaluée par absorption UV-visible et 

le suivi de l’émission de fluorescence donne de bonnes indications sur la stabilité de 

l’arrangement au sien de la nanoparticule. Ces mesures ont été effectuées sur plusieurs FONs, 

en utilisant la même solution sans dilution préalable. 

  

  

  
Figure 11. Évolution de l’absorption et de l’émission des solutions aqueuses des FONs 5, 7, 
14, 16, 17 et 20 en fonction du temps. L’émission de fluorescence des FONs à gauche (5, 14, 
20) a été enregistrée dans les mêmes conditions d’ouverture de fentes. À l’inverse, l’émission 
des FONs de droite (7, 16, 17) a été enregistrée avec des ouvertures de fentes différentes, 
interdisant la superposition des spectres en intensité de fluorescence. 
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Les expériences de suivi de l’évolution des FONs dans le temps (figure 11) indiquent 

que les FONs présentent une évolution plus ou moins rapide selon le type de chromophore 

utilisé. Néanmoins à l’échelle de quelques jours, toutes les nanoparticules étudiées présentent 

une très bonne stabilité colloïdale et chimique. Les meilleurs profils de stabilité sont obtenus 

avec les FONs préparées à partir de quadrupôles donneurs (17 et 20), alors que les 

quadrupôles accepteurs ont une stabilité plus modérée. 

 

Il est intéressant de noter que les FONs 5 évoluent très rapidement, avec l’apparition 

d’une forte diffusion dans le visible au bout d’une semaine signe d’une augmentation 

importante de la taille ou bien d’une agglomération des FONs. Ceci indique que malgré leur 

très forte brillance, les FONs émettrices bleues (5) ne sont pas de bons candidats pour un 

usage in vivo (risque d’occlusion/embolie). 

Comme observés pour la version dipôle (D4 chapitre IV), les FONs 14 ne présentent 

aucun signe évident d’hydrolyse, démontrant ainsi que l’interface eau/nanoparticule est peu 

favorable à la migration des chromophores de surfaces. Il faut noter que les FONs 7, 16 et 17 

sont toujours observées en solution dans l’eau après 259 jours. 

 

L’excellente brillance et stabilité des FONs 7, 14, 16, 17 et 20 en font de bons 

candidats pour l’exploration du vivant via la microscopie de fluorescence. Cependant, malgré 

la forte brillance de ces nanoparticules, pour des raisons de confort d’imagerie, mais aussi de 

détermination de seuil de toxicité, il est important de pouvoir moduler la concentration des 

FONs. 

 

Afin de s’assurer que l’augmentation de la concentration des nanoparticules 

(concentration obtenue par un ajout d’un volume de solution mère plus important) n’impacte 

pas la taille des FONs, des expériences de dépendance de l’absorption à la concentration en 

chromophore dans l’eau (et par extension des nanoparticules) ont été effectuées (figure 12). 
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Figure 12. Dépendance de l’absorption des FONs en fonction de la concentration en 
chromophore dans l’eau. 

On remarque que toutes les FONs, excepté 22 suivent une dépendance à la loi de Beer-

Lambert. Cette dépendance, ainsi que l’absence d’élargissement inhomogène des bandes 

d’absorption des nanoparticules traduit une absence d’influence de la concentration en 

chromophore sur la taille des nanoparticules. 

 

La bonne stabilité des FONs à base de quadrupôles provient d’un agencement 

particulier des chromophores au sein de la nanoparticule. L’étude de cet agencement peut 

aussi expliquer le comportement singulier des FONs en absorption et en émission. 

4. Application de la théorie de l’exciton moléculaire aux FONs 

La théorie de l’exciton moléculaire,[1, 2] démontre qu’à l’état de dimère ou de trimère, 

l’orientation des chromophores impacte les propriétés photophysiques de ces dimères ou 

trimères. Sommairement, l’angle formé entre les dipôles de transition des deux chromophores 

du dimère dissocie l’état excité en deux (illustration 1). Ces deux états excités correspondent à 

la somme des dipôles de transition dans des configurations de phasage ou déphasage. 



 

Illustration 1. Influence de l’ori

Les deux cas limites de l’illus

est de 0° ou 90° ne suffisent

ainsi que l’apparition d’une nouvelle bande d’absorption et le déplacement bathochrome de 

l’émission des FONs. Dans sa vulgarisation de la théorie de l’exciton moléculaire, Kasha 

expose un cas particulier d’orientation de dipôles de transitions (dans le dimère) où les deux 

états E1 et E2 coexistent. Il s’agit de l’orientation oblique (illustration 2).

Illustration 2. Influence de la présence de dipôles de transitions dont l’agencement est oblique 
sur les orbitales frontières. 

La coexistence des deux états E1 et E2 s’appelle l’éclatement de l’exciton et sa 

caractéristique principale est que plus la valeur de 

monomère, plus cet éclatement est important (en terme d’énergie) dans le dimère. Pour cette 

raison, le décalage entre les maximums d’absorption en solution dans le THF et dans les 

FONs est plus important pour les c

chromophores est 50% supérieure à celle de leurs homologues 

1). Une autre caractéristique importante de l’éclatement de l’exciton est la dépendance de 
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Illustration 1. Influence de l’orientation des dipôles de transition sur les orbitales frontières.

Les deux cas limites de l’illustration 1, où l’angle formé entre les dipôles de trans

est de 0° ou 90° ne suffisent pas à expliquer le déplacement hypsochrome de l’absorption 

ainsi que l’apparition d’une nouvelle bande d’absorption et le déplacement bathochrome de 

Ns. Dans sa vulgarisation de la théorie de l’exciton moléculaire, Kasha 

expose un cas particulier d’orientation de dipôles de transitions (dans le dimère) où les deux 

états E1 et E2 coexistent. Il s’agit de l’orientation oblique (illustration 2). 

 
ation 2. Influence de la présence de dipôles de transitions dont l’agencement est oblique 

La coexistence des deux états E1 et E2 s’appelle l’éclatement de l’exciton et sa 

caractéristique principale est que plus la valeur de ε est importante pour la transition dans le 

monomère, plus cet éclatement est important (en terme d’énergie) dans le dimère. Pour cette 

raison, le décalage entre les maximums d’absorption en solution dans le THF et dans les 

FONs est plus important pour les chromophores 6 et 23 puisque la valeur d’

chromophores est 50% supérieure à celle de leurs homologues monothienyls

1). Une autre caractéristique importante de l’éclatement de l’exciton est la dépendance de 

 
entation des dipôles de transition sur les orbitales frontières.[2] 

tration 1, où l’angle formé entre les dipôles de transition 

pas à expliquer le déplacement hypsochrome de l’absorption 

ainsi que l’apparition d’une nouvelle bande d’absorption et le déplacement bathochrome de 

Ns. Dans sa vulgarisation de la théorie de l’exciton moléculaire, Kasha 

expose un cas particulier d’orientation de dipôles de transitions (dans le dimère) où les deux 

ation 2. Influence de la présence de dipôles de transitions dont l’agencement est oblique 

La coexistence des deux états E1 et E2 s’appelle l’éclatement de l’exciton et sa 

est importante pour la transition dans le 

monomère, plus cet éclatement est important (en terme d’énergie) dans le dimère. Pour cette 

raison, le décalage entre les maximums d’absorption en solution dans le THF et dans les 

puisque la valeur d’εmax de ces 

monothienyls 5 et 16 (tableau 

1). Une autre caractéristique importante de l’éclatement de l’exciton est la dépendance de 
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l’éclatement à la distance entre les chromophores. Cette relation entre ε, la distance 

intermoléculaire (rab) et l’éclatement de l’exciton (∆ε) est décrite dans l’équation 1. 

∆� =  2 �4,32 × 10$�A × + ��
̅� ��
̅��!

JK6? × �cos I +  3 cos! �� 
Équation 1. Calcul de l’éclatement de l’exciton.[2] 

Dans cette équation, n est l’indice de réfraction du milieu et α et θ sont les angles 

définissant le caractère oblique de l’orientation des dipôles de transition (illustration 2). 

 

Cet éclatement de l’exciton explique la présence du déplacement de λabs
max dans les 

nanoparticules, ainsi que la présence d’une seconde bande d’absorption plus décalée vers le 

rouge. En tenant compte de la loi de Kasha, qui n’autorise l’émission de fluorescence 

uniquement depuis l’état excité de plus basse énergie, il est facile de remarquer d’après 

l’illustration 2 que le décalage vers le rouge de la bande d’émission est dû à la transition E1-

S0. L’hypothèse de la présence d’un éclatement de l’exciton dans les FONs semble donc être 

une explication plausible du comportement singulier de celles-ci (figure 1). 

 

En faisant l’hypothèse que les quadrupôles présentés dans ce chapitre possèdent leur 

dipôle de transition le long de la molécule (hypothèse raisonnable selon la perspective d’un 

transfert de charge le long des branches), les interactions entre les dipôles de transitions 

peuvent être extrapolées aux interactions entre les chromophores le long des branches. Ainsi 

l’état cristallin peut dans une certaine mesure donner des indications sur les interactions 

intermoléculaires à courte portée. 
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Figure 2. Interactions moléculaires à courte portée de 16 (haut), 23 (milieu) et 14 (bas) dans 
l’état cristallin (les atomes d’hydrogène sont supprimés pour une meilleure lecture). 

L’étude cristalline des chromophores est décrite dans le chapitre V, cependant, en 

comparant les structures cristallines des chromophores 16 et 23, on remarque deux 

interactions de courtes portées (figure 2). À l’inverse, l’agencement intermoléculaire de 14 

dans l’état cristallin, montre une interaction de courte portée et une interaction de longue 

portée. Ces interactions parallèles sont très complexes puisqu’elles associent simultanément 

deux types de dimères ; l’un des dimères correspond à un chevauchement antiparallèle d’une 

partie des quadrupôles (figure 2 à droite) et le second dimère correspond à une superposition 

en phase des quadrupôles (figure 2 à gauche).  

 

Puisque les chromophores sont en configuration parallèle, la valeur de l’angle α dans 

l’équation 1 vaut 0. Par conséquent, l’éclatement de l’exciton est issu d’un cas particulier des 

transitions obliques de dipôles : il s’agit des transitions de dipôles coplanaires inclinés (figure 

3). 
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Figure 3. Représentation de l’éclatement de l’exciton dans le cas de transitions de dipôles 
coplanaires inclinées (extrait de « The Exciton model in molecular spectroscopy »). E’ et E’’ 
représentent les états excitoniques.[2] 

Bien que les nanoparticules ne soient pas purement cristallines, le mode d’agencement 

des chromophores quadripolaires dans les FONs est raisonnablement attendu pour être du 

même type. Ainsi, l’étude des cristaux des composés 14, 16 et 23 permet de confirmer la 

présence d’un éclatement de l’exciton dans les FONs 14, 16 et 23 du fait d’un agencement 

particulier et complexe des chromophores. 

 

Ce chapitre rapporte la préparation de nanoparticules fluorescentes à base de 

chromophores quadripolaires. Ces nanoparticules ont pour particularité un déplacement 

hypsochrome des bandes d’absorption et un déplacement bathochrome de l’émission en 

comparaison avec les chromophores dissous en solution organique. Cet éclatement du 

déplacement de Stokes s’explique par un agencement particulier des chromophores au sein 

des nanoparticules. 

 

Cet agencement, dû à l’influence simultanée de l’absence de moment dipolaire des 

chromophores ainsi que d’un encombrement local important induit l’apparition de règles de 

sélection différentes entre l’absorption d’un photon et la relaxation des chromophores par 

émission de photon. La présence de cet éclatement de l’exciton moléculaire est confirmée par 

l’agencement des chromophores dans l’état cristallin qui concorde avec la théorie de l’exciton 

moléculaire. 



206 

 

Il est intéressant de remarquer que les FONs de ce chapitre conservent une forte 

activité ONL, avec des sections efficaces d’absorption à deux photons se situant aux alentours 

du million de GM. 

 

La gamme d’émission de ces nanoparticules couvre les UVA, le visible complet ainsi 

que le proche infrarouge, selon le type de FONs utilisées. Ces émissions de fluorescence, 

couplées avec les fortes brillances à un et deux photons, les déplacements de Stokes 

importants, leurs petites tailles ainsi que leur bonne stabilité, font de ces nouvelles FONs des 

outils prometteurs pour l’imagerie biologique par excitation mono- et biphotonique.  
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Chapitre VII – Modifier la surface des FONs en vue d’améliorer 

leurs propriétés photophysiques 

La préparation de FONs à partir de chromophores quadripolaires, a permis de montrer 

que les interactions intermoléculaires au sein de ces nanoparticules sont fortes et affectent 

notablement les propriétés photophysiques de celles-ci. Les potentiels de surface très négatifs 

de ces nanoparticules semblent indiquer que la surface de celles-ci est le siège de couplages 

très forts entre les molécules. Ce couplage est d’ailleurs affirmé par la spectroscopie 

d’absorption UV-visible, qui démontre la présence d’agrégats H. 

 

Se basant sur les expériences effectuées sur les FONs à base du dipôle D4 ayant 

montré que l’utilisation de solution tampon (PBS) pouvait augmenter la luminescence de ces 

FONs, il est intéressant d’explorer plus loin les interactions à la surface des FONs, par 

exemple l’emballage des FONs par des polymères. 

 

Afin d’étudier des modèles simples, mais robustes, des polymères cationiques dont 

l’affinité pour l’eau est variable ont été utilisés à la place de solutions salines dans le but 

d’enrober les FONs et d’en étudier les conséquences sur les propriétés photophysiques. 

1. Introduction 

La surface des nanoparticules organiques ou bien inorganiques est un objectif de choix 

pour modifier leur caractéristique, puisque c’est la seule partie de la nanoparticule qui 

interagit physiquement avec son environnement. Pour cette raison, sa modification permet de 

moduler la manière qu’a la nanoparticule d’interagir avec son environnement. 

 

Par exemple, les QDs sont des nanoparticules purement inorganiques qui ne sont pas 

solubles dans l’eau. Or une de leur principale utilisation concerne l’imagerie de fluorescence 

dans des milieux biologiques nécessitant l’emploi de sondes ou marqueurs solubles et stables 

dans l’eau. Afin de rendre solubles dans l’eau ces nanocristaux, la nature de leur surface est 

modifiée par l’ajout de polymères ou de tensio-actifs.[1-3] 
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L’utilisation de surfactants ou bien le greffage de polymère à la surface des 

nanoparticules est une méthode couramment utilisée dans le domaine de la nanotechnologie 

que ce soit pour enrober des objets nanométriques, ou bien encapsuler des chromophores (par 

exemple les nanogouttes).[4, 5] 

 

Cette approche visant  à modifier la surface des nanoparticules ne se limite pas à 

augmenter la solubilité de la nanoparticule dans l’eau. L’intérêt des nanoparticules 

luminescentes pour l’imagerie est essentiellement dû à la robustesse et la brillance de ces 

nanoparticules. Cependant, les nanoparticules fluorescentes à l’état brut ne possèdent pas 

d’interactions spécifiques avec le milieu biologique. Cette particularité limite leur application 

dans le milieu biologique, il est donc important de leur associer, via une modification de leur 

surface, la capacité de cibler certains sites d’intérêt biologique comme les lysosomes, 

l’ADN, [6] les mitochondries, les différents types de membranes ainsi que les cellules 

cancéreuses. 

 

Il est intéressant de remarquer que la recherche d’un marquage efficace des cellules 

cancéreuses a permis l’émergence de nombreuses stratégies de modification de la surface des 

nanoparticules. Ainsi, le marquage tumoral le plus répandu est un effet passif appelé EPR qui 

en utilisant l’hyper-vascularisation des tumeurs consiste en une bioaccumulation massive du 

marqueur dans ces cellules. La modification de la surface des nanoparticules dans ce cas-là est 

simple puisqu’il consiste à augmenter le temps de résidence des NPs dans le circuit sanguin 

par l’ajout de chaînes PEG à l’extérieur des nanoparticules.[7] 

 

Récemment, une technique de ciblage des cellules cancéreuses utilisant des 

nanoparticules magnétiques a émergé. Cette technique consiste à appliquer un champ 

magnétique sur la tumeur pour attirer les nanoparticules présentes dans le circuit sanguin. 

Cette version améliorée de l’EPR nécessite une connaissance préalable de la localisation de la 

tumeur, est n’est donc envisageable que dans un cadre thérapeutique comme la PDT 

(photothérapie dynamique). De même que pour l’EPR, les nanoparticules sont recouvertes de 

chaînes PEG afin d’augmenter leur temps de résidence dans le circuit sanguin.[8] Les 

techniques de ciblage plus élaborées peuvent utiliser du glucose ou bien l’acidité des cellules 

cancéreuses pour le marquage.[9] 
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Une des stratégies les plus prometteuses actuellement pour le ciblage de cellules 

cancéreuses à partir de NPs est l’utilisation d’acide folique. Cette molécule est ajoutée à la 

surface de la nanoparticule via un polymère espaceur possédant de l’acide folique à son 

extrémité.[10-12] 

Il est aussi reporté que modifier la surface des nanoparticules peut augmenter la 

luminescence,[13] mais aussi la photostabilité[14, 15] de celles-ci. 

Quel que soit le type de nanoparticules (organique, QDs, inorganique…) les 

modifications de leur surface suivent la même stratégie : 

• Formation de liaisons covalentes via la click-chemistry[16-18] ou bien par amidation. 

 

• Formation de liaisons non covalentes par la préparation de “nanomicelles” via 

l’utilisation de molécules amphiphiles[19, 20] ou bien par interactions 

électrostatiques.[21, 22] 

 

Bien que la modification de la surface des nanoparticules soit un procédé largement répandu, 

peu de données sont disponibles sur les interactions entre la surface des FONs et l’agent 

d’enrobage. 

2. Préparation des FONs enrobées 

La préparation de nanoparticules purement organiques, emballées dans une matrice 

polymérique via la méthode de reprécipitation, nécessite un contrôle précis des différentes 

étapes. L’utilisation de solutions mères concentrées contenant à la fois le chromophore et le 

polymère est une stratégie utilisée pour la préparation de nanoparticules enrobées.[20, 23] 

Cependant cette approche ne permet pas d’obtenir avec certitude la formation de NPs 

emballées dans une matrice de polymère. Via cette procédure, une organisation où le 

chromophore est présent sous forme d’unités moléculaires « diluées » dans la nanoparticule 

de polymère est plus attendue.[23] 



 

Illustration 1. Schématisation de la formation de nanoparticules à partir d’une solution 
concentrée comportant à la fois le chromophore et le polymère (gauche) et par addition 
séquentielle du chromophore puis du polymère (droite).

Dans le but de s’affranchir d’incertitudes supplémentaires, une méthode d’emballage 

des FONs devant conduire à un emballage maximal a été mise en place. Cette préparation se 

fait de façon séquentielle (illustration 1); d’abord le cœur des nanoparticules est préparé, par 

ajout d’une solution mère concentrée de chromophore dans de l’eau. Puis une fois la 

formation des nanoparticules de cœur effectuée, une solution concentrée de polymère est 

ajoutée lentement à la solution de nanoparticules de cœur.

 

Le choix d’un ajout gout

parce qu’un ajout rapide du polymère risque de générer de nombreuses nanoparticules 

contenant que le polymère. 

nanoparticules de polymère est une g

de ne participent pas à l’enrobage des 

polymère interagissant avec les nanoparticules.

 

Cette méthode de préparation de FONs enrobées 

aux polymères Jeffamine® de la série M. Ces Jeffamines® ont l’avantage de posséder une 

partie hydrophile (composée de chaînes polyéthylène glycol) et une partie hydrophobe 

(composée de chaînes polypropylènes) comportant
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Illustration 1. Schématisation de la formation de nanoparticules à partir d’une solution 
concentrée comportant à la fois le chromophore et le polymère (gauche) et par addition 
séquentielle du chromophore puis du polymère (droite). 

s’affranchir d’incertitudes supplémentaires, une méthode d’emballage 

des FONs devant conduire à un emballage maximal a été mise en place. Cette préparation se 

(illustration 1); d’abord le cœur des nanoparticules est préparé, par 

ajout d’une solution mère concentrée de chromophore dans de l’eau. Puis une fois la 

formation des nanoparticules de cœur effectuée, une solution concentrée de polymère est 

tion de nanoparticules de cœur. 

Le choix d’un ajout goutte-à-goutte de la solution de polymère s’explique simplement 

du polymère risque de générer de nombreuses nanoparticules 

polymère. Bien qu’elles soient non émissives, la formation de ce

est une gêne importante dans ce type d’étude. Ces nanoparticules 

ne participent pas à l’enrobage des FONs, conduisant à une surestimation de la quantité du 

interagissant avec les nanoparticules. 

Cette méthode de préparation de FONs enrobées a été appliquée au chromophore 

aux polymères Jeffamine® de la série M. Ces Jeffamines® ont l’avantage de posséder une 

partie hydrophile (composée de chaînes polyéthylène glycol) et une partie hydrophobe 

(composée de chaînes polypropylènes) comportant une amine primaire (schéma 1).

 
Illustration 1. Schématisation de la formation de nanoparticules à partir d’une solution 
concentrée comportant à la fois le chromophore et le polymère (gauche) et par addition 

s’affranchir d’incertitudes supplémentaires, une méthode d’emballage 

des FONs devant conduire à un emballage maximal a été mise en place. Cette préparation se 

(illustration 1); d’abord le cœur des nanoparticules est préparé, par 

ajout d’une solution mère concentrée de chromophore dans de l’eau. Puis une fois la 

formation des nanoparticules de cœur effectuée, une solution concentrée de polymère est 

goutte de la solution de polymère s’explique simplement 

du polymère risque de générer de nombreuses nanoparticules ne 

ien qu’elles soient non émissives, la formation de ces 

ne importante dans ce type d’étude. Ces nanoparticules 

stimation de la quantité du 

a été appliquée au chromophore 14 et 

aux polymères Jeffamine® de la série M. Ces Jeffamines® ont l’avantage de posséder une 

partie hydrophile (composée de chaînes polyéthylène glycol) et une partie hydrophobe 

une amine primaire (schéma 1). 
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Schéma 1. Structure chimique des Jeffamines® de la série M. 

L’intérêt de l’utilisation de polymères de type Jeffamine® réside dans la variation du 

caractère hydrophile ou hydrophobe des polymères en fonction du ratio X/Y. Ainsi, le 

polymère M-2005, pour une longueur de chaîne quasi identique, est plus hydrophobe que le 

polymère M-2070. Les effets de cette modulation du caractère hydrophobe/hydrophile du 

polymère sur les propriétés des FONs emballées sont intéressants à étudier, puisqu’une 

affinité différente entre polymères et FONs sont espérées selon le caractère hydrophobe du 

polymère. 

 

La longueur de la chaîne polymérique est aussi un aspect important à déterminer, 

puisque si l’emballage est efficace, la longueur des chaînes devrait moduler la taille des 

nanoparticules. Pour cette raison, une seconde famille de polymère monoamine est utilisée 

dans les expériences d’emballages : les PEG-NH2 (schéma 2). 

 
Schéma 2. Structure chimique des PEG-NH2.

 

Le choix de polymère monoaminé est dû au fort potentiel de surface négatif des FONs 

14 (-89 mV). Notre stratégie d’emballage repose sur l’utilisation d’interactions 

électrostatiques entre le polymère et la nanoparticule pour favoriser leur interaction. Ainsi, en 

utilisant un polymère « chargé » positivement (via le caractère ammonium de l’amine dans 

l’eau) en présence de nanoparticules « chargées » négativement, un emballage non covalent à 
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courte portée est espéré. Pour valider cette approche, les FONs emballées par les polymères 

M-2005, M-2070, PEG-736 et PEG 2015 ont été préparées. 

 

La suspension de FONs 14 est préparée par ajout d’une solution de 0.5 mM de 14 dans 

le THF (0.2 mL) dans de l’eau osmose (19.8 mL) sous agitation de type sonotrode. Afin 

d’éviter la présence d’objets nanométriques de grande taille (> 200 nm), qui pourrait 

déstabiliser les nanoparticules, la suspension est filtrée sur un filtre seringue de taille de pores 

fixés à 0.2 µM. Il est important de noter que la filtration ne modifie que très légèrement 

l’absorbance de la solution, attestant que la taille des nanoparticules est inférieure à 200 nm.  

Afin de pouvoir calculer le rendement quantique de fluorescence dans de bonnes conditions, 

les solutions aqueuses de FONs sont diluées avec de l’eau osmose jusqu’à obtenir une 

absorbance proche de 0.1. 

 

Afin d’étudier l’influence du taux d’enrobage des FONs, l’ajout du polymère dans la 

suspension de FONs se fait par gradient de concentration. Ainsi, quatre concentrations totales 

en polymère sont testées : 50 nM, 500 nM, 5 µM et 50 µM. Cet ajout se fait par addition 

goutte-à-goutte d’une solution de polymère dans le THF (0.01 mL) dans une solution aqueuse 

de FONs (9.99 mL) sous agitation modérée. Afin d’éviter une fragmentation des FONs et 

l’obtention d’un mélange inhomogène, l’agitation ne se fait pas par sonication, mais par 

l’utilisation d’un barreau aimanté. 

 

Après l’ajout du polymère, la solution est agitée pendant 5 minutes supplémentaires 

afin de laisser le temps au système de s’équilibrer. Puis les mesures d’absorption et 

d’émission sont réalisées avant l’ajout d’une solution plus concentrée en polymère. 

3. Impact de l’enrobage sur les caractéristiques des FONs 

Il est important de notifier que l’ajout de polymère dans le cas des séries Jeffamines® 

et PEG-NH2 ne conduit pas à des phénomènes d’agrégations après l’addition et pendant les 

mesures, pour des concentrations allant jusqu’à 6µM. Cette observation est importante, 

puisqu’elle garantit la fiabilité des mesures. 

3.1 Impact sur la fluorescence 



 

Alors que les spectres d’absorption des FONs nues 

concentrations en polymères restent presque identiques, l’émission de fluorescence présente 

elle une dépendance à la concentration en polymère (figure 1). En effet, le suivi du rendement 

quantique de fluorescence en fonction de la concentration totale en 

la concentration en polymère augmente dans la solution aqueuse de FONs, plus l’émission 

augmente (tableau 1, figure 1 et 2). Cette augmentation de la fluorescence s’explique par les 

interactions de surface des FONs.

 

La présence du polymère autour de la 

présence d’eau à la surface des nanoparticules. Plus les affinités entre polymère et 

nanoparticule sont importantes, et plus l’environnement à la surface des FONs revêt un 

caractère hydrophobe, moins la présence d’eau

(illustrations 2a et 2b). Or comme nous l’avons montré pour l’action du PBS à la surface des 

FONs (figure 11, chapitre IV), 

une augmentation de la luminescence par l’atténuation du k

Illustration 2a. Schématisation des interactions à la surface des FONs nues. Pour un souci de 
clarté, les ions à la surface des FONs ne sont pas représentés.

Illustration 2b. Schématisation des interactions à la surface des FONs emballées. Pour un 
souci de clarté, les ions à la surface des FONs ne sont pas représentés.
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Alors que les spectres d’absorption des FONs nues ou en présence de différentes 

ères restent presque identiques, l’émission de fluorescence présente 

une dépendance à la concentration en polymère (figure 1). En effet, le suivi du rendement 

quantique de fluorescence en fonction de la concentration totale en polymère

la concentration en polymère augmente dans la solution aqueuse de FONs, plus l’émission 

augmente (tableau 1, figure 1 et 2). Cette augmentation de la fluorescence s’explique par les 

interactions de surface des FONs. 

La présence du polymère autour de la nanoparticule diminue mécaniquement la 

présence d’eau à la surface des nanoparticules. Plus les affinités entre polymère et 

nanoparticule sont importantes, et plus l’environnement à la surface des FONs revêt un 

caractère hydrophobe, moins la présence d’eau à la surface des nanoparticules est 

comme nous l’avons montré pour l’action du PBS à la surface des 

FONs (figure 11, chapitre IV), la diminution des interactions entre l’eau et les FONs conduit à 

inescence par l’atténuation du knr (désactivation non radiative).

Illustration 2a. Schématisation des interactions à la surface des FONs nues. Pour un souci de 
clarté, les ions à la surface des FONs ne sont pas représentés. 

tisation des interactions à la surface des FONs emballées. Pour un 
souci de clarté, les ions à la surface des FONs ne sont pas représentés. 

en présence de différentes 

ères restent presque identiques, l’émission de fluorescence présente 

une dépendance à la concentration en polymère (figure 1). En effet, le suivi du rendement 

polymère indique que plus 

la concentration en polymère augmente dans la solution aqueuse de FONs, plus l’émission 

augmente (tableau 1, figure 1 et 2). Cette augmentation de la fluorescence s’explique par les 

diminue mécaniquement la 

présence d’eau à la surface des nanoparticules. Plus les affinités entre polymère et 

nanoparticule sont importantes, et plus l’environnement à la surface des FONs revêt un 

à la surface des nanoparticules est attendue 

comme nous l’avons montré pour l’action du PBS à la surface des 

la diminution des interactions entre l’eau et les FONs conduit à 

(désactivation non radiative). 

 
Illustration 2a. Schématisation des interactions à la surface des FONs nues. Pour un souci de 

 
tisation des interactions à la surface des FONs emballées. Pour un 
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Cette augmentation de l’intensité de fluorescence est observable jusqu’à une 

concentration totale en polymère de 6 µM. En effet, pour une concentration en polymère de 

50 µM, l’émission de fluorescence atteint un plateau pour tous les échantillons, excepté le lot 

contenant la Jeffamine® M-2005 (figure 2). Ce plateau peut indiquer une saturation en 

polymère à la surface des FONs, correspondant concrètement à l’emballage maximal autorisé 

par la combinaison polymère/FONs choisie. 

 

 
Figure 1. Évolution de l’absorption et de l’émission des FONs encapsulées. 

Cette légère baisse de l’absorption et cette augmentation de la fluorescence indiquent 

que les polymères interagissent avec les nanoparticules de 14. Puisque les molécules de 

chromophore à la surface des FONs sont les premiers absorbeurs ; un effet hypochrome, 

indique donc une légère diminution du transfert de charge  (sous réserve que la taille des 

nanoparticules de fluorophore et leur concentration restent identiques après l’emballage). 

Cette baisse de l’ICT peut provenir d’une compensation de charge via la présence de 

l’ammonium. 
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 Il est intéressant de noter la chute brutale de l’émission de 14 lorsque la concentration en M-

2005 est égale à 56 µM. Cette baisse de l’émission est attribuée à la formation d’agrégats, qui 

par effet de filtre interne entraînent une baisse de la luminescence. 

 

Une seconde hypothèse tout aussi valable pour expliquer cette baisse de luminescence 

est qu’à cette concentration le polymère M-2005 a atteint sa concentration micellaire critique. 

Du fait de sa structure chimique particulière, dans laquelle l’ammonium se trouve dans un 

environnement hydrophobe, la formation de micelle peut conduire à une perte de l’affinité 

entre le polymère et les FONs et donc déballer les FONs. Cette dissociation peut conduire à la 

présence simultanée de micelles et de FONs nues, au lieu de FONs emballées. 

 
Figure 2. Évolution du rendement quantique de fluorescence en fonction de la concentration 
en polymère. 

L’augmentation du rendement quantique de luminescence des FONs est différente 

selon le type de polymère utilisé. Le polymère M-2005 est le polymère qui, à une 

concentration de 6 µM présente l’effet d’exaltation de la fluorescence le plus fort. Ceci 

indique que le polymère protège la surface des FONs de l’eau efficacement, et donc ce 

polymère semble avoir une très forte affinité pour les nanoparticules 14. 
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Tableau 1. Propriétés photophysiques et caractéristiques des FONs emballées dans l’eau pour 
une concentration en polymère de 6 µM. 
Surface des 

FONs 

rTEM
a) 

nm 

ζ b) 

mV 

λabs
max 

nm 

εmax c) 

M-1.cm-1 

λém
max 

nm 

Stokes’ shift 

cm-1 
ΦF 

d) 
εmaxΦF 

e) 

M-1.cm-1 

Nue 7 -89 503 7 107 716 5 900 0.01 1 106 

M-2005 14 -60 510 7 107 700 5 300 0.04 3 106 

M-2070 12 -77 501 7 107 704 5 800 0.03 2 106 

PEG-736 9 -81 503 7 107 708 5 800 0.02 2 106 

PEG-2015 8 -86 503 7 107 713 5 900 0.03 2 106 

a) Rayon « sec » des FONs déterminé par microscopie électronique. b) Potentiel Zeta. c) Coefficient d’extinction molaire des FONs. d) 
Rendement quantique de fluorescence mesuré avec comme standard l’indocyanine green dans le DMSO. e) Brillance des FONs. 

3.2 Impact sur la taille des FONs 

Cette forte affinité entre M-2005 et les FONs 14 transparaît aussi dans les mesures de 

taille (figure 3) et de potentiel de surface. Comme le montre le tableau 1, le diamètre mesuré 

en microscopie électronique des FONs emballées est plus important que le diamètre des 

FONs nues. Cette augmentation de la taille « sèches » des FONs ainsi que de la taille 

« hydratée » (figure 3) est un bon indicateur de l’enrobage. 

 
Figure 3. Mesure du diamètre « hydraté » des FONs nues et emballées obtenue par DLS. 

De plus, le diamètre des FONs@M-2005 correspond au diamètre le plus grand, ce qui 

semble correspondre à un taux de recouvrement important de la surface des nanoparticules 

avec le polymère M-2005. De même que pour la taille, le potentiel de surface des FONs@M-

2005 est le moins négatif de toutes les expériences, ce qui indique que la surface est fortement 

modifiée, ce qui est en accord avec les mesures de taille et de luminescence. 
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Figure 4. Image TEM des FONs 14 dans l’eau emballées avec les polymères M-2005 (en haut 
à gauche), M-2070 (en haut à droite), PEG-736 (en bas à gauche) et PEG-2015 (en bas à 
droite). 

Il est intéressant de remarquer la forte concordance entre les mesures d’absorption et 

d’émission et les mesures de taille et de potentiel de surface. En effet, le maximum 

d’émission de fluorescence est légèrement décalé de quelques nm, or le composé 14 est une 

molécule solvatochromie dans l’état excité. Ces décalages signalent une légère modification 

de la polarité à la surface des nanoparticules, révélant ainsi un environnement moins polaire 

pour les FONs dont l’affinité avec le polymère est forte (M-2005). À l’inverse, le polymère 

possédant le moins d’affinité pour les FONs possède un maximum d’émission plus proche des 

nanoparticules nues. 
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Pour ces raisons, on peut noter que l’hydrophobicité des polymères joue un rôle 

prépondérant dans le phénomène d’enrobage : 

• Le couple FONs@M-2005 donne la brillance la plus élevée (pour une concentration 

de 6 µM en polymère) en même temps que les nanoparticules les plus grosses et les 

« moins stables » colloïdalements.  

• Le second couple FONs@M-2070 possède une forte brillance, comparable aux 

polymères PEG, mais la taille des nanoparticules est plus importante, et le potentiel de 

surface est le second plus bas. 

• Le couple FONs@PEG-736 possède une brillance similaire aux couples FONs@M-

2070 et FONs@PEG-2015, cependant, la taille des nanoparticules est légèrement plus 

grosse que les FONs nues avec un potentiel de surface très négatif, mais plus faible 

que celui des FONs nues. 

• Enfin, le polymère PEG-2015 est celui qui interagit le moins avec les FONs, puisque 

le diamètre des nanoparticules est très similaire à celui des FONs nues ainsi que le 

potentiel de surface. 

 

Ces mesures indiquent qu’une augmentation de l’hydrophobicité entraîne une 

augmentation de l’affinité du polymère pour la surface de la nanoparticule (dans le cas de 

polymères monoaminés). De plus, il semble que l’utilisation de chaînes polymériques courtes 

(PEG-736) favorise l’enrobage par comparaison avec des chaînes plus longues (PEG-2015). 

 

Bien que cette relation entre hydrophobicité et enrobage soit attendue, ces résultats 

montrent que les interactions entre une molécule et la surface des nanoparticules ne sont pas 

un phénomène systématique, et le choix du polymère est crucial. 

 

L’anticipation d’une meilleure interaction entre nanoparticules et polymères hydrophobes 

est due à des considérations de miscibilité entre le polymère et l’eau. De même que préparer 

des nanoparticules dans l’eau à partir d’une molécule soluble dans l’eau est une approche 

périlleuse ; l’enrobage de nanoparticules en utilisant une (macro-)molécule miscible/soluble 

dans l’eau est tout aussi risqué. 

 

Ainsi, l’enrobage des FONs se faisant par interaction électrostatique, il est donc assez 

simple d’imaginer que la miscibilité du polymère dans l’eau rend celui-ci moins disposé à se 
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lier aux nanoparticules. À l’inverse, si le polymère n’est pas miscible avec l’eau (M-2005), la 

surface des FONs est l’endroit le plus favorable où le polymère puisse se concentrer. 

3.3 Impact sur les propriétés d’absorption à deux photons des FONs 

D’après les résultats obtenus, la nature de l’emballage affecte les propriétés 

d’absorption et d’émission des nanoparticules. La forte sensibilité de l’absorption à deux 

photons aux variations de champs électriques[24, 25] est un atout pour observer les variations 

infimes pouvant opérer à la surface des nanoparticules. Profitant de la très forte section 

efficace d’absorption à deux photons des FONs 14 (Chapitre V), et de l’exaltation de la 

luminescence par la présence de l’enrobage, des mesures d’absorption à deux photons ont été 

réalisées sur les FONs emballées. 

 

Comme le montre la figure 5, l’absorption à deux photons mesurée en excitant à 

970 nm montre une augmentation significative pour les FONs emballées avec la 

Jeffamine® M-2005. 

 
Figure 5. Dépendance de l’absorption à deux photons en fonction du type de polymère utilisé 
pour l’emballage à λex

2PA = 970 nm ([polymère] = 6 µM). 

Cette augmentation de l’intensité du signal d’absorption à deux photons indique que la 

présence du polymère modifie localement le champ électrique à la surface des nanoparticules. 

Bien que légère, cette modification du champ électrique local lorsque l’emballage est 

important et efficace semble indiquer que la partie ammonium du polymère se trouve à la 

surface. Il est intéressant de noter que seul le polymère M-2005 conduit à un signal d’ADP 

exalté. Ce comportement peut être expliqué par la nécessité de cloisonner parfaitement la 

nanoparticule avec le polymère afin de masquer les effets dominants de l’eau. 



223 

 

3.4 Impact sur la stabilité des FONs 

Un autre facteur d’impact de l’emballage des FONs 14 par les polymères est 

intéressant à suivre : il s’agit de la stabilité des nanoparticules dans le temps (figure 6). 

 
Figure 6. Évolution de l’absorption et de l’émission des FONs emballées 
([polymère] = 50 µM) dans le temps. 

Comme présentées dans le chapitre VI et sur la figure 6, les FONs nues ont une 

fluorescence qui se maintient dans le temps, alors que l’absorption indique une sédimentation 
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des nanoparticules relativement lente (certainement par formation de petits agrégats). Les 

enrobages « faibles » (PEG -736 et PEG-2015) affectent peu la sédimentation des 

nanoparticules, à l’inverse, l’émission diminue légèrement pour le polymère ayant le moins 

d’affinité (PEG-2015) et fortement pour le polymère PEG-736. Cette évolution indique que la 

présence des polymères affecte la stabilité colloïdale des FONs, et accélère les phénomènes 

de sédimentation. Cet effet s’accentue pour les polymères à « haute » affinité pour les 

nanoparticules tels que M-2070 ou bien M-2005. Pour M-2005, il est intéressant de noter 

qu’après 7 jours les nanoparticules ont totalement sédimenté. 

 

Afin de confirmer cette tendance des effets de l’emballage, un autre chromophore 

bisaccepteur (12) est utilisé. Des FONs issues de 12 sont mises en présence de ces polymères 

([polymère] ~10 µM) puis l’absorption et l’émission des FONs résultantes sont mesurées 

(figure 7). 

Figure 7. Évolution de l’absorption et de l’émission des FONs 12 en présence des polymères 
M-2005, M-2070, PEG-736 et PEG-2015 ([polymère]~10 µM). 

Ces mesures attestent de la tendance à meilleur enrobage pour les polymères 

hydrophobes. Il est important de noter que dans cette expérience, le polymère M-2005 

déstabilise fortement les FONs, comme le montre le spectre d’absorption sur la figure 7. 

L’ajout du polymère M-2070 induit une sédimentation légère des FONs. Cette sédimentation 

non visible à l’œil se manifeste par un effet hypochrome marqué (perte d’environ 25% du 

signal des FONs nues) sans apparition d’un élargissement inhomogène (caractéristique d’un 

grossissement des FONs). Ces effets sur la stabilité colloïdale mettent en évidence un aspect 

important de l’emballage qui est l’influence de la concentration des nanoparticules. 
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Alors que pour les expériences d’emballage avec les FONs 14, la solution de 

nanoparticule a été diluée avant l’ajout de polymère (A~0.1), les FONs 12 sont utilisées non 

diluées (et non filtrées). Or la stabilité colloïdale est fortement impactée par l’environnement, 

et plus les nanoparticules sont concentrées moins la suspension est stable. 

De ce constat, on remarque que l’ajout des polymères PEG-736 et PEG-2015 ne 

modifie pas la stabilité colloïdale des FONs, preuve une fois de plus que les interactions entre 

le polymère et la surface de la nanoparticule sont moins fortes/efficaces lorsque des 

polymères hydrophiles sont utilisés. 

 

Afin de démontrer que la stabilité colloïdale des FONs enrobées dépend 

majoritairement de la concentration en nanoparticules, une mesure de l’évolution des 

propriétés d’absorption et d’émission des FONs 12 est effectuée sur une solution diluée 

(A~0.1). Le polymère choisi est M-2070 et sa concentration totale est graduellement 

augmentée jusqu’à atteindre le mM (pour rappel la concentration des FONs est de l’ordre du 

nM). 

 
Figure 8. Évolution de l’absorption et de l’émission des FONs 12 (A ~0.1) en fonction de la 
concentration en polymère M-2070. 

Comme les expériences précédentes l’ont montré, l’émission est exaltée alors que 

l’absorption n’est pas sujette à de fortes modifications malgré une concentration finale en 

polymère très haute. Ainsi le ratio [M-2070]/[FONs] est trois ordres de grandeur supérieurs 

pour l’expérience décrite sur la figure 8 ([M-2070] = 2.5 mM) que pour celle de la figure 7. 

Ceci démontre que lors des expériences d’enrobage, la concentration en nanoparticules est le 

facteur limitant par comparaison avec la concentration en polymère. 
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4. Étude par microscopie de suivi de particule unique sur les FONs 14 

emballées 

Malgré le nombre important de preuves concernant l’emballage des FONs 14 par les 

polymères M-2005, M-2070, PEG-736 et PEG-2015, une étude par microscopie de molécule 

unique peut donner de précieuses indications quant au comportement des FONs en suspension 

dans l’eau. La brillance exceptionnelle des FONs nues et emballées autorise leur observation 

en tant que particules uniques via un microscope à champ large adapté pour la microscopie de 

molécule unique. 

 

Pour ces mesures de microscopie, certaines précautions vis-à-vis de la préparation de 

l’échantillon sont à prendre en compte ; la concentration en nanoparticules doit être la plus 

faible possible. Ainsi malgré une concentration pour les FONs 14 estimée à ~ 1 10-8 mol/L, 

une dilution d’un facteur cinq à dix (selon le type de mesures) est nécessaire. La nécessité 

d’avoir une faible concentration est due au fait qu’il est complexe de suivre et d’analyser un 

échantillon dans lequel la densité de population est importante. De plus, il est important de 

noter que les objets observés sont mobiles et se défocalisent très rapidement, complexifiant 

encore plus le suivi et l’analyse de particule unique. Pour cette raison, une densité de 

particules brillantes trop importante entraîne un rapport signal/bruit important, pouvant 

conduire à une mauvaise lecture de l’image. 

 

La microscopie d’objets micrométriques en solution n’est pas influencée par certains 

phénomènes physiques contrairement à l’observation d’objets nanométriques. Ainsi, les 

mouvements de convection du milieu ne sont généralement pas observés lors de la 

microscopie cellulaire et ne sont donc pas gênants pour l’observation. À l’inverse les 

mouvements de convection sont très importants et gênants (illustration 3) lorsque l’on observe 

des nanoparticules en solutions.  



 

Illustration 3. Schématisation d’une observation de NPs 
convection (haut) et avec contrôle

Cette convection est très problématique lorsque des mesures de diffusion des 

nanoparticules sont envisagées. L’expérience de diffusion vise à déterminer la taille des 

nanoparticules en analysant leurs

que déterminer la trajectoire et la vitesse d’une nanoparticule lorsqu’elle est soumi

mouvements de convection est impossible. Pour cette raison, les échantillons doivent être 

scellés pendant l’expérience afin d’éviter 

 

Les mesures de diffusion 

(figure 9). Il est intéressant de remarquer que dans les expériences de diffusion, une 

discrimination est possible entre les différents types de poly

FONs@M-2005 ont plus de mal à diffuser dans le milieu, indiquant une taille supérieure. 

l’inverse, les FONs nues et les FONs@PEG

indiquant une taille moins importante. 
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Illustration 3. Schématisation d’une observation de NPs (étoiles) sans contrôle de la 
convection (haut) et avec contrôle de la convection (bas). 

Cette convection est très problématique lorsque des mesures de diffusion des 

nanoparticules sont envisagées. L’expérience de diffusion vise à déterminer la taille des 

leurs trajectoires issues des mouvements browniens. Il est évident 

que déterminer la trajectoire et la vitesse d’une nanoparticule lorsqu’elle est soumi

est impossible. Pour cette raison, les échantillons doivent être 

scellés pendant l’expérience afin d’éviter ce type de désagrément. 

Les mesures de diffusion sont conduites sur les FONs nues et emballées dans l’eau 

(figure 9). Il est intéressant de remarquer que dans les expériences de diffusion, une 

discrimination est possible entre les différents types de polymères utilisés. Ainsi les 

2005 ont plus de mal à diffuser dans le milieu, indiquant une taille supérieure. 

l’inverse, les FONs nues et les FONs@PEG-2015 diffusent rapidement dans le milieu, 

indiquant une taille moins importante.  

 
sans contrôle de la 

Cette convection est très problématique lorsque des mesures de diffusion des 

nanoparticules sont envisagées. L’expérience de diffusion vise à déterminer la taille des 

ents browniens. Il est évident 

que déterminer la trajectoire et la vitesse d’une nanoparticule lorsqu’elle est soumise aux 

est impossible. Pour cette raison, les échantillons doivent être 

conduites sur les FONs nues et emballées dans l’eau 

(figure 9). Il est intéressant de remarquer que dans les expériences de diffusion, une 

mères utilisés. Ainsi les 

2005 ont plus de mal à diffuser dans le milieu, indiquant une taille supérieure. À 

2015 diffusent rapidement dans le milieu, 
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Figure 9. Distribution du coefficient de diffusion des FONs nues et emballées dans l’eau 
([polymère] = 50 µM). 

Cette technique permet d’évaluer l’épaisseur des couches polymériques enrobant les 

FONs. Il est intéressant de noter que ces valeurs sont cohérentes au regard des valeurs 

déterminées par la microscopie électronique (tableau 2). 

Tableau 2. Estimation de l’épaisseur de la couche polymère sur les FONs 14 emballées. 
Technique M-2005 M-2070 PEG-736 PEG-2015 

TEM 7 nm 5 nm 2 nm 1 nm 

Diffusion 20 nm 3 nm 2.4 nm 1.2 nm 

 

5. Influence du polymère sur la photostabilité des FONs emballées 

Lors de l’amélioration d’un système, il est important de s’assurer que cette 

amélioration ne se fait pas aux dépens de propriétés nécessaires aux applications visées. 

Ainsi, les FONs emballées par des polymères présentent une brillance plus élevée que les 

FONs nues. La brillance est un élément clé pour l’imagerie biologique. Cependant, un second 

paramètre clé pour l’imagerie de fluorescence est la photostabilité du système luminescent. Il 

est donc important de s’assurer que la présence des polymères autour de la nanoparticule ne 

diminue pas la photostabilité de FONs. 

 

Grâce à l’imagerie de molécule unique, les FONs 14 nues et emballées sont observées 

en tant que particules uniques et l’évolution de leur déclin de fluorescence est mesurée sous 

irradiation constante. L’étude de photostabilité qui en résulte (figure 10) montre que la 

présence des polymères affecte la photostabilité des FONs. 
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Figure 10. Mesure du déclin de fluorescence en fonction du temps des FONs 14 nues (bas) et 
emballées dans l’eau. En haut à gauche : M-2005 ; en haut à droite : M-2070 ; au centre à 
gauche : PEG-736 ; au centre à droite : PEG-2005. Le déclin correspond à la baisse de 
l’intensité de fluorescence (normalisée) d’une seule nanoparticule en fonction du temps 
d’irradiation. La courbe en rouge correspond à une courbe d’ajustement de type 
biexponentielle. 

Il est intéressant de remarquer que les FONs nues et emballées avec les polymères 

PEG-736 et PEG-2005 présentent un déclin de fluorescence très similaire, avec des valeurs de 

τ entre 70 et 90 s, ce qui indique que ces polymères n’interfèrent pas avec la photostabilité des 

• τ1 = 65.1 s (100%) 

• τ2 = 87.4 s (0%) 
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FONs. À l’inverse, et de façon tout à fait surprenante, les polymères comportant des motifs 

hydrophobes ont des effets antagonistes sur la photostabilité. Alors que les FONs@M-2005 

augmentent considérablement la photostabilité des FONs (plus de deux fois), la présence du 

polymère M-2070 semble au contraire la diminuer. 

 

Ce comportement singulier démontre l’importance que revêt le choix du polymère, 

puisque malgré une brillance plus de deux fois supérieure aux FONs nues, les FONs@M-

2070 présentent une photostabilité deux fois plus faible, ce qui est peu intéressant pour de 

l’imagerie nécessitant un temps d’exposition important. 

 

Ce chapitre a permis de démontrer que la brillance des FONs pouvait être exaltée (gain 

de fluorescence de plus de 200%) en utilisant une approche hybride, où les interactions entre 

la surface des FONs et les polymères sont contrôlées par des interactions électrostatiques, 

mais aussi par l’hydrophobicité du polymère. Les FONs obtenues ont été observées par 

imagerie de molécule unique, ce qui a permis de mettre en avant une variation de la 

photostabilité des FONs emballées en fonction du type de polymère utilisé. 

 

L’excellente photostabilité des FONs 14, couplée à une émission dans le proche 

infrarouge, rend ces nanoparticules très intéressantes pour des expériences d’imagerie 

cellulaire. Le chapitre suivant aborde l’utilisation des FONs à base de molécules 

quadripolaires dans le milieu biologique via des expériences d’imagerie multicouleur. 
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Chapitre VIII – Utilisation des FONs en imagerie multicouleur 

par suivi de particule unique (SPT) 

Les expériences d’imagerie de particule unique ont permis de mettre en avant 

l’excellente photostabilité des FONs 14 dans l’eau. La petite taille de ces FONs 

(DTEM ~14 nm) ainsi que leur émission dans le proche IR sont des atouts essentiels en vue 

d’une utilisation en microscopie de fluorescence. Tirant partit des larges bandes d’absorption 

des FONs 14 et des FONs 20 ainsi que de leur déplacement de Stokes important, des 

expériences d’imagerie où les deux types de nanoparticules sont excitées ont été réalisées. Les 

résultats de ces expériences sont consignés dans ce chapitre. 

1. Introduction 

La microscopie de fluorescence est un outil essentiel en biologie et depuis quelques 

années, l’imagerie multicouleur de molécules uniques est devenue une technique de choix 

pour la compréhension de phénomènes complexes. L’utilisation de plusieurs marqueurs 

luminescents permet l’observation de plusieurs objets simultanément, par exemple la 

localisation de protéines,[1] l’internalisation de protéines cargo[2] ou la visualisation de 

plusieurs canaux lymphatiques.[3] L’imagerie multicouleur nécessitant l’utilisation de 

plusieurs sondes luminescentes en même temps, il est absolument nécessaire que les 

émissions des différentes sondes ne se recouvrent pas. Dans le cas contraire, le recouvrement 

spectral entre les différentes sondes apporte une incertitude sur l’identité du marqueur observé 

perdant ainsi l’intérêt de cette technique d’imagerie. 

 

Grâce à la grande diversité de leur structure chimique et de leur émission de 

fluorescence, les fluorophores organiques ont été intensivement utilisés pour l’imagerie 

multicouleur. Bien que biocompatibles, les molécules fluorescentes ont une photostabilité 

limitée en milieu biologique ainsi que des brillances relativement faibles (εΦ ~ 104-105 L. 

mol-1.cm-1). 

 

Ces caractéristiques limitent leur application pour du suivi de molécule unique et, 

malgré le développement de nouvelles générations de sondes de type Atto et Alexa,[4, 5] le 
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faible déplacement de Stokes de ces fluorophores restreint leur utilisation en imagerie 

multicouleur. 

 

Plusieurs stratégies ont été développées depuis quelques années dans le but 

d’optimiser la brillance et la photostabilité des molécules organiques, par exemple la 

protection du chromophore au sein de structures polypeptidiques telles que les protéines 

fluorescentes.[6, 7] Les protéines fluorescentes (FP) sont des protéines extraites de la faune 

marine qui ont la particularité d’émettre naturellement de la fluorescence. Les FPs biosourcés 

les plus connus sont la protéine fluorescente verte (GFP) issue de la méduse Aequorae 

victoria et la protéine fluorescente rouge (DsRed) extraite du corail Discosoma (figure 1).[8, 9] 

 
Figure 1. Méduse Aequorae victoria (gauche)[10] et corail Discosoma (milieu).[11] 
Fluorescence obtenue par l’expression de la GFP (milieu) et du DsRed (droite) chez la 
souris.[12] 

D’autres couleurs ont pu être obtenues par mutations de la GFP et du DsRed, donnant 

ainsi accès à une large palette de protéines fluorescentes dans la gamme du visible pour 

l’imagerie multicouleur.[13-16] L’intérêt des protéines fluorescentes réside dans leur capacité à 

être sélectivement exprimée dans certaines organelles ou autres sites biologiques (figure 2) 

tout en étant biocompatibles. Cependant, malgré les efforts effectués pour améliorer les 

propriétés photophysiques de ces protéines, la présence d’un unique chromophore par 

protéine limite fortement leurs brillances (εΦ ~104-105 L.mol-1.cm-1).[13] De plus la 

photostabilité de ces FPs reste toujours très faible, en comparaison avec les nanocristaux 

inorganiques (QDs). 
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Figure 2. Exemple de neurones sensitifs trijumeaux marqués avec des FPs chez l’embryon de 
poisson-zèbre.[15] Échelle : 50 µm. 

L’excellente photostabilité et brillance des QDs leur a permis d’être largement utilisés 

en imagerie classique et multicouleur.[17-20] Cependant depuis quelques années, les recherches 

se sont intensifiées dans le but de proposer des NPs « toutes organiques » avec des brillances 

comparables à celles des QDs, par exemple les dendrimères,[21] les NPs de carbone[22] et les 

nanoparticules organiques luminescentes.[23-26] 

2. Choix des FONs pour l’imagerie multicouleur 

L’imagerie de particule unique requiert l’utilisation de nanoparticules brillantes et 

suffisamment photostables pour être observées sur une période de temps pouvant aller jusqu’à 

la minute. Dans le chapitre VI, grâce à leur brillance et leur photostabilité, les FONs 14 sont 

apparues comme étant des nano-objets prometteurs pour le suivi de particule unique. De plus, 

leur émission située dans le proche IR permet d’envisager des expériences d’imagerie dans les 

tissus biologiques. Les interactions moléculaires fortes au sein de ces FONs ont permis 

l’émergence d’un déplacement de Stokes important (~6 000 cm-1), qui est un paramètre  

essentiel pour faire de l’imagerie multicouleur. 

 

Grâce au nombre conséquent de chromophores présents dans le laboratoire, une 

sélection des FONs a pu être effectuée dans le but de trouver un partenaire idéal aux FONs 14 

dans l’optique d’effectuer de l’imagerie multicouleur. Lors de cette sélection, les FONs 20 

semblent être un partenaire idéal puisqu’elles possèdent une brillance très élevée 

(~2 108 M-1.cm-1) ainsi qu’un grand déplacement de Stokes (~5 300 cm-1). Ces FONs 
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émettrices vertes ont leur maximum d’absorption situé dans le bleu, alors que les FONs 14 

absorbent dans le vert. 

Tableau 1. Caractéristiques physiques et photophysiques des FONs 14 et 20 dans l’eau. 

 
λabs

max 

nm 

λem
max 

nm 

εmaxΦ a) 

M-1.cm-1 

ε488Φ b) 

M-1.cm-1 

Stokes’ shift 

cm-1 

DTEM 
c) 

nm 

FONs 14 503 716 1 106 9 105 5 910 14 

FONs 20 400 507 2 108 6 105 5 280 43 

a) Brillance des FONs à λex
max. b) Brillance des FONs à λex = 488 nm. c) Diamètre « sec » des FONs déterminé par microscopie électronique. 

Cette différence entre les spectres d’absorption permet d’effectuer une excitation 

collective des FONs (14 et 20) ou bien une excitation sélective des FONs 14 (figure 3, tableau 

1). De même l’émission de fluorescence des FONs 14 et 20 peut être facilement discriminée 

au vu de leur spectre d’émission (figure 3) autorisant ainsi la détection exclusive d’une des 

deux nanoparticules. 

 
Figure 3. Recouvrement des spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) des FONs 
14 et 20 dans l’eau. 

L’excitation de deux nanoparticules différentes via l’utilisation d’une seule longueur 

d’onde est très intéressante pour une application en imagerie, car cela simplifie la plateforme 

d’imagerie utilisée. 

3. Montage de la plateforme d’imagerie 

Tirant profit des propriétés photophysiques de ces FONs, nous avons choisi d’utiliser 

un microscope inversé avec une excitation monochromatique fixée à 488 nm. Cette valeur est 

choisie, car à cette longueur d’onde, les brillances des FONs 14 et 20 sont du même ordre de 
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grandeur (tableau 1). Malgré les grandes valeurs de déplacement de Stokes pour les deux 

types de FONs, la largeur des bandes d’émission ne permet pas de collecter la totalité de 

l’émission de fluorescence des FONs 14 et 20. Ainsi en utilisant des filtres optiques adaptés 

(annexe), la plage de longueur d’onde 550-776 nm n’est pas collectée, et les émissions de 

fluorescence des FONs 14 et 20 sont collectées sur des caméras différentes. 

 

Afin de s’assurer que chaque caméra ne détecte que les FONs pour lesquelles elle a été 

assignée, des solutions aqueuses de FONs 14 et 20 sont observées et leur fluorescence est 

récoltée sur chaque caméra (figure 4). 

Figure 4. Observation d’une solution aqueuse de FONs 14 (en haut) et de FONs 20 (en bas) 
par microscopie de fluorescence de molécule unique. L’image de gauche correspond à la 
détection « NIR » et l’image de droite à la détection du vert. Les couleurs sont artificielles. 

Comme le montre la figure 4, chaque caméra ne détecte qu’un type de FONs, 

permettant ainsi de s’assurer de la fiabilité des mesures dans les sections suivantes. 

4. Mesure de la photostabilité des FONs 

Les caractéristiques spectrales et photophysiques des FONs 14 et 20 rendent possible 

leur utilisation en imagerie multicouleur. Cependant tout comme la luminescence, la 

photostabilité est un paramètre important à déterminer pour ce type d’imagerie. 

 



 

La mesure de photostabilité est une mesure qui dépend de nombreux paramètres 

évidemment la puissance d’irradiation. 

qualitative, la photostabilité des FONs 

de pouvoir s’assurer que la comparaison entre la stabilité des deux FONs 

et cohérente. 

Figure 5. Mesure de photostabilité (gauche) d’une FONs 
histogrammes (droite) représentent la distribution du déclin de fluorescence en fonction du 
temps sur un échantillon de n 
P = 1.70 kW.cm-2 pour les FONs 

Les mesures de déclin de fluorescence de la figure 5 confirment l’excellente 

photostabilité des FONs 14,

photostabilité nettement inférieur. Curieusement, les FONs 

biexponentiel avec la composante majoritaire très courte (

minoritaire longue (τ1/2 = 56 s).

 

Bien que frustrants, ces résultats sur les FONs 

électrochimiques sur le composé 

du couple  202+/20 à +0.8 V. Cette valeur étant inférieure à celle du couple O
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La mesure de photostabilité est une mesure qui dépend de nombreux paramètres 

la puissance d’irradiation. À cause de cette dépendance, et dans une approche 

qualitative, la photostabilité des FONs 14 est mesurée une nouvelle fois (figure 5). Ceci afin 

de pouvoir s’assurer que la comparaison entre la stabilité des deux FONs 14

5. Mesure de photostabilité (gauche) d’une FONs 20 (haut) et 14 (bas) dans l’eau. Les 
histogrammes (droite) représentent la distribution du déclin de fluorescence en fonction du 

 FONs (n = 64 pour les FONs 14 et n = 128 pour le
pour les FONs 20 et P = 0.35 kW.cm-2 pour les FONs 14

Les mesures de déclin de fluorescence de la figure 5 confirment l’excellente 

14, mais indiquent que les FONs 20 présentent un profil de 

photostabilité nettement inférieur. Curieusement, les FONs 20 ont un déclin de fluorescence 

avec la composante majoritaire très courte (τ1/2 = 5 s) et la composante 

= 56 s). 

, ces résultats sur les FONs 20 ne sont pas surprenants. Des mesures 

électrochimiques sur le composé 20 ont permis de déterminer le potentiel d’oxydoréduction 

à +0.8 V. Cette valeur étant inférieure à celle du couple O

La mesure de photostabilité est une mesure qui dépend de nombreux paramètres dont 

de cette dépendance, et dans une approche 

est mesurée une nouvelle fois (figure 5). Ceci afin 

14 et 20 est possible 

 
(bas) dans l’eau. Les 

histogrammes (droite) représentent la distribution du déclin de fluorescence en fonction du 
= 128 pour les FONs 20). 

14. Échelle : 5 µm. 

Les mesures de déclin de fluorescence de la figure 5 confirment l’excellente 

présentent un profil de 

ont un déclin de fluorescence 

= 5 s) et la composante 

ne sont pas surprenants. Des mesures 

ont permis de déterminer le potentiel d’oxydoréduction 

à +0.8 V. Cette valeur étant inférieure à celle du couple O2/H2O (+1.23 V), 
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il apparaît clairement que l’oxygène dissous dans l’eau peut oxyder les chromophores à la 

surface des FONs. De plus, les processus d’oxydation étant favorisée dans l’état excité, 

l’hypothèse d’une oxydation de la surface de la nanoparticule conduisant à la diminution de sa 

fluorescence sont plausibles. 

Néanmoins, grâce à l’excellente brillance des FONs 20 celles-ci peuvent être détectées 

pendant plus d’une minute (figure 5) autorisant leur utilisation en imagerie de suivi de 

particule unique (SPT). 

5. Expérience de SPT dans l’eau 

Avant de tester ce couple de FONs dans des expériences d’imagerie multicouleur, il 

est intéressant d’étudier le comportement des FONs individuellement dans l’eau. Le suivi de 

particule unique permet d’observer le comportement des nanoparticules dans l’eau tant en 

terme de déplacement (aléatoire ou non) qu’en terme de stabilité (agrégation, coalescence ou 

bien fragmentation des NPs en solution). Ces expériences ont donc été conduites sur des 

solutions aqueuses composées exclusivement des FONs 14 ou 20 (figure 5). 

5.1 Validation du montage 

Similairement aux expériences de SPT menées dans le chapitre VII, les mesures de 

suivi de particule unique sur des solutions aqueuses de FONs 14 ou 20 permettent de 

déterminer leur diamètre hydrodynamique (Dh). L’analyse de la trajectoire des FONs et la 

reconstruction de celle-ci permet de déterminer le coefficient de diffusion des FONs et par 

traitement mathématique de calculer la valeur de Dh. Les valeurs obtenues concordent avec 

les valeurs mesurées par DLS (chapitre VI). 

 

Durant les mesures, aucun signe évident d’une modification dans la stabilité colloïdale 

ou chimique des FONs n’a été observé. L’absence d’agrégation en solution est un point 

positif pour une utilisation potentielle de ces FONs en imagerie in vivo. 



 

Figure 5.  Suivi de particules uniques (gauche) des FONs 
des diamètres hydrodynamique (D

Sur la figure 5, les trajectoires des FONs sont représentées par des traits colorés. La 

petite taille des FONs 14 leur permet de se déplacer beaucoup plus vite dans l’eau. Du fait de 

ces mouvements rapides, ces nanoparticules ont tendances à se défocaliser très rapidement, et 

donc le suivi de leur trajectoire dans le plan focal est plus 

ont une taille plus importante et donc une vitesse de déplacement plus faible.

 

Cette différence de mobilité est très utile, puisqu’elle permet de détecter plus 

facilement les FONs 20 qui se trouvent être les nanoparticules les plus diluées et les mo

photostables. Un second avantage 

d’une expérience d’imagerie 

que la mesure de la diffusion des FONs dans le milieu pourrait donner

indications sur la viscosité du milieu. De plus, sous réserve que la taille et la stabilité 

colloïdale des FONs restent inchangées

FONs avec des vélocités différentes permet d’utiliser u

interne. 
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Figure 5.  Suivi de particules uniques (gauche) des FONs 14 (bas) et 20 (haut) et distributions 
es hydrodynamique (Dh) extraites des expériences de SPT (droite). 

Sur la figure 5, les trajectoires des FONs sont représentées par des traits colorés. La 

leur permet de se déplacer beaucoup plus vite dans l’eau. Du fait de 

ces mouvements rapides, ces nanoparticules ont tendances à se défocaliser très rapidement, et 

donc le suivi de leur trajectoire dans le plan focal est plus difficile que celui des FONs 

ont une taille plus importante et donc une vitesse de déplacement plus faible.

Cette différence de mobilité est très utile, puisqu’elle permet de détecter plus 

qui se trouvent être les nanoparticules les plus diluées et les mo

photostables. Un second avantage issu de cette différence de mobilité est que dans le cadre 

d’une expérience d’imagerie multicouleur en milieu biologique, il est possible d’envisager 

que la mesure de la diffusion des FONs dans le milieu pourrait donner

indications sur la viscosité du milieu. De plus, sous réserve que la taille et la stabilité 

inchangées en milieu biologique, le fait d’utiliser deux types de 

FONs avec des vélocités différentes permet d’utiliser une des deux NPs comme référence 

 
(haut) et distributions 

) extraites des expériences de SPT (droite). Échelle : 5µm. 

Sur la figure 5, les trajectoires des FONs sont représentées par des traits colorés. La 

leur permet de se déplacer beaucoup plus vite dans l’eau. Du fait de 

ces mouvements rapides, ces nanoparticules ont tendances à se défocaliser très rapidement, et 

que celui des FONs 20 qui 

ont une taille plus importante et donc une vitesse de déplacement plus faible. 

Cette différence de mobilité est très utile, puisqu’elle permet de détecter plus 

qui se trouvent être les nanoparticules les plus diluées et les moins 

de cette différence de mobilité est que dans le cadre 

en milieu biologique, il est possible d’envisager 

que la mesure de la diffusion des FONs dans le milieu pourrait donner de précieuses 

indications sur la viscosité du milieu. De plus, sous réserve que la taille et la stabilité 

en milieu biologique, le fait d’utiliser deux types de 

ux NPs comme référence 
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Les expériences de SPT, couplées avec les mesures de stabilité des FONs permettent 

d’envisager sereinement l’utilisation de ces nanoparticules pour de l’imagerie multicouleur. 

Les systèmes biologiques étant des milieux complexes, il est important de s’assurer que les 

deux types de FONs n’interagissent pas ensemble en observant leur comportement dans une 

solution aqueuse contenant les FONs 14 et 20. 

5.2 Imagerie multicouleur 

Une solution aqueuse de FONs contenant à la fois des FONs 14 et des FONs 20 a été 

obtenue en mélangeant simplement des solutions aqueuses de FONs 14 et 20. Initialement, les 

concentrations en FONs sont estimées à 4 nM pour une solution aqueuse de FONs 14  et 

0.3 nM pour une solution aqueuse de FONs 20. Cependant, à cause de la faible photostabilité 

des FONs 20, la solution aqueuse de nanoparticules contenant un mélange des deux FONs 

utilisée pendant l’expérience d’imagerie bicouleur, est composée de 80% de FONs 20 et de 

20% de FONs 14 (% volumiques) dans le but de rendre maximale la détection des FONs 20. 

Les profils d’excitation et de détection des FONs sont les mêmes que pour les expériences de 

SPT (figure 6). 

Figure 6. Profils d’excitation (à gauche) et de détections (à droite) des FONs 14 et 20 
mélangées dans l’eau. 

 De façon tout à fait remarquable, les deux types de FONs sont facilement détectables 

et il est possible de suivre individuellement le déplacement des FONs ainsi que leur 

trajectoire. Il est important de noter que les collisions entre FONs ne sont pas observées, ce 

qui laisse penser que malgré la grande concentration en particules, les interactions 

électrostatiques dévient les FONs les unes des autres. La présence d’une couleur jaune dans la 
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figure 7 (bas), signe d’un recouvrement entre le vert et le rouge est probablement dû à la 

présence de FONs 14 et 20 sur le même axe z, mais dans des plans de focalisation différents. 

Comme attendu, la combinaison des images obtenues sur les deux caméras (figure 7 

en bas) montre bien qu’il n’y a pas de colocalisation des FONs et que les nanoparticules ne 

semblent pas interagir. 

 

 
Figure 7. Observation simultanée d’une solution aqueuse contenant des FONs 14 (gauche) et 
20 (droite) et fusion des signaux collectés sur les deux caméras (bas). Les couleurs sont 
artificielles. 

Toutes ces expériences montrent que le concept de suivi de particule unique en mode 

multicouleur fonctionne parfaitement pour ce couple de FONs. La dernière étape et la plus 

cruciale est la validation de ce concept en milieu biologique. 

6. Imagerie multicouleur simultanée des FONs en milieu cellulaire 

Pour cette expérience, les FONs 14 et 20 sont incubées dans des cellules de 

fibroblastes COS 7 pendant 2h dans les mêmes conditions de concentration que l’expérience 

d’imagerie multicouleur dans l’eau. Afin d’éviter une pollution due à la diffusion de FONs 

présentent dans le milieu extracellulaire, une fois l’incubation terminée, les cellules sont 

rincées plusieurs fois avec du milieu de culture. 

 

Les cellules sont observées dans les mêmes conditions de mesures que l’expérience de 

microscopie multicouleur de la section précédente. 



 

Figure 8. SPT des FONs 14 (en bas à gauche) et 
de COS 7. Le contour de la cellule est délimité en noir (en haut à gauche). Reconstruction de 
la trajectoire des FONs (en haut à droite) Echelle

Les mesures de SPT montrent que les FONs 

milieu cellulaire et la reconstruction de leur trajectoire montre qu’elles ne restent pas 

immobiles dans la cellule. Cette mobilité est importante puisqu’elle montre que le

s’agrègent pas sur des organelles ou bien sur la membrane cellulaire. Curieusement, le 

déplacement des FONs 14 et 20

milieu cellulaire soit fortement ionique, il est probable que le 

provienne de leur internalisation dans des vésicules cellulaires. De plus, certaines trajectoires 

semblent dirigées comme le montre

FONs (mouvement brownien) est un process

suggérer le transport des FONs par une entité biologique.

 

Il est important de soulign

signe de toxicité n’a pu être observé.
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(en bas à gauche) et 20 (en bas à droite) dans des cellules vivantes 
de COS 7. Le contour de la cellule est délimité en noir (en haut à gauche). Reconstruction de 
la trajectoire des FONs (en haut à droite) Echelle : 5 µm. 

Les mesures de SPT montrent que les FONs 14 et 20 conservent leur fluorescence en 

milieu cellulaire et la reconstruction de leur trajectoire montre qu’elles ne restent pas 

immobiles dans la cellule. Cette mobilité est importante puisqu’elle montre que le

s’agrègent pas sur des organelles ou bien sur la membrane cellulaire. Curieusement, le 

20 est plus lent que lors des expériences dans l’eau. Bien que le 

milieu cellulaire soit fortement ionique, il est probable que le ralentissement des FONs 

de leur internalisation dans des vésicules cellulaires. De plus, certaines trajectoires 

semblent dirigées comme le montrent les flèches blanches (figure 9), or la diffusion libre des 

FONs (mouvement brownien) est un processus aléatoire, un déplacement préférentiel

suggérer le transport des FONs par une entité biologique. 

Il est important de souligner qu’après 24 h d’incubation des FONs 

signe de toxicité n’a pu être observé. 

 
(en bas à droite) dans des cellules vivantes 

de COS 7. Le contour de la cellule est délimité en noir (en haut à gauche). Reconstruction de 

conservent leur fluorescence en 

milieu cellulaire et la reconstruction de leur trajectoire montre qu’elles ne restent pas 

immobiles dans la cellule. Cette mobilité est importante puisqu’elle montre que les FONs ne 

s’agrègent pas sur des organelles ou bien sur la membrane cellulaire. Curieusement, le 

est plus lent que lors des expériences dans l’eau. Bien que le 

alentissement des FONs 

de leur internalisation dans des vésicules cellulaires. De plus, certaines trajectoires 

les flèches blanches (figure 9), or la diffusion libre des 

e, un déplacement préférentiel pourrait 

qu’après 24 h d’incubation des FONs 14 et 20, aucun 
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Figure 9. Trajectoire des FONs 14 et 20 dans les cellules COS 7 à différentes échelles de 
temps. Échelle : 5 µm. 

L’excellente brillance, la photostabilité et le choix de filtres optiques adaptés ont 

permis de montrer dans ce chapitre que les FONs peuvent être utilisées pour des expériences 

d’imagerie multicouleur. Grâce à la nature de leur surface et leur taille, ces FONs peuvent être 

incorporées dans des cellules de type COS 7 de façon passive et leur robustesse autorise le 

suivi simultané de particule unique en imagerie multicouleur dans des cellules biologiques. 

L’absence d’affinité spécifique associée à l’absence de toxicité sur une période de 24 h est un 

atout majeur pour ces FONs. Ceci démontre le potentiel extraordinaire des FONs en tant 

qu’outils pour l’imagerie biologique. 
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Conclusion générale 

Dans un contexte de course effrénée de la recherche de sondes fluorescentes toujours 

plus brillantes et photostables pour l’imagerie, ce manuscrit présente des résultats originaux 

sur des nanoparticules organiques fluorescentes (FONs). La préparation de FONs nécessite 

l’utilisation de fluorophores dont le design prend en compte les interactions intermoléculaires. 

De plus dans ce manuscrit, la préparation de FONs à partir de fluorophores de différentes 

structures et nature a montré que le choix du fluorophore est crucial pour la préparation de 

FONs. Ainsi, nous avons montré qu’en jouant sur la longueur du système π conjugué ou bien 

sur l’encombrement stérique, il est possible de moduler l’émission et la stabilité des FONs. 

 

L’utilisation de chromophores quadripolaires originaux pour la préparation des FONs 

a mis en avant que pour ce type de fluorophores, les interactions entre les molécules au sein 

de la nanoparticule conduisent à des phénomènes d’éclatement excitoniques, générant des 

FONs à large déplacement de Stokes ainsi que des émissions plus fortement décalées vers le 

rouge par rapport aux FONs issues de molécules dipolaires. L’utilisation de diverses 

méthodes de spectroscopie a permis de caractériser ces nanoparticules et dans le cas des 

FONs D2 et D3, l’utilisation de la diffusion hyper-Rayleigh a montré que l’on pouvait sonder 

l’organisation des molécules à la surface des FONs. La nature de la surface des FONs a 

permis de démontrer que ces nanoparticules peuvent être enrobées par des polymères via des 

interactions électrostatiques. Nous avons pu montrer que la nature de la couche polymérique 

pouvait influencer les propriétés photophysiques à un et deux photons de ces FONs. 

 

 Les brillances élevées ainsi que leur taille et la nature de leur surface permettent à ces 

nanoparticules de pénétrer certainement par endocytose à l’intérieur des cellules. De plus, 

l’excellente photostabilité des FONs D4, 14 et 20 a permis de montrer qu’il est possible de 

faire de l’imagerie de particule unique sur des cellules vivantes et de suivre ces nanoparticules 

sans toxicité apparente. Ces expériences d’imagerie démontrent que ces nanoparticules 

organiques sont des alternatives viables aux QDs pour des applications en bioimagerie. Les 

interactions électrostatiques à la surface des FONs ainsi que la brillance à deux photons de ces 

nanoparticules pourront être utilisées conjointement afin de doter ces FONs de fonctions de 

reconnaissance par exemple pour la détection de cellules cancéreuses in vivo. 
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Abréviations 

À : accepteur 

ADP/TPA : absorption a deux photons 

CCD : capteur photographique 

CHCl3 : chloroforme 

D : donneur 

DAPI : 4’,6‘-diamidino-2-phénylindole 

DCM : dichlorométhane  

DLS : diffusion dynamique de la lumière 

DMF : diméthylformamide 

DMSO : diméthylsulfoxyde 

DR : taux de dépolarisation 

EFISHG : génération de second harmonique induite par un champ électrique 

EPR : perméabilité et rétention améliorées 

EtOH : éthanol 

FITC : fluorescéine isothiocyanate 

FONs : nanoparticules organiques fluorescentes 

FONs@M-2005: nanoparticules organiques fluorescentes enrobées de polymère M-2005 

FWHM : largeur à mi-hauteur  

GFP : protéine fluorescente verte  

GM : Goeppert-Mayer  

HRS : diffusion hyper-Rayleigh 

ICT : transfert de charge intramoléculaire 

IR/NIR : infrarouge / proche infrarouge 

LM : Lippert-Mataga 

LE : excitation locale 

MeCN : acétonitrile 

MeOH : méthanol  

NEt3 : triéthylamine 

NPs : nanoparticules 

ONL : optique non linéaire 

PEG : polyéthylène glycol 
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PBS : tampon phosphate salin 

QDs : quantum dots 

RMN : résonnance magnétique nucléaire 

SHG : génération de second harmonique 

SHS : diffusion de second harmonique 

SPT : suivie de particule unique 

TEM : microscopie électronique à transmission 

THF : tétrahydrofuran 

TPEF : fluorescence par excitation à deux photons 

UV/UVA : ultraviolet / ultraviolet de catégorie A (λ =400-315 nm) 
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Grandeurs et unités photophysiques 

Déplacement de Stokes : écart énergétique entre le maximum d’absorption et d’émission 
exprimé en cm-1. 

λAbs : longueur d’onde d’absorption, s’exprime en nm. 

λEm : longueur d’onde d’émission, s’exprime en nm. 

ε : coefficient d’extinction molaire, s’exprime en mol-1.L.cm-1. 

σ2 : section efficace d’absorption à deux photons, s’exprime en GM. 

ΦF : rendement quantique de fluorescence, sans unité. 

εΦF : brillance à un photon, s’exprime en mol-1.L.cm-1. 

σ2ΦF : brillance à deux photons, s’exprime en GM. 

τ : temps de vie de fluorescence, s’exprime en s. 

Dh : diamètre hydrodynamique des nanoparticules, s’exprime en nm. 

DTEM : diamètre sec des nanoparticules, s’exprime en nm. 

ζ : potentiel de surface, s’exprime en mV. 

β : hyperpolarisabilité du premier ordre, s’exprime en esu. 

ρ : facteur d’anisotropie non linéaire, sans unité. 
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Annexe 

1. Chromophores dipolaires : 

 

 

 
2. Chromophores quadripolaires : 
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Partie expérimentale 

1. Détails expérimentaux 

1.1 Synthèse 

Les solvants organiques utilisés sont purifiés par distillation avant leur utilisation, en 

utilisant le desséchant approprié.[1] Excepté pour le NBS qui est recristallisé dans l’eau ainsi 

que le pinacol qui est sublimé, les réactifs commerciaux sont utilisés sans purification. Les 

réactions pallado-catalysées sont sensible à la présence d’oxygène, le montage réactionnel est 

donc purgé à l’argon, puis dans certains cas, de l’argon est mis à buller dans le solvant. Les 

condensations de Knoevenagel sont sensibles à la présence d’eau, pour cette raison, le 

montage est surmonté d’une garde CaCl2. Les réactions chimiques sont suivies par 

chromatographie sur couche mince (CCM) sur des feuilles d’aluminium préenduites de gel de 

silice (60F-254). Les purifications par colonne de chromatographie sont réalisées avec du gel 

de silice Si 60 (40-63 µm, 230-400 mesh). 

 

Excepté pour le composé 20 (pour lequel la dissolution se fait à 90 °C), les 

purifications par recristallisation sont effectuées par dissolution à reflux de solvant du brut, 

puis par filtration de la liqueur sur du papier Joseph suivi d’un retour lent à température 

ambiante de la liqueur. Les produits issus de condensation de Knoevenagel sont concentrés à 

chaud si nécessaire puis le précipité est collecté à température ambiante par simple filtration. 

1.2 Caractérisation des chromophores 

Les points de fusion sont déterminés par banc Kofler, ou par DSC (Mettler Toledo 

DSC 1). Les spectres infrarouges sont mesurés sur un Perkin Elmer Spectrum 100 Optica. Les 

spectres RMN 1H et 13C sont mesurés sur un Bruker Avance III 200 à 200 MHz et 50 MHz 

respectivement, sur un Bruker Avance I 300 à 300 MHz et 75 MHz respectivement ou sur un 

Bruker Avance II 400 MHz et 100 MHz respectivement. Le spectre RMN 31P est mesuré sur 

un Bruker Avance I 300 à 150 MHz. Les déplacements chimiques (δ) 1H, 13C et 31P sont 

donnés en ppm et les constantes de couplages (J) en Hz. Les déplacements chimiques sont 

centrés sur la valeur en ppm du solvant deutéré, excepté pour le phosphore qui est centré par 
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rapport à l’acide phosphorique 85% (référence externe). Les mesures de masse haute et basse 

résolution ont été effectuées au Centre Régional de Mesures de l’Ouest (CRMPO à Rennes) 

ou au CESAMO (Bordeaux) sur  QTOF II, MicroTOF-Q II ou QStar Elite. Les analyses 

élémentaires ont été mesurées au CESAMO ou à l’ICSN-CNRS (Gif-sur-Yvette). Les 

structures cristallines ont été mesurées à CDIFX-ISCR (Rennes) sur un AXS-Bruker APEXII, 

au CESAMO sur un Bruker APEX 2 DUO, ou bien à l’IECB (Bordeaux) sur un FR-X Rigaku 

ou un R-Axis Rapide Rigaku MSC. 

1.3 Caractérisation des nanoparticules 

Les mesures de taille par microscopie électronique (TEM) ont été effectuées sur la 

plateforme de service du BIC (Bordeaux) sur un Hitachi H7650 selon le protocole suivant : 

une grille de cuivre dont la surface est recouverte par une membrane de carbone est chargée 

positivement par l’utilisation d’un plasma (technique dite de «Glow discharge »). Cette 

polarisation négative de la surface de la grille doit permettre aux nanoparticules de mieux 

adhérer sur celle-ci. Une goutte de solution aqueuse de nanoparticule est déposée sur la grille 

plusieurs minutes, puis l’excédent de solutions est éliminé par capillarité en utilisant un papier 

absorbant. L’absence d’atome lourd dans les nanoparticules nécessite l’utilisation d’un agent 

de contraste pour observer les nanoparticules organiques par TEM. 

Pour cette raison, une goutte d’acétate d’uranyle est déposée sur la grille contenant les 

nanoparticules, puis après quelques minutes, le surplus de solutions est éliminé par capillarité 

en utilisant un papier absorbant. L’observation est effectuée une fois la grille « sèche ». 

 

Les mesures de DLS (Dynamic Light Scaterring) sont effectuées sur un Horiba SZ-

100Z en collectant la lumière diffusée à 173°. Les mesures sont effectuées à 25°C, sur des 

solutions filtrées si nécessaire afin de réduire la présence de poussière micro- ou 

submicrométrique parasitant la diffusion du laser (λ = 532 nm). Les diamètres 

hydrodynamiques (Dh) sont calculés via les coefficients de diffusion selon l’équation de 

Stokes-Einstein. Les corrélogrammes sont obtenus en utilisant le logiciel fourni par le 

fabricant (SZ-100). Les mesures de potentiel Zeta sont effectuées sur le même appareillage. 

1.4 Photophysique 
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Toutes les mesures photophysiques en solution organique ont été effectuées avec des 

solutions fraîchement préparées, équilibrées avec l’air en utilisant des solvants de qualité 

spectroscopique. 

Les spectres UV-visible sont enregistrés à 22°C sur un spectromètre JASCO V-670 en 

utilisant des cellules en quartz avec un trajet optique de 1 cm. Les spectres de fluorescence 

sont enregistrés sur un spectromètre FluorLog ou FluoroMax, en utilisant des solutions 

diluées (A < 0.1 ; C ~10-6 M) afin d’éviter les phénomènes de filtre interne. Les spectres 

d’émission obtenus en excitant à λabs
max et sont corrigés. Les rendements quantiques de 

fluorescence sont calculés en utilisant comme standard le bisulfate de quinine dans H2SO4 1N 

(ΦF = 0.546 à λex = 347 nm), la fluorescéine dans NaOH 1N (ΦF = 0.9 à λex = 474 nm), la 

rhodamine-6G dans l’éthanol (ΦF = 0.94 à λex = 488 nm), le crésyl violet dans le méthanol 

(ΦF = 0.54 à λex  570 nm) ou l’indocyanine green dans le DMSO (ΦF = 0.11 à λex = 678 nm) 

selon l’équation 1. 

Φ� = Φ�� � n!
n�! �

1 − 10$%&�'()*�
1 − 10$%�'()*� �

+ I��λ./0, λ�� dλ�34+ I���λ./0, λ�� dλ�34
 

Équation 1. Calcul du rendement quantique de fluorescence. 

Les mesures de temps de vie de fluorescence sont effectuées par la méthode de 

comptage du premier photon (TCSPC) en utilisant une nanoLED (370, 455 ou 545 nm) 

comme source d’excitation monochromatique. La diffusion de la lumière par une suspension 

de Ludox® est utilisée comme référence. Le calcul des temps de vie se fait par une courbe de 

reconvolution des déclins de fluorescence, la reconvolution est jugée acceptable si le facteur 

de corrélation est faible (χ² < 1.1). 

2. Synthèse des fluorophores quadripolaires 

2,7-Diiodo-9H-fluorène (2) : 
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Dans un bicol de 1L, surmonté d’un réfrigérant, on dissout du fluorène 1 (20 g, 

120.0 mmol) dans un mélange acide acétique/eau/acide sulfurique (300.0 :7.0 :2.8, 

309.8 mL). Le mélange est chauffé à 75°C puis de l’acide periodique (7 g, 30.7 mmol) et de 

l’iode broyé (16 g, 63.0 mmol) sont ajoutés. La solution est agitée pendant 1 h à 75°C puis un 

nouvel ajout d’acide periodique (7 g, 30.7 mmol) et de l’iode broyé (16 g, 63.0 mmol) est 

effectué. La solution est de nouveau agité pendant 1 h à 65°C puis laissée refroidir à 

température ambiante. Une fois refroidi, le pH est ajusté à ~7 par l’ajout d’une solution 

aqueuse de NaHCO3 par petites quantités. Le composé 2 est extrait par du dichlorométhane, 

puis la phase organique est lavée abondamment avec du thiosulfate de sodium. Une fois les 

phases organiques séchées sur MgSO4, filtrées et évaporées sur évaporateur rotatif, le brut est 

recristallisé dans de l’heptane pour obtenir le composé 2[2] pur (42.6 g, 85%). 

 

Aspect : poudre jaune pâle 

 

RMN 1H (CDCl3, 200 MHz) : δ 7.88 (d, J = 0.8 Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 0.8 Hz, J = 8.0 Hz, 

2H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.84 (s, 2H). 

 

2’,7’-Diiodospiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (3) : 

 
 

 Dans un ballon de 250 mL, on dissout du KOH (26.81 g, 477.81 mmol) dans de l’eau 

(26.8 mL). À cette solution, sont ajoutés du nBu4NBr (0.21 g, 0.65 mmol) et du 1,4-

dibromobutane (12.0 mL, 100.60 mmol), puis le mélange est agité à 75°C pendant 

30 minutes. Une solution de 2 (4.00 g, 9.57 mmol) dans le toluène (26.0 mL) est ajoutée puis 

le mélange est agité de nouveau à 75°C pendant 2 h. Une fois le mélange biphasique revenu à 

température ambiante, de l’eau est ajoutée puis le composé 3 est extrait au dichlorométhane. 

La phase organique est lavée trois fois avec de l’eau, puis séchée sur MgSO4, filtrée et 

évaporée sur évaporateur rotatif. Le brut est recristallisé dans de l’heptane pour obtenir le 

composé 3 pur (3.62 g, 80%). 
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Aspect : aiguilles blanchâtres 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.73 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 7.64 (dd, J = 1.5 Hz,  J = 7.9 Hz, 

2H), 7.40 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 2.07 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 156.1, 138.2, 136.0, 132.3, 121.5, 93.4, 57.8, 39.7, 27.1. 

 

HRMS (ESI/ASAP) : m/z 471.9185 calculé pour C17H14I2 (M
+), trouvé 471.9192. 

 

Point de fusion : 172°C. 

 

2’,7’-Diiodospiro[cyclopropyl-1,9’-fluorene] (4) : 

 
 

 Dans un ballon de 250 mL, 2 (2.10 g, 5.0 mmol) est dissous dans du DMSO (67 mL), 

puis du 1,2-dibromoéthane (4.77 g, 25.4 mmol) et du nBu4NBr (0.08 g, 0.2 mmol) sont 

ajoutés. Sous agitation et goutte à goutte, une solution concentrée de KOH (50%, 10 mL) est 

additionnée. Le mélange est agité à 36°C pendant 15 h, puis de l’eau est ajoutée. La phase 

organique est extraite au dichlorométhane, puis lavée à l’eau trois fois, séchée sur MgSO4, 

filtrée sur une mince couche de silice puis évaporée à l’évaporateur rotatif. Le brut est 

recristallisé dans de l’heptane pour obtenir 4[3] pur (1.18 g, 53%). 

 

Aspect : poudre jaune 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.67 (dd, J = 1.5 Hz, J = 8.5 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 

2H), 7.36 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 1.73 (s, 4H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 149.9, 138.4, 135.0, 127.9, 121.6, 92.4, 29.1, 18.8. 
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2’,7’-Di(2-thienyl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (5): 

 
 

 Dans un ballon de 100 mL, une suspension contenant des copeaux de magnésium 

(360 mg, 14.8 mmol) et un cristal d’iode dans le THF (50.0 mL) est refroidie à -40°C. Une 

fois la suspension refroidie, du 2-bromothiophène (1.4 mL, 14.9 mmol) est ajoutée goutte à 

goutte sous agitation à -40°C sous argon. Une fois l’adition terminée, on laisse la solution 

revenir à température ambiante sous agitation jusqu’à complète consommation du magnésium 

(~1 h30). Dans un ballon de 100 mL sont ajoutés le composé 3 (1.55 g, 3.3 mmol) et du 

PdCl2dppf (90 mg, 0.1 mmol). Une fois surmontée d’un réfrigérant et purgé à l’argon, la 

suspension de magnésien est additionnée dans le ballon contenant les réactifs à l’aide d’une 

canule. Quand l’adition est terminée, le mélange réactionnel est agité à reflux pendant deux 

jours. Une fois la réaction terminée, de la glace est ajoutée, puis le brut est extrait avec de 

l’éther diéthylique (4x50 mL). La phase organique est séchée sur MgSO4, puis filtrée sur une 

fine couche de silice puis évaporée au rotavapeur rotatif. Le brut est recristallisé dans 

l’heptane pour obtenir 5[4] pur (943 mg, 75%). 

 

Aspect : cristaux incolores 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ  7.68 (d, J = 7.9Hz, 2H), 7.66 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 7.60 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, 2H), 7.37 (dd, J = 3.6 Hz, J = 1.1 Hz, 2H), 7.30 (dd, J = 5.1 Hz, 

J = 1.1 Hz, 2H), 7.11 (dd, J = 5.1 Hz, J = 3.6 Hz, 2H), 2.19 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 155.4, 145.2, 138.7, 133.9, 128.2, 125.1, 124.7, 123.1, 120.6, 

120.1, 57.9, 40.0, 27.2. 

 

Point de fusion : 196°C. 
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Analyse élémentaire pour C25H20O2S2 (384.56 g/mol) : % théorique : C, 78.08;H, 5.24. % 

expérimental C, 77.42; H, 5.19. 

 

2’,7’-Bis([2,2'-bithiophen]-5-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (6): 

 
 

 Dans un ballon de 100 mL, sont mélangés 3 (441 mg, 0.93 mmol), du PdCl2dppf 

(58 mg, 0.07 mmol), du 2-[2,2'-bithiophène]-5-yl-4,4,5,5-tétraméthyl-1,3,2-dioxaborolane 

(563 mg, 193 mmol) et K2CO3 (1.30 g, 9.43 mmol). Du toluène (20 mL) ainsi que du 

méthanol (10 mL) sont ajoutés, puis la solution est dégazée avec de l’argon pendant 

30 minutes. Le mélange est agité à 75 °C pendant la nuit, puis une fois la réaction terminée, la 

solution refroidie à température ambiante. De l’eau est ajoutée, puis le brut est extrait au 

dichlorométhane. Une fois la phase organique lavée à l’eau, puis séchée sur Na2SO4, celle-ci 

est filtrée sur une fine couche de silice puis évaporée à l’évaporateur rotatif. Le brut est 

recristallisé dans l’heptane pour obtenir 6 pur (495 mg, 95%). 

 

Aspect : poudre jaune. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 7.58 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.4 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 7.22 (d, 

J = 3.8 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.04 (dd, J = 4.9 Hz, J = 3.8 Hz, 2H), 2.20 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 155.4, 143.8, 138.7, 137.6, 136.6, 133.5, 128.0, 124.8, 124.7, 

124.5, 123.7, 123.7, 120.2, 120.1, 57.9, 40.0, 27.2. 

 

HRMS (Q-TOF 2) : m/z 549.08391 calculé pour C33H25S4 ([M+H]+), trouvé 549.0840. 

 

Point de fusion : 191°C. 
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2’,7’-Bis(5-formyl-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (7): 

 
 

Méthode 1: double formylation de 5 : 

 Dans un ballon de 10 mL, sec purgé à l’argon, 5 (144 mg, 0.37 mmol) est dissous dans 

du 1,2-dichloroéthane (4.0 mL) puis du POCl3 (70 µL, 0.73 mmol) suivi de DMF (60 µL, 

0.78 mmol) sont additionnés. La solution est agitée à température ambiante pendant 3 h30, 

puis de l’eau est ajoutée suivie de dichlorométhane. La phase organique est récoltée puis 

séchée sur MgSO4, filtrée puis évaporée à l’évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de 

silice, éluant heptane/DCM (1/1) puis (1/3). Après évaporation du solvant, le composé 7 est 

obtenu pur (6 mg, 4%). 

 

Méthode 2: couplage de Suzuki-Miyaura : 

 Dans un ballon de 100 mL, sont mélangés 3 (512 mg, 1.08 mmol), du PdCl2dppf 

(14 mg, 0.02 mmol), de l’acide 5-formyl-2-thienyl boronique (634 mg, 4.06 mmol) et K2CO3 

(1.46 g, 10.56 mmol). Du toluène (18 mL) ainsi que du méthanol (12 mL) sont ajoutés, puis la 

solution est bullée sous argon pendant 30 minutes. Le mélange est agité à 75 °C pendant la 

nuit, puis une fois la réaction terminée, la solution est refroidie à température ambiante. De 

l’eau est ajoutée, puis le brut est extrait à l’éther diéthylique. Une fois la phase organique 

lavée à l’eau, puis séchée sur Na2SO4, celle-ci est filtrée sur une fine couche de silice puis 

évaporée à l’évaporateur rotatif. Le brut est cristallisé dans l’heptane pour obtenir 7 pur 

(449 mg, 94%). 

 

Aspect : cristaux jaunes. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 9.91 (s, 2H), 7.77 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 7.9 Hz, 

2H), 7.73 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.69 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 7.47 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 

2.20 (m, 8H). 
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RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 182.7, 155.7, 154.7, 142.3, 140.0, 137.4, 132.8, 125.6, 124.0, 

121.0, 50.0, 39.8, 27.0. 

 

FTIR (cm -1) : 1650 (νCHO) 

 

HRMS (ESI/ASAP) : m/z 441.0983 calculé pour C27H21O2S2 ([M+H] +) trouvé 441.0984. 

 

Point de fusion : > 265°C. 

 

Analyse élémentaire pour C27H21O2S2 (440.58 g/mol) : % théorique : C, 73.51;H, 4.58. % 

expérimental C, 73.24; H, 4.47. 

 

Structure cristalline :  obtenue  

 

2’,7’-Bis(5-formyl-thiophen-2-yl)spiro[cyclopropane-1,9’-fluorene] (8): 

 
 

 Dans un schlenk, sont mélangés 4 (500 mg, 1.12 mmol), du PdCl2dppf (28 mg, 

0.03 mmol), de l’acide 5-formyl-2-thienyl boronique (351 mg, 2.25 mmol) et K2CO3 (768 mg, 

5.55 mmol). Du toluène (10 mL) ainsi que du méthanol (5 mL) sont ajoutés, puis la solution 

est bullée sous argon pendant 30 minutes. Le mélange est agité à 75 °C pendant 9 h, puis une 

fois la réaction terminée, la solution est refroidie à température ambiante. De l’eau est ajoutée, 

puis le brut est extrait au dichlorométhane. Une fois la phase organique lavée à l’eau, puis 

séchée sur Na2SO4, celle-ci est évaporée à l’évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de 

silice avec un gradient d’éluant (DCM/acétate d’éthyle, 1:0 jusqu’à 0:1) pour obtenir 8 pur 

(115 mg, 25%). 

 

Aspect : poudre orange. 
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RMN 1H (CDCl3, 200 MHz) : δ 9.90 (s, 2H), 7.88 (m, 2H), 7.75 (m, 4H), 7.45 (s, 2H), 

7.33 (s, 2H), 1.87 (s, 4H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 182.7, 154.6, 149.6, 142.3, 140.1, 137.4, 132.2, 124.9, 124.1, 

121.0, 116.6, 29.8, 19.0. 

 

FTIR (cm -1) : 1651 (νCHO) 

 

HRMS (FD+) : m/z 412.05917 calculé pour C25H16O2S2 (M
+) trouvé 412.05971. 

 

Structure cristalline :  obtenue  

 

2’,7’-Bis(5-iodo-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (9): 

 
 

Dans un ballon de 10 mL, on dissout 5 (300 mg, 0.78 mmol) dans un mélange 

CHCl3/AcOHgl (4 :1, 4mL). Puis du N-iodosuccinimide (369 mg, 1.64 mmol) est ajouté et 

immédiatement, le ballon est agité dans un bain à 90°C (déjà préchauffé) pendant 5 minutes 

exactement. Une fois la réaction terminée, le ballon est refroidi à température ambiante puis le 

chloroforme est évaporé par évaporateur rotatif. Le brut est trituré dans de l’acide acétique 

glacial puis filtré. Le résidu solide est lavé avec de l’éthanol pour obtenir 9 pur (506 mg, 

quant.). 

Cette synthèse est inspirée d’un protocole expérimental décrit dans la littérature.[5] 

 

Aspect : Poudre jaune. 

 

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) : δ 7.66 (dd, J = 7.9 Hz, J = 0.5 Hz, 2H), 7.55 (s, 2H), 7.50 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.6 Hz, 2H), 7.26 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 2.17 (m, 8H). 
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RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) : δ 155.5, 151.1, 139.0, 138.1, 133.2, 125.0, 124.6, 120.4, 

120.3, 72.2, 57.9, 40.0, 27.2. 

 

HRMS (FD+) : m/z 635.89393 calculé pour C25H18I2S2 (M
+) trouvé 635.89411. 

 

2’,7’-Bis[5-[4-(formyl)phenyl]-thiophen-2-yl]spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (10): 

 
 

 Dans un ballon de 25 mL, sont mélangés 9 (151 mg, 0.24 mmol), du PdCl2dppf 

(14 mg, 0.02 mmol), de l’acide 4-formylphenylboronique (74 mg, 0.50 mmol) et K2CO3 

(463 mg, 3.35 mmol). Du toluène (5 mL) ainsi que du méthanol (3 mL) sont ajoutés, puis la 

solution est bullée sous argon pendant 15 minutes. Le mélange est agité à 74 °C pendant la 

nuit, puis une fois la réaction terminée, la solution est refroidie à température ambiante. De 

l’eau est ajoutée, suivie de dichlorométhane. Une fois la phase organique lavée à l’eau, puis 

séchée sur Na2SO4, celle-ci est filtrée sur une fine couche de silice puis évaporée à 

l’évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de silice avec un gradient d’éluant 

(DCM/acétate d’éthyle, 1:0 jusqu’à 0:1) pour obtenir 10 pur (45 mg, 32%). 

 

Aspect : poudre jaune. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 10.0 (s, 2H), 7.81-7.91 (AA’BB’, JAB = 8.2 Hz, 8H), 7.72 (d, 

J = 7.9 Hz, 2H), 7.69 (s, 2 H), 7,65 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 3.8 Hz, 2 H), 7.40 (d, 

J = 3.8 Hz, 2H), 2.21 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 191.5, 155.6, 146.7, 141.6, 140.2, 139.1, 135.2, 133.5, 130.7, 

126.3, 125.8, 125.0, 124.5, 120.4, 58.0, 40.1, 27.3 

FTIR (cm -1) : 1692 (νCHO) 
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HRMS (FD+) : m/z 592.15307 calculé pour C39H28O2S2 (M
+) trouvé 592.15483. 

 

Point de Fusion : 200°C (décomp.) 

 

Structure cristalline :  obtenue  

 

2’,7’-Bis(5’-formyl-[2,2'-bithiophen]-5-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (11): 

 
 

 Dans un ballon de 50 mL, on mélange 3 (66.5 mg, 0.14 mmol), du PdCl2dppf (9.0 mg, 

0.01 mmol), de l’acide 5’-formyl-2,2’-bithiophène-5-boronique (71.4 mg, 0.14 mmol) et 

K2CO3 (173.9 mg, 1.26 mmol). Du toluène (4 mL) ainsi que du méthanol (2 mL) sont ajoutés, 

puis la solution est bullée sous argon pendant 30 minutes. Le mélange est agité à 75 °C 

pendant la nuit, puis une fois la réaction terminée, la solution est refroidie à température 

ambiante. Le brut est filtré sur une fine couche de silice puis de l’éther diéthylique est ajouté 

(20 mL). Le précipité est filtré puis lavé par de l’éther diéthylique, puis du pentane. Le résidu 

est séché pour obtenir 11 pur (38 mg, 45%). 

 

Aspect : poudre orange. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 9.88 (s, 2H), 7.71 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 3.9 Hz, 

2H), 7.66 (s, 2H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.34-7.37 (AB, JAB = 3.9 Hz, 4H), 7.30 (d, 

J = 3.9 Hz, 2H), 2.20 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 182.6, 155.6, 147.2, 146.8, 141.7, 139.3, 137.5, 135.1, 133.2, 

127.4, 125.1, 125.0, 124.3, 124.1, 120.4, 40.0, 27.2. 

 

FTIR (cm -1) : 1649 (νCHO) 
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HRMS (FD+) : m/z 604.06591calculé pour C35H24O2S4 (M
+) trouvé 604.06621. 

 

2’,7’-Bis(ethyl 2-cyano-3-(5-thienyl-2-yl) acrylate)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (12): 

 
 

 Dans un ballon de 100 mL, surmonté d’une garde au CaCl2, sont mélangés 7 (71.4 mg, 

0.16 mmol), du cyano acétate d’éthyle (45.4 mg, 0.40 mmol) et un grain de β-alanine 

(< 1 mg). De l’éthanol (54 mL) et du toluène (10 mL) sont ajoutés et la solution est portée à 

reflux pendant deux jours. La solution est concentrée par distillation jusqu’à formation d’un 

précipité orange. Le ballon est refroidi à température ambiante puis le précipité est filtré, lavé 

à l’éthanol puis séché pour obtenir 12 pur (65.0 mg, 64%). 

 

Aspect : poudre orange. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 8.31 (s, 2H), 7.77 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 7.74 (s, 2H), 7.72 (s, 

4 H), 7.48 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 4.38 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 2.20 (m, 8H), 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 

 

FTIR (cm -1) : 2956 (νCsp2-H), 2206 (νCN), 1712 (νC=O), 1576 (νC=C), 1215 (νC-O), 805 (δCsp2-H). 

 

HRMS (FD) : m/z 630.16470 calculé pour C37H30O4S2 (M
+) trouvé 630.16560. 
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2’,7’-Bis(ethyl 2-cyano-3-(5-thienyl-2-yl) acrylate)spiro[cyclopropane-1,9’-fluorene] (13): 

 
 

 Dans un ballon de 10 mL, surmonté d’une garde au CaCl2, sont mélangés 8 (20.0 mg, 

48.5 µmol), du cyano acétate d’éthyle (16.6 mg, 146.8 µmol) et un grain de β−alanine 

(< 1 mg). De l’éthanol (1 mL) est ajouté et la solution est portée à reflux pendant deux jours. 

Le ballon est refroidi à température ambiante puis le précipité orange est filtré, lavé à 

l’éthanol puis séché pour obtenir 13 pur (21.0 mg, 72%). 

 

Aspect : poudre orange 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 8.31l (s, 2H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 4.0 Hz, 

2H), 7.74 (dd, J = 8.1 Hz, J = 1.6 Hz, 4 H), 7.47 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 

4.38 (q, J = 7.1 Hz, 4 H), 1.91 (s, 4H), 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 

 

RMN 13C : du fait de la très mauvaise solubilité du composé, la RMN du carbone n’a pas pu 

être réalisée pour ce composé. 

 

FTIR (cm -1) : 2970 (νCsp2-H), 2206 (νCN), 1702 (νC=O), 1576 (νC=C), 1201 (νC-O), 799 (δCsp2-H). 

 

HRMS (FD+) : m/z 602.13340 calculé pour C35H26O4S2 (M
+) trouvé 602.13434. 

 

Structure cristalline :  obtenue  
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4,6(1H,5H)-Pyrimidinedione, 5,5’-[ spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene-2,7’-diylbis(5,2-

thiophenediylmethylidyne)]bis[1,3-diethyldihydro-2-thioxo- (14): 

 
 

 Dans un ballon de 50 mL, surmonté d’une garde au CaCl2, sont mélangés 7 (110.8 mg, 

0.25 mmol), de l’acide 1,3 diéthylthiobarbiturique (105.8 mg, 0.53 mmol) et un grain de β-

alanine (< 1 mg). De l’éthanol (1.2 mL) et du toluène (20.0 mL) sont ajoutés et la solution est 

portée à reflux pendant deux jours. La solution est concentrée par distillation jusqu’à 

formation d’un précipité rouge. Le ballon est refroidi à température ambiante puis le précipité 

est filtré, lavé à l’éthanol puis séché pour obtenir 14 pur (166.0 mg, 83%). 

 

Aspect : poudre rouge. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 8.69 (s, 2H), 7.92 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.5 Hz, 

4H), 7.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 4.65 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 4.60 (q, 

J = 7.0 Hz, 4H),  2.26 (m, 8H), 1.38 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 

 

FTIR (cm -1) : 2932 (νCsp2-H), 1647 (νC=O), 1556 (νC=C), 794 (δCsp2-H). 

 

HRMS (FD+) : m/z 804.19324 calculé pour C43H40O4S4 (M
+) trouvé 804.19347. 

 

Structure cristalline :  obtenue  
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4,6(1H,5H)-Pyrimidinedione, 5,5’-[ spiro[cyclopropane-1,9’-fluorene-2,7’-diylbis(5,2-

thiophenediylmethylidyne)]bis[1,3-diethyldihydro-2-thioxo- (15): 

 
 

 Dans un ballon de 10 mL, surmonté d’une garde au CaCl2, sont mélangés 8 (20.0 mg, 

48.5 µmol), de l’acide 1,3 diéthylthiobarbiturique (25.4 mg, 126.8 µmol) et un grain de β-

alanine (< 1 mg).  De l’éthanol (1 mL) est ajouté et la solution est portée à reflux pendant 

deux jours. Le ballon est refroidi à température ambiante puis le précipité noir est filtré, lavé à 

l’éthanol puis séché pour obtenir 15 pur (10.0 mg, 26%). 

 

Aspect : poudre noire. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 8.68 (s, 2H), 7.90 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 4.1 Hz, 

2H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 4.1 Hz, 2H), 7.48 (s, 2H), 4.62 (q, J = 7.0 Hz, 4H), 

4.61 (q, J = 7.0 Hz, 4H),  1.96 (s, 4H), 1.38 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 6H). 

 

RMN 13C : du fait de la très mauvaise solubilité du composé, la RMN du carbone n’a pas pu 

être réalisée pour ce composé. 

 

FTIR (cm -1) : 2984 (νCsp2-H), 1657 (νC=O), 1536 (νC=C), 782 (δCsp2-H). 

 

HRMS (FD) : m/z 776.1694 calculé pour C41H36O4S4 (M
+) trouvé 776.16265. 
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2’,7’-Bis(5-bromo-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (16): 

 
 
 Dans un ballon de 50 mL, le composé 5 (247 mg, 0.64 mmol) est dissous dans du THF 

(12.3 mL), suivi de l’ajout de N-bromosuccinimide (231 mg, 1.30 mmol).  La solution est 

agitée à température ambiante pendant 2 h30, puis de l’eau est ajoutée suivie de 

dichlorométhane. La phase organique est extraite, puis lavée avec une solution aqueuse de 

NaHCO3, puis de l’eau. La phase organique est ensuite séchée sur MgSO4, filtrée puis 

évaporée à l’évaporateur rotatif. Le résidu est recristallisé dans l’heptane pour obtenir 16 pur 

(268 mg, 78%). 

 

Aspect : cristaux marron 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.65 (d, J = 7.9Hz, 2H), 7.54 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.48 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 7.08 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 2.17 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 155.5, 146.5, 138.9, 133.2, 131.0, 124.8, 123.2, 120.3, 120.2, 

111.3, 57.9, 40.0, 27.2 

 

HRMS (Q-TOF2) : m/z 540.92949 calculé pour C25H19Br2S2 ([M+H+]) trouvé 540.9295. 

 

Point de fusion : 215 °C. 

 

Structure cristalline :  obtenue  
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2’,7’-Bis(5-(4-methoxyphenyl)-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (17):  

 
 
 Dans un ballon de 25 mL, on mélange 16 (150 mg, 0.28 mmol), du PdCl2dppf (12 mg, 

0.01 mmol), de l’acide 4-méthoxyphenylboronique (165 mg, 1.09 mmol) et K2CO3 (386 mg, 

2.79 mmol). Du toluène (5 mL) ainsi que du méthanol (3 mL) sont ajoutés, puis la solution est 

bullée sous argon pendant 15 minutes. Le mélange est agité à 74 °C pendant 20 h, puis une 

fois la réaction terminée, la solution est laissée refroidir à température ambiante. De l’eau est 

ajoutée, suivie de dichlorométhane. Une fois la phase organique lavée à l’eau, puis séchée sur 

Na2SO4, celle-ci est filtrée sur une fine couche de silice puis évaporée à l’évaporateur rotatif. 

Le résidu est recristallisé dans le chloroforme pour obtenir 17 pur (129 mg, 77%). 

 

Aspect : cristaux jaunes 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.61 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 6.95-7.58 

(AA’XX’, JAX = 8.9 Hz, 8H), 3.86 (s, 6H), 2.21 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 159.4, 155.4, 143.3, 138.6, 133.8, 127.4, 127.0, 124.6, 123.9, 

123.1, 120.1, 114.5, 57.9, 55.5, 40.0, 27.2 

 

HRMS (Q-TOF2) : m/z 597.1922 calculé pour C39H33O2S2 ([M+H+]) trouvé 597.1920. 

 

Point de fusion : 182-240 °C. 

 

Analyse élémentaire pour C39H32O2S2 ; 0.04 CHCl3 (601.58 g/mol) : % théorique : 

C, 77.95; H, 5.37. % expérimental C, 77.92; H, 5.34. 

 

Structure cristalline :  obtenue  
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N, N-dibutyl-4-iodoaniline (b): 

 
 
 Dans un ballon de 1 L, de la N, N-dibutylaniline (6.65 g, 32.4 mmol) est ajoutée à une 

solution de NaHCO3 1N (50.0 mL). La solution est refroidie à 5°C puis une solution de diiode 

(8.26 g, 32.5 mmol) dans du dichlorométhane (350 mL) est ajoutée goutte-à-goutte pendant 

1 h30. Une fois l’ajout terminé, le mélange est agité à température ambiante pendant 20 h, 

puis la phase organique est extraite. La phase organique est ensuite traitée avec une solution 

aqueuse de Na2S2O3, lavée à l’eau puis séchée sur MgSO4, filtrée et évaporée à l’évaporateur 

rotatif. Le brut est purifié sur gel de silice avec un comme éluant de l’heptane pur pour obtenir 

b pur (9.37 g, 87%). 

 

Aspect : huile jaune. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.42 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.43 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.25 (d, 

J = 7.5 Hz, 2H), 3.23 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 1.55 (m, 4H), 1.35 (m, 4H), 0.86 (t, J = 7.3 Hz, 6H). 

 

N, N-dibutyl-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (c): 

 
 
 Dans un ballon de 10 mL, purgé à l’argon, sont mélangés dans l’ordre du PdCl2dppp 

(19.2 mg, 0.03 mmol), b (360.3 mg, 1.09 mmol), du toluène (3.0 mL), de la triéthylamine 

(0.4 mL, 2.9 mmol) et du diisopropylamine borane (0.3 mL, 1.9 mmol). La solution est 

chauffée à 100°C dans un bain préalablement chauffé à 100°C pendant 2 h, puis 1 h à 

température ambiante. La solution est refroidie à 0°C, puis du méthanol (2.0 mL) est ajouté 

goutte à goutte. Une fois l’addition terminée, le mélange est agité pendant 1 h à température 
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ambiante. Les solvants sont évaporés par un évaporateur rotatif puis du pinacol (157 mg, 

1.3 mmol) et du diéthyl éther (2.0 mL) sont ajoutés. La solution est agitée à température 

ambiante pendant 16 h puis est filtrée sur célite. La solution est lavée par une solution de 

CuCl2 (50 g/L), puis la phase organique est séchée sur Na2SO4, filtrée et évaporée par un 

évaporateur rotatif afin d’obtenir c (361 mg, quant.) La pureté du produit est suffisante pour 

qu’il soit utilisé sans autres purifications. 

 

Aspect : huile incolore. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.68 (s, 2H), 3.32 (d, J = 7.4 Hz, 

2H), 3.30 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 1.57 (m, 4H), 1.34 (m, 4H), 1.33 (s, 12H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 

6H). 

 

2’,7’-Bis[5-(4-N, N’diméthylamino)phenyl]-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] 

(19):  

 
 

 Dans un ballon de 25 mL, on mélange 16 (33.5 mg, 62 µmol), du PdCl2(PPh3)2 

(8.0 mg, 9 µmol), de l’acide 4-(N, N’-diméthylamino)phenylboronique (30.5 mg, 185 µmol), 

de la triphénylphosphine (3.7 mg, 14 µmol) et K2CO3 (84.2 mg, 609 µmol). Du toluène 

(2 mL) ainsi que du méthanol (1 mL) sont ajoutés, puis la solution est bullée sous argon 

pendant 1 h. Le mélange est agité à 80 °C pendant 3 h30, puis une fois la réaction terminée, la 

solution est refroidie à température ambiante. De l’eau est ajoutée, suivie de dichlorométhane. 

Une fois la phase organique lavée à l’eau, puis séchée sur MgSO4, celle-ci est évaporée à 

l’évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de silice en utilisant un gradient d’éluant 

(heptane/DCM, 1:0 jusqu’à 1:1) pour obtenir 19 pur (22.0 mg, 58%). 

 

Aspect : poudre jaune. 
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RMN 1H (CD2Cl2, 300 MHz) : δ 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.68 (s, 2H), 7.61 (d, J = 7.9 Hz, 

2H), 7.33 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 6.75-7.53 (AA’XX’, JAX = 8.9 Hz, 

8H), 2.99 (s, 12H), 2.22 (m, 8H). 

 

RMN 13C : du fait de la très mauvaise solubilité du composé, la RMN du carbone n’a pas pu 

être réalisée pour ce composé. 

 

HRMS (Q-TOF2) : m/z 622.24764 calculé pour C41H38N2S2 (M
+) trouvé 622.2491. 

 

Point de fusion : > 260 °C. 

 

Analyse élémentaire pour C41H38N2S2 ; 2.1 CH2Cl2 (801.24 g/mol) : % théorique : 

C, 64.61; H, 5.31. % expérimental C, 64.75; H, 5.41. 

 

2’,7’-Bis[5-(4-N, N’diphénylamino)phenyl]-thiophen-2-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] 

(20):  

 
 

 Dans un ballon de 25 mL, on mélange 9 (150 mg, 0.24 mmol), du PdCl2dppf (10 mg, 

0.01 mmol), de l’acide 4-(N, N’-diphénylamine)phenylboronique (170 mg, 0.60 mmol) et 

K2CO3 (326 mg, 2.4 mmol). Du toluène (5 mL) ainsi que du méthanol (3 mL) sont ajoutés, 

puis la solution est bullée sous argon pendant 15 minutes. Le mélange est agité à 74°C 

pendant une nuit, puis une fois la réaction terminée, la solution est refroidie à température 

ambiante. De l’eau est ajoutée, suivie de dichlorométhane. Une fois la phase organique lavée 
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à l’eau, puis séchée sur MgSO4, celle-ci est filtrée sur une mince couche de silice, puis 

évaporée à l’évaporateur rotatif. Le résidu est recristallisé dans le DMSO à 90°C pour obtenir 

20 pur (125.0 mg, 61%). 

 

Aspect : poudre jaune. 

 

RMN 1H (CD2Cl2, 200 MHz) : δ 7.69 (m, 6H), 7.53 (d, J = 8.7Hz, 4H), 7.29 (m, 12H), 7.10 

(m, 16H), 2.22 (m, 8H). 

 

RMN 13C (CD2Cl2, 75 MHz): δ 156.0, 148.1, 148.1, 148.0, 143.8, 139.0, 134.2, 130.0, 130.0, 

128.8, 126.8, 126.8, 125.2, 125.2, 125.0, 124.5, 124.1, 124.1, 123.8, 123.8, 120.6, 120.5, 58.4, 

40.5, 27.6. 

 

HRMS (FD) : m/z 870.31024 calculé pour C61H46N2S2 (M
+) trouvé 870.31108. 

 

Structure cristalline :  obtenue  

 

2’,7’-Bis[5-[(1E)-2-[4-(N,N’-dimethylamino)phenyl]ethenyl]-thiophen-2-yl]spiro[cyclo-

pentane-1,9’-fluorene] (21):  

 
 

 Dans un ballon de 25 mL, sont dissous 7 (70 mg, 0.16 mmol) et de l’iodure de ([4-

(N,N’-diméthylamino)phényl]méthyl)triphenyl phosphonium (226 mg, 0.43 mmol) dans du 

THF (8 mL), puis du NaH (37 mg, 0.62 mmol) est ajouté. La solution est agitée 

vigoureusement à température ambiante pendant 2 jours. De l’eau est ajoutée, suivie de 

dichlorométhane. La phase organique est récoltée, séchée sur MgSO4 puis évaporée à l’aide 

d’un évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de en utilisant un gradient d’éluant 

(heptane/DCM, 1:0 jusqu’à 0:1), pour obtenir 21 pur (10 mg, 10%). 
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Aspect : poudre orange 

 

RMN 1H (THFd 6, 300 MHz) : δ 7.73 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.61 (d, 

J = 7.8 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.33 (s, 2H), 7.08 (AB, JAB = 15.7 Hz, 2H), 6.98 (d, 

J = 3.7 Hz, 2H), 6.90 (AB, JAB = 15.7 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 2.97 (s, 12H), 2.20 

(m, 8H). 

 

RMN 13C : du fait de la très mauvaise solubilité du composé, la RMN du carbone n’a pas pu 

être réalisée pour ce composé. 

 

HRMS (FD) : m/z 674.27894 calculé pour for C45H42N2S2 (M
+) trouvé 674.27874. 

 

Structure cristalline :  obtenue  

 

Phosphonium, iodo-([4-(N,N’-dibutylamino)phényl]méthyl)triphenyl (d):  

 
 

 Dans un ballon de 100 mL, on dissout du paraformaldéhyde (490 mg, 5.4 mmol) et de 

la N,N’-dibutylaniline (3.74 g, 18.2 mmol) dans du chloroforme (29.0 mL). Du NaI (3.40 g, 

22.7 mmol) est ensuite ajouté à la solution, puis de l’eau (1.3 mL), de l’acide acétique glacial 

(3.6 mL)  et de la triphénylphosphine (4.88 g, 18.6 mmol). La solution est chauffée à reflux 

pendant 20 h, puis une fois la solution refroidit, une solution saturée de NaHCO3 est ajoutée. 

Du dichlorométhane est additionné, puis la phase organique est lavée à l’eau, séchée sur 

Na2SO4, filtrée puis évaporée à l’aide d’un évaporateur rotatif. L’huile obtenue est triturée 

dans le l’éther diéthylique jusqu’à l’obtention d’un précipité blanc. La suspension est filtrée 

sur Büchner, puis la poudre est lavée à l’éther, et enfin séchée pour obtenir d pur (5.83 g, 

53%). 
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Aspect : poudre blanche 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.74 (m, 3H), 7.59 (m, 12H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.32 

(d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.77 (d, J = 12.7, 2H), 3.13 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 3.11 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 

1.43 (m, 4H), 1.24 (m, 4H), 0.86 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 

 

RMN 31P (CDCl3, 150 MHz) : δ 20.316. 

 

2’,7’-Bis[5-[(1E)-2-[4-(N,N’-dibutylamino)phenyl]ethenyl]-thiophen-2-yl]spiro[cyclo-

pentane-1,9’-fluorene] (22):  

 
 

 Dans un ballon de 10 mL, on dissout 7 (149 mg, 0.34 mmol),  du tert-butoxyde de 

potassium (149 mg, 1.33 mmol) et d (413 mg, 0.68 mmol) dans du dichlorométhane (4 mL). 

La solution est agitée vigoureusement à température ambiante pendant 24 h. La solution est 

filtrée sur célite puis évaporée à l’aide d’un évaporateur rotatif. Le brut est purifié sur gel de 

silice en utilisant un gradient d’éluant (heptane/DCM, 1:0 jusqu’à 2:1), pour obtenir 22 pur 

(202 mg, 71%). 

 

Aspect : poudre jaune. 

 

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) : δ 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 7.60 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.7 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 6.87-7.00 (AB, 
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JAB = 16.0 Hz, 4H), 6.62-7.32 (AA’XX’, JAX = 8.9 Hz, 8H), 3.30 (dd, J = 7.9 Hz, J = 7.3 Hz, 

8H), 2.20 (m, 8H), 1.57 (m, 8H), 1.38 (m, 8H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 12H). 

 

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz) : δ 155.4, 148.0, 143.7, 142.1, 138.5, 133.9, 128.9, 127.8, 125.8, 

124.6, 124.2, 123.5, 120.0, 117.2, 111.8, 57.7, 50.9, 40.1, 29.6, 27.5, 20.5, 14.2 

 

HRMS (MicrO-Tof-Q II) :  m/z 842.4662 calculé pour C57H66N2S2 (M
+) trouvé 842.4667. 

 

Point de fusion : 181 °C. 

 

Analyse élémentaire pour C57H66N2S2 (843.29 g/mol) : % théorique : C, 81.19; H, 7.89. % 

expérimental C, 81.11; H, 7.83. 

 

2’,7’-Bis(5’-bromo-[2,2'-bithiophen]-5-yl)spiro[cyclopentane-1,9’-fluorene] (23):  

 
 

 Dans un ballon de 50 mL, le composé 6 (200 mg, 0.36 mmol) est solubilisé dans du 

THF (7 mL), puis on ajoute du N-bromosuccinimide (134 mg, 0.75 mmol). La solution est 

agitée à température ambiante pendant une nuit, puis de l’eau est additionnée suivie de 

dichlorométhane. La phase organique est extraite puis lavée avec une solution aqueuse de 

NaHCO3, puis de l’eau. La phase organique est ensuite séchée sur MgSO4, filtrée puis 

évaporée à l’évaporateur rotatif. Le résidu est lavé plusieurs fois avec du méthanol, puis filtré 

et séché pour obtenir 23 pur (204 mg, 79%). 

 

Aspect : poudre jaune. 

 

RMN 1H (CD2Cl2, 300 MHz) : δ 7.71 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.66 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 7.59 (dd, 

J = 7.9 Hz, J = 1.4 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 3.8 Hz, 2H), 7.15-7.30 (AX, JAX = 3.8 Hz, 4H), 

7.00-7.02 (AB, JAB = 3.8 Hz, 4H), 2.21 (m, 8H). 
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RMN 13C (CDCl3, 50 MHz) : 155.4, 144.3, 139.0, 138.8, 135.5, 133.3, 130.77, 124.9, 124.7, 

123.7, 123.6, 123.7, 120.2, 120.1, 110.9, 57.9, 40.0, 27.2 

 

HRMS (FD) : m/z 703.89711 calculé pour C33H22Br2S4 (M
+) trouvé 703.89759. 

 

Structure cristalline :  obtenue  

3. Préparation des FONs 

Les FONs sont préparées par la méthode de reprécipitation.[6] Le chromophore est 

solubilisé dans du THF pour obtenir une solution de concentration 1 mM ou 0.5 mM en 

chromophore. À l’aide d’une microseringue, 200 µL de cette solution sont injectés en une fois 

dans 19.8 mL d’eau osmose, sous agitation. L’agitation peut être mécanique (par l’utilisation 

d’un barreau aimanté, 400 rpm, 10 min.) ou bien sonique (par l’utilisation d’un doigt de 

sonication, 10W, 3 min.). Les FONs quadripolaires sont exclusivement préparées par 

sonication. Une fois l’agitation terminée, la solution est utilisée sans purification, sauf cas 

contraire, ou la solution peut être filtrée par l’utilisation d’un filtre seringue 0.2 µm. La qualité 

de l’eau osmose est vérifiée systématiquement avant la préparation des NPs en mesurant sa 

conductivité qui doit être inférieure à 15 µS pour la préparation des FONs. 

4. Protocole d’imagerie de mesure de la photostabilité et du suivi de particule 

unique 

4.1 Dans l’eau 

La solution aqueuse de FONs est diluée pour atteindre une concentration ~pM, puis 

5 µL sont déposés sur une lame en verre précédemment nettoyée par un plasma. La goutte est 

recouverte d’une lamelle en verre dont les contours sont graissés afin d’éviter les mouvements 

de convection pendant l’observation. 

Pour les mesures de photostabilité, les FONs sont déposées sur la lame en verre par la 

méthode de spin coating (20 µL, 2 min.) puis 5 µL d’eau sont ajoutés sur la lame en verre afin 

de réhydrater les FONs. Pour l’imagerie bicouleur, une solution aqueuse contenant à la fois 
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les FONs 14 et 20 est préparée par simple mélange des solutions aqueuses de FONs 14 et 20 

dans un ratio 1:4 (v/v). 

 

Les FONs sont observées sur un microscope inversé modifié (Nikon Eclipse Ti) en 

utilisant un objectif x60 avec une ouverture numérique de 1.45 en immersion dans l’huile 

(Plan Apo TIRF Nikon ou Plan Apo TIRFM Olympus). L’excitation se fait à 488 nm en 

utilisant un laser (OBIS, 488LX laser, 150 mW). L’observation des FONs se fait sur une 

caméra rapide EMCCD (ProEM 512B Princeton Instruments or QuantEM : 512SC 

Photometrics). Un miroir dichroïque FF495-Di03 (Semrock) est utilisé en combinaison avec 

un filtre d’émission HQ525/50m pour les FONs 20 ou un filtre BLP01-635R (Semrock) pour 

les FONs 14.  

Pour le suivi de particule unique, le temps d’exposition de la caméra est fixé à 10 ms, 

et pour les mesures de photostabilité à 50 ms. Pour les mesures de photostabilité, différentes 

puissances de laser sont utilisées afin d’obtenir le même nombre de photons au départ pour les 

deux solutions de FONs (14 et 20). 

 

Pour l’imagerie bicouleur, l’émission de fluorescence de la solution aqueuse contenant 

les deux FONs est divisée en deux à l’aide d’un miroir dichroïque (FF655-Di01 Semrock). 

Chacune des deux émissions est filtrée par un filtre HQ525/50m (Semrock) pour l’émission 

des FONs 20 et par un filtre FF01-776/LP (Semrock) pour l’émission des FONs 14. Une fois 

les émissions des FONs 14 et 20 filtrées par leur filtre respectif, celles-ci sont projetées sur la 

moitié de la caméra avec un temps d’exposition de 10 ms. 

 

Pour les FONs D4, l’émission est récoltée à travers un filtre passe-haut (> 633 nm) 

avec une excitation à 547 nm avec une concentration en FONs estimée à ~0.1 nM. 

4.2 En milieu cellulaire 

Les cellules COS 7 ont été cultivées dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium sans ajout de rouge-phénol (PAN Biotech P04-01515) contenant 10% en volume de 

sérum fœtal de veau (FCS-Dominique Dutscher, 500105), 1% en volume de 

pénicilline/streptomycine (Dominique Dutscher P06-07100) dans des flacons de 25 mL 

(Falcon 353082) à 37°C sous atmosphère contrôlée (5% en CO2). Les cellules sont incubées 

en présence de 40 µL de FONs 20 (0.3 nM) et 10 µL de FONs 14 (4.5 nM) dans 1 mL de 



291 

 

milieu pendant 2 h à 37°C sous atmosphère contrôlée (5% en CO2). Les cellules sont rincées 

deux fois avec du milieu à 37°C pour éliminer les FONs qui n’ont pas été incorporées dans les 

cellules. 

L’observation des FONs en imagerie bicouleur dans les cellules COS 7 se fait dans les 

mêmes conditions expérimentales que pour les mesures dans l’eau (section 4.1) avec un temps 

d’exposition de la caméra de 62.5 ms. 

 

Les fibroblastes d’embryon de souris ont été cultivés dans du DMEM (Gibco) 

contenant 10% en volume de FBS à 37°C sous atmosphère contrôlée (5% en CO2). Les 

cellules sont incubées avec 0.1 nM de FONs D4 pendant 24 h à 37°C sous atmosphère 

contrôlée (5% en CO2). Le milieu est ensuite remplacé par du milieu « frais » pour l’imagerie. 

 

Pour le contrôle de l’activité mitochondriale, avant le remplacement du milieu 

cellulaire, les cellules sont incubées avec 1 µg/L de MitoTracker Green (Molecular Probes) à 

37°C pendant 10 minutes. Pour le contrôle de l’intégrité de la membrane cellulaire, de 

l’iodure de propidium est ajouté (1 µg/L) juste avant l’imagerie dans le milieu cellulaire. 

 

L’observation des FONs D4 dans les cellules se fait avec un objectif 40x Plan Apo 

Nikon avec une ouverture numérique de 1.4 en immersion dans l’huile. L’excitation et la 

collecte de l’émission des FONs D4 se font dans les mêmes conditions expérimentales que 

pour l’observation dans l’eau (section 4.1). L’émission du MitoTracker Green est récoltée en 

utilisant un filtre cube GFP et l’émission de l’iodure de propidium est récoltée en utilisant un 

cube filtre TRITC. 
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