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Le domaine des nanobiotechnologies est en plein essor avec des applications potentielles dans 

plusieurs champs disciplinaires dont celui de l’imagerie biomédicale. Selon la technique 

utilisée, l’imagerie biomédicale peut nécessiter l’utilisation d’agents de contraste exogènes 

dans un but de comprendre des phénomènes physiologiques et de permettre de mieux 

diagnostiquer différentes pathologies. 

Dans ce contexte, l’imagerie constitue un outil d’investigation de choix dans plusieurs champs 

de la médecine et de la biologie, de nombreuses techniques sont aujourd’hui couramment 

employées. Parmi celles-ci, l’imagerie optique est en pleine expansion avec en particulier la 

diffusion très large des techniques de microscopie confocale et de microscopie 

multiphotonique couplée au développement récent de nombreux marqueurs fluorescents. 

Cependant, les techniques de microscopie basées sur la fluorescence comportent certaines 

limitations comme l’autofluorescence des tissus (qui est importante aux longueurs d’ondes 

d’émission de la plupart des fluorophores) et le photoblanchiment des sondes organiques (qui 

limite les durées d’observation et peut induire une phototoxicité). De plus, les sondes optiques 

plus récentes basées sur des nanocristaux semiconducteurs (ou quantum dots) présentent aussi 

des inconvénients comme le « blinking », un clignotement de la fluorescence qui perturbe la 

formation des images et surtout une toxicité élevée qui les exclue de toute application in vivo. 

Par ailleurs, les techniques de microscopie cohérente basées sur des interactions optiques non-

linéaires, et en particulier la génération de second harmonique (Second Harmonic Generation, 

SHG), sont aussi en plein essor dans le domaine de l’imagerie biologique. Dans ce contexte, 

le développement de sondes exogènes spécifiques pour la SHG est particulièrement 

prometteur. Ainsi, plusieurs équipes de recherche ont récemment démontré les potentialités de 

ces sondes formées par des nanocristaux non-centrosymétriques possédant la capacité de 

générer un signal de second harmonique. Contrairement aux marqueurs fluorescents 

classiques, les nanosondes SHG produisent des signaux cohérents, stables dans le temps et 

avec une grande flexibilité dans le choix de la longueur d'onde d'excitation. Ceci permet 

d’augmenter la profondeur d’imagerie dans les tissus, par exemple pour une excitation dans 

l’infrarouge, et de diminuer ainsi l’énergie lumineuse déposée dans le milieu. 

Cependant, l’utilisation de telles sondes pour des applications biomédicales nécessite une 

caractérisation stricte de leur stabilité dans les milieux aqueux, l’amélioration de leur 

propriétés physico-chimiques, leur fonctionnalisation pour un marquage spécifique, l’étude de 

leur furtivité vis-à-vis du système immunitaire et l’évaluation de leur toxicité sur les systèmes 

biologiques. Pour répondre à ces exigences, l’encapsulation de matériaux inorganiques sous 
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forme d’objets colloïdaux de taille nanométrique est une piste attrayante. L’élaboration de ce 

type d’objet permet une protection du cœur inorganique de la particule contre la dégradation 

physique ou chimique. Une couche protectrice adaptée rend aussi possible la 

fonctionnalisation de la surface des nano-objets de structure cœur-écorce ainsi qu’un contrôle 

de leur taille et de leur morphologie. C’est pour cela que l’incorporation de nanoparticules 

inorganiques dans une matrice polymérique est une approche couramment utilisée afin de 

combiner les propriétés de biocompatibilité du polymère à celles des nanoparticules 

inorganiques.  

 

Le travail de recherche présenté dans ce manuscrit de thèse est centré sur la fabrication et la 

caractérisation de nouvelles sondes SHG pour une utilisation en tant que marqueurs 

biologiques en imagerie optique non-linéaire. Au cours de ces travaux, différents procédés de 

synthèse et d’encapsulation ont été investis pour la préparation de ces nanoparticules hybrides 

combinant un matériau inorganique et des macromolécules organiques. Nos recherches ont 

été menées avec un souci de respecter au mieux les critères suivants propres aux applications 

visées, à savoir : 

- une taille submicronique, de préférence inférieure à 100 nm, afin de faciliter le passage 

à travers la barrière biologique ; 

- une faible polydispersité de taille et de forme ; 

- une furtivité pour échapper au système immunitaire ; 

- une stabilité physico-chimique dans le milieu aqueux satisfaisante ; 

- leur biocompatibilité et biodisponibilité ; 

- une faible toxicité vis-à-vis du milieu physiologique. 

 

Les travaux de cette thèse ont été soutenus par le cluster MACODEV (MAtériaux et 

COnception pour un DEVeloppement durable) de la région Rhône-Alpes. Ils se sont déroulés 

dans le cadre d’une collaboration entre le LAGEP1 de l’Université de Lyon-1 et le laboratoire 

SYMME2 de l’Université de Savoie. D’autre part, cette thèse a eu pour cadre le projet 

Interreg NAOMI (NAno-sOndes Multifonctionnelles pour l’Imagerie), qui rassemble des 

laboratoires de recherche publics et des partenaires industriels de France et de Suisse3.  

                                                 
1 Laboratoire de Génie dEs Procédés, 
2 SYstèmes et Matériaux pour la MEcatroniques, 
3 Université de Savoie, Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Université Lyon 1,  Institut Universitaire de 
Pathologie de Lausanne, Université de Genève, Advanced Accelerator Applications et Epithelix. 
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Une part importante de ces travaux est consacrée à la synthèse de particules hybrides à base 

d’iodate de fer (Fe(IO3)3). Ce matériau présente d’excellentes propriétés optiques non-

linéaires et aussi, a priori, une très faible toxicité, adapté aux applications visées. Le 

laboratoire SYMME est engagé depuis quelques années sur la synthèse de ce matériau non-

centrosymétrique en utilisant notamment la technique de co-précipitation en solution 

homogène et en microémulsion inverse. Les particules ainsi obtenues étaient exclusivement 

des bâtonnets de 10 à 20nm de diamètre et de longueur variable entre 100nm et 2µm. 

L’absence d’un contrôle effectif de la taille et de la morphologie semblait démontrer que la 

structure cristalline et la nature polaire du matériau étaient responsables de cette croissance 

anisotrope. En effet, seules des structures unidimensionnelles étaient obtenues malgré 

l’utilisation de différents tensioactifs (AOT et Triton X-100) et de différentes phases 

organiques (isooctane, heptane, cyclohexane) dans une large gamme de concentrations en 

tensioactifs et réactifs. 

Nos travaux de recherche ont été réalisés en parallèle et dans la continuité de ces résultats 

antérieurs. Une première étude centrée sur la synthèse de nanoparticules de Fe(IO3)3 a été 

menée en se basant sur un procédé de microémulsion modifié par l’ajout de molécules de 

faible poids moléculaire tel que le polyéthylène glycol (PEG). Par la suite, le procédé de 

miniémulsion inverse a fait l’objet d’une étude approfondie. Nous avons employé la synthèse 

in situ par polymérisation en miniémulsion inverse pour former et encapsuler le Fe(IO3)3 dans 

une matrice polymérique biocompatible. Des études portant sur la stabilisation en milieu 

aqueux d’autres particules inorganiques ont également été réalisées, en particulier pour des 

nanocristaux de niobate de potassium (KNbO3) dont les propriétés de génération de second 

harmonique sont également reconnues. Nous avons modifié et fonctionnalisé leur surface par 

un procédé simple et efficace sans ajout de tensioactif. 

  

Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit sont scindés en 3 chapitres. Le premier 

chapitre présente tout d’abord les principales méthodes de synthèse utilisées durant nos 

travaux de recherche (co-précipitation, microémulsion inverse et miniémulsion inverse). Nous 

continuons par un état de l’art du domaine d’étude, présenté sous la forme de deux articles de 

revues (en cours de préparation) portant d’une part sur la synthèse et les applications 

biomédicales des nanoparticules inorganiques individuelles et d’autre part, sur les méthodes 

d’encapsulation et de fonctionnalisation de ces nanoparticules.  
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Nous poursuivons ce manuscrit par la partie expérimentale de nos travaux de recherche. Le 

chapitre 2 décrit la synthèse de nanocristaux d’iodate de fer en utilisant deux procédés de 

synthèse. Nous présentons dans un premier temps les résultats obtenus via la microémulsion 

inverse modifiée par l’ajout de divers additifs. Cette partie décrit une étude préliminaire 

permettant d’évaluer l’influence de différents polymères sur les caractéristiques des 

nanoparticules obtenues, puis une étude approfondie en utilisant le PEG comme additif 

préférentiel. Ces travaux sont présentés sous forme d’un article accepté. Nous exposons 

ensuite la préparation des nanocristaux de Fe(IO3)3 par le procédé de miniémulsion inverse.  

Le chapitre 3 présente les travaux réalisés avec comme objectif l’encapsulation des 

nanoparticules inorganiques SHG. Une première étude a consisté à exploiter le procédé de 

polymérisation en miniémulsion inverse pour réaliser simultanément la synthèse et 

l’encapsulation de nanoparticules d’iodate de fer. Ces travaux sont présentés sous forme d’un 

article scientifique en cours de préparation. Nous exposons par la suite nos travaux portant sur 

l’encapsulation de nanoparticules de niobate de potassium utilisant une macromolécule 

spécifique, l’aminodextran. La méthode d’adsorption de ce polymère est également présentée 

sous la forme d’un article scientifique en cours de préparation.  

Nous terminons ce manuscrit par une conclusion générale regroupant les données clés de nos 

recherches et leurs perspectives pour la réalisation et l’utilisation de nanoparticules hybrides 

SHG.  
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Introduction 
Le domaine biomédical s’intéresse depuis quelques années au développement de 

nanoparticules inorganiques. Dans ce chapitre, nous décrivons des méthodes de synthèse de 

ces nanoparticules. Notre attention s’est particulièrement portée sur deux méthodes que nous 

avons exploitées pour la préparation des nanocristaux d’iodate de fer : la co-précipitation en 

microémulsion inverse et en miniémulsion inverse. Deux revues scientifiques viennent ensuite 

compléter cette première partie. La première revue traite de la préparation, de la 

fonctionnalisation et des applications des nanoparticules inorganiques dans le domaine de la 

santé. L’encapsulation de ces nanoparticules par diverses méthodes et leurs applications 

biomédicales in vitro et in vivo sont discutées dans la seconde revue. 
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I. Synthèse de nanoparticules par voie chimique  
I.1. La co-précipitation  

I.1.a. Notions de base 

De nombreux matériaux inorganiques ont été synthétisés par co-précipitation de réactifs 

solubles en milieu aqueux. La co-précipitation est définie comme une cristallisation réactive3, 

entrainant la précipitation d’un produit de réaction entre plusieurs réactifs. Le mécanisme de 

co-précipitation n’est pas encore entièrement compris, en raison de la difficulté de décerner 

les processus de nucléation, de croissance, de mûrissement et d’agrégation. 

Les réactions de co-précipitation ont cependant été décrites avec les caractéristiques 

suivantes4 :  

- les produits de réaction sont des espèces généralement peu solubles en milieu aqueux, 

formées dans des conditions de forte sursaturation ; 

- ces conditions entrainent la formation d’un grand nombre de petites particules, la 

nucléation est par conséquent une étape clé du processus ; 

- des processus secondaires, tels que le mûrissement d'Ostwald et l'agrégation, influent 

considérablement la taille, la morphologie et les propriétés des particules finales ; 

- les conditions de sursaturation étant nécessaires à la précipitation, de nombreux 

facteurs expérimentaux tels que l’agitation et la vitesse d’ajout des réactifs peuvent 

influencer la cinétique et la morphologie des particules finales.  

 

Si l’on considère de manière générale la réaction de précipitation suivante : 

 

AxBy(s)  

 

Il est utile de définir la solubilité et la sursaturation qui sont des grandeurs fondamentales dans 

le processus de précipitation. La solubilité représente l’équilibre thermodynamique, alors que 

la sursaturation gouverne la cinétique des mécanismes de précipitation.  

La relation d’équilibre entre le produit et les réactifs est donnée par la constante de solubilité 

Ks  (Équation I.1): 

  Équation I.1 
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avec aA et aB les activités du soluté A et du soluté B respectivement et Ks la constante de 

solubilité. 

 

Le degré de sursaturation S est donné par l’Équation I.2 : 

 

         Équation I.2 

 

Nous pouvons noter que les réactions de co-précipitation sont relativement simples à décrire 

lorsque le milieu réactionnel ne contient que deux éléments. 

 

I.1.b. Etape de nucléation 
 
La formation des cristaux au sein d’une solution sursaturée nécessite la présence de nucléi 

autour desquels les molécules de soluté vont s’organiser. La nucléation est le mécanisme qui 

donne naissance à ces entités. Elle est considérée comme une étape limitante. Différents 

mécanismes de nucléation ont été distingués par Garside5 en fonction du site d’amorçage de la 

nucléation. 

- la nucléation homogène se déclenche dans un milieu sursaturé exempt de cristaux ou 

d’autres particules solides ; 

- la nucléation hétérogène est une production primaire en présence de particules solides 

dans le milieu ; 

- la nucléation secondaire regroupe tous les mécanismes de production de nucléi liés à 

la présence de cristaux dans laquelle la solution est soit à l’équilibre, soit sursaturée.  

La nucléation homogène est un mécanisme nécessitant une forte sursaturation. Les molécules 

de soluté dans la solution sursaturée forment des nucléi dont la distribution en taille suit la loi 

de Boltzmann. Les nucléi de taille inférieure à la taille critique se dissolvent alors que les 

autres constituent des entités solides qui vont croitre. Le passage de l’état liquide à l’état 

solide nécessite une certaine énergie qui est associée à la création de cette interface. Cette 

énergie libre peut être calculée pour déterminer la taille critique. 

En supposant que les nucléi soient sphérique, la variation d’énergie libre est composée d’un 

terme de surface et d’un terme de volume, suivant l’Équation I.3 : 

      Équation I.3 
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Figure I.1 : Représentation des variations de l’énergie libre d’un système (reproduit par Mullin6). 

 

Comme il l’est représenté dans la Figure I.1, lorsque l’énergie du système atteint son 

maximum, des nucléi d’un rayon critique R* apparaissent (nucléation), la croissance de nucléi 

continue ensuite avec la diminution de l’énergie du système jusqu’à atteindre la valeur zéro. 

Lorsque l’énergie est faible (négative) le nombre de nucléi capable de croitre augmente. La 

cinétique de la croissance est fonction de la sursaturation dans des conditions expérimentales 

fixes (température, pression). 

La représentation graphique du modèle de La Mer décrit la variation de la concentration en 

réactifs en fonction du temps au cours de la réaction de précipitation (Figure I.3).  

 
Figure I.2: Diagramme La Mer7. 

 

La concentration en réactifs augmente jusqu’à une concentration minimale avant laquelle la 

nucléation n’a pas lieu (C*min). De manière plus concrète, la nucléation commence à partir de 
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ce point. La concentration du réactif augmente jusqu'à une concentration maximale de 

nucléation, C*max. Par la suite, la diminution de la concentration est due à la nucléation, la 

croissance et la précipitation des particules. L'intervalle entre Cs et C*max est appelé gamme de 

sursaturation. En dessous de C*min, la nucléation cesse et la croissance se poursuit jusqu’à Cs. 

 

I.1.c. Croissance 
Le processus de croissance des nucléi de faible taille pour former des particules plus grosses 

fait intervenir différents mécanismes. Le mécanisme prédominant est basé sur le transport par 

diffusion de molécules dissoutes. Le mécanisme de convection en surface des particules peut 

également être considéré. Les gradients de concentration et la température sont les principaux 

facteurs qui déterminent le taux de croissance. La diffusion peut être externe, le soluté est 

présent dans la couche limite entourant la particule en formation, ou par incorporation de 

réactifs dans le réseau cristallin de la particule en croissance (croissance par intégration), 

comme représenté en Figure I.3 

    

Figure I.3 : Représentation des phénomènes de croissance par diffusion. 
 

 

I.1.d. Phénomène d’agglomération 

Au cours de la précipitation ou après leur production, les nanoparticules peuvent adhérer les 

unes aux autres et former des agrégats de taille croissante sous l'influence de forces physiques 

(floculation et coagulation). Le phénomène de floculation est réversible alors que la 

coagulation est irréversible. Dans les deux cas, l’agrégation des nanoparticules est maintenue. 

Des processus ultérieurs peuvent toutefois rompre cette distinction. C’est notamment le cas de 

la coalescence. 

L’agglomération est un phénomène de coagulation de particules en suspension, il est le 

résultat des interactions de Van der Waals qui ne dépendent que de la nature des matériaux en 

présence. L’agglomération peut ainsi engendrer des modifications des caractéristiques 

granulométriques : augmentation de la taille moyenne et diminution du nombre de particules. 

Des forces physiques sont à la base de ces phénomènes. La stabilisation est dite 
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électrostatique lorsque les forces répulsives sont générées par la présence des charges à la 

surface des particules. Par conséquent le pH peut modifier les charges de surface des 

particules et la nature de la double couche électrique. Il est donc un paramètre important dans 

la stabilité des suspensions colloïdales8. La Figure I.4 rassemble les différents phénomènes de 

déstabilisation colloïdale envisageables.  

 

 

Figure I.4: Représentation schématique des processus de déstabilisation. 

 

I.1.e. Mûrissement d’Ostwald 
L'importance du mûrissement d'Ostwald (ou maturation d’Ostwald) sur la stabilité colloïdale 

des systèmes dispersés a été largement soulignée dans la littérature9,10. Le mûrissement 

Ostwald est un phénomène par lequel les particules les plus grandes grossissent au détriment 

des plus petites (cf. Figure I.5) durant le processus de croissance en raison de l’effet Kelvin11. 

Ce phénomène dit « de vieillissement » d’un système dispersé est régi par la solubilité des 

particules qui est inversement proportionnelle à leur rayon. La dépendance de la solubilité 

d’une particule par rapport à sa taille dans le cas d’une sphère de rayon r est géré par la 

relation de Gibbs-Thomson12 (Équation I.4) :  

               Équation I.4 
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avec Cr, la concentration en solution, Ceq, la concentration d’équilibre avec le solide de taille 

infinie, M la masse molaire du solide, ρ la masse volumique du solide, R la constante des gaz 

parfaits et T la température (K). 

 

La cinétique liée au mûrissement d’Ostwald est régie par deux processus fondamentaux : 

- la diffusion des molécules de soluté ; 

- l'attachement ou le détachement (croissance des cristaux et dissolution) vers et à partir 

de la surface de la particule. 

 

 

 

Figure I.5: Illustration schématique du phénomène de mûrissement d’Ostwald. 
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I.2. Synthèse en microémulsions inverses 

Une microémulsion est définie comme un système thermodynamiquement stable dans 

laquelle deux phases non miscibles (l’eau et l’huile) sont mélangées pour former une 

suspension translucide13, la suspension micellaire. Les micelles, gouttelettes stabilisées par 

des tensioactifs présentant des structures sphériques ou ellipsoïdales (Figure I.6), peuvent être 

directes (huile dans eau) ou inverses (eau dans huile). Plus précisément, une microémulsion 

est un système ternaire composé d’eau, de molécules stabilisantes et de solvant organique ou 

quaternaire composé de ces trois éléments auxquels s’ajoute un co-surfactant. Pour une 

composition spécifique et à l’équilibre thermodynamique, les tensioactifs vont s’auto-

assembler sous la forme de micelles de forme sphérique minimisant ainsi l’énergie 

d’interface14. 

Les microémulsions inverses sont de nos jours largement utilisées en tant que « nano-

réacteurs », ils représentent un milieu confiné qui joue un rôle de gabarit ou de « template » 

pour la synthèse de nanomatériaux. Dans certains cas, on peut obtenir en fonction de la 

composition initiale des microémulsions un excellent contrôle des caractéristiques physico-

chimiques des nanoparticules synthétisées, telles que la taille, la morphologie et la surface. En 

particulier, la distribution de taille étroite des nano-objets finaux est à relier aux distributions 

monomodales des gouttelettes dont la taille peut être ajustée entre 5 et 100nm. Pour cela, le 

« rapport w » qui est défini comme le rapport molaire entre l’eau et le tensioactif, doit être 

ajusté. En pratique, chaque système et chaque matériau nécessite une étude expérimentale 

complète puisque de nombreux facteurs expérimentaux comme la vitesse d’agitation, la 

température, la nature du surfactant et de la phase huile ou encore la concentration en 

proportion stœchiométrique ou non des réactifs, influencent très fortement les cinétiques de 

formation des particules et leur distributions de taille. 
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Figure I.6: Illustration schématique de la structure d’un tensioactif (a), d’une micelle inverse 
eau dans huile (b) et d’une micelle directe huile dans eau (c). 

 

La littérature décrit de nombreuses études utilisant les microémulsions inverses pour 

synthétiser différents types de nanoparticules, dont les nanoparticules métalliques et 

bimétalliques, les boites quantiques (quantum dots), les oxydes métalliques, les nanoparticules 

polymériques (les latex)4,15. Mais avant d’aborder ces aspects, il est utile de rappeler quelques 

notions de bases sur les tensioactifs et leur auto-organisation.  

 

I.2.a. Formation des microémulsions 

Nous allons discuter dans cette partie des principaux paramètres relatifs à la formation des 

microémulsions. 

 

I.2.a.i. Les tensioactifs  

Les tensioactifs (ou agents de surface) sont des molécules composées d’un groupement 

polaire hydrophile (tête polaire) et d’un groupement hydrophobe composé d’une ou de 

plusieurs chaines aliphatiques de longueurs variables. La partie polaire est stable dans l’eau 

alors que la partie hydrophobe s’oriente vers la phase organique. Les tensioactifs permettent 

de diminuer la tension superficielle entre deux phases non miscibles. Plusieurs types de 

tensioactifs peuvent être utilisés pour obtenir des systèmes micellaires : des tensioactifs 

ioniques (cationiques, anioniques ou zwittérioniques) et des tensioactifs non ioniques. 

La solubilisation des tensioactifs ioniques dans l’eau entraine l’ionisation des têtes polaires 

chargées en libérant des contres ions dans la phase aqueuse. Le tensioactif anionique le plus 
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communément utilisé pour les synthèses de nanoparticules est le bis(2-éthylhexyl) 

sulfosuccinate de sodium (AOT) (Figure I.7 (a)) dont la structure chimique permet de faire 

varier le rapport eau/tensioactif dans une large gamme en ayant toujours des micelles inverses 

sphériques. Le bromure de cetyltriméthylammonium (CTAB) est quant à lui un tensioactif 

cationique utilisé pour diverses applications, par exemple pour l’extraction de l’ADN en 

milieu aqueux16 et pour la synthèse de nanoparticules inorganiques d’or17 (Figure I.7 (b)).  
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Figure I.7: Structure chimique de l’AOT (a) et du CTAB (b). 

 

La combinaison du caractère cationique et anionique est propre aux tensioactifs 

zwittérioniques (amphotères), nous pouvons citer comme exemple de molécules les 

phospholipides et les dérivés d’acide aminé. 

Les tensioactifs non-ioniques contiennent un groupement polaire non chargé dont l'affinité 

avec l'eau est due aux interactions fortes dipôle-dipôle résultant de liaisons hydrogènes. Parmi 

les tensioactifs non-ioniques, le sorbitan mono-oléate (span®80), le tétraéthylène glycol 

monododecylether (C12E4) sont des tensioactifs d’intérêt pour la synthèse de nanoparticules 

inorganiques. La fonction tensioactive de ce dernier est modulée par le nombre d'unités 

d’oxyde d’éthylène qui composent la tête hydrophile et par la longueur de la chaine 

hydrocarbonée hydrophobe (Figure I.8). 

 

O

HO

O

O

HO

HO

O
O H

n

5 6
(a)

(b)

 

Figure I.8: Structure chimique du Span 80 (a) et C12E4 (b). 
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Concentration Micellaire Critique (CMC) 

Les tensioactifs en solution ont tendance à s’auto-assembler, cette propriété principale est 

caractérisée par la concentration micellaire critique (CMC). La CMC est la concentration en 

tensioactifs au-delà de laquelle les micelles commencent à se former. Lorsque des tensioactifs 

sont ajoutés dans une solution aqueuse, ils se placent immédiatement en surface avec la tête 

hydrophile dans l’eau et la queue hydrophobe à l’extérieur (interface air/eau). Une fois la 

surface saturée, l’ajout supplémentaire de tensioactifs dans la solution rend possible 

l’établissement de structures organisées au sein du liquide. La CMC peut être mesurée en 

déterminant par exemple la courbe spécifique de la tension de surface en fonction de la 

concentration en molécules tensioactives (Figure I.9). 

 

Figure I.9: Schéma représentatif de la formation des micelles en fonction de la concentration en 
tensioactifs. 

 

La formation des nanogouttelettes dans le cas des microemulsions est spontanée 

contrairement à ce que nous verrons dans le cas des miniémulsions 

 

Auto-assemblage des tensioactifs 

L’auto-assemblage des tensioactifs peut conduire, en fonction de la composition du milieu et 

du tensioactif utilisé, à diverses structures au sein de la suspension telles que des micelles, des 

phases hexagonales ou lamellaires. Dans chaque cas, le phénomène d’auto-assemblage est un 

processus spontané ne nécessitant aucun apport d’énergie. La Figure I.10 rassemble les 

différentes structures possibles obtenues par auto-assemblage de tensioactifs. 
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Figure I.10 : Schéma représentant différents systèmes d’auto-assemblage de tensioactifs18. 

 

Israelachvili et al.19 et Tanford et al.20 ont proposé une description semi-quantitative de la 

relation entre la forme moléculaire des tensioactifs et la formation de phases par auto-

assemblage. Ils ont défini le paramètre critique d’empilement (Critical Packing Parameter, P) 

comme étant le rapport du volume de la partie hydrophobe de la molécule (v) sur le produit de 

la longueur maximale de cette partie (lc) par la surface optimale occupée par la molécule (ao) à 

l’interface entre l’agrégat et le solvant (aο. lc). P décrit ainsi l’importance relative des parties 

hydrophobes et hydrophiles pour chaque tensioactif. 

 

           Équation I.5 

 

Différentes structures d’auto-assemblage peuvent être favorisées suivant P (Figure I.10). Si P 

est faible (P<1), des structures telles que des micelles sphériques, hexagonales ou des phases 

cubiques sont facilitées. Une valeur P proche de 1 favorise une phase lamellaire. La formation 

de vésicules ou de liposomes peut également avoir lieu lorsque le tensioactif est dispersé dans 

l'eau. Si P est grand (P>1), des structures d’auto-assemblage inverses, telles que des micelles 

inverses, hexagonales inverses ou des structures cubiques inverses sont produites. La 
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concentration en tensioactif est aussi un paramètre clé pour la description des phases formées. 

Nous allons décrire dans la prochaine partie le diagramme de phase dans les systèmes 

ternaires (huile/eau/tensioactifs) permettant de comprendre et contrôler la formation de 

microémulsions inverses. 

 

I.2.a.ii. Diagramme de phase des systèmes ternaires 

Winsor21 a décrit un diagramme de phase théorique basé sur la variation des trois composants 

de la microémulsion (Figure I.11). Ce diagramme de phase donne une représentation des 

effets de la proportion de chaque composant sur la structure des systèmes auto-organisés. 

 

 

Figure I.11 : Diagramme de phase théorique pour des systèmes de microémulsion.  

 

Les sommets du diagramme correspondent à une quantité de 100% du composé 

correspondant : eau, huile et agents stabilisants (tensioactifs seul ou mélange tensioactifs/co-

tensioactifs), dans des conditions expérimentales fixes. La température, la pression ou encore 

la présence d’excipients (des polymères par exemple) sont des facteurs influençant le nombre 

de domaines.  

Des microémulsions inverses constituées de gouttelettes d’eau dans l’huile sont obtenues avec 

une teneur faible en eau (domaine I, Figure I.11) alors que des microémulsions directes 

composées de gouttelettes d’huile dans l’eau sont obtenues avec une teneur en eau importante 

(domaine II, Figure I.11) et une quantité suffisante en agents stabilisants. Il  existe une 
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situation intermédiaire entre ces deux domaines dans lequel les tensioactifs s’auto-assemblent 

en monocouche ou en bicouche, séparant les phases aqueuses et organiques (domaine IV). Un 

système biphasique peut apparaitre lorsque la teneur en agent stabilisant est faible (domaine 

III).  

I.2.a.iii. Structure d’une microémulsion inverse  

Les microémulsions inverses permettent de solubiliser (disperser) des molécules hydrophiles 

telles que des peptides, des protéines, des enzymes ou encore des ions. Elles sont exploitées 

pour la synthèse de nanomatériaux. 

La taille d’une gouttelette d’eau stabilisée dans une phase organique est typiquement de 

l’ordre de la dizaine de nanomètre. Le cœur de la micelle formant un réservoir d’eau est 

caractérisé par le paramètre W = [H2O]/[S]. Pileni22 a suggéré que le rayon du réservoir d'eau, 

Rw, dépend linéairement de la teneur en eau. Cela peut être expliqué par un modèle 

géométrique en supposant que les gouttelettes d'eau soient des sphères monodisperses, que la 

surface occupée par une molécule de tensioactif soit constante et que toutes les molécules de 

tensioactifs participent à l'interface. La Figure I.12 représente une micelle inverse avec au 

centre l’eau dite « libre » et une couche d’eau dite « liée » d’épaisseur d. Ic correspond à la 

longueur de la chaine hydrocarbonée et dh est l’épaisseur des têtes polaires. Rw s’exprime sous 

la forme : 

 

         Équation I.6 

 

Avec Vaq le volume d’eau occupé dans la micelle, σ la surface occupée par la tête polaire du 

tensioactif et [S] la concentration en tensioactifs. 

 

Figure I. 12: Structure d’une micelle inverse. 
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Ce modèle géométrique simple permet de démontrer la proportionnalité entre le rayon de la 

micelle et le paramètre W. Rw va ainsi augmenter linéairement avec la quantité d’eau si la 

concentration en tensioactifs reste fixe. 

 

I.2.b. Réaction de co-précipitation en microémulsion 

I.2.b.i. Principe  

Dans le cadre de la synthèse de nanoparticules en microémulsions inverses, celles-ci peuvent 

jouer un rôle de gabarit (les « nanoréacteurs ») et limiter les réactions chimiques telles que les 

réactions catalytiques23, la co-précipitation24 ou les réactions de Maillard25. Dans le cas de la 

co-précipitation, la réaction chimique se produit généralement après mélange de deux 

microémulsions initiales contenant chacune l’un des deux réactifs piégé dans le cœur aqueux. 

Ces systèmes étant dynamiques, le mouvement Brownien est responsable de collisions entre 

gouttelettes qui conduisent à des dimères et au processus d’échange intermicellaire. 

L’échange intermicellaire entre le cœur de deux micelles est très rapide (à l’échelle de la 

microseconde) et permet la réaction chimique entre les réactifs conduisant à la formation de 

molécules finales (produit de la réaction). L’étape suivante est la fission du dimère conduisant 

d’une part à une micelle contenant le produit et d’autre part à une micelle « vide » contenant 

exclusivement de l’eau. Le mécanisme général de la synthèse de nanoparticules en 

microémulsion inverse est schématisé dans la Figure I.13. 

 

Figure I.13: Mécanisme de Formation de précipitation dans la micelle inverse. 

 
Un dimère est thermodynamiquement instable, son temps de demi-vie a été estimé entre 10-3 

et 10-2 secondes26 et toutes les collisions entre gouttelettes ne forment pas systématiquement 

des dimères. Les réactions de co-précipitation, la nucléation et la formation de particules 

dépendent donc fortement des propriétés du film de tensioactifs. L’un des paramètres est la 

flexibilité du film qui lui permet de se réorganiser plus ou moins facilement comme indiqué 

par la Figure I.1427. La courbure du film associée à cette flexibilité dépend du type de 

tensioactif, des conditions thermodynamiques, de la nature de la phase organique, du rapport 

w et de la présence d’excipients tels que des polymères ou des co-surfactants (des alcools par 
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exemple). De plus, elle affecte directement le taux d’échange intermicellaire qui est désigné 

par le coefficient d’échange (kex).  

 

 

Figure I.14 : Représentation schématique d’un dimère formé après collision de deux gouttelettes. 

 
A titre d’exemple, l’analyse temporelle de la précipitation du carbonate de calcium (CaCO3) 

en microémulsions inverses a été effectuée par Rauscher et al.24. Ils ont estimé des temps pour 

chaque processus : la réaction chimique (10-12-10-8 sec), l’échange intermicellaire (10-8-10-3 

sec), la nucléation (10-12-10-8 sec) et la croissance des particules (10-3-10-1 sec). Nous pouvons 

alors considéré que les particules produites sont formées instantanément et que c’est l'échange 

intermicellaire qui limite la réaction puis la nucléation.  

 

I.2.b.ii. Influence des paramètres expérimentaux   

 
Effet du rapport w 

L’influence du rapport w a été étudié intensivement par plusieurs équipes de recherche (e.g. 

Pileni et al28, Lopez-Quintela et al29) en tant que paramètre d’importance pour le contrôle de 

la taille et de la morphologie des particules obtenues par microémulsions inverses30,31. De 

manière générale, c’est toute la cinétique de formation des particules associée aux étapes de 

réaction chimique (limitée ou pas par l’échange micellaire), de nucléation et de croissance des 

particules qui dépend du rapport w32.  

A l’échelle nanométrique, une diminution de w augmente la rigidité du film, réduit l’échange 

intermicellaire, diminue le temps de vie du dimère et la taille du canal intermicellaire et 

conduit ainsi à la production de particules monodisperses de taille petite.  Inversement, la 

taille et la polydispersité peuvent augmenter jusqu’à une valeur limite pour laquelle l'ajout 

d’eau n’influence plus les caractéristiques physico-chimiques des particules. C’est le cas des 

Inversion de la courbure du film 
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particules de cuivre produites dans des microémulsions à base d’AOT33. Cependant, il est à 

noter que cette tendance ne peut s’appliquer à tous les types de nanomatériaux.  

 

Effet de la concentration des réactifs 

De manière générale, la concentration en réactifs a un effet important sur la taille, la 

polydispersité, la forme, la cinétique de formation et la cristallinité des particules finales. La 

taille des particules peut augmenter de manière linéaire avec cette concentration34,35 pour des 

quantités initiales stœchiométriques mais cette règle n’est pas générale. Si l’un ou l’autre des 

réactifs est en excès, les interactions organiques-inorganiques à l’interface entre particules 

primaires et films de tensioactifs sont considérablement modifiées. Ainsi la forme, la 

cristallinité des particules finales et l’apparition éventuelle de formes complexes hybrides de 

taille micrométrique peuvent être considérées. Historiquement, cela a d’abord été démontré 

sur des nanoparticules d’oxydes de Ba2CrO4 et Ba2SO4
36,37 avant d’être largement discuté 

dans les revues38,39. Une autre étude récente montre aussi que pour BaSO4, des proportions 

initiales stœchiométriques (ou proches de la stœchiométrie) conduisent à la formation de 

nanoparticules sphériques dont la taille est limitée par le film de tensioactifs40. Lorsque l’un 

des réactifs est en excès, la concentration en électrolytes dans les micelles augmente et 

perturbe le film de tensioactifs ce qui aboutit à des particules en forme de cubes ou de 

plaquettes.  

 

Ajout d’électrolytes/ molécules additives 

Comme indiqué précédemment, l’utilisation d’un réactif en excès modifie considérablement 

les interactions organiques-inorganiques. De manière générale, c’est aussi le cas lorsque des 

électrolytes ou des additifs sont volontairement ajoutés dans la phase aqueuse. Selon les 

ajouts, il peut y avoir perturbation du film de tensioactifs et stabilisation (ou non) de certaines 

faces cristallographiques avec comme conséquence que la taille et la forme des particules 

finales peut très rapidement varier dans un faible intervalle de compositions des 

microemulsions initiales 41,42. A titre d’exemple, l'adsorption sélective de molécules ou d'ions 

sur différentes facettes d’un nanocristal affecte la croissance cristalline dans certaines 

directions43. De la même manière, l’effet du pH a été discuté sur la forme de ferrites de NiZn 

nanostructurés44. A pH acide, des nanocristaux en forme d'aiguille se forment alors que des 

sphères sont observées à pH plus élevé. Il est à noter que tous ces aspects seront aussi discutés 
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dans le chapitre II en ce qui concerne la synthèse de Fe(IO3)3 en microémulsions avec ajout 

ou non de molécules de PEG et pour différentes valeurs de w. 

 

Effet du solvant 

La flexibilité du film de tensioactifs dépend également de la nature du solvant organique 

(apolaire), elle affecte la taille finale des nanoparticules. Historiquement, Pileni et el.22 ont 

observé que l’isooctane permet d’obtenir des nanoparticules d’argent de taille plus importante 

qu’avec le cyclohexane. De même, des études ultérieures montrent que la nature du solvant 

affecte le taux de la croissance, la taille finale des nanoparticules et la polydispersité45,46 de 

nanoparticules de chlorure d’argent et de cuivre.  

Ces différences notables proviennent d’une différence significative du taux d’échange 

intermicellaire qui varie d’un facteur de dix entre les deux solvants47,48. En effet, les 

molécules de cyclohexane pénètrent plus facilement entre les chaines hydrophobes du 

tensioactif (AOT) en raison de son faible volume moléculaire ce qui augmente la rigidité du 

film de tensioactif. Au contraire l’isooctane a un volume moléculaire plus important ce qui 

rend l’interface plus flexible. Cela favorise la nucléation d’un grand nombre de petites 

particules qui s’arrêtent de croitre lorsque l’ensemble des réactifs est consommé.  

Cet effet du solvant a également été rapporté avec l’utilisation d’un tensioactif cationique 

comme le CTAB et le butanol en tant que co-surfactant49. Des particules plus grosses ont été 

obtenues avec le n-octane par rapport à l’isooctane de volume moléculaire plus faible. 
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I.3. Synthèse en miniémulsion 

Les nanoparticules structurées peuvent être préparées par la méthode de miniémulsion qui est 

une méthode attractive pour un large public académique et industriel50. Une miniémulsion est 

un système colloïdal stable composé de deux phases non miscibles, une phase dispersée et une 

phase continue51,52. Selon la nature de la phase dispersée et dispersante, la miniémulsion peut 

être directe (huile dans eau) ou inverse (eau dans huile). La technique de préparation de 

nanoobjets par miniémulsion est très polyvalente en raison des nombreuses possibilités 

réactionnelles dans les nanogouttelettes permettant ainsi l’obtention de nanoparticules 

polymériques, inorganiques, ou hybrides avec des tailles comprises entre 50 et 300nm, 

comme l’ont rapporté Landfester et al.53. Les réactions mises en jeu peuvent être des réactions 

de polymérisation25, de cristallisation54 ou encore de polycondensation55. Par exemple, la 

réaction de polymérisation radicalaires en miniémulsion permet la préparation de 

nanoparticules polymériques (des latex), de nanoparticules hybrides et de composites de taille 

et de morphologie contrôlées56.  

La décomposition des amorceurs de polymérisation hydrophobes ou hydrophiles tels que le 

potassium persulfate (KPS) et l'azo-bis-isobutyronitrile (AIBN) génère des radicaux dans le 

milieu. Ces derniers amorcent la réaction de polymérisation composée d’une première phase 

de nucléation, d’une phase de propagation permettant de générer des oligomères, et d’une 

étape de terminaison concluant la polymérisation. La charge des particules finales peut être 

définie par la nature chimique de l’amorceur. L’étape d’émulsification, la concentration et la 

nature du tensioactif, l’agent de pression osmotique sont des éléments clés dans le contrôle 

des paramètres physico-chimiques des particules finales.  

I.3.a. Étape d’émulsification 
L’étape d’homogénéisation (émulsification) nécessite un apport important d’énergie qui 

permet la déformation et la rupture des gouttelettes. Ces phénomènes peuvent être générés par 

des techniques de cisaillement fort (ultraturrax). Cependant pour l’obtention de gouttelettes de 

taille fine et de distribution homogène, l’utilisation d’équipements hautement énergétiques est 

nécessaire. A l'échelle du laboratoire les sondes à ultrasons ont été largement décrites comme 

une méthode d’émulsification efficace57. Pour la production de quantités plus importantes, les 

homogénéisateurs à haute pression sont privilégiés58. L’émulsification par ultrasons est 

principalement gouvernée par des phénomènes de cavitation59. Des bulles générées créent des 

ondes de choc et la formation de jets de liquide de grande vélocité60. De manière générale, 

l’augmentation de la durée de traitement aux ultrasons conduit à une diminution de la taille 
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des gouttelettes et par conséquent à l’augmentation de l’interface huile/eau. Ainsi, la quantité 

de tensioactif apparait être d’une grande importance dans les phénomènes de recouvrement 

interfaciale et influe donc la stabilité colloïdale des miniémulsions générées. La miniémulsion 

atteint une taille de gouttelettes minimale qui est principalement fonction de la nature et de la 

quantité des différents composants et de l’énergie apportée61. La taille des nanogouttelettes 

évolue rapidement sous l’effet des ultrasons avant d’atteindre un état pseudo-stationnaire. À 

concentration en tensioactif fixe (généralement inférieur ou égale à la CMC), la taille et la 

distribution de taille est contrôlée par un équilibre de vitesse de fusion et de fission des 

gouttelettes permettant une diminution de la polydispersité des gouttelettes et l’obtention d’un 

état stationnaire (cf. Figure I.15)62.  

 

 

Figure I.15 : Schéma de la formation d’une miniémulsion par ultrason. 

 

I.3.b. Stabilité de la miniémulsion 
La nature et la quantité de tensioactif employé pour préparer les miniémulsions préviennent la 

coalescence des gouttelettes et donc contrôlent la stabilité colloïdale de la dispersion. Le 

dodécylsulfate de sodium (SDS) est un tensioactif ionique largement décrit dans la littérature 

comme modèle pour préparer des miniémulsions directes63,64. Récemment, des travaux 

montrent que les tensioactifs cationiques et non-ioniques peuvent être utilisés efficacement 

pour obtenir des miniémulsions stables et des particules finales exposant une distribution de 

taille étroite après polymérisation. Le span®80, l’AOT et le copolymère poly(éthylène-co-

butylène)-b-poly(oxyéthylène) (cf. Figure I.16) ont été utilisés pour préparer les 

miniémulsions inverses61,65,66. Ce copolymère est un tensioactif non-ionique comportant une 

partie hydrophile et une partie hydrophobe d’une masse de 3700 g/mol chacune. Il a été 

démontré que ce copolymère est plus efficace en raison de sa structure macromoléculaire qui 

apporte une forte stabilisation stérique, cette stabilisation est prédominante dans le cas des 

miniémulsions inverses.  
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       Poly(éthylène-co-butylène)-b-poly(oxyde éthylène) 

 

Figure I.16 : Représentation schématique du copolymère block amphiphile employé pour la 
miniémulsion inverse61. 

 

De plus, le mûrissement d’Ostwald peut être limité par l’ajout d’agent de pression osmotique, 

hydrophobe pour les miniémulsions directes (hexadécane) et hydrophiles pour les 

miniémulsions inverses (chlorure de sodium). La particularité des agents de pression 

osmotique est de présenter une faible solubilité dans la phase continue afin d’augmenter la 

pression de Laplace au sein des gouttelettes et donc augmenter la stabilité colloïdale. L’agent 

de pression osmotique ne peut pas diffuser d'une gouttelette à l'autre et est piégé dans chaque 

gouttelette, fournissant ainsi une pression osmotique à l'intérieur des gouttelettes, ce qui 

s'oppose à la pressure de Laplace67.  

 

I.3.c. Principe de synthèse  
Le principe primordial de la miniémulsion est de transformer des nanogouttelettes obtenues 

par émulsification en particules. Ce principe est basé sur la suppression des phénomènes de 

déstabilisation classiquement observées dans des émulsions (coalescence et mûrissement 

d’Ostwald). Le procédé de synthèse en miniémulsion inverse utilisé dans nos travaux découle 

de la microémulsion inverse. Dans la microémulsion la réaction chimique permettant la 

formation d’iodate de fer est générée par l’étape d’émulsification. Au contraire, le mélange de 

deux miniémulsions inverses contenant les réactifs ne conduit à aucune formation de 

particules d’iodate de fer, la seconde étape d’émulsification par l’ultrason induit la réaction 

chimique dans les gouttelettes (cf. chapitre II et III). 

La synthèse des nanoparticules d’iodate de fer, d’une part par la méthode de miniémulsion 

inverse et d’autre part, par la microémulsion inverse a été représentée schématiquement dans 

la Figure I.17. 
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Figure I.17 : Représentation schématique de la formation des nanoparticules d’iodate de fer par 
la méthode de microémulsion inverse et miniémulsion inverse. 

 

Le Tableau I.1 rassemble des données comparatives caractéristiques des procédés de 

microémulsion et de miniémulsion. 

 

Tableau I.1 : Comparatif de deux méthodes de synthèse de nanoparticules inorganiques 
(microémulsion vs miniémulsion). 

Microémulsion Miniémulsion 
Spontanée Fragmentation à haute énergie 
Tension interfaciale très proche de zéro Tension interfaciale  supérieure de zéro 
Quantité importantes en tensioactif (très 
supérieure de la CMC) 

Quantité faible en tensioactif (inférieure ou 
égale à la CMC) 

Généralement nécessite l’ajout de co-
tensioactifs 

Ne nécessite pas l’ajout du co-tensioactif 

Taille comprise entre 5 et 50 nm Taille comprise entre 50-300 nm 
Présence des processus de coalescence et de 
fission 

Stabilité contre la coalescence et le 
mûrissement d’Ostwald 

Nombre de micelle n’est pas égale au nombre 
de particules (nucléation secondaire) 

Le nombre des gouttelettes égale au nombre de 
particules finales (nucléation primaire) 
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II. Synthèse et encapsulation de nanoparticules inorganiques  

Cette deuxième partie du chapitre traite l’état de l’art portant sur les applications biomédicales 

des nanoparticules inorganiques. Cette étude bibliographique est traitée sous la forme de deux 

articles de revue en anglais, précédés pour chacun d’entre eux par une synthèse en français. 

II.1. Revue n°1: “Individual inorganic nanoparticles: preparation, functionalization 

and application for in vitro biomedical diagnostic” 
Les nanoparticules sont utilisées dans des domaines très variés et en particulier pour les 

bionanotechnologies. Dans ce domaine, différents types de particules colloïdales (organiques, 

inorganiques, hybrides et composites) sont exploitées. Par exemple, nous pouvons citer les 

particules à propriétés magnétiques ou fluorescentes, les colloïdes conducteurs, les nanogels 

stimulables, les latex, les vésicules, les capsules, l’or colloïdal etc... Ces particules sont d’ores 

et déjà exploitées dans un grand nombre d’applications en relation directe avec la santé 

humaine.  

Dans la plupart des cas, les particules sont utilisés comme outils de détection et/ou moyens de 

transport dans les microsystèmes, l’imagerie biomédicale, le tri cellulaire, la préparation 

d’échantillons et comme vecteur dans le domaine thérapeutique. Deux propriétés (magnétique 

et photophysique) sont largement exploitées dans le diagnostic biomédical à tous niveaux. Le 

caractère magnétique permet de réduire et d’accélérer les étapes de lavage et de concentration 

tout en facilitant le transport indispensable dans les microsystèmes et ceci grâce à l’utilisation 

d’un simple aimant ou électroaimant. Le caractère photophysique facilite la détection et la 

quantification des cibles (protéine, acide nucléique, virus, bactérie, cellules…). Les particules 

présentant ces propriétés sont généralement inorganiques. 

La préparation de nanoparticules inorganiques a suscité une attention particulière ces 

dernières décennies. Les nanoparticules les plus utilisées et les plus rapportées dans la 

littérature sont les oxydes de fer. Ces oxydes sont essentiellement préparés par co-

précipitation de deux sels, un sel ferreux et un sel ferrique en milieu fortement basique. Il est 

ainsi possible d’obtenir des oxydes de fer de taille nanométrique (taille moyenne comprise 

entre 5 et 12nm), qui peuvent être cationiques ou anioniques en fonction de la formulation 

élaborée. Les propriétés magnétiques dépendent principalement de la nature d’oxyde obtenu 

et par conséquent du rapport molaire des deux sels et de la température du milieu réactionnel. 

Il existe d’autres méthodes de synthèse plus complexes qui permettent d’avoir des oxydes de 

tailles, de morphologies et de propriétés physiques contrôlées. 
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La silice colloïdale est préparée en utilisant le procédé sol-gel qui permet d’obtenir des 

particules de tailles variables. Ce procédé de préparation est basé sur l’utilisant de dérivés 

silanes (le tetraethylorthosilicate, TEOS) qui précipitent en milieu basique suite à une réaction 

de polycondensation. L’utilisation d’un stabilisant permet de contrôler la taille finale des 

particules.  

Les nanoparticules métalliques (nanoparticules d’or ou d’argent) ont été largement étudiées 

pour la recherche sur le cancer au cours des dernières années en raison de leur synthèse facile, 

des possibilités de modification de leur surface, de leurs propriétés optiques intéressantes ainsi 

que leur excellente biocompatibilité. La méthode la plus utilisée pour la fabrication de ces 

nanoparticules est la précipitation dans la phase aqueuse. Cette méthode consiste à solubiliser 

des sels métalliques dans l’eau (acide tétrachloraurique ou nitrate d’argent) suivie par une 

réduction. La nature de l'agent réducteur a démontré un effet remarquable sur les 

caractéristiques des particules. Plusieurs agents réducteurs ont été étudiés pour contrôler la 

taille et améliorer la stabilité colloïdale des nanoparticules. Parmi les plus connus nous 

pouvons citer le citrate de sodium ainsi le borohydrure de sodium. Récemment, de nouvelles 

approches plus « environnementales » ont été développées afin de minimiser les déchets 

organiques, en réduisant au maximum l’emploi de produits toxiques (les solvants) et en 

utilisant des réactions rapides et efficaces. 

Les quantum Dots ou boites quantiques sont des nanocristaux semi-conducteurs de très faibles 

dimensions (CdSe, CdS, CdTe, ZnSe, ZnO, ZnS, GaN, GaP, GaAs et InAs). Ils peuvent être 

préparés en milieu dispersé en présence d’un support solide tel qu’une matrice polymère. Le 

procédé le plus simple consiste à contrôler la formation des nanocristaux en présence d’agents 

stabilisants en milieu micellaire direct ou inverse. Par exemple, la synthèse de sulfure de 

cadmium (CdS) a été réalisée en utilisant un mélange de sels de Cd2+ et S2- dans le méthanol 

en présence d’un agent stabilisant. La taille des nanocristaux, qui contrôle les propriétés 

optiques, dépend de la nature physico-chimique du milieu.  

Les particules de génération de second harmonique, au centre de nos travaux de thèse, ont été 

proposées plus récemment comme une nouvelle génération de sondes pour l’imagerie 

biomédicale. La génération de second harmonique est un processus non-résonant par lequel 

deux photons de fréquence ω se combinent pour former un photon à 2ω. Excité par un laser 

émettant par exemple à 800nm, une particule génère un signal de second harmonique à 400nm 

(la longueur d’onde divisée par deux) qui peut être exploité pour la détection. L’efficacité de 
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cette émission est très faible en comparaison avec la fluorescence. Cependant, les techniques 

de microscopie optique non-linéaire se sont considérablement développées ces dernières 

années : l’utilisation de lasers femtosecondes permet une détection aisée de ces nanosondes 

SHG. Les principaux avantages liés à ces sondes proviennent du caractère non-résonant de la 

génération de second harmonique :  

(i) Accordabilité en longueur d’onde : les sondes peuvent être excitées dans le proche 

infrarouge par exemple, permettant une séparation spectrale aisée avec les signaux 

parasites issus de l’échantillon biologique et également d’imager les tissus sur une 

grande profondeur de pénétration ;  

(ii) Photostabilité : dans les conditions standards d’excitation, les sondes montrent une 

grande stabilité de l’émission permettant de suivre des processus biologiques sur 

un long terme. D’autre part, les sondes ne présentent pas de phénomène de 

clignotement (« blinking ») comme cela est observé pour les quantums dots.  

Du point de vue matériau, ces sondes sont constituées de nanoparticules cristallines de 

structures non-centrosymétriques, condition indispensable à l’observation d’un signal SHG. 

Actuellement, les nanocristaux utilisés par les différents groupes de recherche impliqués dans 

cette thématique sont d’une part, des quantums dots comme le CdSe ou CdS qui ont 

d’excellentes propriétés de SHG mais présentent une toxicité élevée et d’autre part, des 

oxydes comme le ZnO, le KNbO3, le BaTiO3, le KTP ou le Fe(IO3)3. Il est intéressant de noter 

que peu de travaux ont décrit la synthèse spécifique de nanocristaux non-centrosymétriques, 

ce qui constitue l’originalité de nos travaux de recherche.  

La fonctionnalisation des nanoparticules inorganiques est largement rapportée dans la 

littérature et répond à des attentes multiples et complémentaires. Cela consiste à modifier la 

surface des nanoparticules par des groupements fonctionnels tels que les thiols, les amines, les 

carboxyles ou encore les hydroxy. Cette modification peut apporter certains avantages tels 

que l’augmentation de la stabilité physico-chimique ou la spécificité de ciblages. De 

nombreuses méthodes de fonctionnalisation des nanoparticules inorganiques ont été étudiées : 

- La modification par « échange et ajout de ligands » lors de la synthèse, comme par 

exemple dans le cas de nanoparticules d’or ;  

- L’adsorption de polymères à la surface par interactions électrostatiques, comme par 

exemple dans le cas de nanoparticules magnétiques ; 

- Le greffage covalent réalisé par des réactions chimiques à la surface des particules 

(Click Chemistry) ; 
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- La silanisation des particules avec formation d’une couche de silice autour des 

particules ; 

- L’encapsulation par un polymère en miniémulsion, en microémulsion, en dispersion. 

Ces particules inorganiques sont largement utilisées dans des applications biomédicales in 

vitro. Les applications des nanoparticules colloïdales, en particulier celles discutées dans la 

revue, sont multiples : marquage, traçage et imagerie et détection ou la livraison véhiculée. 

Les nanoparticules d'oxyde de fer magnétique ont été largement utilisées pour la séparation et 

la purification de biomolécules, comme sondes pour l'identification et l'hybridation 

d’ADN/ARN et pour la détection de protéines, d'acides nucléiques, de virus et de bactéries. 

Les nanoparticules d’or peuvent être utilisées en tant que marqueurs de spectroscopie afin de 

cibler des acides nucléiques et des protéines. Pour détecter et marquer les cellules, les 

quantum dots sont utilisées comme sondes luminescentes en imagerie biomédicale. Les 

nanosondes de génération de seconde harmonique peuvent contourner les problèmes 

rencontrés en utilisant des marqueurs fluorescents conventionnels (photoblanchiment et 

clignotement). De plus, ce type de nanosondes est adapté pour l’imagerie des tissus en 

profondeur sans affecter ou endommager le système biologique. 

La revue ci-jointe présente un état de l’art plus large et plus détaillé des nanoparticules 

inorganiques les plus utilisées dans le biomédical et en particulier dans les 

bionanotechnologies.  
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Abstract  

Inorganic nanoparticles become the focus of modern materials science due to their potential 

technological importance, particularly in the bionanotechnology, which stems from their 

unique physical properties including size-dependent optical, magnetic, electronic, and 

catalytic properties. The present article presents an overview on the currently used individual 

inorganic nanoparticles for in vitro biomedical domain. These inorganic nanoparticles include 

iron oxides, gold, silver, silica; quantum dots (QDs) and second harmonic generation (SHG) 

particles. For each of these interesting nanoparticles, the main issue starting from preparation, 

until bio-related applications are presented.  

 

1. Introduction 

In the past decades, considerable attention has been paid to the use of inorganic nanoparticles 

in various technological fields, particularly in bionanotechnology. The main advantage of 

inorganic nanoparticles is attributed to their intrinsic properties such as optical and 

superparamagnetic properties as well as some biological activities (i.e. anti-bacteria or 

specific interactions...)1. Indeed, these inorganic nanoparticles are commonly used as solid 

phase supports for the immobilization of biomolecules such as oligonucleotides, peptides, 

ligands, proteins or antibodies. Due to their interesting properties, numerous efforts have been 

devoted to the synthesis of such nanoparticles using various approaches2. Interestingly, the 

specific optical or magnetic features of the inorganic nanoparticles are sometimes exploited 

and integrated in Microsystems in order to elaborate medical devices providing fast analysis 
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with high sensitivity for low volume analyte, similar to that existing in large-scale analysis 

equipments. Such systems are called micro-Total Analysis Systems (μ-TAS) in which all 

steps are concentrated in one device3. Indeed, tools, devices and systems with highly 

automated operations are highly needed in biomedical diagnostic, clinical analysis and 

nanomedicine. In addition, the small size and robust mechanics are important for routine 

applications, easy-to-use portable devices, as well as low price and low running costs. The 

present review focuses on some interesting inorganic nanoparticles, which have fascinating 

properties and found promising application in the biotechnological field. In addition, the 

various synthesis approaches of these inorganic nanoparticles will also be mentioned in 

addition to some interesting applications in vitro biomedical diagnostic. These inorganic 

particles include iron oxides, silica, gold, silver, SHG-active nanoparticles and quantum dots. 

 

2. Iron oxide nanoparticles 

Magnetic nanoparticles exhibit many interesting properties that can be exploited in a 

variety of applications, including magnetic seals and inks, magnetic recording media, 

catalysts, ferrofluids and also in biomedical imaging, theranostics magnetic hyperthermia and 

targeted drug delivery4–23. Among the iron oxides, magnetite (Fe3O4) or maghemite (γ-Fe2O3) 

are the most commonly used in vitro and in vivo diagnostic applications. This can be 

attributed to their superparamagnetic properties, biocompatibility and low toxicity in the 

human body, simple and low cost preparation. The individual magnetic nanoparticles have 

large constant magnetic moment and behave like a giant paramagnetic atom with a fast 

response to applied magnetic field with negligible remanence (residual magnetism)23. Thus, 

the coupling of biomolecules (proteins, antibodies, antigens,... etc) to magnetic nanoparticles 

is exploited to achieve simple, rapid, and specific separation of biomolecules under the effect 

of an external magnetic field, as compared to the conventional filtration and centrifugation 

processes, which are laborious and time consuming24,25. Accordingly, magnetic iron oxide 

nanoparticles have been extensively used in separation and purification of biomolecules, as 

probes for DNA/RNA hybridization and identification, and for protein and nucleic acids 

detection26–35. In addition, they are also used for in vivo diagnostic (Magnetic Resonance 

Imaging (MRI)), as nanocarriers in drug delivery systems, and therapeutic agents for cancer 

treatments5,6,9–15. In order to be conveniently used in bio-related applications, the ideal 

magnetic supports should have high magnetic properties, small size and narrow size 

distribution, high surface functionality, well defined morphology, in addition to nontoxicity 

and biocompatibility23. These characteristics can be achieved by optimization of the synthesis 
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process in order to prepare structured colloidal particles bearing a reactive shell with well 

defined properties36. 

 

2.2. Synthesis of aqueous iron oxide nanoparticles 

During the last years, various efficient synthetic approaches have been used for preparation of 

highly stable and monodisperse magnetic nanoparticles. These techniques include, applied 

physical methods, for instance the gas phase deposition and liquid or wet phase method such 

as the sol-gel, hydrothermal, and water in oil (w/o) microemulsion routes4.  

 

2.2.1 Gas phase deposition method 

Gas phase deposition process is based on thermal decomposition (pyrolysis) of iron 

containing precursors (organometallic compounds or iron organic salts) at high temperature to 

precipitate iron particles from the gas phase37 or by pyrolysis using laser beam38 as shown in 

Figure (1). These techniques lead to formation of highly uniform magnetic nanoparticles, but 

with low yield. In addition they require using high-tech equipments, and in turn high cost. 
 

 
Figure 1. Schematic illustration of (a) spray and (b) laser pyrolysis processes for preparation 
of iron oxide nanoparticles7. 
 

2.2.2 Sol-gel method 

This method involves hydrolysis and condensation of metal alkoxides leading to dispersion of 

metal oxide particles in a sol, followed by drying or gelling through solvent removal or by 

chemical reaction23. Usually, the hydrolysis process of alkoxide is carried out using acid or 
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base. Some iron oxides nanoparticles and their alloys have been prepared using this method to 

produce ferromagnetic bismuth iron oxide films, iron-doped titanium oxide thin films, iron 

oxide-alumina thin films and mixed iron oxides39–49. The rate of hydrolysis and condensation, 

pH of the reaction medium, temperature and solution composition have remarkable effect on 

the final properties of the obtained nanoparticles. However, the contamination from byproduct 

of reactions and the need of an annealing post-treatment of the products are disadvantages of 

this method. 

 

2.2.3 High pressure hydrothermal method 

This method relies on enforced hydrolysis and dehydration of iron salts (nitrates, sulfates, 

chlorides, acetates, etc) by water at elevated temperature and pressure. The obtained metal 

oxides have very low solubility in water leading to high supersaturated solution, and 

consequently very fine crystals are obtained50. Particle size, shape and morphology of the 

obtained iron oxide particles are greatly affected by the reaction conditions including, type 

and concentration of iron salt and temperature. Many workers have used this method using 

different techniques for preparation of 10 nm in size iron oxide particles. These techniques 

involve the in situ precipitation of iron oxides within porous structures like porous carbon 

pellets9,51. Another technique depends on synthesis of iron oxide nanoparticles by using 

continuous flow reactors. In this method, the flowing iron oxide solution is subjected to rapid 

heating through contact with super critical water in the reactor within residence time of 5-30 s 

in order to control crystal growth50,52–54. Further techniques were published in the literature 

using this method55–62. 

 

2.2.4 Wet chemical method 

his method is considered as the most widely used for the preparation of magnetic 

nanoparticles. In addition to the high yield obtained, it is very simple, low cost, and is more 

effective in controlling of the nanoparticles size and composition4. Synthesis of iron oxides 

nanoparticles, either magnetite (Fe3O4) or maghemite (γ-Fe2O3), is carried out through co-

precipitation chemical reaction by simple addition of an alkali to aqueous Fe2+/Fe3+ salt 

solution under inert atmosphere with or without heating63,64. Usually, for preparation of 

magnetite nanoparticles, a mixture of aqueous chloride solution of Fe2+ and Fe3+ at a molar 

ratio of 1:2 is used. The chemical reaction associated to the precipitation of magnetite is: 
. 

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH− → Fe3O4 + 4H2O 
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Physico-chemical properties of the synthesized magnetic nanocrystals depend mainly on the 

type of salt used (e.g. chlorides, sulfates, nitrates, etc), Fe2+/Fe3+ ratio, pH and ionic strength 

of the precipitation medium. Furthermore, saturation magnetization values of the obtained 

magnetite nanoparticles were experimentally determined to be generally lower than that of the 

bulk material. Generally, the obtained magnetite nanoparticles tend to aggregate into large 

clusters because of their large surface area and dipole-dipole interaction, which lead to 

reduction in their intrinsic superparamagnetic properties. Accordingly, the control and 

modification of magnetic nanoparticles surfaces are of paramount importance for bio-related 

applications, not only to prevent their agglomeration and improved colloidal stability 

(maintain their nanometric sizes), but also to enhance their water solubility, biocompatibility, 

biorecognition affinity and nonspecific adsorption to cells23. In this regard, several approaches 

have been investigated for stabilization of iron oxide particles via modification of their 

surfaces using low molecular weight ligands like fatty acids (e.g., oleic acid), surfactants or 

functionalized polymers (synthetic or natural) like proteins, starch, nonionic detergents or 

polyelectrolytes65. 

 

2.2.5. Water in oil (w/o) microemulsion method 

A micro emulsion is a thermodynamically stable dispersion of two immiscible liquids, where 

the microdomain of either or both liquids is stabilized by an interfacial film of surfactant65. 

Water in oil (w/o) microemulsions consist of nanosized water droplets dispersed in an oil 

phase and stabilized by surfactant molecules at water/oil interface (Figure 2). The surfactant-

covered water pools offer a unique environment for formation of nanoparticles of tailored size 

and shape. Accordingly, various magnetic nanoparticles were prepared using this method such 

as iron oxide nanoparticles66,67, magnetic polymeric iron oxide nanoparticles and silica-coated 

iron oxide nanoparticles. A variety of surfactants have been commonly used such as bis(2-

ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT), sodium dodecyl sulfate (SDS), cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB), and polyvinylpyrrolidone (PVP)68–76. The two-microemulsion method is 

the most commonly used approach in the synthesis of inorganic particles: reactants are first 

separately dissolved in the aqueous phase of two identical w/o microemulsions, and after 

mixing, a succession of elementary steps including the chemical reaction, the nucleation and 

finally the nanoparticle growth by autocatalysis and ripening can lead to the formation of 

nanoparticles with adjustable size. Size control and the dynamics of nanoparticle formation 

can be achieved by varying, for instance, the droplet size, the initial concentration of reactants 

and the nature of surfactants67. 
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Figure 2. Water in oil (w/o) micro-emulsion droplet containing iron oxide nanoparticles. 

 

2.3 Phase transfer: Synthesis of iron oxide nanoparticles containing surfactant (ferrofluid) 

The preparation of ferrofluids has been firstly reported by Rosenweig77 and Papell78. It has 

been focused on the elaboration of stable magnetic nanoparticles dispersions. Since then, and 

due to the original association of liquid and magnetic properties, numerous papers dealt with 

the study of ferrofluids and their use in various industrial79,80 and biomedical fields81. In order 

to achieve stable colloidal suspension of magnetic nanoparticles (ferrofluid) in organic or 

aqueous media, the surface of iron oxide nanoparticles is coated with carboxylate surfactants 

(e.g. lauric acid or oleic acid) or phosphonate and phosphate-based surfactants (e.g. 

hexadecylphosphonic acid, dodecylphosphonic acid). The most popular example is the 

coating of magnetic nanoparticles with oleic acid (C18H34O2) in organic medium, e.g, 

octane82. Afterward, oleic acid-coated magnetic nanoparticles are transferred to surfactant 

aqueous solution under high agitation in order to get high colloidally stable magnetic 

ferrofluid in aqueous medium (Figure 3). The obtained magnetic ferrofluids (in organic or 

aqueous media) can be used as a template for further encapsulation with various types of 

polymers83. 

 

 

Figure 3. Ferrofluid droplet dispersed in aqueous medium82 
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2.4. Biomedical applications 

Magnetic particles have been largely used in numerous in vitro biomedical applications and 

principally in sample preparation and in bionanotechnology82. Various applications have been 

reported starting from iron oxide nanoparticles to micrometer-size magnetic latex particles. 

The use of magnetic particles is mainly motivated by the possible particles separation and 

particle guidance in microsystems, by using an external magnetic field. To be conveniently 

used in biomedical field, the particles should be chemically modified via specific surface 

chemistry, polymers adsorption or by their incorporation in colloidal polymer particles via 

chemical or physical encapsulation process65. Basically, magnetic particles are mainly used as 

solid support of biomolecules in order to enhance the specific capture of the targeted 

biomolecules. For instance, the individual magnetic nanoparticles were conducted in specific 

capture and isolation of bacteria84. In this context, iron oxide nanoparticles are first 

chemically modified with specific reactive shell by introducing commonly used 

functionalized compounds such as carboxylic acid, amines or thiols82. Then, the selected 

antibody (as anti-bacteria) is chemically grafted on the magnetic nanoparticles. These 

sensitive nanoparticles are then mixed with bacteria containing sample at a given buffer 

condition (i.e. pH, salinity). The recognized bacteria are then easily extracted using permanent 

magnetic field, whereas, the individual magnetic nanoparticles are less sensitive to the applied 

field, and consequently remain in the supernatant. The extracted bacteria can be used for 

extracting nucleic acid after bacteria growing step7. 

Recently, Salmonella bacteria in milk were captured by antibody-conjugated magnetic 

nanoparticles (MNPs) and separated from analyte samples by applying an external magnetic 

field85. The MNP–Salmonella complexes were re-dispersed in a buffer solution then exposed 

to antibody-immobilized TiO2 nanocrystals (TNs), which absorb UV light. The assay 

exhibited high sensitivity toward low concentrations of Salmonella bacteria (Figure 4). The 

detection limit of Salmonella in milk was found to be more than 100 cfu mL-1
.   
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Figure 4: Schematic illustration for detection of the pathogenic bacteria using magnetic nanoparticles 

and optical nanoprobes85. 
 

Colloidal magnetic nanoparticles have been recently used as labels in magneto-resistive 

detectors. As reported by Schotter et al86, this technology has been used in biomedical field 

for detection by exploring the possibilities offered by giant magneto-resistance (GMR), 

(Figure 5). For instance, streptavidin containing magnetic nanoparticles are used to detect 

biotin containing single stranded DNA fragment after hybridization with the capture probe 

which first immobilized on GMR surface. Using such approach, it was possible to detect 

DNA even at low concentration lower than 16 pg/μl86. 

 
 

Figure 5: Schematic illustration of magnetoresistive biosensor for ssDNA detection via hybridization 
process. Adapted from86. 

 

3. Silica nanoparticles 
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Silica nanoparticles (SiNPs) are considered as the mainstay-building unit in designing and 

development of nanostructures for large variety of applications. Thus, SiNPs have been 

widely used in polymer industries87, research88,89, and bionanotechnologies such as 

biomolecules adsorption 90,91 and bioimaging92. Recently, bionanotechnology based on SiNPs 

developed and created novel techniques for treatment, imaging, drug delivery and diagnostic. 

The importance of SiNPs in biomedical applications is attributed to their unique 

characteristics such as the facile and inexpensive production, controlled particles size, 

biocompatibility and their highly active surfaces. 
 

3.1. Synthesis 

In general, sol-gel process is most commonly used for preparation of SiNPs with controlled 

size and narrow size distribution, which are very key factors in bionanotechnology. Silica 

particles, with size range from 0.05 to 2 µm, have been firstly prepared by Stöber et al.93 

using sol-gel process of tetraethylorthosilicate (TEOS) in presence of ammonia solution as a 

catalyst. Since then, thousands of articles have reported the synthesis of SiNPs using this 

method. Silica particles are usually obtained through two consecutive reactions, hydrolysis 

and condensation. The synthetic route of sol-gel process for preparation of silica particles 

from tetraethylorthosilicate (TEOS) is indicated in scheme (1). 

 
Scheme 1: Sol-gel process for preparation of silica particles 

 

Sol-gel process is very sensitive to the experimental conditions that affect the rate of 

hydrolysis and condensation reactions. The effect of pH and catalyst type on hydrolysis and 

condensation of tetraethylorthosilicate (TEOS) was investigated by Cihlar94. Both acid and 

base can catalyze the hydrolysis, whereas, at neutral medium (pH 7), the rate of TEOS 

hydrolysis was minimum. On the other hand, the condensation reaction rate in acidic 
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conditions becomes faster than when carried out in basic conditions. Scheme 2 shows the 

synthesis and potential biomedical applications of silica nanoparticles. 
 

 
 

Scheme 2: Synthesis and biomedical applications of silica nanoparticles. 
 

Another interesting method was developed for SiNPs preparation using the reverse 

microemulsion technique95. This method is based on the hydrolysis of TEOS inside the water 

droplets, which contain the hydrolyzing catalyst, in oil phase. In general, ammonium 

hydroxide was used as a catalyst, and it was found that it had a remarkable effect on the 

morphology of silica particles obtained96. Consequently, hundreds of articles extensively 

studied the reaction parameters which affect the formation of microemulsion, morphology, 

size and surface properties of the obtained SiNPs97,98. Usually, during the hydrolysis reaction 

of TEOS, four alcohol molecules are produced. Venditti et al99 studied the effect of produced 

ethanol during the hydrolysis of TEOS on the microemulsion structure. In another study, it 

was found that the morphology and the size of SiNPs obtained from sodium silicate by 

reverse microemulsion process are greatly affected by the presence of alcohol in the reaction 

media, in addition to the reaction temperature and sodium silicate concentration100. 
 

3.2. In vitro biomedical diagnostic by SiNPs 

To be conveniently used in in vitro biomedical diagnostic applications, silica surface 

functionalization is of paramount importance. The primary surface-active silanol groups of 

SiNPs are advantageous for further conjugation with various affinity ligands or biomolecules, 

which broad their use in various biomedical applications89,101. Generally, silica nanoparticles 

are used as support for other detectable materials such as fluorescent labels commonly used in 

bioimaging. Wang et al.102 reported SiNPs encapsulated with three organic dyes that can be 

stimulated by fluorescence resonance energy transfer (FRET). These fluorescent nanoparticles 

have multiple emission signatures excited by a single wavelength. Multicolor FRET silica 

nanoparticles are useful in biological applications such as in proteins and nucleic acids 
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detection. Similarly to fluorescent SiNPs prepared as efficient cell tags103, fluorescein 

isothiocyanate (FITC) was used to label 30 nm SiNPs. Moreover, FITC-doped silica 

nanoparticles were used for cancer diagnostic and bioimaging 92. FITC-SiNPs (80 nm in size) 

were conjugated with TAT (a cell penetrating peptide) and then treated with human lung 

adenocarcinoma (A-549). A specific labeling was observed demonstrating the sensitivity of 

these particles to detect cancer cells.  

Moreover, SiNPs were applied also in photodynamic therapy and drug delivery in vitro 

study104. Mesoporous silica nanoparticles (MSNs) are well known as good drug carriers due 

to their surface construction, which allow carrying different molecules and drugs. In this 

context, authors prepared multifunctional MSNs, which can kill cancer cells by drugs and 

photodynamic therapy. The load ability of MSNs was useful to prepare fluorescent silica 

nanoparticles105, which were used to study the drug release in vitro and the imaging for 

human cervical cancer cells (HeLa). 
 

4. Gold nanoparticles 

Gold nanoparticles (AuNPs) have unique properties including high surface-to-volume ratios, 

high dispersibility in a liquid medium, uniformity in size, optical and electrochemical 

properties and catalytic activity, in addition to other versatile features like chemical inertness, 

low toxicity, easy preparation, easy modification, and easy control of particle size. These 

properties have facilitated their use as key materials in biological and medical applications 

including bioseparations and immunoassay diagnostic. Therefore, gold nanoparticles have 

been extensively studied in many fields such as sensors106, biosensors107, drug and genes 

delivery108,109, cancer therapy110 and imaging111. 
 

4.1. Synthesis 

Like all other nanoparticles, various methods and techniques were used to prepare gold 

nanoparticles; most of them are based on the precipitation of gold ions from their salts, 

followed by surface modification to enhance their colloidal stability. Generally, HAuCl4 

aqueous solutions are used to synthesize gold nanoparticles112 by reducing gold ions to 

metallic gold nanoparticles. Several reducing agents have been used to obtain Au 

nanoparticles from HAuCl4 such as citric acid, sodium citrate113, gallic acid114 and luminal115. 

In addition, other methods are worth to be mentioned such as microwave power116, self 

reduction117, and more recently, the green synthesis of metallic gold nanoparticles from 

microorganisms118,119 and plant extracts120,121. 
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4.2. Biomedical applications 

Gold nanoparticles have large polarizability in the optical region with the consequence that 

spectroscopic enhancements such as Rayleigh Resonance (RR) and Surface Enhanced Raman 

Scattering (SERS) can be fully exploited. RR spectroscopy was applied to study the 

incorporation of gold nanoparticles (2.5-4.5 nm) into the capsid of brome mosaic virus 

(BMV)122. Figure 6 presents the gold nanoparticles inside BMV virus. RR spectroscopy was 

chosen due to its sensitivity as demonstrated on single particles. This way of application can 

employ gold nanoparticles as spectroscopy markers, in order to target nucleic acids and 

proteins. 
  

 
 

Figure 6: Transmission electron micrograph of gold nanoparticles enclosed in BMV virus dissociated 
and reassociated122. 

 

Furthermore, chemiluminescence property of gold nanoparticles was also exploited and 

applied to detect proteins-gold bio-nancomposites111. Proteins and antibodies were 

immobilized onto gold nanoparticles without any effect on the biological activity, so these 

gold bio-composite nanoparticles are used as powerful tools in immunoassay. As contrast 

agents, gold nanoparticles were widely used for bioimaging123 due to their unique properties 

especially the biocompatibility even for in vitro applications. In pharmaceutics analysis by 

fluorescence, gold nanoparticles have been used to raise the sensitivity of levofloxacin (LVX) 

detection in commercial pharmaceutical tablets124. The detection limit of LVX using gold 

nanoparticles rose up to 2,1 ×10-10mol/l. 
 

5. Silver nanoparticles  

Silver nanoparticles have a noble metallic nanostructure and because of their unique 

properties they are applied in many fields such as in catalysis125, optics126, 

nanotechnology127,128 and bioengineering129. Silver nanoparticles were prepared via several 
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techniques such as chemical reduction130, electrochemical methods131, photochemical 

methods132, irradiation133 and biochemical methods134.  
 

5.1. Synthesis 

Like gold nanoparticles, metallic silver nanoparticles can be prepared by chemical reduction 

of silver ions (Ag+) from a solution in presence of a reducing agent. The nature of reducing 

agent has remarkable effect on the particles characteristics. For instance, the use of a strong 

reductant such as borohydride135 led to the formation of small and almost monodisperse 

particles, whereas, weak reducing agent such as citrate results in polydispers and larger 

particles136. 

Recently, a more interesting novel approach was developed to synthesize Ag nanoparticles, 

considering the environmental perspective; this is the green synthesis approach137. By using 

this approach, less of organic solvents were used and instead Ag nanoparticles were 

precipitated in aqueous solutions of polysaccharides. In addition, Ag+ ions can be precipitated 

in the biologic medium catalyzed by the biomolecules produced in this medium, such as 

enzyme, proteins, polysaccharides, amino acids and vitamins138. 
 

5.2. Biomedical applications 

In addition to the previously mentioned characteristics of AgNPs, they are excellent substrates 

for surface enhanced Raman scattering139,140, have high catalytic activity for accelerating 

some chemical reactions141 and the most important characteristic of silver NPs is that they are 

bactericide142. Consequently, hundreds of works reported their utilization as anti-bacteria. 

Scheme 3 presents the effects of two states of glutathione (GSH) coated silver nanoparticles, 

free and immobilized. It was found that free nanoparticles have more intense effect on 

bacteria than those who were immobilized. This is due to the nanoparticles penetration inside 

the cell cytoplasm, whereas the effect of immobilized nanoparticles stays superficial. 
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Scheme 3: Effect of free and immobilized glutathione (GSH) coated silver nanoparticles on 
Escherichia coli142. 

 
Morones et al. defined the antibacterial activity of silver nanoparticles and proposed a 

mechanism of their action against bacteria (gram negative and gram positive)143. 

Silver nanoparticles cause oxidative damage for proteins on the membrane but not for 

DNA144. Furthermore, the bactericidal effect of silver nanoparticles was tested on multidrug-

resistant bacteria145, and it was found that silver nanoparticles could inhibit the bacterial 

growth immediately after its contact with bacteria; it kills the bacteria via bactericidal 

mechanism, which was valid for large number of bacteria. Dal Lago et al.146 tested two 

synthesized silver nanoparticles differ in size, small (8.5 nm) and large (11 nm). They found 

that the bactericidal activity of silver nanoparticles, tested on four bacteria, is dependent on 

their size; the smaller AgNPs in size has more bactericide effect than the larger one. 

Moreover, silver nanoparticles prepared via biological ways were used to prepare 

antimicrobial coating, wound dressing and biomedical devices147. Recently, an interesting 

work elaborated new DNA-silver nanoclusters fluorescence switch148 depending on pH of the 

medium. This construction was exploited to design one of the functional molecular devices 

(molecular logic gate), which considered as one of the key components of molecular 

information processing and storage. Depending on the type of DNA used, the fluorescence 

can be changed, which provides a variety of choices and applications such as bio-labeling and 

biosensing. 
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6.  SHG-active nanoparticles 

Noncentrosymmetric nanomaterials with Second Harmonic Generation (SHG) properties have 

recently emerged as new non-resonant exogenous biomarkers with tremendous promise in 

bioimaging. The unique optical properties of SHG-active particles arise from their crystalline 

structure that lacks a center of inversion symmetry. Accordingly, nanoparticles with typical 

size of ∼100 nm are able to generate second harmonic signals without phase matching-

conditions contrary to bulk materials149. In the nonlinear optical process of SHG, two incident 

photons of frequency ω are coherently converted in one photon at 2ω in the 

noncentrosymmetric core. The frequency conversion efficiency is sufficiently high, 

predominantly attributed to a volume effect150, so that SHG from discrete nanoparticles (in the 

100 nm size range) can be easily monitored. This was already demonstrated in a series of 

proof-of-concept experiments where the 3D orientation of single nanocrystal could be also 

retrieved151–153.  

In contrast with Two-Photon Excited fluorescence (TPEF), a unique feature of SHG is the 

involvement of virtual states (see Figure (7)) with the consequence that the incident energy is 

not lost in the nanomaterial due to nonradiative vibrational relaxation or internal conversion. 

Therefore, this non-resonant interaction inherent to SHG probes can be fully exploited in 

multiphoton microscopy in terms of coherent optical response154, photostability (no bleaching 

and blinking)153,155 excitation-wavelength tunability for deep imaging156, and narrow emission 

bands. These latter properties are amenable for employing them for long-term in-vitro and in-

vivo imaging (especially by using infrared excitation to reduce unwanted thermal effects in 

the transparency range of tissues) within spectral windows that can be easily separated from 

other (auto)-fluorescence signals155,157. In addition and similarly to TPEF, SHG is associated 

with the simultaneous presence of two photons at the focus of a microscope objective and this 

contributes to a good lateral resolution and, more generally, to a ‘natural’ 3D optical 

sectioning even in the absence of confocal pinholes. Accordingly, applications of SHG 

nanoprobes are expected to rapidly increase in molecular imaging of living cells and 

tissues158–160 because their much higher stability and versatility can complement the approach 

based on commonly used fluorescent labels, dyes and quantum dots161–164. 
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Figure 7: Perrin-Jablonsski fluorescence diagram (left) and energy-level diagram (right) of two-
photon excited fluorescence and SHG, respectively165. 

Among noncentrosymmetric nanocrystals, quantitative assessments of the SHG efficiency 

(which is qualified by the orientation averaged hyperpolarizability) were firstly addressed by 

ensemble measurements using Hyper-Rayleigh Scattering (HRS) technique to colloidal 

suspensions of quantum dots (QDs) such as CdSe, CdS and CdxZn1-xS166–169. For these SHG-

active structures of typical size ranging from 2 to 15 nm, a size-effect was clearly 

demonstrated below 10 nm. The normalized hyperpolarizability per unit cell can indeed 

exceed bulk values by one order of magnitude for the smallest particles. A bulk contribution 

ascribed to quantum confinement and a less dominant surface contribution were proposed. 

Remarkably, an enhancement was also evidenced by individual inspection of CdTe and 

CdTe/CdS QDs smaller than 15 nm in two recent ‘single-dot’ studies170,171 confirming the 

great potential of these very small labels for bioimaging as they simultaneously combine SHG 

and fluorescence (see the next section) properties.  

However, and especially if in-vivo imaging is concerned, the high degree of toxicity of these 

Cadmium-based QDs172,173 may appear as a severe limitation. Later on, inorganic Cd-free 

nonlinear optical probes were thus developed and a great number of studies are already 

devoted to potassium niobate (KNbO3)174, lithium niobate (LiNbO3)175, barium titanate 

(BaTiO3)176,177, potassium titanyl phosphate (KTiOPO4, KTP)153, iron iodate [Fe(IO3)3)]152 

and zinc oxide (ZnO)178. Besides, for most of them, their SHG properties and biocompatibility 

were recently compared in a comprehensive survey155. For this second family of SHG-active 

nanoparticles whose typical diameters all lie at about 100 nm, the optical contrast at 2ω is 

excellent so that a proper choice of a given (nano)-material for future developments should 

consider several criteria and not only the nonlinear optical response. Among them, the 

synthesis of nanoparticles with size and shape control, their dispersion and water-stabilization, 



53 
 

their functionalization and obviously their cytotoxicity are of key importance. In this regard, 

only ZnO was proven to be highly toxic for cell imaging in two recent investigations155,179 

contrary to a previous study178.  

 

6.1. Synthesis of SHG-active nanoparticles  

Preparation of the above mentioned Cd-based QDs that all have in common a zinc blende 

crystal structure is described in the next section. With respect to noncentrosymmetric oxide 

nanoparticles, synthesis has been addressed through different chemical and physical routes. 

For niobate materials, hydrothermal conditions were used for KNbO3 nanowires174 and 

solvothermal treatments in the case of < 50 nm LiNbO3 nanoparticles for which shape control 

could be achieved by simply varying the initial amounts of reactants180. Reduction of niobium 

salts and subsequent hydrolysis with LiH is another possible route for LiNbO3
175 Dry 

nanopowders of BaTiO3 and ZnO are commercially available and protocols for their water-

stabilization and surface modification were already investigated150,177 Usually, sol-gel 

processes and hydrothermal treatments are well appropriate for the elaboration of these two 

nanomaterials165,178,181 For KTP, individual nanoparticles could be successfully prepared after 

centrifugation of raw powder153 and finally, Fe(IO3)3 nanorods were obtained after co-

precipitation of iron nitrate and iodic acid either in aqueous solutions182 or in reverse 

microemulsions183. 
 

6.2. Biomedical applications of SHG-active nanoparticles 

Several recent studies have highlighted the various benefits of using SHG nanoprobes in real 

bioimaging applications. Kachynski et al178 were the first to use ZnO nanoparticles as high 

contrast probes for targeting KB cells. ZnO nanocrystals, with dimensions less than 100nm, 

were stabilized in water using phospholipids micelles and incorporated with folic acid. A 

clear intracellular accumulation of the targeted ZnO was observed on the nonlinear optical 

microscope. 

Later on, Hsieh et al. proposed barium titane nanoparticles coupled with immunoglobulin G 

antibody as specific probes. Surface modification of BaTiO3 nanocrystals has been achieved 

with amine groups after silane-conjugation with aminopropyltriethoxysilane (APTES), 

followed by functionalization with IgG secondary antibody176.  The high specific labeling of 

such nanocrystal conjugates was demonstrated in an antibody microarray and by in vitro cells 

imaging (Figure 8).  
 



54 
 

 
 

Figure 8: Merged images of SHG (green) and fluorescence images (red) of HeLa cells labeled with 
secondary-antibody-BaTiO3 conjugates: (a) the cells were first labeled with the primary antibody 

specific to the HLA class I molecules present on the cell membrane and then labeled with the 2nd-Ab-
BaTiO3 (b) the control sample where the cells were not labeled with primary antibody but under 

otherwise identical conditions176. 
 

The same group has moreover given an evidence of the deep imaging potentialities of such 

markers184. Indeed, uncoated individual BaTiO3 nanocrystals have been efficiently used as 

contrasting markers for deep detection (50 µm and 120 µm) through mouse tail tissue in vitro, 

as shown in Figure (9) and (10). 

 

 
Figure 9: In vitro sample for SHG imaging. (a) Sample diagram (b) Scanning confocal imaging of 

300 nm SHG probes (ie SHRIMPs) embedded 120 µm below an in vitro mouse tail tissue184. 
 

(a) (b) 
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Figure 10: SHG confocal section images (x-y plane) of 300 nm SHG probes with (a) no tissue, (b) 20 

µm (c) 120 µm of in vitro tissue184. Scale bar of 2 µm. 
 

Further, demonstration of in vivo imaging possibilities of SHG-active nanoparticles was done 

recently by Pantazis et al.159. BaTiO3 nanocrystals were injected into one-cell stage zebrafish 

embryos without indication of toxicity. SHG from BaTiO3 nanoprobes is easily detected and 

differentiated from the background signal inherent to this complex media. Moreover, this 

work also demonstrates the excellent photostability of such probes, allowing long-term 

biological observations. 

Finally, imaging with SHG-active nanoparticles has also been addressed in a recent work, 

where KNbO3 nanoprobes were used to monitor the evolution of embryonic stem cells157. 

Background free high second harmonic signal emitted by KNbO3 particles allows a real-time 

capture of the microscopic contractions of embryonic stem cells derived cardiomyocytes. 
 

 

7. Quantum Dots nanoparticles 

Quantum dots (QDs) are semiconductor nanocrystals whose three dimensions are confined in 

a space of a few nanometers, and accordingly their electronic band structure is changed 

depending on their particle size185–188. Due to their interesting optical properties, QDs 

nanocrystals have been intensively studied and used in various biomedical domains as 

detection probes or as labels for biomolecules188. Their photostability and well-defined 

spectral properties make them remarkably and incontestably adapted for in vitro biomedical 

imaging189–191.  
 

7.1 Preparation 

QDs may consist of pure materials such as silicium (Si) or a mixture of compounds of type II-

VI (e.g. CdSe, CdS, CdTe, ZnSe, ZnO, ZnS) or III-V (e.g. GaN, GaP, InAs and GaAs)188. 

However, the most popular quantum dots are mainly composed of Cadmium/Selenium (CdSe) 



56 
 

sizing between 2 to 10 nm, and their fluorescence color varies from blue to red depending of 

the particle size (Figure 11)192.  

 
Figure 11: Schematic illustration of fluorescent color of CdSe QDs as a function of nanoparticles size, 

(a) fluorescence image obtained with ultraviolet illumination, (b) Fluorescence spectra of the same 
samples192. 

 
Generally, QDs have core-shell structure; the core contains a large number of atoms (~1000), 

and ⅓ to ½ of atoms are mainly located on the surface188,193. The core can be coated with an 

outer layer (shell) for passivation; the most often is zinc sulfide (ZnS) which protects the core 

from chemical degradation194. In order to achieve the colloidal stability of these nanocrystals, 

surface modification is necessary in order to make them dispersible in polar or non-polar 

media. Various preparation methods have been reported and summarized below. 
 

7.2. Synthesis in aqueous medium at room temperature 

This basic method depends on simple salts precipitation in aqueous medium and mainly in 

presence of stabilizing agents in order to obtain well-defined nanocrystals. The presence of 

stabilizing agents 195,196 aims to control the nanocrystal size via direct or inverse 

microemulsion process197 and to control the growing process of the nanoparticles during 

formation starting from the nucleation step. Sooklal et al195 have reported the preparation of 

CdS by mixing Cd2+and S2- salts in methanol solution in the presence of a star dendrimer as a 

stabilizing agent. The size of the nanocrystals and the optical properties depend on pH and 

chemical nature of the preparation medium. It has been found that fluorescent QDs in blue-

green color are obtained when the precipitation was conducted in neutral or acidic solution, 

while yellow fluorescent QDs are obtained in basic solution or in water. Hydrophilic QDs can 

also be obtained via co-precipitation process in a reverse microemulsion-like process. 
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Lukanov et al198 prepared QDs (CdS core/ZnS shell) nanocrystals in the presence of bis(2-

ethylhexyl) sulfosuccinate (AOT) as a stabilizer. Interestingly, they pointed out that the size 

of the QDs increases with increasing water content in the micelles. Nanocrystals obtained 

using such process, are hydrophilic and exhibit relatively broad size distribution with a 

standard deviation above 15%. 
 

7.3 Synthesis at High-temperature in nonaqueous medium 

This method allows controlling the nucleation step in successive manner, followed by growth 

of the nanocrystals. The precursors used are either organometallic or inorganic. The key point 

of this method is the use of highly reactive metal precursors, which decompose rapidly after 

their injection in a solvent at high temperature. Chan et al.199 have reported a synthetic route 

based on the pyrolysis of organometallic reagents by injecting them into a coordinating 

solvent at high temperature. As shown in Figure 12 a solution of dimethyl cadmium (Me2Cd) 

(precursor) and trioctylphosphine selenide (Se (TOP)) in trioctylphosphine (TOP) was 

injected rapidly into a solution of trioctylphosphine oxide (TOPO) (coordinating solvent) at 

300°C. This rapid injection is closely followed by a drop in the incubation temperature to 

180°C. The obtained mixture is then heated and the nanocrystals growing step takes place at a 

temperature in between 230 and 260 °C. 

 
Figure 12: Schematic illustration of CdSe-TOPO synthesis via organometallic leading to nanocrystals 

stabilized by TOPO ligands200. 
 

The rapid injection of organometallic reagents, as above discussed, is necessary to have a 

rapid and homogeneous nucleation period followed by a growing step controlled mainly by 

TOPO. The primary nanocrystals are formed instantaneously and at the same time, growth 
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homogeneously and similarly. Moreover, it is possible to increase the final size of the 

nanocrystals by successive injections of the precursor in the reaction medium201.  
 

If the synthesis of QDs is now increasing under control, it remains a sensitive area. The 

control of synthesis conditions of QDs is of a paramount importance in producing QDs 

bearing different optical properties202. There are several hydrophobic ligands molecules which 

can act as surfactants for stabilizing the surface of QDs particles to prevent their aggregation. 

They include thiols, amines, phosphine compounds and fatty acids e.g. oleic acid, as shown in 

Figure 13.  

In this context, researchers have investigated the effect of coordinating agents and 

temperature on the reproducibility of QDs preparation and properties. Other works have been 

oriented to develop microfluidic systems for better control of operating conditions203,204. All 

these drawbacks are a brake on industrial development on a large scale, explaining their cost 

remains high at present.  
 

 
Figure 13: Schematic molecule structures of surfactants from left to right, stabilizing QDs particles: 

trioctylphosphine oxide (TOPO), triphenylphosphine (TPP), dodecanethiol (DDT), 
tetraoctylammonium bromide (TOAB) and oleic acid (OA). The spatial conformation of the molecules 

is only shown schematically as derived from their chemical structure and space-filling models205. 
 
7.4 Biomedical applications of QDs 

Organic fluorophores (fluorescent molecules) have been extensively used as labels for 

biomolecules in order to enhance the sensitivity of biomedical diagnosis. Fluorescein and 

rhodamine are the most commonly used fluorescent molecules and they were principally used 

to label antibodies and oligonucleotides206. Due to the bleaching effect of such molecules, 



59 
 

latex particles containing fluorescent molecules have been explored, but unfortunately, the 

bleaching problem was not completely solved.  

In the last decade, the development of the inorganic semiconductor quantum dots (QDs), 

which exhibits non-fluorescent bleaching has totally changed the sensitivity of in vitro 

biomedical diagnosis. Quantum dots have a broader excitation spectra and a narrow more 

sharply defined emission peak, as compared to the organic fluorescent molecules207.  Due to 

these properties, a single light source can be used to excite multicolour quantum dots 

simultaneously without signal overlap.  Regardless the excitation wavelength, the emission is 

mainly related to the nanocrystal size. Accordingly, such nanoparticles have been used as 

alternatives for classical fluorescent molecules (fluorescein, rhodamine, etc) after chemical 

surface modification to label mainly antibodies. This new labeling technology enhanced the 

limits of fluorescence detection and imaging in terms of target detection and capture images 

in real time. Moreover, their unique spectral properties make them remarkably adapted tools 

to multiple labeling experiments (bar code) in complex biological media 208. 

 

8. Conclusions  

Individual inorganic nanoparticles are promising candidates for in vitro and in vivo 

biomedical applications. This can be attributed to their interesting features, which emanating 

from their nanosize, including physical properties such as, optical, superparamagnetic, 

electronic, and catalytic solid support, in addition to some specific biological activity (e.g. 

bactericidal activity of Ag, and gold in the specific affinity toward proteins). Nowadays, the 

specific optical or magnetic features of the inorganic nanoparticles are exploited and 

integrated in Microsystems and devices providing fast analysis with high sensitivity for low 

volume analyte.  

While the benefits of inorganic nanoparticles for in vitro applications are recognized, 

their use for in vivo area is still very restricted. This may be attributed to the extensively 

toxicity studies which have to be done before use in vivo therapy or diagnostic or theranostic. 

Furthermore, in order to be conveniently used for in vitro or in vivo bio-related applications, 

the surface of the inorganic nanoparticles must be modified not only to increase its 

biocompatibility (low toxicity) but also to enhance their colloidal stability preventing their in 

vivo aggregation, chemical degradation or accumulation. This can be achieved by 

optimization of the synthesis process in order to prepare structured nanoparticles with well-

defined properties in order to answer the drastic criteria of bionanotechnology. 
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II.2. Revue n°2: “Encapsulation of inorganic nanoparticles for in vitro and in vivo 

biomedical applications” 

 

L’utilisation pour des applications biomédicales de nanoparticules est souvent restreinte à 

cause de leur toxicité vis à vis des systèmes biologiques ou/et de leur instabilité dans des 

milieux aqueux. Afin de contourner ces limitations, l’encapsulation des nanoparticules 

inorganiques dans une matrice polymérique biocompatible et/ou biodégradable est une 

solution incontournable. L’encapsulation est définie comme un processus dans lequel des 

nanoparticules inorganiques ou des gouttelettes colloïdales contenant des nanoobjets sont 

enveloppées (et par conséquent protégées) par un revêtement généralement organique, ou 

incorporées dans une matrice homogène ou hétérogène.  

Dans cette revue, nous décrivons les différentes méthodes d’encapsulation des nanoparticules 

inorganiques et les avantages des nanoparticules hybrides élaborées. L’incorporation des 

nanoparticules inorganiques dans la matrice polymérique permet la combinaison des 

propriétés du polymère encapsulant et celles des nanoparticules inorganiques. La capsule 

formée autour du cœur inorganique joue plusieurs rôles : 

- Protection contre les phénomènes de dégradation lors du transfert dans un milieu 

aqueux ; 

- Diminution du phénomène d’agrégation des nanoparticules inorganiques en 

augmentant leur stabilité colloïdale par des interactions répulsives stériques ou 

électrostatiques (polymères ou tensioactifs) ; 

- Facilité de modification et de fonctionnalisation de la surface via des réactions 

chimiques (e.g. couplage covalent) ou physique (e.g. adsorption électrostatique). 

- Réduction de la cytotoxicité généralement attribuée aux matériaux inorganiques. 

 

De nombreuses méthodes reportées et discutées dans la littérature décrivent l’encapsulation de 

nanoparticules inorganiques par enrobage avec des macromolécules organiques ou dans une 

matrice polymérique. Cet enrobage peut résulter d’une simple adsorption, d’un greffage 

chimique ou de la complexation de chaînes polymériques à la surface de la charge 

inorganique. 

Le procédé le plus simple et le plus utilisé est l’encapsulation de nanoparticules inorganiques 

par immobilisation de chaînes polymériques. Cette méthode consiste à immobiliser des 

chaînes polymériques à la surface des nanoparticules par adsorption physique. Le polymère 
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immobilisé à l’interface  forme une couche mince dont les propriétés (polarité, 

fonctionnalité…) dépendent de la nature chimique et de la microstructure du polymère utilisé. 

Il est également possible d’augmenter l’épaisseur de la couche interfaciale en immobilisation 

des couches successives. Le procédé le plus utilisé dans ce sens est l’adsorption séquentielle 

alternée de polyélectrolyte de charges opposées. Il est également possible d’encapsuler les 

nanoparticules inorganiques via l’adsorption de tensioactifs sous forme de mono- ou 

bicouche. Il est à noter que ce procédé nécessite plusieurs étapes ce qui limite son extension à 

grande échelle. 

L’encapsulation par polymérisation en milieu dispersé est réalisée en présence de 

nanoparticules inorganiques. Une grande majorité de ces procédés de polymérisation ont pu 

être mis en œuvre avec succès. Il résulte de ces études une grande variété de produits qui se 

différencient par leurs caractéristiques granulométriques, morphologiques, ainsi que par leur 

teneur en charge en matériaux inorganique. 

Parmi ces procédés de polymérisation en milieu dispersé, nous pouvons citer : la 

microsuspension, l’émulsion, la dispersion, la polyaddition, la microemulsion et la 

miniémulsion.  
 

La polymérisation en miniémulsion est le procédé le plus étudié à ce jour, car elle est très 

simple à réaliser en partant d’une émulsion constituée de petites gouttelettes de monomère(s) 

contenant les nanoparticules inorganiques modifiées et d’une phase aqueuse continue. Ces 

gouttelettes sont de taille submicronique pour constituer les sites de nucléation et de 

croissance des particules de polymère. La taille finale des particules hybrides est de même 

ordre que les émulsions initiales. Ce procédé est plus basé sur la formulation que sur la chimie 

elle-même. Le problème majeur réside dans l’incompatibilité entre le polymère formé et les 

nanoparticules inorganiques ce qui conduit dans la majorité des cas à une démixtion de phases 

et par conséquent à des morphologies non homogènes.  
 

La microemulsion est un cas particulier de la miniemulsion, car la seule différence est 

l’utilisation d’une grande quantité de tensioactif (largement supérieure à la CMC) et sans 

utilisation d’énergie pour la fragmentation des gouttes. Ce procédé permet d’encapsuler des 

nanoparticules inorganiques hydrophiles ou hydrophobes. Dans le cas d’encapsulation de 

nanoparticules hydrophobes, une modification de surface est indispensable afin de favoriser la 

compatibilité entre les deux matériaux. Ce procédé est généralement utilisé pour réaliser en 

une étape les nanoparticules inorganiques et leurs encapsulations par une couche 

polymériques. 
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Pour une application in vivo, l’utilisation de monomère est bannie suite aux résidus de fin de 

polymérisation. Ainsi, le procédé d’encapsulation de molécules actives dans une matrice 

polymérique via la double émulsion et évaporation de solvant a été adapté à l’encapsulation 

de nanoparticules inorganiques. Cette technique est basée sur l’élaboration d’une première 

émulsion eau dans huile et par la suite une émulsion eau dans huile dans eau. Ce procédé basé 

uniquement sur la formulation commence à être utilisé pour l’élaboration de particules pour 

applications théranostic. 

D’autres procédés en plusieurs étapes combinant la chimie et la physico-chimie sont 

également reportés dans la littérature. Parmi ces procédés nous pouvons citer par exemple 

l’encapsulation sur semence polymérique. Ceci consiste dans un premier temps à adsorber des 

nanoparticules sur une semence colloïdale et à encapsuler par la suite via la polymérisation 

radicalaire. Ce procédé complexe ne conduit pas à une encapsulation efficace suite à un 

relargage des nanoparticules lors de l’étape d’encapsulation.  
 

L’utilisation de supports particulaires a permis de révolutionner le diagnostic biomédical et en 

particulier les bionanotechnologies. En effet, elles permettent de simplifier les étapes 

impliquées dans le diagnostic biomédical. Les particules magnétiques par exemple sont 

largement utilisées dans la séparation, la purification et la concentration des biomolécules. 

Elles sont également utilisées en imagerie biomédicale. 
 

Les particules colloïdes présentent un intérêt incontestable et leur utilisation a permis de 

révolutionner le diagnostic biomédical et en particulier les bionanotechnologies. La propriété 

de chaque type de particules est exploitée comme simple support augmentant la surface de 

capture, réduisant ainsi les cinétiques d’interactions, pour accroitre la sensibilité et la 

spécificité et baisser les coûts par analyse. A titre d’illustration, deux grandes classes de 

particules sont utilisées : les colloïdes magnétisables et particules à propriétés 

photophysiques.  

Les particules magnétiques et en particulier les latex magnétiques correspondant aux 

nanoparticules d’oxyde de fer encapsulées dans des particules polymériques sont utilisés dans 

des automates d’analyses et de préparation d’échantillons où la rapidité, la purification et 

l’enrichissement sont des atouts commerciaux très recherchés. Les systèmes colloïdaux à 

propriété photophysique sont largement utilisés en imagerie biomédicale qui consiste à mettre 

en évidence la zone maline sur les fragments de tissus pour le dépistage de tumeurs 

cancéreuses. Ce type de particules est également utilisé dans le tri et le comptage de cellules 

infectées 
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Abstract 

Hybrid colloidal particles are largely used in various applications and are principally of high 

attractive attention in life science. Recently, they are used as carriers for biomolecules, and 

exploited for use in Microsystems, microfluidics and in lab-on-chip based bionanotechnology. 

Various kinds of hybrid particles can be listed starting from classical inorganic nanoparticles 

such as silica, gold, silver, iron oxide and those exhibiting intrinsic properties such as 

semiconducting nanoparticles (e.g. quantum dots). As a general tendency, to be conveniently 

used in biomedical applications, the encapsulation of the inorganic nanoparticles in polymer 

matrix is incontestably needed. Consequently, various chemistry based encapsulation 

processes have been developed and found to show promising results compared to the 

encapsulation using preformed polymers.  

 

1. Introduction 

In the last decade, significant scientific and technological interest has focused on polymer-

inorganic nanocomposites (PINCs). The use of inorganic nanoparticles into the polymer 

matrix can provide high-performance novel materials that find interesting applications in 

many industrial and even in biomedical domains as solid-phase supports in numerous 

biomedical applications[1][2]. This led to the development of many processes for preparation of 

inorganic nanoparticles and their encapsulation in order to obtain well defined structure, 

functionalized, and reactive or stimuli-responsive colloidal particles[3]–[5]. Generally, there are 

the so-called structured hybrid particles which consist of a heterogeneous distribution of 

inorganic nanoparticles in polymers matrix of different natures[6]. For practical reasons, these 

hybrids are often consisted of hydrophilic inorganic nanoparticles and hydrophobic polymer 

matrix. Although the general methods for synthesizing hybrid colloidal dispersions are now 

well known, the control of their morphology and colloidal properties remains somewhat 

uncertain. This can be attributed to the incompatibility between the inorganic material and the 
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polymer nature, especially in the presence of polymerization process using water insoluble 

monomers[7].  

The use of modern analysis methods permits improved knowledge about the internal and 

superficial morphology of these hybrid particles and provides better understanding of their 

colloidal behavior. Furthermore, using surface tension of both materials (organic and 

inorganic) and well appropriate theory has proved an indispensable tool to predict the final 

morphology of the hybrid particles[8]. In order to enhance the physical properties of inorganic 

nanoparticles, the encapsulation of a given number of such nanoparticles was found to be the 

key point. To target such objective, various encapsulation processes have been developed 

using various approaches; chemical, physical chemistry or self-assembly[1].  

The chemical approach is based on encapsulation of native or chemically modified inorganic 

nanoparticles via emulsion polymerization in dispersion media. In this direction, various 

polymerizations in dispersion media have been used such as emulsion, mini-emulsion and 

microemulsion[9]–[11]. It’s interesting to notice that the most used process is related to mini-

emulsion[12][13]. On the other hand, the physical chemistry approach is based on specific 

interaction between inorganic nanoparticles and the preformed polymer. In this field, two 

approaches have been developed: (i) encapsulation via sequential adsorption of oppositely 

charged polyelectrolytes on charged inorganic nanoparticles. However, this process leads 

mainly to the encapsulation of individual inorganic nanoparticles and when the encapsulation 

of few nanoparticles in one polymer microsphere is targeted, the aggregation phenomenon 

was incontestably inevitable; (ii) self-assembly method has been developed and it is 

principally used to encapsulate nanoparticles on a given seed particles. Such multi-step 

process is performed via sequential adsorption of inorganic nanoparticles and oppositely 

charged polyelectrolyte on seed colloidal particles. After, such process has been extended to 

the elaboration of hollow particles[14]. 

 

This review aims to give the readers a background about the basic approaches used for 

encapsulating inorganic nanoparticles by polymer particles such as latexes. Special attention 

will be dedicated to the description of the most used approaches. In addition, the advantages 

and the inconvenient of each process will be discussed. This review will be ended by 

reporting some fine applications of these hybrid particles in biomedical applications. 
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2. Inorganic nanoparticles 

Nowadays, various kinds of nanoparticles, and particularly the inorganic ones, have been 

developed and used in numerous applications[15]. The main advantages of inorganic 

nanoparticles is attributed to their intrinsic properties, which emanating from their nano-size, 

including optical properties like fluorescence and magnetic light sensitivity, 

superparamagnetic properties as well as some biological activities, which can be exploited in 

various kinds of applications and especially in the bionanotechnology[16]. These inorganic 

nanoparticles are generally prepared via co-precipitation or polycondensation processes. The 

most known and used inorganic nanoparticles are reported in Table 1, in which the properties 

and some remarks are also listed below. 

 

Table 1 Imaging and therapeutic modalities using nanomaterials 

 

3. Encapsulation of inorganic nanoparticles 

Conventional inorganic nanoparticles have high surface polarity; therefore they display 

extremely low stability in organic medium. The low dispersion stability of inorganic 

nanoparticles was endeavored to overcome by treating the surface with organic compounds. 

Encapsulation of inorganic nanoparticles in a polymer matrix under colloidal aspect is of a 

high importance in various application domains such as cosmetics, paints, additives, etc[23]. 

The polymer based encapsulation techniques have been largely reported and various 

approaches have been used to encapsulate various inorganic nanoparticles like silica, titanium, 

alumina, calcium carbonate, carbon black, magnetic iron oxides, metal nanoparticles, and 

quantum dots (e.g. CdS)[12][24][30][30]–[33]. Generally, the encapsulation of inorganic 

nanoparticles in polymer matrix leads to phase's demixion due to the incompatibility between 

Inorganic 
nanoparticl
es 

Properties Disadvantages Application 
biomedical 

References 

Iron oxide Magnetic Opsonization and fast 
clearance by 
phagocytes 

Targeting, MRI and 
delivery 

[17][18] 

Gold Fluorescent Limited penetration 
depth for imaging 
and photothermal 

Diagnostic, tumor 
targeting and PTT 

[19][20] 

QDs Photoluminescent Toxicity 
Limited penetration 
depth for imaging 

Imaging, therapy 
and sensing 

[21][22] 
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organic and inorganic materials[34].  As a general tendency, the encapsulation of hydrophilic 

inorganic nanoparticles leads to hemispherical or anisotropic morphologies. In order to 

overcome this non homogeneous morphology, the surface modification of inorganic 

nanoparticles has been investigated in order to enhance the compatibility between the two 

materials[35]. The surface modification of hydrophilic inorganic nanoparticles has been 

performed via two main processes; (i) by surfactant adsorption, as reported in the case of iron 

oxide nanoparticles coated with oleic acid leading to nanoparticles well dispersed in alkane 

solvents[36], or by electrostatic self-assembly of preformed polymers[37], and (ii) via chemical 

modification which generally based on chemical grafting of spacer arms or molecules, as 

reported in the case of quantum dots (QDs) as below schematically illustrated. 

 

3.1. Physical encapsulation (polymer adsorption, Layer-by-Layer ...etc.) 

This physical chemistry method consists in sequential adsorption on a given charged seed 

(charged inorganic nanoparticles) and oppositely charged polyelectrolytes, as below 

illustrated in Figure 1. This adsorption can be governed by attractive electrostatic interaction, 

via thiol groups, or by specific interactions (e.g. ion pairing, complexation, dipole-

dipole...etc)[38].  

 

  

Figure 1:  Schematic illustration of the surface modification of Quantum  dots nanoparticles[39]. 
 

The main target of such process is to physically entrap the inorganic nanoparticles within the 

polyelectrolyte's layers forming the shell of the final particles. In order to enhance the amount 

of encapsulated inorganic nanoparticles in the polymer shell, these particles are incorporated 

in more than one layer. For illustrating such original approach, quantum dots (QDs) 

nanoparticles have encapsulated by Chen et al[37] in polysaccharide nanoparticles via 

electrostatic interactions. At first, the QDs are chemically modified in order to obtain 
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hydrophilic surface containing carboxylic groups. Then, the negatively charged QD's particles 

are electrostatically immobilized on cationic poly-lysine matrix. In order to avoid the release 

of the adsorbed QDs, (1-ethyl-3-(3)-dimethylaminopropylcarbodiimide (EDC)) or N, N'-

diisopropylcarbodiimide (DIC) is used to crosslink the polymer shell matrix. 

In another work, Elaissari et al[40] have encapsulated oil in water magnetic emulsion for 

biomedical application using LBL approach via sequential polyelectrolyte adsorption 

technique. The obtained colloidal particles have high stability and functionality which 

exploited in specific capture of targeted nucleic acid with high sensitivity[41]. 

 

 
Figure 2: Schematic illustration for encapsulation of inorganic nanoparticles via electrostatic Layer-

by-Layer process. 
 

3.2. Encapsulation via polymerization 

3.2.1. Emulsion polymerization 

Emulsion polymerization has been used and explored to encapsulate various kinds of 

inorganic nanoparticles[5][42]. Such process has been firstly explored and reported by Daniel et 

al. for iron oxide encapsulation in polystyrene particles in order to obtain magnetic latex 

particles for biomedical applications.[43] Unfortunately, the obtained particles have low 

encapsulation efficiency, non-homogeneous encapsulation in addition to the presence of bare 

inorganic nanoparticles (without encapsulation) and also polymer particles free from any 

inorganic nanoparticles. Accordingly, this polymerization process has been rapidly discarded 

from the encapsulation of inorganic nanoparticles. As the process of emulsion polymerization 

is limited because of diffusion processes, the generation of complex structures is often 

difficult or even impossible. It’s interesting to notice that, such batch emulsion polymerization 

has been principally used to incorporate co-monomers, macro-monomers and surfmers in the 

formed polymer particles. 
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3.2.2.   Miniemulsion polymerization 

In such process, the medium is strongly sheared to obtain identical submicron monomer 

droplets which are transformed to stable colloidal particles, as shown in Figure (3). The 

stability of the monomer(s) droplets is achieved by a conventional surfactant in presence of 

either a co-surfactant (long chain alcohol), or a hydrophobic agent (long chain alkane)[7]. The 

initiator used may be either water soluble or organic-soluble. The large surface area developed 

by these small droplets (submicron in nature) enhances their ability to capture the growing 

radicals generated by the used initiator. Consequently, each droplet is transformed into a 

nanoreactor in which the polymerization takes place. In the final step, each droplet is 

transformed to solid particles[44]. However, this requires overcoming the presence of micelles 

so that the droplets are effectively the only particle nucleation sites. Interestingly, one of the 

major advantages of the miniemulsion is the direct nucleation of monomer droplets and the 

ability to control the number of final particles by controlling the initial droplets size[45]. Unlike 

the conventional emulsion, no diffusion of monomer through the continuous phase is 

necessary in miniemulsion, which gives to such process a unique opportunity to incorporate 

inorganic nanoparticles, as largely reported in the literature[46][47]. Various inorganic 

nanoparticles have been encapsulated in polymer particles through radical miniemulsion 

polymerization, including: titanium oxide (TiO2), calcium carbonate (CaCO3), black coal, 

ZnO, Quantum Dots (i.e. CdSe/CdS) and iron oxide (Fe3O4)[48]–[52]. For instance, the 

encapsulation of iron oxide nanoparticles by polystyrene particles, using miniemulsion 

polymerization technique, has been largely reported in order to obtain magnetic latexes. 

Furthermore, it’s interesting to mention the possible use of inverse miniemulsion 

polymerization for encapsulating hydrophilic inorganic nanoparticles in hydrophilic polymer 

matrix. This process has been recently investigated by Medeiros et al. by investigating the 

encapsulation of iron oxide nanoparticles in poly(N-vinyl caprolactam) microgel[53]. 
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Figure 3: A schematic of the process of miniemulsion polymerization. Reprinted with permission 
from[54]. Copyright 2009 Wiley-VCH. 

 

 

Surprisingly, the encapsulation of inorganic nanoparticles via miniemulsion polymerization is 

not yet developed in the industrial scale, and this is due partly to difficulties related to the 

emulsification of large volume using ultrasound process. Nonetheless, it offers a wide range 

of applications. One of the major advantages of the miniemulsion polymerization process is 

the direct control of the number of the final particles by controlling the number of initial 

droplets and consequently the final particles size[45]. 

 

3.2.3. Microemulsion polymerization 

Amongst the surfactant-based approaches, microemulsion polymerization is one of the most 

used techniques for the preparation of structured functional nanoparticles of controlled size 

and shape[55]. Oppositely to the direct and inverse emulsions, microemulsions are 

thermodynamically stable colloidal and generally optically transparent since the particles size 

is ranging from 10 to 60 nm. The microemulsion recipe requires high surfactant concentration 

(i.e. largely above the CMC) and in some cases the addition of a co-surfactant (short chain 

alcohol) is of paramount importance. We can distinguish direct (o/w) and inverse (w/o) 

microemulsions, depending on the continuous dominant phase. Microemulsion method has 

several advantages over other polymerization methods (Figure 4) in disperse media, namely, 

the possibility of preparing a wide variety of colloidal particles with different properties[10]. 
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Figure 4: Schematic illustration for inverse micro-emulsion polymerization. 
 

The conventional method is based on the water in oil (w/o) microemulsions, and it was used 

for the preparation of metal nanoparticles and other minerals since the early 1980s. The 

droplets of w/o microemulsions are designed as tiny compartments or "nanoreactors". The 

principal methodology for the synthesis of nanoparticles via w/o microemulsions involves 

mixing of two microemulsions, one containing the metal precursor and other contains 

precipitant. The mixing of both reactants and the coalescence of droplets leads to precipitation 

reaction, and consequently to nanoparticles confined within the microemulsion droplet, as 

represented in Figure 4. 
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Figure 5: Scheme of the w/o microemulsion reaction method for the synthesis of inorganic 

nanoparticles. 

 

During the last decade, the synthesis of multifunctional silica nanoparticles bearing well 

defined core-shell to more complex morphologies has been reported using microemulsion 

polymerization technique[56]. Furthermore, many interesting results have been published on 

the use of w/o microemulsions for the preparation of a variety of nanomaterials, such as 

metallic nanoparticles, metal oxides, quantum dots, and even the most complex ceramics 

materials[57]–[60].  

Despite the superior performance and properties of nanoparticles obtained in w/o 

microemulsions, this method has not found good acceptance in the industrial scale due to the 

use of large quantities of oil (solvent) and also surfactant which represent the main chemical 

composition of these systems. Furthermore, most studies used a relatively low concentration 

of metal precursors, leading to low yields of nanoparticles. These drawbacks affect negatively 

from the economic and ecologic point of view. Accordingly, various studies have been done 

to solve this shortcoming. For instance, nanosized bismuth crystals have been encapsulated by 

poly(methyl methacrylate) (PMMA) using inverse microemulsion technique[61]. In another 

report, the PMMA-coated nanoparticles were protected from oxidation and showed high 

crystallinity and purity of single phase when compared with bismuth nanoparticles 

synthesized from microemulsion without polymer[61]. Moreover, Peng Liu has successfully 

prepared core-shell ZnO “nanoparticles@polystyrene” using facile soapless microemulsion 
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polymerization of styrene with oleic acid modified zinc oxide nanoparticles as seed. This 

method was convenient for encapsulation of certain nanoparticles[62].  

With all this progress, emulsion polymerization and the various technologies derived from 

them, seem well adapted to tackle new challenges such as developing stimulable particles or 

hybrid particles intimately combining the organic and inorganic matter and to meet the 

multiple needs associated with the development of nanoscience and nanotechnology. 

 

3.3. Adsorption on a seed followed by polymerization 

This stepwise process is based on two consecutive approaches, physical adsorption approach 

followed by chemical encapsulation. In this direction, Sauzedde et al.[63][64] developed a new 

method for the synthesis of hybrid particles based on the work first described by Furusawa et 

al[65]. This method consists in first adsorption of inorganic nanoparticles (i.e. iron oxide 

nanoparticles) on seed polystyrene core-thermally sensitive cationic poly(N-

isopropylacrylamide) (poly(NIPAM)) shell, via electrostatic interactions. After few washes to 

remove free inorganic nanoparticles, the seed radical polymerization was carried out using 

NIPAM monomer, itaconic acid as a functional monomer and N,N'-methylenebisacrylamide 

(MBA) as a crosslinking agent. The final hybrid particles were monodisperse and exhibited up 

to 25% wt/wt. inorganic nanoparticles as estimated by TGA. The observed low encapsulated 

amount is principally related to desorption of the inorganic nanoparticles during 

polymerization process. It is interesting to note that the incorporated inorganic nanoparticles 

were continuously released during the storage (Figure 6). 

 

 
Figure 6: Schematic illustration for encapsulation of inorganic nanoparticles via stepwise adsorption 

and chemical encapsulation via seed polymerization. 
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3.4. Double emulsion like process 

This interesting process based on oil in water in oil (o/w/o) emulsification like was firstly 

developed for encapsulating hydrophilic and hydrophobic active molecules[66][67]. At first, 

water in oil (w/o) emulsion was prepared and then transferred into water phase in order to get 

w/o/w emulsion. To obtain stable and rigid polymer particles, solvent evaporation was then 

performed[68]. In this process, the oil phase is a solvent-miscible with water, such as 

dichloromethane (DCM), acetone and ethanol; while the polymer was solved in the organic 

solvent. For encapsulation of hydrophilic inorganic nanoparticles, these should be dispersed 

firstly in the water phase. Whereas, the encapsulation of hydrophobic inorganic nanoparticles 

requires complete dispersion in the solvent phase containing polymer. The particles size of 

these hybrid colloidal dispersions is controlled mainly by the high shearing velocity, which 

leads to submicron hybrid particles[69]. This approach has been recently investigated by 

Ahmed et al by investigating all parameters affecting the colloidal properties of the final 

particles[70]. This o/w/o has been explored by encapsulating iron oxide nanoparticles for in 

vivo imaging, and nowadays, it’s the unique template to obtain hybrid particles for theranostic 

applications (for both in vivo diagnosis and drug release)[15],  as illustrated in the Figure 7. 

 

 
 

Figure 7: Schematic illustration for encapsulation of inorganic nanoparticles and active molecules for 
theranostic application via w/o/w emulsion like process. 

 

4. Biomedical applications 

Nowadays, functional hybrid colloidal particles (inorganic/latexes) have found extensive use 

in various biomedical applications including in vitro diagnostic, bioseparation and in vivo 

bionanotechnological applications[41][71]–[73]. The most popularly used inorganic nanoparticles 
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are iron oxide, ZnO, gold, silver, and quantum dots. Their importance stems from their unique 

and interesting features, including nano or submicronic size, optical, magnetic, electronic, 

and/or catalytic properties. For instance, the coupling of biomolecules to magnetic field 

stimuli responsive carriers (e.g. superparamagnetic iron oxide colloidal particles) can be 

exploited to achieve rapid, simple, and specific separation of biomolecules under the effect of 

an external magnetic field, and consequently it saves time and efforts as compared to the 

conventional filtration and centrifugation processes, which are laborious and time consuming 
[4][74]. Generally, in vitro diagnostic field, inorganic colloidal nanoparticles have been used as 

carriers for biomolecules (proteins, antibodies, antigen, etc.), in separation and purification of 

biomolecules, as probes for DNA/RNA hybridization and identification, and for protein and 

nucleic acid detection. Furthermore, they found interesting applications In vivo diagnostic as 

in magnetic resonance imaging (MRI) as contrasting agents, and in therapeutic applications as 

in targeted drug delivery and hyperthermia[75]–[77].  

 

4.1. In vitro applications of encapsulated inorganic nanoparticles 

Non-biodegradable hybrid latexes have received an increasing interest as solid-phase supports 

in numerous applications, especially for the in vitro biomedical diagnostic domain[78]. This 

interest is due to the versatility of many heterophase polymerization processes (emulsion, 

dispersion, precipitation) for making and tailoring well-defined vectors presenting various 

particle sizes and surface reactive groups[79]. Moreover, these processes can be based on the 

use of preformed polymers. The main objective of the coming parts is to illustrate the use of 

some hybrid particles in biomedical applications. 

Biomedical diagnosis are based on the identification and quantification of metabolites(uree, 

cholesterol,…)[80], biological molecules (nucleic acids, proteins, ...)[71][81] or pathogens 

(viruses, bacteria)[82][83] present in biological samples. The extraction of the target 

biomolecules is mainly based on the use of various solid supports and the most used is the 

magnetic latex particles whose are describes above. The main problem of biomedical 

diagnosis is related to the detection step and consequently to the sensitivity. The challenge in 

any diagnostic is to be able to detect and to identify one targeted molecule of a given analyte 

(i.e. one bacteria or one virus particle)[82][84]. To target such objective, various fluorescent 

particles were elaborated as above discussed and evaluated in vitro biomedical diagnostic.  

In recent years, increasing interest has been focused on the preparation of magnetic latex 

particles for diagnostic applications. The pioneer work in this field was performed by 

reporting the preparation of various magnetic colloids based on the surface modification of 
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iron oxide nanoparticles (particle size less than 60 nm)[85]. Then, various additional magnetic 

particles and latexes were elaborated as evidenced from the numerous reported papers[53][86]–

[92]. All elaborated magnetic colloids are principally used as solid supports for covalent 

immobilization of biomolecules involved in specific capture of a given target (such as ELISA 

and ELOSA tests)[93][94]. 

Nowadays, the main objective in biomedical diagnosis is the elaboration of new magnetic 

colloids and methodologies in order to enhance analysis sensitivity and specificity[95]. The 

problem encountered in this field, and particularly in the area of nucleic acid probes, is the 

level of sensitivity. One possibility to partially solve this problem is to increase the 

concentration of the target (RNA and/or DNA) in the considered medium before specific 

detection and amplification of the target probe. Then utilization of appropriate magnetic latex 

particles for extraction and concentration of nucleic acids would be of extreme interest as 

illustrated in the Figure 8[94]. 
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Figure 8: Schematic illustration: (a) Non-specific capture, purification, and concentration of nucleic 
acid molecules. (b) Proteins and nucleic acids extraction, purification, and concentration using 

thermally sensitive microgel particles.  

 

Nowadays, magnetic latex particles are used for samples preparation area which consists in 

the extraction of targeted analyte from complex samples (i.e. blood, food, tissue, water air 

etc...). Then, well designed magnetic latex particles are of great interest in molecular biology 

which consists in nucleic acids extraction, purification, and concentration before any detection 

for PCR or RT-PCR amplification. In such field, the extracted biomolecules are used in lab-

on-chip, microfluidic and microsystems in order to enhance the sensitivity, the specificity and 

(a) 

(b) 
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the rapidity of biomedical diagnosis[96]. To reduce the involving steps, the magnetic particles 

are mainly used as carrier for transport mission[97]. Another interesting application of colloidal 

magnetic nanoparticles is their use as labels in magnetoresistive detectors, as reported by 

Schotter et al.[98]. This technology has been used in biomedical field for detection by 

exploring the possibility of using giant modified magnetoresistive (GMR). For instance, 

streptavidin containing magnetic nanoparticles were used to detect biotin containing single 

stranded DNA fragment after hybridization with the capture probe which first immobilized on 

GMR surface. By using such approach, DNA was detected even at concentration lower than 

16 pg/μl. 

 

4.2. In vivo Applications of encapsulated inorganic nanoparticles 

Amongst the inorganic nanoparticles used for in vivo applications are iron oxide 

nanoparticles. This can be attributed to their superparamagnetic properties, biocompatibility 

and low toxicity in the human body, simple and low cost preparation[87]. The individual 

magnetic nanoparticles have large constant magnetic moment and behave like a giant 

paramagnetic atom with a fast response to applied magnetic field with negligible remanence 

(residual magnetism). Such particles are mainly used for in vivo diagnostic applications as 

contrasting agent in magnetic resonance imaging (MRI), drug carriers, and also for 

hyperthermia applications[95][99]–[111]. In this special field, the used polymer matrix should be 

biodegradable. The hyperthermia therapy of magnetic polymer particles involves a local 

increase in the temperature (up to 45oC) of the tumor cell when an external magnetic field is 

applied on these magnetic polymer particles. Such a temperature increase can be lethal for the 

temperature sensitive cells[112]. For biomolecules immobilization, nanoparticles of 

monodisperse magnetic spheres with epoxy reactive functional groups were prepared, based 

on St-EGDMA-GMA copolymer, using spraying suspension polymerization technique. These 

particles have been sufficiently used for protein (BSA) immobilization assay[113].   

Maghemite (γ-Fe2O3) nanoparticles encapsulated with poly(NIPAM) were prepared by 

solution radical polymerization[114]. The in vitro cellular uptake results indicate that these 

particles exhibit higher efficiency in labeling rat and human bone marrow mesenchymal stem 

cells than pristine maghemite nanoparticles and even dextrane-modified nanoparticles[115].  

Specific targeting is an interesting approach toward increasing the local accumulation of the 

encapsulated nanoparticles in the diseased tissue (5,200). Using this approach, specific 

biomolecules (folic acid, peptides, proteins, and antibodies) were conjugated with these 

magnetic particles to be targeted to specific cells.  
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Polymer particles containing quantum dots are also used for in vivo applications and almost of 

experiments have been performed on animals only, due probably to the possible toxicity of 

such materials[116]. 

 

Recently, a new class of inorganic nanoparticles used for optical imaging markers have been 

investigated[117]–[125]. These inorganic nanoparticles having a noncentrosymmetric structure 

emit light through the second-harmonic generation (SHG) mechanism rather than the widely 

used fluorescence.  

 

SHG-nanoprobes offer unique advantages for biomedical application, essentially, for single 

molecule and deep-tissue imaging (i.e. in the millimeter range). Grange et al.[126] have 

demonstrated that second harmonics probes are efficient bio-markers for tissue imaging. They 

injected BaTiO3 nanoparticles under the skin of the tail of mouse then visualized monitoring 

of nanoparticles by confocal microscope (Figure 9). They have demonstrated that the obtained 

signal is the second harmonic issued by nanoparticles of BaTiO3. Pantazis et al.[127] have 

injected the BaTiO3 nanoparticles into one-cell stage zebrafish embryos, demonstrating that 

using BaTiO3 nanoparticles in vivo bioimaging have an excellent photo-stability for long 

term without photobleaching and blinking, flexibility to choose the excitation wavelength, 

coherent signals for imaging, 3D scanning less, excellent biocompatibility and ultra-fast 

response time. Recently, Pu et al.[128], he demonstrated that enhancement of the SHG signal 

with core-shell SHG-nanoprobes provides high brightness for optimal contrast 

 

 

Figure 9: In vivo sample for SHG imaging. (a) Sample diagram (b) Scanning confocal 
imaging of SHG-nanoprobes embedded 100 µm below a mouse tail tissue. (The pixel sizes 
are x and y = 379 nm, z = 881 nm). The arrows show the same SHG-nanoprobes on both 

views[126].  
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5. Conclusion 

The examination of state of the art in the field of encapsulation of inorganic nanoparticles in 

polymer matrix under colloidal dispersion forms, allowed us to describe and better understand 

the advances in the encapsulation of preformed inorganic nanoparticles leading to the 

elaboration of hybrid latex particles. In the cases of polymerization based processes, surface 

modification of inorganic particles is the key point to target homogeneous encapsulation, 

well-defined core-shell morphology and good encapsulation efficiency. In addition, the 

encapsulation via polymerization in dispersed media lead to large batches.  

The major problem related to such process is the incompatibility of inorganic nanoparticles 

(hydrophilic) with the organic polymer material. The alternative to solve this problem is to 

modify the surface of these nanoparticles in order to make them initially dispersible in an 

organic phase and then compatible with the formed organic polymer matrix. After surface 

modification, the miniemulsion seems to be one of the most appropriate methods for their 

incorporation effectively in submicron polymer particles. 

Whereas, the encapsulation using physical chemistry approach leads incontestably to the 

concomitant formation of clusters and targeted stable hybrid particles.  

Regarding the application of hybrid particles in biomedical area such as therapy, in vivo 

diagnosis and in vitro medical diagnosis, various works and approaches have reported in the 

literature as can be evidenced by the numerous reported works. Indeed, hybrid particles are 

commonly used as solid phase supports of biomolecules in vitro diagnosis. In this field, 

hybrid particles bearing immobilized biomolecules are used in immunoassay, specific nucleic 

acids capture, cell sorting and nowadays in numerous biotechnological applications. 

The encapsulation of inorganic nanoparticles leading to hybrid particles for in vivo diagnosis 

are mainly dedicated to in vivo diagnosis such as magnetic resonance imaging, hyperthermia, 

and now expanded to be efficiently used in theranostic applications which are combination of 

in vivo diagnosis and therapy. 
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Introduction 

Comme nous l’avons décrit au chapitre I, il existe différentes approches pour la synthèse de 

nanoparticules inorganiques. Nous avons porté notre attention sur la synthèse de nanocristaux 

d’iodate de fer par les procédés de microémulsion inverse et de miniémulsion inverse. Ces 

méthodes sont très largement utilisées pour préparer des nano-objets de taille et de 

morphologie contrôlées, tels que les nanoparticules métalliques, semiconductrices, les oxydes 

et les nanocomposites. Dans le cas des oxydes et des matériaux ioniques, la littérature est 

aussi riche en exemples de microstructures complexes obtenues par auto-assemblage ou auto-

organisation en présence de tensioactifs, ou de polymères.  

La synthèse d’iodate de fer par microémulsion inverse avait déjà été explorée au laboratoire 

SYMME1. Malgré une étude approfondie portant sur les différents paramètres expérimentaux, 

à savoir les tensioactifs (anioniques comme l’AOT et non-ioniques comme le triton X-100), la 

nature du solvant, la concentration des réactifs et la température, il n’a pas été possible 

d’obtenir un réel contrôle des dimensions et de la morphologie des nanocristaux. Il était donc 

nécessaire de développer de nouveaux procédés de synthèse, permettant d’une part de 

dépasser les limitations observées et d’autre part de respecter les spécificités propres aux 

applications visées.  

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés à un procédé de microémulsion inverse 

modifié par ajout de polymères, offrant ainsi un degré de liberté supplémentaire à l’étude. 

Plus précisément, l’additif organique permet de modifier les interactions à l’interface 

nanoparticule-couche de tensioactifs et de changer la cinétique de formation des nanocristaux 

au cours des étapes de nucléation et de croissance. Dans un premier temps, une étude 

préliminaire a porté sur l’utilisation d’un polymère comme additif : le polyéthylène glycol 

(PEG) a été retenu en raison de sa biocompatibilité. L’étude systématique réalisée avec le 

PEG est présentée sous la forme d’un article de recherche récemment publié dans le journal 

« Crystal Growth & Design ».  

La seconde partie du chapitre concerne la synthèse de nanocristaux d’iodate de fer par 

miniémulsion inverse.  
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I. Synthèse contrôlée par ajout de polymère en microémulsions inverses 

I.1. Introduction 

Afin de préparer des nanoparticules inorganiques de taille et de morphologie contrôlées, le 

système de microémulsion peut être modifié par incorporation d’additifs comme par exemple 

des polymères. Pour des conditions opératoires spécifiques, la présence de ces additifs 

n’affecte pas l’équilibre thermodynamique de la microémulsion (pas de séparation de phase) 

mais peut fortement influencer les propriétés physico-chimiques (taille, morphologie, 

cristallinité, etc…) des particules résultantes. Un polymère de faible masse moléculaire (dont 

le diamètre est inférieur à celui des micelles) est facilement dissous dans la phase aqueuse 

d’une microémulsion inverse. En revanche,  un polymère de longue chaine a tendance à 

former des agrégats dans la phase continue. Ainsi, il a été établi que le polymère ajouté peut 

influencer la taille des micelles2–4, les interactions micelles-micelles5–7, ainsi que la stabilité8 

et la flexibilité de l'interface8,9 par la formation de complexes polymères-tensioactifs. 

En termes de synthèse, Lisiecki et al10 ont montré que la taille des nanoparticules de cuivre 

est modifiée dans une microémulsion à base d’AOT après ajout de chlorure de 

cetyltriméthylammonium (CTAC). La taille des nanoparticules de cuivre est inversement 

proportionnelle à la quantité de CTAC. Par ailleurs, Koetz et al., ont également publié 

plusieurs études sur la synthèse de nanoparticules inorganiques ; de CdS11, BaSO4
12 et Fe3O4

13 

à partir de systèmes micellaires modifiés par incorporation de polymères chargés. Les intérêts 

de cette approche sont (i) une augmentation de la stabilité de la couche de tensioactifs liée à 

l’interface des particules inorganiques, (ii) une modification de la croissance des particules 

liée à l’interaction entre le polymère et la particule et (iii) une stabilisation stérique de la 

particule limitant l’agglomération.  

Les copolymères sont également prometteurs pour élaborer des nanoparticules inorganiques 

structurées avec dans certains cas un contrôle de la taille, de la morphologie mais aussi de la 

structure cristalline14,15.  

 

I.2. Etude préliminaire : « effet de la nature de polymère »  
Au début de ces études, une première série d’études a été réalisée afin d’examiner la 

faisabilité de la méthodologie, de sélectionner le polymère le plus prometteur pour des études 

systématiques.  
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I.2.a. Protocol expérimental 
Produits : Les réactifs proviennent de chez Sigma Aldrich et ont été utilisés sans purification 

particulière. Les solvants organiques (acétate d’éthyle, octane) ont tous un degré de pureté 

supérieure à 99%. Le tableau II.1  dans l’annexe 1 rassemble les données caractéristiques des 

molécules utilisées tout au long des travaux expérimentaux.  

 

Méthode de synthèse : le procédé de microémulsion inverse nécessite la préparation de trois 

phases : une phase organique et deux phases aqueuses. La phase organique a été préparée par 

solubilisation de l’AOT dans l’octane ([AOT] = 0,5M). Les deux phases aqueuses contiennent 

respectivement de l’acide iodique ([HIO3] = 0,05M) et du nitrate de fer ([Fe(NO3)3)] = 0,2M) 

dans une solution contenant aussi des polymères hydrophiles à une concentration de 5g/L.  

Deux microémulsions ont été préparées par mélange des deux phases aqueuse et organique 

sous agitation magnétique, avec un rapport molaire w=5,8 ([eau] / [tensioactif]). Ces systèmes 

thermodynamiquement favorables donnent spontanément une dispersion d’apparence 

translucide. 

Les deux microémulsions initiales sont ensuite mélangées dans un réacteur de 100 ml et 

laissées pendant 2 heures sous agitation mécanique (560 rpm) à une température de 80°C. Les 

produits sont alors récupérés par précipitation après ajout d’éthanol dans le milieu réactionnel. 

Les nanoparticules d’iodate de fer sont ensuite collectées par ultracentrifugation à 10000 rpm 

et lavées deux fois à l'éthanol.  

 

Caractérisations: la taille des particules a été déterminée par diffusion dynamique de la 

lumière (Dynamic Light Scattering, DLS) et l’observation morphologique de ces objets a été 

réalisée par microscopie électronique à transmission et microscopie électronique à balayage. 

Les propriétés optiques non linéaires ont été étudiées par diffusion Hyper Rayleigh (Hyper 

Rayleigh Scattering, HRS) en mesurant pour des suspensions de nanocristaux, l’intensité 

lumineuse diffusée à la fréquence de second harmonique.  

 

I.2.b. Analyse de la morphologie des particules obtenues 

La préparation de microémulsions, c'est-à-dire de nanogouttelettes d’eau stable dans une 

phase organique, est indispensable et hormis la transparence des microémulsions initiales et 

du mélange réactionnel après mélange, cette stabilité a aussi été vérifiée par des mesures de 

taille. Pour chaque polymère utilisé, la taille des micelles obtenues est de 12 ± 2 nm. 
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Concernant la morphologie, les images MET de la Figure II.2 montrent des résultats 

représentatifs en fonction de la nature des polymères utilisés. A titre d’illustration, l’image A1 

(Figure II.1) montre un exemple de synthèse réalisée sans ajout de polymère (note : cette 

image ne correspond malheureusement pas exactement aux conditions expérimentales 

présentées ici mais nous l’estimons représentative): Sur cette image, des agrégats de 

particules quasi-sphériques (de dimension 50-100 nm) sont observés. Une interprétation plus 

détaillée sera proposée dans la partie suivante.  

D’autre part, en présence de polymère, on remarque des variations significatives de la 

morphologie des particules. Le résultat le plus intéressant a été obtenu pour le poly(éthylène 

glycol) (PEG) avec des tailles de particules inférieures à 100 nm, une morphologie sphérique 

et une distribution de taille étroite (Figure II.2 (D)). Avec la polyvinylpyrrolidone (PVP) et le 

poly(acide acrylique) (PAA) (Figure II.2 (C) et (F) respectivement), on obtient des 

nanoparticules bien définies mais celles-ci ne sont pas majoritaires. Avec le Triton X-

100(Figure II.2 (A)), les particules sont agglomérées, proche de ce qui est observé sans 

polymère. Les nanoparticules obtenues avec le poly(acrylamide) (Pam) présentent une taille 

de l’ordre de 1µm, plus importante que pour les autres préparations(Figure II.2 (B)). Enfin, on 

observe avec Poly(méthyle vinyle éther-alt-maléique anhydride)(AMVE) des objets très 

polydisperses en taille(Figure II.2 (E)). Ce polymère n’a pas été retenu pour la suite des 

travaux bien que l’obtention de particules de petite taille soit intéressante.  

 

 
Figure II.18 : Images MET de nanoparticules d’iodate de fer synthétisées par microemulsions 

inverses sans ajout de polymère. 
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Figure II.19 : Images MET de nanoparticules d’iodate de fer synthétisées par microemulsions 

inverses avec ajout de polymères à 5 g/L dans la phase aqueuse. (A) Triton x-100, (B) PAm, (C) 
PVP, (D) PEG, (E) AMVE, (F) PAA. 
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Par ailleurs, les analyses HRS correspondantes montrent que les nanoparticules ne présentent 

aucun signal de génération de second harmonique. Cette observation témoigne certainement 

de l’absence de cristallisation, or la préparation de particules amorphes est rédhibitoire pour 

les applications visées. Cependant, on peut noter que ces synthèses ont été réalisées dans des 

conditions particulières avec des concentrations égales en ions IO3
- et Fe3+. Des proportions 

stœchiométriques ou un excès en ions IO3
- seront d’ailleurs utilisés par la suite afin de 

diminuer les interactions organiques-inorganiques comme illustré pour BaCrO4.16 

Cependant, cette étude préliminaire a permis de réaliser les premiers essais sur l’influence 

d’additifs et nous observons une modification assez nette de la morphologie des objets 

obtenus. L’utilisation du PEG semble d’autre part offrir les résultats les plus intéressants avec 

des particules de taille convenable. Ce polymère est de plus bien connu pour sa 

biocompatibilité. Ces considérations positives nous ont amené à approfondir cette voie. 

 

I.3. Synthèse par ajout de poly(éthylène glycol) 

L’étude complète concernant la synthèse de nanoparticules d’iodate de fer par microémulsion 

inverse dont la composition initiale a fait l’objet d’étude systématique a été publié dans le 

Journal Crystal Growth & Design17. Pour certaines conditions, des nanocristaux sphériques de 

taille 10-20 nm et possédant des propriétés optiques non linéaires appropriées ont été obtenus.  

En ce qui concerne le tensioactif, l’AOT a été choisi car il permet de solvater une grande 

quantité d’eau et qu’il ne nécessite pas la présence d’un co-surfactant18 contrairement à des 

systèmes à base de CTAB19. De plus, les molécules de polyéthylène glycol de faible poids 

moléculaire (400g/mol) préalablement ajoutées aux solutions aqueuses de réactifs, permettent 

d’augmenter le domaine d’existence des microémulsions inverses préparées à partir d’AOT20. 

 

En termes de mécanismes de croissance et de cristallisation des nanocristaux de Fe(IO3)3, 

nous avons montré que les changements de concentration en PEG et du rapport molaire w 

conduisent à des objets de taille et de morphologie très différente. Pour expliquer de telles 

variations, un mécanisme basé sur une nucléation homogène et sur la formation éventuelle de 

microstructures hybrides à partir d’un phénomène d’inter-digitation des tensioactifs a été 

proposé. Brièvement, pour un faible rapport w (=5.8) et sans ajout de PEG, des agrégats de 

particules amorphes sont produits en raison des fortes interactions entre les précurseurs 

amorphes et les têtes polaires de l'AOT. Dans ce cas, seul un temps de réaction très important 

permet d’obtenir des bâtonnets cristallisés de longueur micrométrique par un phénomène de 
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réorganisation des tensioactifs adsorbés1,21,22. En revanche, le caractère inhibitoire de l’AOT 

pour la cristallisation disparaît pour une concentration de PEG supérieure à 5 g/L. Dans ce 

cas, l’obtention de nanocristaux quasi-sphériques de 10-20 nm peut s’expliquer par la 

présence du PEG qui : 

- diminue les interactions entre les têtes polaires de l’AOT et la surface des 

nanoparticules primaires d’iodate de fer,  

- accélère la cinétique de formation des particules, c'est-à-dire les étapes d’échange 

inter-micellaire et de nucléation de telle sorte que la cristallisation peut avoir lieu sans 

phénomène d’agrégation,  

- protège probablement les nanocristaux d’une agrégation ultérieure par des interactions 

stériques.  

Pour un rapport w supérieur à w=12,2, les têtes polaires de l’AOT sont davantage hydratées et 

la concentration en réactifs est plus élevée ce qui augmente fortement la cinétique de 

formation des particules primaires amorphes. En l’absence de l’AOT, le phénomène de 

cristallisation par agrégation conduit à des amas de nano-filaments en raison d’une forte 

adsorption de PEG sur les parois latérales des particules amorphes puis des nano-bâtonnets 

primaires. Ceci a été démontré par des mesures infrarouges et un affinement des paramètres 

de maille des nano-filaments. Ceux-ci continuent par la suite à s’auto-organiser pour former 

des structures sphériques micrométriques. De manière très surprenante, l’ajout de PEG, même 

à faible concentration, conduit à une augmentation progressive par des interactions stériques 

de la distance entre nano-filaments. Il en résulte des micro-cristaux quasi-sphériques ayant 

une forme caractéristique d’oursins. De plus, des images MEB réalisées à différents moments 

de la synthèse montrent que ces structures apparaissent après la formation primaire de micro-

bouquets constitués de plusieurs nano-filaments. Ces micro-amas s’auto-assemblent ensuite 

de façon à diminuer l’énergie interfaciale avec l’octane et forment ainsi former ces structures 

originales à morphologie d’oursins. De tels assemblages micrométriques ne sont clairement 

pas adaptés à l’imagerie de second harmonique mais ils permettent de mettre en évidence le 

rôle coopératif de l’AOT et d’un additif comme le PEG pour une croissance contrôlée de 

micro- et nano-objets hybrides. 
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I.4. Conclusion sur la synthèse par microémulsion inverse modifiée 

L’iodate de fer est un matériau ionique non-centrosymétrique obtenu par co-précipitation des 

ions Fe3+ et IO3
- dont la morphologie est difficile à contrôler sans l’ajout d’additifs que ce soit 

en solution homogène23 ou en microémulsion inverse. Ainsi, il a été démontré pour la 

première fois que l’ajout de polymère conduit à une diminution  des interactions 

inorganiques-organiques à l’interface particule-couche de tensioactifs et permet l’obtention 

des cristaux de Fe(IO3)3 de taille et de morphologie bien maitrisées. Autrement dit, dans un 

intervalle de compositions assez étroit et en présence de polyéthylène glycol 400, une 

microémulsion inverse à base d’AOT joue son rôle de réacteur pour la préparation de 

particules cristallisées nanométriques. De la même manière, un faible changement de 

composition des concentrations relatives d’eau, d’AOT et de PEG contribue à l’émergence de 

plusieurs microstructures hybrides. Les formes varient en fonction de temps de réaction et 

passe de bouquets de nano-filaments à des oursins quasi-sphériques composés de 

nanofilaments arrangés de manière plus ou moins régulière et ceci en fonction de la teneur en 

PEG.  

Il est à noter aussi que l’augmentation de la teneur en eau (de w=5,8 à w=12,2) ne permet pas, 

d’obtenir des nanocristaux sphériques de taille supérieure à 50-100 nm via la microémulsion 

inverse. C’est pourquoi, nous avons cherché par la suite à obtenir des nanocristaux de taille 

supérieure en utilisant le procédé de miniémulsion inverse.   
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II. Synthèse des cristaux d’iodate de fer via la miniémulsion inverse 

II.1. Introduction 

Dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus sur la synthèse de nanoparticules 

d’iodate de fer via la miniémulsion inverse, en cohérence avec le sujet du chapitre II. Il est 

important de noter que ces travaux ainsi que ceux portant sur la synthèse et l’encapsulation 

simultanée de nanoparticules d’iodate de fer sont rassemblés dans une publication unique 

présentée dans le chapitre III. 

Le procédé de miniémulsion inverse est une alternative avantageuse au procédé de 

microémulsion inverse. Cette méthode de préparation permet d’obtenir des suspensions de 

teneur importantes en particules (12 %wt pour la miniémulsion contre 5 %wt pour la 

microémulsion). Le procédé de miniémulsion inverse permet un mécanisme de nucléation 

homogène car chaque gouttelette subit un procédé de nucléation individuel24.. Les facteurs 

clés pour la synthèse de nanoparticules inorganiques par miniémulsion inverse sont les 

conditions d’émulsification, la présence de molécules hydrophiles (NaCl) et la présence 

d’agents stabilisants (span®80).  

La technique de miniémulsion diffère de la microémulsion par le type et la taille des objets 

primaires générés. Les micelles obtenues par microémulsion inverse sont des systèmes 

flexibles de l’ordre d’une dizaine de nanomètre. Les nanogouttelettes générées dans une 

miniémulsion sont de l’ordre de 100 nm, aucun échange entre la phase organique et la phase 

aqueuse n’est possible. Ainsi, la taille des objets finaux est généralement celle des gouttelettes 

initiales. 

Pour la synthèse de particules par co-précipitation en miniémulsion, le procédé consiste à 

préparer deux systèmes de miniémulsions contenant des réactifs complémentaires en phase 

interne dans une phase continue généralement similaire25. La réaction de co-précipitation dans 

un milieu homogène est spontanée. Au contraire, le mélange de deux miniémulsions sans 

apport énergétique (e.g. ultrasons) ne conduit à aucune réaction, comme mentionné au 

Chapitre I. Lorsque le système subit l’étape d’homogénéisation par fragmentation via des 

forces de cisaillement forte, les processus de fission et de fusion des gouttelettes se produisent 

rapidement. Une réaction immédiate entre les réactifs est générée donnant la formation de 

nucléi qui vont croitre pour aboutir à des particules inorganiques. 26 ont montré que des 

solutions concentrées de sels métalliques peuvent être émulsionnées en utilisant des 

copolymères en tant que agent stabilisante pour obtenir des nanoparticules homogènes 

d’oxydes de fer, d’oxydes de zirconium et de carbonate de calcium. 27 ont préparé des 
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nanoparticules inorganiques de complexe de phosphore de lanthanide via la miniémulsion 

inverse pour des compositions binaires et ternaires. Ces particules montrent une stabilité 

colloïdale intéressante. Récemment, 28 ont synthétisé des nanoparticules d’oxyde de zinc par 

miniémulsion inverse en variant la nature du tensioactif. Les nanoparticules obtenues se 

présentent sous la forme de disque avec une distribution de taille homogène. A notre 

connaissance il n’existe pas d’étude décrivant la préparation de nanocristaux d’iodate de fer 

par le procédé de miniémulsion inverse dans la littérature. 

 

II.2. Protocol expérimental 

Nous exposons dans cette partie une étude systématique sur l’influence de la teneur en réactifs 

(nitrate de fer et acide iodique) et en molécule stabilisante (span®80) dans le milieu 

réactionnel. Dans un premier temps, l’effet de la teneur en réactif a été évalué avec une phase 

organique contenant 3%wt de span®80. Les caractéristiques des nanoparticules inorganiques 

(taille et morphologie) ont permis de sélectionner les concentrations intéressantes. A partir de 

ces résultats, l’effet de la teneur en span®80 a été évalué. 

Le protocole expérimental consiste à mélanger deux phases non miscibles. De la même façon 

que pour la microémulsion inverse, deux systèmes dispersés sont créés puis mélangés, comme 

présenté dans la Figure II.3.  

 
Figure II.20 : Procédé de synthèse d’iodate de fer par miniémulsion inverse. 
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La première étape d’émulsification par ultrasons est une étape clé pour le contrôle de la taille 

des gouttelettes, et par conséquent le contrôle de la taille des cristaux finaux. La seconde étape 

d’émulsification par ultrasons permet l’échange des milieux internes des gouttelettes et le 

processus de formation des cristaux est ensuite conduit à température contrôlée pour une 

durée définie.  

 

Plus précisément, l’agent stabilisant utilisé dans notre étude est un tensioactif non ionique de 

bas HLB, le monooléate de sorbitan (span®80, HLB = 4,3) qui a prouvé son intérêt dans des 

études similaires29. Les deux nanoémulsions primaires ont été générés de la manière suivante : 

l’acide iodique et le nitrate de fer ont été séparément solubilisés dans de l’eau déionisée dans 

des conditions non stœchiométriques (1mole de nitrate de fer pour 4 moles d’acide iodique). 

L’excès d’ions joue un rôle d’agent de pression osmotique en augmentant la stabilité des 

nanogouttelettes contre le mûrissement d’Ostwald. La phase organique a été préparée par 

dissolution du span®80 dans le cyclohexane. Les deux solutions aqueuses ont été mélangées à 

la phase organique individuellement (12 % de phase dispersée). Les deux miniémulsions 

inverses contenant chacune un réactif ont été obtenues par un cycle d’ultrasons à 90 % 

d’amplitude pendant cinq minutes. Enfin, la miniémulsion inverse secondaire a été obtenue 

par une seconde étape d’ultrasons dans les mêmes conditions opératoire, puis transférée dans 

un réacteur thermorégulé à 80°C et équipé d’une agitation mécanique. La réaction a été 

conduite pendant 3 heures. La dispersion finale a été traitée par centrifugation afin de 

récupérer les cristaux d’iodate de fer. Ils ont été redispersé dans une solution aqueuse 

contenant 1 wt. % de CTAB afin d’obtenir une suspension colloïdale permettant l’analyse 

physico-chimique des cristaux. 

Les nanoparticules inorganiques obtenues ont été analysées en termes de taille et de 

morphologie, par DLS et par microscopie électronique à transmission respectivement. Les 

méthodes d’analyses sont détaillées dans la publication présentée dans le Chapitre III.  

II.3. Résultats  

Effet de la concentration des réactifs 

Dans cette partie, la concentration de span®80 dans la phase organique est fixée à 3%wt. Les 

images obtenues par microscopie électronique à transmission (Figure II.4) montrent une 

variation de la morphologie avec la variation de la concentration en réactifs.  
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Figure II.21: Effet de [Fe3+] / [IO3

-] sur la formation des nanocristaux de Fe(IO3)3.  
Images MET: (f) 0,025 / 0,1 M, (g) 0,1 / 0,4 M, (h) 0,4 / 1 M, (i) 1 / 4 M. 

 

Pour des concentrations de Fe3+ / IO3
- de 0,025 M / 0,1 M, 0,1 M / 0,4 M et 4 M / 1 M (Figure 

II.4) les nanoparticules d’iodate de fer présentent une distribution de taille resserrée. Leurs 

morphologies est sphériques avec une taille inférieure à 100 nm. Les tailles des 

nanogouttelettes mesurées en diffusion de la lumière (DLS) (environ 65nm) correspondent 

aux tailles finales des nanoparticules. Ceci peut s’expliquer par la stabilité des 

nanogouttelettes durant l’étape de chauffage. 

En revanche, pour des concentrations supérieures à 1 M/4 M (Fe3+/IO3
-) (Figure II.4 (i)), deux 

morphologies des nanoparticules d’iodate de fer sont observées : des nanoparticules 

sphériques et des nanobatônnets. Dans ce cas, la quantité de span®80 n’est certainement pas 

suffisante pour stabiliser les nanogouttelettes contre le mûrissement d’Ostwald. Nous avons 

sélectionné une concentration molaire de 0,1 M [Fe3+] et 0,4 M [IO3
-] pour l’étude suivante, 

car ces quantités permettent d’obtenir des tailles de cristaux de l’ordre de 70nm présentant 

une distribution de taille resserrée. Ces caractéristiques sont souhaitables pour les applications 

biomédicales ciblées. 
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Effet du span®80 

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats relatifs à l’effet de la concentration en 

tensioactifs. Différentes synthèses ont été menées et les nanoparticules ont systématiquement 

été analysées par microscopie MET (Figure II.5).  

Au fur et à mesure que la quantité du span®80 augmente, la morphologie des nanoparticules 

d’iodate de fer change. Pour de très faibles quantités de span®80 (0 wt.%, 0,5 wt.%), des 

cristaux sous forme de bâtonnets de tailles nanométriques se forment. Dans ce cas, les nano-

bâtonnets d’iodate de fer sont formées par un processus d’agrégation induisant la 

cristallisation, comme cela a déjà été observé en co-précipitation homogène23 ou en 

microémulsions inverses1. Lorsque la teneur en span®80 atteint 1,5%wt, on observe un 

mélange avec des objets en forme de sphères et de tiges. Enfin, des nanoparticules sphériques 

sont obtenues pour une quantité de span®80 de 3 %wt et de 5 %wt.  

Pour ces dernières concentrations, on observe la formation de particules sphériques, comme 

souhaité. Les formes et dimensions des particules obtenues correspondent aux 

nanogouttelettes des miniémulsions, et cela confirment la stabilité de ces gouttelettes pendant 

l’étape finale de chauffage de 3 heures.  

 

Figure II.22: Effet de la quantité de span®80 sur la morphologie et la taille des nanoparticules 
d’iodate de fer. Images MET: 0 wt.% (j), 0,5 wt.% (k), 1.5 wt.% (l), 5 wt.% (m). 
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Cristallinité de particules 

Pour les applications visées, il est absolument nécessaire de vérifier la cristallinité des 

particules obtenues car cela est une condition nécessaire pour l’obtention de propriétés 

optiques non-linéaires. Les spectres de diffraction obtenus en faisant varier les concentrations 

des réactifs et du span®80 sont présentées dans la publication insérée au chapitre III. On peut 

observer, dans un premier temps, que la cristallinité augmente lorsque la concentration en 

réactif augmente : cela a déjà été constaté lors d’études précédentes avec les autres méthodes 

de synthèse d’iodate de fer. Il faut atteindre une concentration suffisante pour cristalliser les 

particules.  

D’autre part et plus spécifique dans le cadre de cette étude, nous observons des pics de 

diffraction bien définis pour des concentrations en span®80 allant de 0 à 3wt.% mais une 

cristallisation partielle au-delà (5wt.%). L’excès du tensioactif semble limiter la formation de 

nanoparticules bien cristallisés, illustrant encore la complexité des interactions organique-

inorganique dans ce type de synthèse.  

II.4. Conclusion sur la synthèse par miniémulsion inverse 

Nous avons démontré que la morphologie et la taille des particules d’iodate de fer des 

élaborées par miniémulsion inverse sont en relation direct avec la variation des concentrations 

et le pourcentage de tensioactif utilisé. Des nanoparticules en forme de tiges et de sphères ont 

été obtenues en faisant varier ces paramètres. Nous avons déterminé les conditions 

expérimentales optimales (concentration molaire en réactifs de 0,1 M [Fe3+] et 0,4 M [IO3
-] et 

concentration en span®80 de 3wt.%), qui permettent d’obtenir des particules sphériques, 

d’environ 70nm et bien cristallisées, respectant ainsi le cahier des charges initial. Dans ces 

conditions, la stabilité des nanogouttelettes de la miniémulsion inverse est primordiale et 

l’image de « nano-réacteurs » de croissance est bien adaptée. 
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SHG Active Fe(IO3)3 Particles: From Spherical Nanocrystals to Urchin-Like 

Microstructures through the Additive-Mediated Microemulsion Route 
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Conclusions 

L’étude décrite dans la première partie de ce chapitre a été réalisée suite aux premiers travaux 

portant sur la synthèse de Fe(IO3)3 en microémulsions inverses. Une forte adsorption de 

l’AOT sur la surface des nanoparticules avait été constatée et cette adsorption est supposée 

être à l’origine des problèmes de contrôle de morphologie rencontrées. Afin de minimiser ces 

interactions, nous avons modifié la surface de la microémulsion en ajoutant des polymères de 

nature différente. Nous avons plus particulièrement réalisé une étude approfondie en utilisant 

le PEG400. Nous avons montré que cet additif permettait de synthétiser des particules 

d’iodate de fer avec des variations significatives de morphologies. Nous avons enfin proposé 

un mécanisme général expliquant l’apparition de trois morphologies différentes  

(nanoparticules sphériques, microparticules en forme « d’oursin » et « de fleur »).  

Nous avons par la suite présenté les travaux portant sur la miniémulsion. Cette technique s’est 

avérée être une méthode de synthèse alternative à la microémulsion. La cristallisation dans les 

gouttelettes de miniémulsion inverse a été expérimentée et le contrôle de la taille et de la 

morphologie réalisé avec succès. Nous avons obtenu deux morphologies différentes (sphère et 

tige) en faisant varier la teneur en réactifs et en tensioactifs. 

Enfin, pour les deux méthodes de synthèse proposées, nous avons obtenu en prenant soin de 

faire varier systématiquement les paramètres expérimentaux, des nanoparticules cristallisées 

et sphériques aux dimensions inférieures à 100nm. Ces objets répondent aux objectifs initiaux 

de ces recherches, à savoir le développement de nanosondes pour l’imagerie de seconde 

harmonique.  

Dans le but de protéger ces nanocristaux contre la dégradation et de les rendre 

biocompatibles, nous avons poursuivi ces travaux en développant l’encapsulation de ces 

derniers par une couche de polymère. La surface de nanoparticules colloïdales optiquement 

non linéaire (Fe(IO3)3 ou KNbO3) a été modifiée ou fonctionnalisée par des techniques 

d’encapsulation dont nous discuterons dans le Chapitre III. 
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Introduction 
L’utilisation de nanoparticules hybrides est souvent indispensable pour les applications 

biomédicales. En effet, les nanoparticules hybrides peuvent combiner les propriétés du cœur 

inorganique et celles de l’écorce, généralement composée d’un polymère biocompatible 

permettant de répondre aux exigences strictes du domaine. Cela permet, comme nous l’avons 

déjà souligné, d’améliorer la stabilité colloïdale des suspensions de particules, de les protéger 

contre la dégradation chimique et de fonctionnaliser leur surface en vue d’un ciblage 

spécifique. Dans ce chapitre, nous présentons les travaux d’encapsulation de nanoparticules 

d’iodate de fer réalisés par polymérisation en miniémulsion et de niobate de potassium par 

adsorption de polymère. Ces études seront présentées sous la forme de deux d’articles 

scientifiques en cours de préparation.  

 

Dans une première partie, nous présentons l’encapsulation in situ des nanoparticules d’iodate 

de fer par polymérisation en miniémulsion inverse. L’iodate de fer présente d’excellentes 

propriétés optiques et une faible toxicité, ce qui en fait un matériau bien adapté aux 

applications visées. Cependant, ces nanoparticules présentent une faible stabilité chimique. En 

effet, l’étude4 réalisée par Moustafa El Kass a montré que le signal de génération de second 

harmonique des particules d’iodate de fer disparaissait au bout de quelques heures (ou 

quelques jours), lorsque ces particules étaient dispersées dans des solutions à pH 7. Cette 

disparition du signal aux pH physiologiques, liée à une dégradation des particules, est bien 

évidemment un inconvénient majeur que nous avons cherché à résoudre en développant cette 

méthode. La technique de miniémulsion permet la formation, en une étape, de nanocristaux 

enrobés d’une corse de poly(HEMA-MBA) biocompatible.  

 

Dans la seconde partie de ce chapitre, nous présentons nos études dédiées à l’encapsulation 

des nanocristaux de niobate de potassium par un procédé d’adsorption de polymère 

(aminodextran). Le niobate de potassium (KNbO3) est un matériau bien connu dans le 

domaine de l’optique non linéaire ; il présente de très bonnes propriétés de génération de 

second harmonique. Les nanoparticules de KNbO3 nous ont été fournies par M. Daniel Rytz 

de la société FEE GmbH à Idar-Oberstein en Allemagne, société spécialisée dans la 

fabrication de cristaux pour les applications laser. L’intérêt de ces particules, en dehors de 

                                                 
4 M. El Kass, Nanocristaux optiquement non linéaires pour des applications en imagerie biologique : synthèse et 
caractérisations d’iodate de fer en microémulsions, thèse en science pour l’ingénieur, Université de Grenoble, 
2011 
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leurs propriétés optiques, est leur excellente stabilité chimique et colloïdale. Les travaux 

engagés ont eu alors pour objectif d’encapsuler ces particules pour une fonctionnalisation 

spécifique. En effet, l’aminodextran est un polymère biocompatible comportant des fonctions 

amines primaires, pouvant être utilisées pour greffer des molécules ciblant des fonctions 

biologiques. Ainsi, des premiers essais menés en collaboration avec le laboratoire CARRTEL 

de l’université de Savoie et le GAP-biophotonics de l’université de Genève ont été menés et 

seront présentés en fin de chapitre. D’autre part, les fonctions amines du polymère lui 

confèrent une charge positive pour un pH inférieur au pKa, ce qui permet son adsorption par 

interactions électrostatiques sur la surface chargée négativement des nanocristaux. 

 

I. Encapsulation par polymérisation en miniémulsion inverse 

I.1. Introduction 

Nous avons décrit, au précédent chapitre, la méthode de synthèse de nanoparticules 

inorganiques en miniémulsion. Cependant, ce sont les procédés de polymérisation en 

miniémulsion qui sont le plus souvent décrits dans la littérature. En effet, la polymérisation 

dans les gouttelettes de miniémulsion permet d’encapsuler de nombreux matériaux 

inorganiques. Par exemple, la polymérisation radicalaire en miniémulsion a été utilisée pour 

élaborer des capsules à cœur inorganique1 constitué de particules magnétiques. D’autre part, 

la polymérisation en miniémulsion a prouvé son intérêt dans la préparation de nanoparticules 

contenant des métaux en raison de son mécanisme de nucléation homogène dans les 

gouttelettes de manière individuelle2. 

Généralement, plusieurs entités ou réactifs peuvent être introduits simultanément dans la 

gouttelette donnant naissance à des particules très diverses. 3 ont par exemple décrit la 

préparation de nanoparticules contenant des sels métalliques par polymérisation en 

miniémulsion inverse. Ils ont utilisé le poly(hydroxyéthyle méthacrylate) (HEMA) comme 

polymère biocompatible pour encapsuler différents sels métalliques.4 ont préparé des 

nanoparticules magnétiques incorporées dans une matrice polymérique de polystyrène. Ces 

nanoparticules hybrides obtenues sans tensioactifs présentent une distribution de taille étroite. 

Les particules contiennent des agrégats de particules magnétiques formant le cœur.  

Une idée intéressante consiste à réaliser la synthèse et l’encapsulation des nanoparticules 

inorganiques de manière simultanée « in situ » par le procédé de polymérisation en 

miniémulsion.5 ont préparé des nanocomposites de polystyrène et de dioxyde de titane par 

cette technique. Des nanosphères hybrides ont été obtenues avec 80 % de dioxyde de titane à 

la surface de nanoparticules de polystyrène. Cependant, il existe à notre connaissance peu 
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d’études similaires, probablement dû à la difficulté de maitriser tous les paramètres 

conduisant à des nanoparticules de taille et de morphologie contrôlées.  

Nous avons souhaité, malgré ces difficultés potentielles, explorer cette voie originale en 

développant un protocole expérimental permettant la synthèse et l’encapsulation des 

nanocristaux d’iodate de fer de manière simultanée. Nous présentons dans la partie suivante 

un résumé des résultats expérimentaux qui sont plus largement développés dans l’article 

scientifique qui suit. 

 

I.2. Synthèse des travaux 

Des particules hybrides à base d’iodate de fer ont été obtenues par synthèse de cristaux 

d’iodate de fer suivi de leur encapsulation in situ par le procédé de polymérisation radicalaire 

en miniémulsion inverse. La polymérisation est obtenue en utilisant l’hydroxy éthyle 

méthacrylate (HEMA) comme monomère hydrosoluble et le N,N'-méthylène-bis-acrylamide 

(MBA) en tant qu’agent réticulant. L'azo-bis-isobutyronitrile (AIBN) est l’amorceur de 

polymérisation produisant des radicaux dans la phase continue (cyclohexane).  

Brièvement, deux miniemulsions sont obtenues en mélangeant la phase aqueuse (6ml), 

contenant les réactifs (nitrate de fer ou acide iodique), le monomère hydrosolubles (HEMA) et 

l’agent réticulant (MBA), et la phase organique préparée par dissolution du span 80 (3%wt.) 

dans le cyclohexane (44g). Les deux miniemulsions sont mélangées, et l’ensemble subit une 

étape d’ultrasons qui va permettre d’échanger les cœurs aqueux et d’induire la réaction de co-

précipitation. Le système est transféré dans un réacteur thermorégulé à 80°C, équipé d’une 

agitation mécanique, et la polymérisation est provoquée par l’ajout de l’amorceur AIBN. Au 

bout de 3h de réaction, les poudres sont récupérées par centrifugation. 

Pour ces premiers essais, nous avons principalement fait varier la concentration en réactifs 

pour une quantité de HEMA / MBA fixe (0,015g / 0,0075g). Pour de faibles concentrations en 

réactifs ([Fe3+] :[IO3-]<0.08 :0.032M), des structures cœur-écorses (≈200nm) sont observées 

sur les images de microscopie électronique en transmission, mais également des 

nanoparticules de plus petites tailles sans doute constituées de Fe(IO3)3 non encapsulées. Dans 

ces conditions, les spectres de diffraction des rayons X indiquent un très faible niveau de 

cristallisation des poudres. Pour une concentration en réactifs plus importante ([Fe3+] :[IO3-

]=0,16 :0,64M), nous observons des particules sphériques d’une dimension proche de 60nm, 

sans réellement observer de coque. Nous constatons dans ce cas une cristallinité supérieure et 

également un signal de génération de second harmonique, qui témoigne des propriétés 
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optiques non-linéaires des poudres. L’analyse par FTIR confirme la présence du poly(HEMA-

MBA) et du iodate de fer sur tous les échantillons. Enfin, le pourcentage en matière organique 

par particule hybride a été déterminé par analyse thermogravimétrique (ATG). 

En résumé, nous avons réalisé avec succès la synthèse et l’encapsulation in situ de 

nanoparticules hybrides d’iodate de fer par le procédé de polymérisation en miniémulsion 

inverse. Ces premiers essais qui exploitent une voie de synthèse originale, sont prometteurs et 

méritent d’être poursuivis, par une étude systématique de l’influence des différents 

paramètres.  
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Abstract 

Iron iodate Fe(IO3)3 nanocrystals have noncentrosymmetric structure and nonlinear optical 

properties which makes them suitable to be used as probes for multiphoton bioimaging. 

However, the successful use of these materials in this field is mainly related to the effective 

control of their synthesis and to the modification of their surfaces in order to enhance their 

biocompatibility, colloidal stability and non-toxicity. Accordingly, in this work, Fe(IO3)3 

nanoparticles were prepared using inverse (water-in-oil) miniemulsion technique in order to 

obtain monodisperse nanocrystals with well-defined morphology. Moreover, Fe(IO3)3 

nanoparticles were also prepared in situ in miniemulsion, followed by encapsulation with the 

biocompatible poly(2-hydroxyethyl methacrylate) in presence of methylenebisacrylamide 

(MBA) as crosslinker to form poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrid composite. In both cases, 

the key parameters which affect the final properties of the prepared Fe(IO3)3 nanoparticles 

were investigated, including reactants content and surfactant concentration. In addition, 

physico-chemical properties of the prepared nanoparticles and nanohybrid were investigated, 

including particle size and size distribution, morphology, crystallinity, and chemical 

composition by using various techniques such as dynamic light scattering (DLS), TEM, FTIR, 

XRD and TGA analyses, respectively. The obtained results showed that Fe(IO3)3 and 

poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrid colloidal nanoparticles possess various morphologies 

(nanorodes and sphere-like), crystallinity, size and size distributions, which are mainly 

depend on the conditions and synthesis formulation constituents.  
 

Key Words: co-precipitation, iron iodate, crystallization, miniemulsion, polymerization, 

morphology, Second Harmonic Generation, multiphoton bioimaging 

1. Introduction 

mailto:elaissari@lagep.univ-lyon1.fr
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In the past decades, considerable attention has been paid to the use of inorganic nanoparticles 

in various technological fields, and particularly in bionanotechnology, which stems from their 

unique physical properties including size-dependent optical, magnetic, electronic, and 

catalytic properties1,2. Among inorganic nanoparticles, those bearing intrinsic optical 

properties can be used as optical probes for in vitro bioimaging. In this field, second harmonic 

generation (SHG) nanocrystals have been recently proposed as a promising alternative to 

fluorescent probes for multiphoton microscopy3,4. SHG is a nonlinear optical process where 

two photons interacting with a noncentrosymmetric crystal are converted into one photon with 

twice energy. In term of multiphoton microscopy, those new exogenous contrast agents 

provides several advantages such as high photostability (no bleaching and blinking)5 and 

excitation-wavelength tunability for deep imaging6. Iron iodate (Fe(IO3)3) nanocrystals are 

considered as a promising representative of those SHG nanoprobes based on inorganic 

particles having noncentrosymmetric crystalline structure7. 

However, the successful use of those nanocrystals in bioimaging is mainly related to the 

control of their size, morphology, surface functionality, colloidal stability, biocompatibility 

and cytotoxicity. Most of these characteristics can be achieved  through the encapsulation or 

the modification of the particles surfaces with organic shells.  

In the last decade, inorganic/polymer hybrid nanocapsules have attracted scientists attention 

due to their interesting numerous applications in various fields such as functional coatings8, 

inks9, adhesives10, food11, cosmetics12, and particularly in pharmaceutical and biomedical 

applications13,14. Generally, the encapsulation of inorganic nanoparticles (hydrophilic) in 

polymer (hydrophobic) matrix leads to phases demixion due to the incompatibility between 

organic and inorganic materials15. The surface modification of hydrophilic inorganic 

nanoparticles has been performed via two main processes; (i) by surfactant adsorption, as 

reported for iron oxide nanoparticles coated with oleic acid leading to nanoparticles well 

dispersed in alkane solvents16, or through electrostatic self-assembly (layer-by-layer assembly 

(LBL)17) of preformed polymers18, and (ii) via chemical modification which is mainly based 

on chemical grafting of functional monomers using various innovative techniques, including 

classical emulsion polymerization, microemulsion14, miniemulsion polymerization, 

polycondensation19 and sol–gel processes20. 

Among these techniques, miniemulsion polymerization is highly favored in the formation of a 

wide variety of structured inorganic/polymer hybrid particles21 which exhibit nano-size 

ranging from 50 nm to 500 nm, narrow size distributions and high colloidal stability. In the 

http://en.wikipedia.org/wiki/Nonlinear_optics


139 
 

literature, various inorganic nanoparticles have been encapsulated by polymer shells, through 

radical miniemulsion polymerization, such as titanium oxide (TiO2), calcium carbonate 

(CaCO3), black coal, ZnO, Quantum Dots (i.e. CdSe/CdS) and iron oxide (Fe3O4) 

nanoparticles22–25. 

The key parameter in miniemulsion polymerization is the creation of monodispersed 

nanodroplets (nanoreactors) in which polymerization is initiated, and finally, each droplet is 

transformed into particle, conserving the initial droplet size or slightly larger due to the 

swollen phenomenon. The formation of colloidal stable nanodroplets mainly depends on 

mode of shear mixing (e.g. ultrasonication or high pressure homogenization)26, type and 

amount of surface-active agents, and the use of hydrophobic solvent which prevents the 

diffusion or coalescence of nanodroplets (Ostwald ripening phenomenon). El-Aasser et al.27 

reported the use of cationic surface-active agents to create miniemulsions. Moreover, it has 

been shown that cationic and non-ionic surfactants can be efficiently used to create 

miniemulsions for further polymerization processes, resulting in monodisperse and stable 

cationic and non-ionic particle dispersions28.  

Furthermore, many chemical reactions can be carried out inside miniemulsion nanodroplets 

(nanoreactors) such as coprecipitation/crystallization29,30 or polymerization31 reactions using a 

wide verity of hydrophobic monomers like methyl methacrylate (MMA), styrene (St) etc, and 

hydrophilic monomers such as hydroxyethyl methacrylate (HEMA), acrylic acid (AA), 

aminoethyl methacrylate hydrochloride (AEMA), etc.  

Synthesis of iron iodate nanocrystals was recently reported by Galez et al32. In this work, co-

precipitation was used to produce Fe(IO3)3 nanorods in aqueous media according to the 

following reaction:  

Fe+3 + 3(IO3
-) → Fe(IO3)3 

 

This technique led to the formation of agglomerated nanopowders which were difficult to be 

redispersed. For a better control, Mugnier et al.33 used inverse microemulsions to prepare 

crystalline particles of iron iodates. Unfortunately, while several process parameters have 

been investigated, it was observed formation of nanorods with a weak control of particules 

size and morphology.  

In this work, we will present the synthesis of Fe(IO3)3 bare or encapsulated nanoparticles 

using inverse miniemulsion technique. First, size-controlled Fe(IO3)3 nanocrystals were 

obtained via co-precipitation reaction of iodic acid and iron nitrate inside the aqueous 
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nanodroplets (i.e. nanoreactors) of inverse miniemulsion . Then, we developed a new method 

for the synthesis, in one step, of monodisperse poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrid colloidal 

particles using inverse miniemulsion polymerization. Nanohybrids were prepared via in situ 

co-precipitation reaction by mixing two inverse miniemulsions of iron nitrate and iodic acid 

containing hydrophilic HEMA monomer and hydrophobic methylenebisacrylamide (MBA) as 

crosslinker, followed by polymerization reaction, as shown in Scheme 1. In the above two 

cases, the key parameters, including amount of surfactant, concentration of reactants (iodic 

acid and iron nitrate) were investigated. 

 

 
 

Scheme 1. In situ synthesis of poly(HEMA/MBA)@Fe(IO3)3 hybrid colloidal nanoparticles 

using inverse miniemulsion polymerization. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials 

Sorbitan mono-oleate 80 (Span 80, purity 99%), cyclohexane (purity 99%), iodic acid (purity 

99.5%), iron nitrate (purity 99.9%), hydroxyethyl methacrylate (HEMA, purity 99%), 

methylene-bis-acrylamide (MBA, purity 99%) and cetyl trimethyl ammonium bromide 

(CTAB) were purchased from Sigma-Aldrich. All these products were used as received. The 

Sonication 

Sonication 

First inverse miniemulsion 

Second inverse miniemulsion 

Iron iodate hybrid 
nanoparticles 

Polymerization of HEMA/MBA at 80 °C 
using AIBN initiator  

Sonication 
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oil-soluble initiator azobisisobutyronitrile (AIBN) was purchased from Merck and 

recrystallized in acetone before use. The organic solvents (acetone and ethanol purity 99%) 

were purchased from VWR. 

 

2.2. Methods 

2.2.1. Preparation of Fe(IO3)3 nanocrystals via inverse miniemulsion 

Iron iodate Fe(IO3)3 nanocrystals were synthesized via chemical co-precipitation reaction 

inside the nanodroplets of water-in-oil (inverse) miniemulsion. Briefly, 44g of cyclohexane 

containing 3wt% of Span 80 were mixed with the aqueous phase containing the dissolved 

iodic acid at a given concentrations (ranging from 0.1 M to 4.0 M) in 6 ml of deionized water, 

under magnetic stirring at room temperature. The second emulsion was prepared by mixing 

the same organic phase (44 g) with aqueous phase containing iron nitrate at various 

concentrations (ranging from 0.025 M to 1.0 M). It is worth to mention that the molar ratio of 

the reactants (iron nitrate: iodic acid) was fixed at 1:4 (nonstoichiometric). Afterward, the two 

emulsions were sonicated separately for 5 minutes, by using a Branson sonifier (Model 

W450) at 90 % of amplitude under ice cooling to minimize the evaporation of cyclohexane. 

Then, the two miniemulsions were mixed and the resulting mixture was sonicated again, using 

the same parameters as mentioned before. The mixture, which appeared turbid brown, was 

then charged into a preheated reactor at 80°C under mechanical stirring (300 rpm) for 3h.  

 

2.2.2. Preparation of poly(HEMA/MBA)@Fe(IO3)3 hybrid colloidal particles via 

inverse miniemulsion polymerization 

Poly(HEMA/MBA)@Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles were prepared using inverse 

miniemulsion polymerization technique. Briefly, the first emulsion was prepared as follow: 

44g of cyclohexane containing 3wt% of Span 80 were mixed with the aqueous phase 

containing the dissolved iodic acid at a given concentration (ranging from 0.16 M to 0.64 M) 

in 6 ml of deionized water, HEMA monomer (0.15 g) and MBA crosslinker (5wt% of HEMA, 

0.0075 g) under magnetic stirring at room temperature. The second emulsion was prepared by 

mixing the same organic phase (44 g) with aqueous phase containing iron nitrate at various 

concentrations (ranging from 0.04 M to 0.16 M), HEMA (0.15 g) and (5 wt% of HEMA, 

0.0075 g). The molar ratio of the reactants (iron nitrate: iodic acid) was fixed to 1:4 

(nonstoichiometric). Afterward, the two emulsions were sonicated separately for 5 minutes, 

using the same conditions as mentioned above. Then, the two miniemulsions were mixed and 
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the resulting mixture was sonicated again. The obtained miniemulsion was charged into a 

preheated reactor at 80°C under mechanical stirring (300 rpm). The polymerization was then 

started by adding cyclohexane containing AIBN initiator (4 wt% of total monomers) and kept 

for 3 hrs. At the end of polymerization, the dispersed particles were precipitated and washed 

at least three times with ethanol to remove the excess of span 80.  

 

2.3. Characterizations 

Average hydrodynamic diameter (Dh, nm) of the prepared particles was measured by dynamic 

light scattering technique using Zetasizer Malvern 3000 (Malvern Instruments, France). 

Highly diluted samples were prepared in 10-3 M NaCl solution. The average value of at least 

three measurements was taken. 

 
Zeta potential (ζ, mV) of the diluted particles was determined by measuring the 

electrophoretic mobility (μe) of the dispersions at 25°C in 10-3 M NaCl solution using the 

Zetasizer 3000. Each reported value was the average of at least three measurements. 

 
Transmission (TEM) and scanning (SEM) electron microscopy images were obtained with a 

Phillips CM120 TEM (CMEABG) and a Hitachi S800 SEM - FEG, (Centre de 

microstructures, Université Claude Bernard Lyon 1). A drop of well-dispersed and diluted 

sample was deposited onto a copper grid (200 mesh and covered with a formvar-carbon) and 

on an aluminium plate for TEM and SEM, respectively, and then left to dry at room 

temperature before observations. Thermogravimetric measurement were done on a 

NETZSCH thermogravimetric analyzer (TG209F1 Iris@ASC). Crystallinity of the dry 

samples was analyzed with a X-ray diffractometer (Rigaku Miniflex, Japan) with Cu-Kα 

radiation. Fourier Transformed. InfraRed spectroscopy (FTIR) spectra were recorded using an 

IRPrestige-2, FTIR 8400S instrument. Spectra were typically averaged over 40 scans with a 4 

cm-1 resolution. 

Nonlinear optical response of Fe(IO3)3 and poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrid particles 

was checked by Hyper Rayleigh Scattering (HRS). HRS measurements were performed using 

a Q-switched Nd:YAG laser operating at 1064 nm and collecting the second harmonic 

scattering light perpendicularly to the incident beam34. 
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3. Results and Discussion 

3.1. In situ preparation of Fe(IO3)3 nanoparticles via inverse miniemulsion  

Special attention was focused on the influence of the initial reactants (Fe3+and IO3
-) 

concentration and Span-80 content on the size, size distribution, and morphology of the 

prepared Fe(IO3)3 particles. 
 

Table 1. Effect of [Fe3+] and [IO3
-] concentrations on the size of Fe(IO3)3 nanoparticles  

 

Sample 
code 

[Fe3+] 
(M) 

 [IO3-] 
(M) 

Initial nanodroplet size* 
after mixing (nm) 

Final particle size** 
after crystallization (nm)  

Blank 0.000 0.0 60 - 
f 0.025  0.1 70  75  
g 0.100 0.4  70  75 
h 0.250 1.0 60 120 
i 1.000 4.0 57 80 - 500 

 

Constant parameters: Cyclohexane containing Span-80 (3 wt.%): 44 g, Aqueous phase: 6 g, and AIBN initiator: 
4wt% of total monomers.  (*) Size measured by DLS, (**) Size measured by TEM 
 
First, the span-80 surfactant concentration was fixed at 3wt% to study the effect of reactants 

concentration. Droplets size after mixing miniemulsions was measured by DLS for the 

different conditions (Table 1). A slight decrease of the droplets diameter from 70nm to 57nm 

is found when the concentration of the reactant increases.  

Furthermore, TEM micrographs in Figure 1 show that the morphology of the prepared 

Fe(IO3)3 particles was affected by increasing the concentration of the reactants. Until a 

concentration of [Fe3+]=0.25M, Fe(IO3)3 nanoparticles have spherical shape and a size 

increasing from 75 to 120nm, as shown in the TEM images (f), (g) and (h) on Figure 1. On 

the other hand, nanorods and spherical nanoparticles with wide size distribution were obtained 

at high reactants concentration (Figure 1 (i)).  
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Figure 1. Effect of [Fe3+]:[IO3
-] concentration on the morphology of Fe(IO3)3 nanocrystals at 

fixed span-80 concentration (3wt%), (f) 0.025:0.1 M, (g) 0.1:0.4 M, (h) 0.4:1 M, (i) 1:4 M. 

 

In a second step, the effect of emulsifier concentration was investigated at various loadings 

(from 0.5 to 5 wt %) with the reactants concentration fixed at [Fe3+]=0.1M. As a general 

tendency, the nanodroplets size is directly related to the amount of surfactant used. Indeed, we 

found a clear decrease of the initial nanodroplet diameter when increasing span 80 content, as 

shown in table 2.  

 

Table 2. Effect of Span 80 surfactant concentration on the size of Fe(IO3)3 nanoparticles  

Sample code Span 80 
wt % 

Initial nanodroplet size* 
after mixing (nm) 

Final particle size** 
after crystallization (nm) 

j 0 --- >1000 
k 0.5 55-400  100-400  
l 1.5 60 50-200 
g 3 70 75  
m 5 60 120  

 

Constant parameters: Cyclohexane containing Span 80 (3 wt.%) (Continuous phase): 44 g, Aqueous phase: 6 g, 
and [Fe+3]/[IO3

-] concentration is 0.1:0.4. .  (*) Size measured by DLS, (**) Size measured by TEM 
 

Interestingly, the co-precipitation of ferric and iodate ions in aqueous surfactant-free solution 

(0 wt% span 80) in the presence of cyclohexane (continuous phase), led to the formation of 
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crystalline nanorods of different lengths but with constant diameter (20-30 nm), as shown in 

the TEM image (j) in Figure 2. The same one-dimensional morphology was also obtained by 

co-precipitation in aqueous phase32. Similarly, at very low span 80 concentration, as shown in 

Figure 2 (k) and 3 (l), nanorods are observed, comparable to that of the image (j) but with 

shorter lengths. Afterward, increasing span 80 concentration above 3 wt% led to modification 

of particles morphology from nanorods to spherical shape, as shown in Figure 1 (g) and 

Figure 2 (m). This phenomenon can be explained by an increase of the nanodroplets stability 

against the Ostwald ripening during heating, may be linked to the adsorption of span 80 on the 

entire Fe(IO3)3 particles surface.  

To summerize this part, we found that an effective control of size and morphology can be 

achieved using co-precipitation in inverse miniemulsion. Particularly, it is observed spherical 

Fe(IO3)3 nanoparticles with 70nn diameter when the concentration of span is 3%wt and the 

reactants concentration [Fe+3]/[IO3-] concentration is 0.1:0.4M. In those conditions, the 

particules and the nanodroplets dimensions are equal and crystallization is carried out inside 

the miniemulsion “nanoreactor”, limiting the unilateral growth of iron iodate nanoparticles.  

 

Figure 2. Effect of Span-80 surfactant concentration on the morphology of Fe(IO3)3 

nanocrystals; (j) 0wt%, (k) 0.5wt%, (l) 1.5wt%, and (m) 5wt%. 

 

3.2. Preparation of poly(HEMA/MBA)@Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles via inverse 

miniemulsion polymerization 
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Iron iodate Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles were prepared in situ by using inverse miniemulsion 

polymerization of HEMA:MBA monomers mixture in the presence of the oil soluble AIBN 

initiator.. To investigate the effect of reactants concentration on the properties of the prepared 

Fe(IO3)3 hybrid particles, the MBA/HEMA weight ratio was fixed at 5%, then three different 

concentrations of the reactants at the same [Fe3+]/[IO3
-] molar ratio  (sample c, d, and e) were 

used as shown in Table 3.  

 

Table 3. Effect of [Fe3+] and [IO3
-] on Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles formation 

Sample code   HEMA, g MBA, g [Fe3+], M [IO3
-], M 

c 0.15 0.0075** 0.04 0.16 
d 0.15 0.0075 0.08 0.32 
e 0.15 0.0075 0.16 0.64 

 

Constant parameters: Cyclohexane containing Span-80 (3wt.%): 44 g, Aqueous phase: 6 g, and AIBN initiator: 
4wt% of total monomers.(**) MBA is 5 wt% of HEMA monomer. 
 
At low reactants concentration (Sample c and b), TEM images show particles with spherical 

core-shell morphology and but also free Fe(IO3)3 nanoparticles, as evidenced in TEM images 

of Figure 3 (c) and (d). The presence of free Fe(IO3)3 nanocrystals can be attributed to the 

possible instability of the prepared miniemulsion. Such phenomenon has been already 

observed by Joumaa et al.35 in the case of direct miniemulsion polymerization in the presence 

of iron oxide, and more recently by Medeiros et al in the case of inverse miniemulsion25. 

Figure 3 (e) shows that a narrower size distribution is obtained by increasing the reactants 

concentration. This observed behaviour may be attributed to the effect of salt on the colloidal 

stability of such inverse miniemulsion via Ostwald ripening deceleration. In this latter case, 

the nanoparticles diameter is about 60nm. The organic shell is not observed in TEM images 

but the presence of poly(HEMA/MBA) will be confirmed later with infrared spectroscopy. 
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Figure 3. TEM micrographs of Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles using 0.15 g of HEMA at 

different [Fe3+]/[IO3
-] concentrations, (c) 0.04:0.16, (d) 0.08:0.32, (e) 0.16:0.64. (Scale bare is 

200 nm). 

 

3.3. Crystallinity measurements of Fe(IO3)3  nanoparticles  

X-ray diffraction (XRD) analyses were carried out to study the crystallinity of Fe(IO3)3 

nanoparticles and nanohybrids prepared by both methods. Crystallinity of the particles is a 

crucial parameter with respect to the applications. Indeed, second harmonic properties are 

directly correlated to the noncentrosymmetric structure of the material. Thus, well-crystallized 

nanoparticles are required for SHG nanoprobes applications. 

Figure 4 shows XRD patterns of the Fe(IO3)3 nanoparticles, prepared by inverse 

miniemulsion, using various reactants concentration (iron nitrate and iodic acid) at fixed 

amount of span80 (3 wt.%). At low reactants concentration (0.1 M iron nitrate and 0.025 M 

iodic acid), nanoparticles were not crystallized in the right phase and unidentified well defined 

peaks are observed (Figure 4 (f)). Those peaks are probably due to the presence of impurities 

in the resulting powder. By increasing reactants concentration, pure crystallized Fe(IO3)3 

nanoparticles were obtained (Figure 4 (h) and (i)).  

 
Figure 4. XRD patterns of Fe(IO3)3 nanoparticles synthesized via inverse miniemulsion at 

different reactants concentration with various [Fe3+]/[IO3
-] concentrations: (f) 0.025: 0.1, (h) 

0.25:1, (i) 1/ 4. The reference (ICSD #154674) spectrum of iron iodate is given24 (blue lines). 
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Furthermore, XRD patterns of Fe(IO3)3 nanoparticles prepared by inverse miniemulsion at 

fixed concentration of iron nitrate (0.1 M) and iodic acid (0.4 M) and varied amount of span 

80 were also investigated. As clearly evidenced from Figure 6, the intensity of diffraction 

peaks of Fe(IO3)3 nanoparticles prepared in absence of span-80 (Figure 5 (j)) is very sharp, 

which refers to the crystalline structure of the pure Fe(IO3)3 nanoparticles. Similar results 

have been previously obtained via co-precipitation technique of iron nitrate and iodic acid in 

aqueous solution32. By incorporation of 3 wt% of span 80, the diffraction peaks of Fe(IO3)3 

nanoparticles are still clearly defined (Figure 5 (g)). Furthermore, the increase of span-80 till 

5wt % led to a drastic decrease of the diffraction peaks intensity (Figure 5 (m)). This 

reduction can be attributed to a pertubative effect of this high amount of span-80 on the 

crystallization mechanism of iron iodate particles.  
 

 

 

Figure 5. XRD patterns of Fe(IO3)3 nanoparticles synthesized by inverse miniemulsion at 
different span 80 concentrations: (j) 0 wt.%, (g) 3 wt.%, and (m) 5 wt.%. The reference (ICSD 

#154674) spectrum of iron iodate is given24 as well as the main (hkl) diffraction peaks. 
 

Finally, figure 6 shows the effect of reactants concentration on the crystallinity of Fe(IO3)3 -

coated with poly(HEMA-MBA) nanoparticles. It is clear that, at low reactant concentration 

(sample c), amorphous Fe(IO3)3 nanoparticles were obtained (Figure 6 (c)). By increasing the 

reactant concentrations, the crystallinity of the obtained hybrid particles increases (Figure 6 

(d) and (e)). 
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Figure 6. XRD patterns of  poly(HEMA)@Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles synthesized by in 
situ inverse miniemulsion polymerization at different reactants concentration with different 
[Fe3+]/[IO3

-] molar ratios, (c) 0.04:0.16; (d) 0.08:0.32; (e) 0.16:0.64. The reference (ICSD 
#154674) spectrum of iron iodate is given24 as well as the main (hkl) diffraction peaks. 

More interestingly and according to our recent publication36, all crystallized nanoparticles 

prepared by both methods show a positive HRS response which makes them suitable to be 

used as optical probes for multiphoton microscopy. 

 
3.4. FTIR analysis  

The different types of synthesized particles were measured by FT-IR spectroscopic technique, 

as shown in Figure 7. It is clearly seen that all samples have the same absorption bands at 441, 

688, 756, and 810 cm-1 attributed to Fe(IO3)3 nanoparticles33. In addition, the intensity of IR 

absorption bands of Span 80 increases by increasing its concentration, confirming its 

adsorption on the surface of the iron iodate nanoparticles. The large absorption band between 

3633 cm−1 and 3022 cm−1 in Figure 7 (m) is due to terminal hydroxyl group of Span 80. The 

band at 2923 cm−1 and 2853 cm−1 are due to C–H stretching of CH2, and the band at 

1272 cm−1 is attributed to C–O–C stretching. The characteristic absorption band at 1735 cm−1 

is due to C=O stretching vibration.  
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Figure 7. FTIR spectra of crystallized Fe(IO3)3 nanoparticles stabilized by Span-80 surfactant 

at various concentration; (j) 0 wt%, (j) 0.5 wt%, (g) 3 wt%, and (m) 5 wt%.  

 

On the other hand, FTIR spectra of the crosslinked poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrid 

nanoparticles was investigated, as shown in Figure 8. 

The characteristic absorption FT-IR bands of the organic poly(HEMA-MBA) shell appeared 

at 3369 cm−1 (terminal –OH hydroxyl group), 2860-2926 cm-1 (CH2 group), 1272 cm−1 due to 

(C–O–C ), and a very shape characteristic peak appeared at 1711 cm−1 corresponding to C=O 

stretching vibration. In addition to these bands, the absorption bands of Fe(IO3)3 appeared at 

841, 799, 721 and 453 cm-1. Consequently, that gives a decisive evidence of the successful 

formation of poly(HEMA-MBA) combined with Fe(IO3)3 nanoparticles.  
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Figure 8. FTIR spectra of poly(HEMA-MBA)@Fe(IO3)3 hybrids nanoparticles using 0.15 g 

of HEMA at different [Fe3+]/[IO3
-] molar ratios, (c) 0.04:0.16, (d) 0.08:0.32, (e) 0.16:0.64. 

 

3.5. Thermal gravimetric analysis (TGA) 

Thermal gravimetric analysis were performed on the prepared bare Fe(IO3)3 nanoparticles, as 

shown in Figure 10. TGA studies were carried out to determine the content of iron iodate 

nanoparticles in the final product. In absence of Span 80, the weight loss of Fe(IO3)3 

nanoparticles presented in thermogram (j) is about 7.5 wt.%, attributed to thermal degradation 

of unidentified impurities. On the other hand, the residual mass of Fe(IO3)3 nanocrystals 

drastically decreases to 49.5 and 20 wt% by increasing the Span 80 concentration from 3 to 5 

wt%, respectively (Figure 10 (g) and (m)). At high span concentration (5 wt%), this indicates 

that about 75 wt.% of the particles mass is due to residual Span 80 adsorbed nanoparticles 

surface. This result is surprising but in agreement with the FTIR measurements and with the 

fact that the nanoparticles crystallization is inhibited for this span concentration. 
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Figure 10. TGA thermograms of Fe(IO3)3 nanoparticles stabilized in miniemulsion droplets 

using Span 80 surfactant at various concentrations; (j) 0 wt%, (g) 3 wt%, and (m) 5 wt%. 

 

On the other hand, TGA curves of the poly(HEMA-MBA)@ Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles 

was obtained as shown in Figure 11. It is clear that the weight loss of poly(HEMA-MBA)-

coated Fe(IO3)3 nanoparticles decreases by increasing iron nitrate and iodic acid 

concentrations from 72% (c), 68,5% (d) to 43.5% (e), which corresponding to 28 wt.%, 31.5 

wt.%, and 46.5 wt.% of encapsulated iron iodate nanoparticles, respectively. This confirmed 

the encapsulation of Fe(IO3)3 nanocrystals with a polymeric shell.  
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Figure 11. TGA thermograms of poly(HEMA-MBA)-coated Fe(IO3)3 nanoparticles prepared 

at different [IO3
-]/ Fe3+] molar ratios, (c) 0.16 /0.04, (d) 0.32 / 0.08, (e) 0.64 / 0.16. 

 

Conclusions 

The successful use of iron iodate Fe(IO3)3 nanoparticles as SHG probes in bioimaging is 

related to the control of several parameters such as crystalline structure, particle size, 

spherical morphology, colloidal stability, biocompatibility and low cytotoxicity. In order to 

achieve this target, Fe(IO3)3 nanoparticles were prepared via chemical co-precipitation 

reaction inside the nanodroplets of inverse miniemulsion. In addition, they were also prepared 

in situ followed by encapsulation with the biocompatible poly(HEMA-MBA) organic shell, in 

one step, using inverse miniemulsion polymerization technique. In both cases, the various 

parameters, which affect on their above-mentioned characteristics, were investigated. 

In the first case and at low Fe3+ and IO3
- salts concentrations, spherical and nanosized 

particles with low degree of crystallinity were observed by using monomers-free inverse 

miniemulsion precipitation process. The consecutive increase of the salts concentration leads 

to the formation of spherical Fe(IO3)3 nanoparticles with enhanced crystallization efficiency. 

At high salts concentration, both spherical and rode-like morphologies were obtained. The 

observed rod-like structure can be attributed to the possible nucleation of Fe(IO3)3 

nanoparticles out of nanodroplets. In addition, the increase of Span 80 amount in the recipe 
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leads to a drastic decrease in the particle size and a shift from rode-like to spherical 

morphology.  

Regarding the one pot salts co-precipitation and encapsulation of the formed Fe(IO3)3 

nanoparticles in the hydrophilic poly(HEMA) network matrix, two morphologies were 

obtained., At low Fe3+ and IO3
- salts concentration, amorphous poly(HEMA-MBA)@ 

Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles with well-defined core-shell structure was observed in the 

presence of free Fe(IO3)3 nanoparticles. Whereas, at high salts Fe3+ and IO3
- concentration, 

crystallized spherical nanoparticles were obtained.  

In both case, for a specific range of parameters, crystalline iron iodate nanoparticles or 

nanohybrids with spherical morphology and diameter below 100nm were obtained. Moreover, 

those particles showed positive HRS response and have a great potential to be used as SHG 

nanoprobes for multiphoton bioimaging.  
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II. Encapsulation par adsorption de polymère 

II.1. Introduction 

L’encapsulation par la méthode nommée “layer-by-layer” consiste à déposer de manière 

séquentielle et alternée de fines couches de macromolécules de charges opposées sur la 

surface chargée de nanoparticules. En effet, cette peut être réalisée par dépôt de 

polyélectrolytes6,7 ou polyélectrolytes et des nanoparticules8,9 par auto-assemblage 

électrostatique sur des polymères colloïdales. Le traitement thermique ainsi que la dissolution 

de ces nanoparticules hybrides formulées par cette méthode produit des structures de 

polymères à cœur vide. L’épaisseur, la morphologie et l’uniformité de la capsule sont des 

paramètres essentiels de la technique qui peuvent être contrôlées. Par exemple, des 

nanocristaux de tellurure de mercure (HgTe) ont été encapsulés par cette méthode au sein 

d’une capsule polymérique d’épaisseur contrôlable10,11 ont préparé des nanoparticules 

hybrides à base d’or avec des polyélectrolytes pour diverses applications telles que la 

détection ou la catalyse. Des nanoparticules de phosphate de calcium enrobées par une 

capsule uniforme composée de polymères cationiques (poly(allylamine hydrochloride)) et de 

polymères anioniques (poly(sodium 4-styrene sulfonate)) ont été développées par12 pour des 

applications in vivo et en particulier comme vecteur de médicaments « drug delivery ».  

Plus proche de nos objectifs, cette méthode peut être la première étape avant une 

fonctionnalisation de la surface de la particule grâce aux groupements fonctionnels du 

polymère.13 ont préparé des nanoparticules magnétiques fonctionnalisées par adsorption du 

poly(éthylène imine) (PEI) à la surface des particules d’oxyde de fer via les interactions 

électrostatiques attractives. Ces nanoparticules ont été utilisées pour l’adsorption d’acides 

nucléiques et l’amplification enzymatique. Suivant le même principe,14 ont montré 

l’adsorption d’aminodextran à la surface des nanoparticules d’oxydes de fer. Ils ont formulé 

ainsi des nanoparticules magnétiques en exploitant les interactions électrostatiques entre 

l’aminodextran chargé positivement et la surface des particules magnétique chargée 

négativement. Dans ce cas, des nanoparticules colloïdales stables sont obtenues avec succès 

sans ajout de molécules tensioactives.  

En nous inspirant de ces derniers travaux, nous avons synthétisé des nanoparticules hybrides 

fonctionnalisées de niobate de potassium, par interactions électrostatiques entre les 

nanocristaux et l’aminodextran (polymère saccaridique à fonctionnalité amine). 
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II.2. Synthèse des travaux  

Comme nous l’avons déjà dit, le niobate de potassium présente de très bonnes propriétés 

optiques non linéaires et une stabilité chimique excellente. Ces nanocristaux ont été proposés, 

parmi d’autres, comme nanosondes SHG dans le cadre du projet NAOMI ; il était donc 

intéressant de proposer des méthodes de fonctionnalisation pour les applications développées 

par nos partenaires (imagerie biomédicale in vitro).  

Les premières analyses sur des suspensions de KNbO3 ont montré une charge de surface 

négative, comme cela est souvent observé pour les oxydes. Son encapsulation avec un 

polymère biocompatible de charge positive était donc envisageable. Du point de vue des 

applications, cette encapsulation permet aussi la régulation de la charge de surface pour de 

meilleures interactions avec le milieu vivant.  

Nous avons utilisé l’aminodextran qui est un polymère cationique biocompatible. Ce 

polymère a été synthétisé au LAGEP suivant une procédure spécifique décrite par 14. Un des 

avantages est que l’adsorption est réalisée en milieu aqueux, sans ajout de molécules 

tensioactives ni de solvants : ce process est par conséquent adapté aux applications 

biomédicales. Nous avons développé avec attention un protocole expérimental permettant de 

limiter les phénomènes de floculation. Les suspensions ont ensuite été caractérisées en 

utilisant principalement la mesure du rayon hydrodynamique par diffusion dynamique de la 

lumière (DLS), la mesure du potentiel zêta, la microscopie électronique (MET et MEB) et la 

spectroscopie infrarouge (FTIR). 

Toutes les caractérisations concordent pour démontrer une adsorption de l’aminodextran en 

surface des particules : augmentation de la taille en DLS, variation significative et cohérente 

du potentiel zeta, analyse des mesures FTIR. De plus, nous avons déterminé la masse 

d’aminodextran adsorbé en surface des nanocristaux grâce à un dosage réalisé par une 

méthodologie spécifique utilisant la fluorescamine15. La concentration de l’aminodextran 

adsorbé est de 80.8 mg/g de nanoparticules de niobate de potassium. 14 ont rapporté une 

valeur comparable dans le cas de l’encapsulation de particules d’oxyde de fer par adsorption 

d’aminodextran. 

Enfin, nous avons démontré la potentialité de ces particules pour les applications de 

nanosondes SHG grâce à des images obtenues sur des échantillons biologiques. Des 

nanoparticules encapsulées par l’aminodextran ont été mis en contact avec des cellules 

pulmonaires puis imagées par microscopie de génération de second harmonique à l’université 

de Genève. Sur ces images, les nanosondes apparaissent avec un excellent contraste et 
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délivrent un signal stable et facilement détectable. Aucune toxicité particulière n’a été 

constatée et les particules sont localisées en périphérie des cellules. 

 

Conclusion  

L’encapsulation des nanoparticules inorganiques a été menée par deux procédés 

fondamentalement différents. D’une part, nous avons utilisé le procédé de polymérisation en 

miniémulsion inverse in situ pour les nanoparticules d’iodate de fer. D’autre part, 

l’encapsulation des nanocristaux de niobate de potassium a été réalisée par voie physique via 

le procédé d’adsorption de polymère. 

Les nanoparticules hybrides d’iodate fer présentent une taille et une morphologie contrôlée, 

avec la possibilité d’obtenir des objets colloïdaux sphériques de 100 nm de diamètre. Ces 

nanoparticules présentent des propriétés optiques non linéaires souhaitables pour des 

applications en imagerie in vitro.  

Les nanoparticules fonctionnalisées de niobate de potassium et stable ont été obtenues avec 

succès. Par imagerie de second harmonique, nous avons démontré et validé les potentialités de 

ces nanosondes. 
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Abstract 

 

Potassium niobate (KNbO3) nanoparticles with high second order nonlinear optical properties 

were coated with amine containing dextran. The surface coating was performed via attractive 

electrostatic interaction. During the aminodextran adsorption onto negatively potassium 

niobate, flocculation phenomena was observed and limited by controlling the adsorption 

methodology. The obtained particles bearing aminodextran shell were mainly characterized 

using Transmission Electron Microscopy (TEM), infrared analysis (FTIR), Dynamic Ligth 

Scattering (DLS) and zeta potential as a function of the pH. A clear polymer adsorption onto 

the nanoparticles surface is demonstrated. The colloidal study was completed by investigating 

the possible detection of such particles by multiphoton imaging microscope.   

 

1. Introduction 

Due to their outstanding properties explored in numerous applications such as biosensing,1 in 

vitro imaging2, biomedical diagnostic3, in vivo imaging4 and bionanotechnology area5, an 

increasing attractive interest has been dedicated to the elaboration of divers functional 

mailto:elaissari@lagep.univ-lyon1.fr
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inorganic colloidal particles. The most studied inorganic nanoparticles are iron oxide, 

quantum dots, silica, gold, titanium oxide and special attention is dedicated to colloidal 

nanoparticles bearing intrinsic physical properties (optical, magnetic electric…etc) and 

functionality6.  

In biomedical area, iron oxide nanoparticles have been extensively used as support and 

carriers of biomolecules mainly for in vitro and for in vivo diagnostic imaging. In fact, the 

magnetic colloids are firstly used in immunoassays (i.e. enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA tests) and nucleic acid detection (enzyme-linked oligosorbent assay ELOSA)7. The 

main objective of in vitro biomedical diagnosis is the elaboration of new magnetic colloids 

and tested methodologies in order to enhance analysis sensitivity, specificity to replace to 

centrifugation steps and to be ready to be integrated in microsystems and Lab-on-chip. The 

problem encountered in this field, and particularly in the area of nucleic acid probes8, is the 

sensitivity level. One possibility to partially solve this problem is to increase the concentration 

of the target (RNA and/or DNA) in the considered medium before specific detection of the 

target probe. Then utilization of appropriate magnetic particles for extraction and 

concentration of nucleic acids would be of extreme interest9. Iron oxide nanoparticles are also 

largely used for in vivo biomedical diagnostic based in magnetic resonance imaging. In such 

application, iron oxide nanoparticles are first functionalized via surface modification and 

chemically grafting of specific antibody in order to recognize the tumours for instance10.  

For bioimaging, fluorescent nanoparticles are used as label for detecting or quantifying the 

target (i.e. protein, nucleic acid or antibody)11–13. Two major nanoparticles are used; (a) 

nanoparticles labelled with small fluorescent molecules such as fluorescein 

isothiocyanate (FITC) or Rhodamine14 and (b) semi-conducting nanoparticles i.e. quantum 

dots (QD). Quantum dots nanoparticles are used in order to solve the bleaching problem 

generally observed in the case of classical fluorescent organic molecules15. 

Before their using in biomedical applications, all used nanoparticles are firstly subjected to 

surface modification for two main reasons: (i) to enhance their biocompatibility with 

biomolecules and (ii) to induce or create reactive functional groups on their surfaces for 

specific targeting or for bio-recognition ability.16,17 

Surface modification of inorganic nanoparticles can be performed through different 

encapsulation processes. One of the first approaches is based on chemical crosslinking of 

proteins on the surface of seed inorganic nanoparticles as reported in the case of iron oxide 
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nanoparticles18. The adsorbed proteins are crosslinked at high temperature with a chemical 

crosslinking agent such as glutaraldehyde. Such modified magnetic nanoparticles are mainly 

used for in vitro biomedical diagnostic applications and particularly in molecular biology. 

Encapsulation of inorganic nanoparticles via chemical process has been largely investigated 

using various polymerization techniques in dispersion media.9 The conventional approach is 

based on classical emulsion polymerization of styrene in the presence of inorganic 

nanoparticles. Unfortunately, the polymerization of hydrophobic monomers like styrene in 

presence of the bare hydrophilic inorganic nanoparticles leads incontestably to non-

encapsulated particles. Accordingly, to improve the encapsulation efficiency of inorganic 

nanoparticles, surface modification is of a paramount importance. Therefore, surface 

modification of inorganic nanoparticles makes their surfaces hydrophobic, which enhances 

their compatibility with the polymer during the encapsulation process.19 This can be achieved 

via surfactant adsorption to obtain organic dispersible nanoparticles within the polymer 

matrix. However, emulsion polymerization in the presence of surface modified nanoparticles 

leads to small amount of nanoparticles.20 On the other hand, radical miniemulsion 

polymerization technique has been largely explored. The first reported work based on surface 

nanoparticles modification, evidenced good and homogeneous encapsulation of inorganic 

material.21 Such an approach has been extended to the encapsulation of various inorganic 

nanoparticles but as-obtained particles have high size, usually above 150 nm.22  

In order to keep the particles size within nanometer range or below 100 nm, a polymer coating 

remains the most appropriate way: it can be performed via chemical grafting or physical 

adsorption on the surface of inorganic nanoparticles.23,7 In the first case, functionalization was 

achieved with the introduction of amino, carboxylic, thiol or aldehyde reactive functional 

groups. Usually, the grafting polymer density is low, but highly expanded, and lead to the 

formation of hairy like particles.24 For the latter case, physical adsorption was mainly 

performed via attractive electrostatic interactions, which lead to a homogeneous coating. 

However, flocculation was frequently observed, so that a careful adsorption control and 

removal of the formed aggregated particles are needed. As compared to chemical grafting, 

polymer adsorption is more sensitive to experimental parameters such as salinity and pH of 

the medium . 

In this study, preparation of aminodextran-coated KNbO3 nanoparticles exhibiting excellent 

nonlinear optical properties is reported. Such Second Harmonic Generation (SHG) 

nanoparticles were recently proposed as new optical probes for bio-labelling in multiphoton 

microscopy.25–29 Comparatively with traditional fluorescent labels like dyes or quantum-dots, 
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harmonic nanocrystals exhibit several interesting features such as high optical contrast, 

absence of bleaching or blinking and excitation wavelength tunability. Among the different 

available SHG nanocrystals, KNbO3 exhibits high second harmonic efficiency and acceptable 

cytotoxicity.29  Accordingly, the aim of this work is to investigate the possible surface 

modification of KNbO3 nanoparticles for bio-imaging applications, via adsorption of 

aminodextran hydrophilic and biocompatible polymer. The final particles were subject to 

colloidal and physical chemistry characterization. Special attention was focused on the 

adsorption process leading to stable functionalized KNbO3 nanoparticles dispersion as 

schematically represented in Scheme (1) below. Finally, the prepared particles have been 

imaged in a multiphoton microscope, demonstrating the great potential of such probes. 
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Scheme 1: Schematic illustration of the preparation of aminodextran-coated KNbO3 
nanoparticles via drop-by-drop addition of diluted nanoparticles into aminodextran 

solution.  
 

2. Experimental section 

2.1. Material 

 

Sodium borohydride (NaBH4), sodium periodate (NaIO4), hydrochloric acid, acetic acid, 

ammonia, tetramethyl ammonium hydroxide solution (1 M), potassium hydroxide, and 

hexamethylenediamine were purchased from Merck. Dextran T40 was from Amersham 

Biosciences. Reagents were of pure grade and were used as received. 
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2.2. Methods 

2.2.1. Preparation of aminodextran aqueous solution 

 

Dextran was first dissolved in a buffer solution of sodium acetate, followed by oxidation in 

the dark using sodium periodate at room temperature for four hours. Afterward, the solution 

was dialyzed against Milli-Q water. It was cooled at 8°C before adding the 

hexamethylenediamine. Then, the mixture was stirred overnight at 8oC until obtention of a 

homogeneous solution. The imine functional groups produced by the reaction between the 

oxidized dextran and diamine was reduced by sodium borohydride in a solution of potassium 

hydroxide. The mixture was left under stirring overnight at room temperature, followed by 

dialysis against Milli-Q water. Finally, the obtained solution was lyophilized to get amino-

dextran as a yellow powder. More details about the preparation of aminodextran were 

reported by Mouaziz et al.37 Finally, 0.2g of amino-dextran (AD) powder was solubilized in 

100 ml of Milli-Q water. 

 
 

Scheme 2: Schematic illustration of chemical aminodextran preparation from dextran 

 

2.2.2. Preparation of AD-coated KNbO3 nanoparticles 

 

KNbO3 nanoparticles, kindly provided by FEE GmbH Company (Idar-Oberstein, Germany), 

were obtained after ball grinding of bulk crystal. Nanoparticles were first solubilized in 

deionized water and left for one week without stirring to allow sedimentation. Afterward, the 

supernatant was collected and evaporated with rotary evaporator at 40 °C until completely dry 

to estimate the exact mass of powder. After that, the powder was redispersed in 20 mL of 

distilled water at pH 9, using ultrasonic bath. This nanoparticles suspension was added drop-

wise to 40 ml of aqueous solution of AD (2g/L) under a moderate magnetic stirring (scheme 

1). The mixture was left overnight at room temperature under magnetic stirring. The result 
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was a milky liquid, consisting of dispersed AD-coated KNbO3 nanoparticles that were 

recovered under centrifugation at 30000 rpm for 30 minutes. This was followed by several 

washing with deionized water to remove any excess of free-amino-dextran. Finally, the AD-

coated KNbO3 nanoparticles were redispersed in Milli-Q water. 

 

3. Characterization of aminodextran coated potassium niobate nanoparticles 

3.1. Chemical composition 

The chemical composition of the prepared AD-coated KNbO3 nanoparticles was investigated 

by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) (IRPrestige-2, Shimadzu). Spectra were 

recorded with an average of 40 scans and a resolution of 4 cm-1. 

 

3.2. Particle Size measurements 

Average hydrodynamic diameter (Dh) of bare and coated particles was measured by dynamic 

light scattering (DLS) (Zetasizer Malvern 3000-HSA, Malvern Instruments). The 

measurements were carried out at 25oC using a highly diluted sample in 10-3 Mol/L NaCl 

solution. The average value of at least three measurements was determined.  

 

3.3. Zeta potential (ζ) measurements 

The surface charge (zeta potential) of the particles was determined with the same instrument, 

after measuring the electrophoretic mobility (μe) of the dispersions, as a function of pH at 

25°C in 10−3 Mol/L NaCl solution. Each reported value is the average of three measurements.  

 

3.4. Morphology of Amino dextran-coated KNbO3 nanoparticles 

The morphology of AD-coated KNbO3 nanoparticles was investigated by using transmission 

electron microscopy (TEM) (Phillips CM120) and scanning electron microscopy (SEM) 

(Hitachi S800, SEM-FEG). For TEM observations, samples were diluted at least 10 times in 

distilled water. A drop of a well-dispersed suspension was then dried onto a copper grid (200 

mesh and covered with a formvar-carbon) at room temperature.  

 

3.5. Determination of the amount of aminodextran adsorbed on KNbO3 nanoparticles 

Concentration of surface amino groups on AD-coated KNbO3 nanoparticles was determined 

by fluorescence titration according to the method published by Ganachaud et al.31 Briefly, this 

method is based on the reaction of fluorescamine with the primary amino groups of 

aminodextran, yielding a highly fluorescent product. The measurements were carried out in a 
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MicroMax microwell plate reader (FluoroMax-3 spectrofluorometer, Jobin Yvon) with 

excitation and emission wavelengths of 393nm and 477nm respectively. The amino group 

content was measured in the supernatant obtained after centrifugation of latex particles. A 

calibration curve was first obtained using several aminodextran solutions in Milli-Q water 

(pH 9.5) with concentrations ranging from 0 to 10 µg/mL. Then, 2 mL of a solution prepared 

by adding 1mL of supernatant solution in 100 mL of Milli-Q water at pH 9.5, was mixed with 

2 mL of fluorescamine solution in acetone (0.3 g/L). Afterward, 2.5 mL of this mixture was 

used for fluorescence measurement. The total content of the surface amino groups on the latex 

particles was calculated from the difference in fluorescent intensities between the calibration 

curve and the measured samples. 

 

4. Multiphoton Imaging characterizations 

 

Human lung cells lines (BEAS-2B) were grown for 24 h on round glass slides (12 mm 

diameter) in 24-well plates (Corning, 500 μL/well). Nanoparticles diluted in fresh complete 

culture medium at 50 µg/mL concentrations were added to the cells, which were further 

incubated for different time periods (5 and 24 h). Then, cells were exposed to 5 μg/mL of 

FM1-43FX fluorescent probe (Invitrogen, 1 mg/mL stock solution in DMSO) for 1 min in ice, 

followed by washing with PBS, and finally maintained in 4% buffered paraformaldehyde 

solution at 4°C until image acquisition. 

A Spectra-Physics Mai-Tai DeepSee tunable Ti:Sapphire oscillator was used as the excitation 

source. The latter was coupled to a Nikon A1R-MP multi-photon imaging platform via a 

hybrid galvanometric/resonant laser. Nikon A1R-MP features four independent non-

descanned parallel detectors, whose spectral acceptance is defined by tailored pairs of 

dichroic mirror and interferometric filters. A Plan APO 40× WI N.A. 1.25 objective was used 

to focus the excitation laser and to epi-collect the nonlinearly excited signal (SHG) and dye 

markers fluorescence. 

 

5. Results and discussion 

5.1. Adsorption of Amino dextran onto KNbO3 nanoparticles 

Adsorption of water-soluble polymers at solid-liquid interfaces may result from the 

establishment of hydrogen bonds and/or hydrophobic interactions. Regarding polyelectrolytes 

interaction with charged solids, these forces may act concomitantly with charge-charge 
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interactions 32–35. Our investigation concerned the selective adsorption of polycation (amino-

dextran) of well-defined molecular weight and charge density on KNbO3 colloidal 

nanoparticles suspended in water at a given pH, where only electrostatic interactions are 

engaged in the process. 

Let us first imagine that a unique colloidal KNbO3 nanoparticle becomes immersed in 

aqueous solution containing polycation (amino-dextran) polyelectrolyte. In such condition 

and in the presence of oppositely charged polyelectrolyte, various phenomena can be 

observed as a function of polycation concentration. (i) When the polymer concentration is 

lower than the surface saturation condition, the adsorption leads to bridging flocculation even 

in batch adsorption conditions. (ii) Under the surface saturation conditions, stable coated 

particles are generally observed. But with increasing the nanoparticles number in the 

adsorption medium, the polymer concentration becomes lower than the surface saturation 

condition and aggregation was then observed as in the first case. (iii) Largely above the 

surface saturation condition, the introduction in the adsorption medium particle per particle 

leads to full surface coverage with limited aggregated particles. 

After aminodextran adsorption onto KNbO3 nanoparticles, the particles were centrifuged and 

the supernatant was collected, then the amount of aminodextran was determined via 

supernatant analysis (depletion method) using fluorescamine based method,36 after standard 

curve elaboration. This method depends on the reaction of fluorescamine with the primary 

amine groups of aminodextran leading to formation of a fluorescent adduct, as shown in 

Figure 1. The amount of aminodextran was found to be around 80.8 mg/g of KNbO3 particles. 

Similar adsorbed amount has been reported by Mouaziz et al37 via the investigation of 

aminodextran adsorbed on iron oxide nanoparticles.  
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Figure 1: Titration of amine group using fluorescamine based method. The 
fluorescent compound was detected and quantified at 393/477 nm 

Excitation/Emission wavelengths.31 
 

5.2. Chemical composition of Amino dextran -coated KNbO3 nanoparticles 

The chemical structure of the bare and KNbO3 nanoparticles containing adsorbed amino-

dextran polymer was characterized by FT-IR analysis, as shown in Figure 2. On the bare 

nanoparticles spectrum (Figure 2-a), it is observed a large dip presented two peaks at 509 cm-1 

and 593cm-1 corresponding to the stretching vibration bands of O-Nb-O bond of KNbO3. 

After coating, the IR spectrum on figure 2-c shows the appearance of two characteristic peaks 

at 2857 and 2927 cm-1 of symmetric and asymmetric stretching modes of CH2, the large bond 

observed between 3000 and 3500 cm-1 correspond to -NH2 and -OH groups of aminodextran, 

respectively, and the peak at 1635 cm-1 is attributed to the C=O stretching mode of dextran. 

Furthermore, the peaks at 1152, 1109 and 1017 cm-1 are attributed to C-O-C of the pyranose 

ring of aminodextran polymer, which appear in spectra (b) and (c) of Figure 2. In fact, these 

results give a conclusive evidence for the successful deposition of aminodextran polymer on 

KNbO3 surfaces, even after few washes. 
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Figure 2: FTIR Spectra of aminodextran as reference (b) uncoated (a) and 
Aminodextran-coated KNbO3 nanoparticles (c). 

 

5.3. Morphology analysis of uncoated and aminodextran-coated KNbO3 nanocrystals 

Firstly, the morphology of uncoated KNbO3 nanoparticles was examined using transmission 

electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM). The TEM micrographs 

(Figure 3-A) show that uncoated KNbO3 nanocrystals have non-spherical and non-

homogeneous morphology. This can be attributed to the ball grinding process used for the 

preparation of the nanoparticles. In addition, their particles size is in the submicron range with 

high polydispersity. Interestingly, AD-coated KNbO3 nanocrystals have the same morphology 

(Figure 3-B), which can be attributed to low thickness and density of the interfacial polymer 

shell. 
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Figure 3: TEM images of uncoated (A), and AD-coated KNbO3 nanoparticles (B) 

 

On the other hand, scanning electron micrographs of coated and uncoated KNbO3 

nanoparticles (Figure 4) show that the particles are non-spherical which corroborates TEM 

observations. Furthermore, the observed clusters are attributed to the fact that the analysis was 

carried out under dried state, which explains the aggregation of particles.  

 

 

 

Figure 4: SEM images of uncoated (A), and AD-coated KNbO3 nanoparticles (B) 

 

B A 
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5.4. Size and size distribution of aminodextran-coated KNbO3 nanoparticles 

The hydrodynamic particles size of uncoated and coated KNbO3 crystals was examined by 

light scattering in a highly diluted 1mM NaCl aqueous solution. The average hydrodynamic 

diameter of uncoated KNbO3 particles was found to be 140 nm and a broad size distribution 

ranging from 60 to 400 nm is observed (Figure 5). This measure is consistent with the TEM 

observation shown in the previous section. After coating, the value of hydrodynamic diameter 

shifts to 180 nm. It should be noted that, after treatment of KNbO3 particles with 

aminodextran polymer solution, several washing through consecutive centrifugation-

redispersion cycles using Milli-Q water are done to remove free (unreacted) aminodextran 

polymer. The hydrodynamic diameter increase is thus probably explained by a successful AD-

coating of the particles. 
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Figure 5: Size distribution of uncoated (red) and aminodextran coated-KNbO3 

nanoparticles (black) in 10-3 Mol/L NaCl solution at pH 9 

 

5.5. Electrokinetic study 

In order to confirm the adsorption of aminodextran polymer, zeta potential of uncoated and 

coated KNbO3 nanoparticles was examined as a function of pH, in 1 mM NaCl solution. Zeta 

potential of uncoated KNbO3 nanoparticles, was positive below pH 3.5 and negative above as 

shown in Figure 6.  This can be attributed to a possible protonation of hydroxyl groups on the 
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particles surface as generally reported for inorganic oxide particles. Upon coating, a global 

positive shift of the zeta potential curve was observed with a new isoelectric point at pH 8.5. 

This shift is attributed to the presence of primary amine groups on the particles surface. 

Below pH 8.5, the amine groups are protonated forming quaternary positive ammonium 

cation (-NH3
+). In the vicinity of pH 8.5, close to the pKa of primary amine groups (i.e. pH 

10), the particles become less and less positively charged as expected. Such behavior has 

already been observed in the case of iron oxide nanoparticles containing aminodextran 

polymer.37 These results give strong indications of the successful adsorption of aminodextran 

onto KNbO3 nanoparticles, confirming the previous experimental characterizations.  

3 5 7 9 11

-60

-40

-20

0

20

40

60

 

Ze
ta

 p
ot

en
tia

l

pH

 
Figure 6: Zeta potential as a function pH of uncoated (red spectrum) and aminodextran-

coated KNbO3 nanocrystals (black spectrum) in 10-3 mol/L NaCl at 25°C. 

 

5.6. Multiphoton Imaging 

To assess the AD-coated KNbO3 nanoparticles as imaging labels for the various cells, a 

systematic image screening has been carried out over the different cell lines using 

multiphoton imaging microscope. The cells were exposed for 5 h and 24 h to AD coated 

KNbO3 nanoparticles. A representative result is shown in Figure 9, displaying BEAS-2B non-

tumoral cells (in yellow) exposed for 24 h to nanoparticles (in blue) at 50 µg/mL 

concentration (Figure 7). Excitation wavelength of the laser is set at 790 nm. 

Cells exposed to nanoparticles are numerous and healthy, in agreement with the good survival 

rate observed with PEG-coated KNbO3 nanoparticles nanoparticles display an intense and 
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photostable signal. They are mostly confined to cell membranes, co-localizing with the cell 

membrane dye.  

 

Figure 7: BEAS-2B cells (in yellow) exposed for 24 h to KNbO3 coated with 0.05% 
Aminodextran (in blue) at 50 µg/mL. The scale bar corresponds to 10 μm. 

 

6. Conclusion 

The aminodextran prepared from dextran via chemical grafting of hexamethylenediamine 

onto oxidized dextran was adsorbed on KNbO3 nanoparticles. The adsorption was governed 

by attractive electrostatic interactions since the mixing was performed above pH 4, where the 

particle surface is negative. In order to obtain stable KNbO3 nanoparticles containing 

aminodextran, the adsorption is achieved by introducing dropwise highly diluted KNbO3 

nanoparticles in high polyelectrolyte concentration solution. The adsorbed amount was 

quantified using chemical method and the presence of aminodextran onto nanoparticles was 

also evidenced by IR and zeta potential measurement. The measure of zeta potential as a 

function of pH revealed the cationic character of the particles induced by the adsorbed 

polycation. 

The second harmonic property of the KNbO3 nanoparticles containing aminodextran was 

clearly evidenced by imaging the particles in a cell culture. Due to the attractive interactions 

between the cationic aminodextran coated KNbO3 nanoparticles and the cells, high local 

concentration of particles was observed around the cells. 
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L’encapsulation des nanoparticules inorganiques a été menée par deux procédés 

fondamentalement différents. D’une part, nous avons utilisé le procédé de polymérisation en 

miniémulsion inverse in situ pour les nanoparticules d’iodate de fer. D’autre part, 

l’encapsulation des nanocristaux de niobate de potassium a été réalisée par voie physique via 

le procédé d’adsorption de polymère. 

Les nanoparticules hybrides d’iodate fer présentent une taille et une morphologie contrôlée, 

avec la possibilité d’obtenir des objets colloïdaux sphériques de 100 nm de diamètre. Ces 

nanoparticules présentent des propriétés optiques non linéaires souhaitables pour des 

applications en imagerie in vitro.  

Les nanoparticules fonctionnalisées de niobate de potassium et stable ont été obtenues avec 

succès. Par imagerie de second harmonique, nous avons démontré et validé les potentialités de 

ces nanosondes. 
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Les enjeux de la nanomédecine sont considérables car les apports des nanomatériaux, des 

nanosystèmes et de la micro-fluidique offrent de nouvelles potentialités dans les domaines du 

diagnostic, de l’imagerie biomédicale et du théranostic. Dans ces domaines, les nanoparticules 

organiques sont utilisées pour la vectorisation ciblée de médicaments. En ce qui concerne les 

nanoparticules inorganiques et en particulier les particules magnétiques, elles sont utilisées 

pour le développement de nouveaux agents de contraste pour l’IRM et l’obtention de 

nanosondes thérapeutiques pouvant créer localement une élévation de température sous 

l’action de champs magnétiques alternatifs. En termes de microscopie optique, le contraste 

peut être obtenu par des boites quantiques fluorescentes (ou quantum dots) qui, après 

excitation, ont l’avantage d’émettre à des longueurs d’ondes particulières associées à la taille 

de ces nanoparticules. Cela permet, à partir d’un même matériau de type CdS ou CdSe, de 

marquer spécifiquement des cellules (ou biomolécules) après une fonctionnalisation adéquate 

de la surface des nano-marqueurs. 

L’approche développée dans ce travail de thèse, basée sur l’utilisation de nanosondes 

optiquement non-linéaires, n’a pas pour but de concurrencer ces marqueurs fluorescents mais 

se veut plutôt comme une voie complémentaire. L’intensité de fluorescence émise par les 

boites quantiques est en effet supérieure à la SHG produite par un nanocristal non-

centrosymétrique mais le clignotement des quantum dots et la toxicité de ses éléments 

chimiques peuvent être des limitations à des utilisations in vitro et in vivo. De plus, la 

fluorescence est un phénomène résonnant au sens que les longueurs d’ondes d’excitation et de 

détection sont « fixées » par la nanoparticule. Au contraire, l’absence de résonnance pour la 

SHG permet de se décaler dans l’infrarouge et d’utiliser des régions spectrales dans lesquelles 

les tissus sont moins absorbants et augmenter ainsi la profondeur de pénétration tout en 

diminuant l’énergie lumineuse déposée dans le milieu. On peut aussi de cette manière éviter 

l’autofluorescence émise dans le visible par les tissus.  

Dans ce contexte, le nombre de groupe de recherche et de travaux expérimentaux portant sur 

les nanocristaux optiquement non-linéaires ont considérablement augmenté ces dernières 

années. En microscopie de SHG, plusieurs études indépendantes ont montré qu’il était 

relativement aisé de détecter individuellement des nanocristaux. Des mesures quantitatives 

indiquent aussi que les coefficients optiques non-linéaires des matériaux massifs et des 

nanocristaux varient peu d’un matériau à l’autre. D’autres critères, que ceux relatifs à la 

réponse optique, doivent donc être pris en considération afin de sélectionner « le meilleur » 

matériau en tant qu’agents de contraste pour la microscopie de SHG. La première raison pour 
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laquelle l’iodate de fer a retenu notre attention concerne ses propriétés paramagnétiques 

(contrairement aux matériaux mentionnés ci-dessus) pouvant être mises à profit pour l’IRM. 

Cela fait de Fe(IO3)3 une nanosonde multifonctionnelle pouvant générer un contraste en 

microscopie multiphotonique et en IRM. Par ailleurs, les applications de ces nanomatériaux 

dépendent très fortement de leur toxicité éventuelle (or les éléments Fe, I et O sont a priori 

adaptés) mais aussi des mèthodes de synthèse qui doivent assurer une préparation 

reproductible des nanocristaux. Le bon contrôle de la taille et de la forme est en effet 

absolument nécessaire à une évaluation aussi précise que possible des propriétés physiques, 

chimiques et de cytotoxicité des nanomatériaux.  

la polydispersité de taille et de forme a donc été l’une de nos préoccupations principales au 

cours de ce travail de thèse car la préparation de tous les oxydes non-centrosymétriques 

disponibles à ce jour est encore très mal maitrisée, en comparaison avec les nanoparticules 

métalliques et semi-conductrices, par exemple. En ce qui concerne l’iodate de fer, des 

nanocristaux sont facilement obtenus par co-précipitation en solution aqueuse homogène à 

partir d’acide iodique et de nitrate de fer mais sans aucun contrôle de la morphologie. De plus, 

l’obtention de poudres agglomérées rend difficile leur stabilisation dans l’eau et toute 

modification possible de leur chimie de surface pour un marquage cellulaire spécifique. Enfin, 

l’approche microémulsion inverse conduit seulement à la formation de nano-bâtonnets et 

nanofils de diamètre 20 nm mais de longueur très variable en fonction des conditions de 

synthèse. 

 

Dans ce manuscrit de thèse, la bibliographie se rapportant à la préparation et aux applications 

biomédicales des nanoparticules inorganiques est exposée au premier chapitre. Le travail 

expérimental associé à la synthèse des nanocristaux de Fe(IO3)3 par microémulsions et 

miniémulions inverses est ensuite rassemblé dans le chapitre II. Il est démontré, dans le cas 

des microémulsions, que l’ajout de macromolécules de type polymères hydrosolubles permet 

d’obtenir soit des nanoparticules individuelles soit des microstructures hybrides de 

morphologie contrôlée mais de taille très variable. Différents polymères ont d’abord été 

éxaminéesafin d’obtenir, par rapport aux applications visées, des nanocristaux sphériques de 

taille inférieure à 100 nm et de réduire les interactions organiques-inorganiques conduisant à 

l’apparition des nanofils. Des molécules courtes de polyéthylèneglycol (PEG-400) ont été 

retenues en raison de la biocompatibilité de ce polymère et de premiers tests encourageants 

quant au diamètre, inférieur à 100 nm, des premières particules ainsi préparées. Par la suite, la 

variation systématique des compositions initiales des microémulsions a permis de décrire les 
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mécanismes (et les cinétiques) de croissance et de cristallisation du matériau. Dans des études 

précédentes sur le système ternaire eau/octane/AOT, il avait montré que l’interaction des 

molécules d’AOT à la surface des particules était à l’origine des difficultés rencontrées quant 

au contrôle de la taille et de la morphologie.  

En revanche, en présence de PEG à une concentration aqueuse supérieure à 5g/L, il est 

possible, pour une faible teneur en eau (w=5,8), de diminuer les interactions entre les têtes 

chargées de l’AOT et la surface des nanoparticules primaires de telle sorte que des 

nanocristaux sphériques de diamètre ∼15 nm ont été obtenus pour la première fois. On peut 

souligner le rôle coopératif des molécules d’AOT et de PEG puisque le tensioactif est 

nécessaire à la formation de micelles inverses alors que le PEG participe à une meilleure 

stabilisation stérique des nanocristaux tout en diminuant les interactions organiques-

inorganiques. De plus, pour une quantité d’eau initiale plus importante (w=12,2), nous avons 

observé une augmentation importante de la cinétique globale incluant les étapes de 

coprécipitation, de nucléation et de cristallisation due à une flexibilité accrue du film de 

tensioactifs. Celui-ci ne joue plus son rôle de gabarit car des nano-bâtonnets, dont la 

croissance est dirigée selon l’axe polaire, apparaissent rapidement. Dans ce cas, l’AOT 

contribue à une inter-digitation des nano-bâtonnets de telle sorte que cette nucléation 

homogène résulte en micro-bouquets de nano-filaments puis en structures hybrides quasi-

sphériques de type oursins. Cette auto-organisation, ou auto-assemblage, à l’échelle de 10-

15µm permet de diminuer l’énergie d’interface entre le film de tensioactifs et la phase 

continue. Le PEG contribue à une augmentation de la dispersion spatiale des nanofilaments en 

raison de frustrations stériques plus importantes.    

Ainsi, l’approche microémulsion permet d’obtenir soit des nanocristaux sphériques de 15 nm 

soit, après auto-organisation, des microstructures hybrides dont la taille n’est pas adaptée aux 

applications visées. Nous avons donc continué notre travail par une étude portant sur le 

procédé de miniémulsion, avec comme objectif la synthèse contrôlée de nanocristaux d’iodate 

de fer. Cette approche « miniemulsion » pour la synthèse de nanoparticules inorganiques est 

relativement peu exploitée et décrite dans la littérature, par rapport aux nombreux travaux 

basées sur les microémulsions inverses. La synthèse en miniemulsion présente pourtant des 

caractéristiques très intéressantes et bien adaptées aux problèmes rencontrés. En effet, les 

nanogouttelettes générées en miniémulsion sont très stables et cela permet d’éviter les 

phénomènes d’agrégation rencontrés en microémulsions inverses (sans ajout d’additifs) 

pendant la phase de cristallisation des nanoparticules. A partir de cette hypothèse, nous avons 
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développé un protocole de synthèse et nous avons démontré un contrôle effectif de la taille et 

de la morphologie des nanocristaux d’iodate de fer pour une certaine gamme de concentration 

en tensioactifs et en réactifs. Des nanocristaux sphériques de diamètre 70 nm ont ainsi été 

obtenus pour une concentration molaire en réactifs de [Fe3+]:[IO3
-] de 0,1:0,4 M et une 

concentration en span 80 de 3wt.%. En dehors de cette gamme, c’est à dire lorsque la 

concentration en réactifs devient trop importante, ou la quantité de surfactant trop faible, la 

stabilité de la miniemulsion n’est certainement plus suffisante et des particules en forme de 

nanobâtonnets sont observées.  

On peut noter enfin qu’une particule de 70nm est certainement mieux adaptée par rapport à 

une particule de 15 nm du point de vue des applications optique. En effet, le signal de second 

harmonique émis sera supérieur à la limite de détection des systèmes de microcopie 

multiphotonique actuels, ce qui n’est pas forcément le cas pour une particule de 15 nm. 

 

Le chapitre III présente nos travaux portant sur l’encapsulation des nanocristaux SHG. Les 

enjeux sont, comme nous l’avons déjà rappelé, une protection des particules et une 

amélioration de leur stabilité et biocompatibilité. Cela constitue également une première étape 

en vue d’une fonctionnalisation pour des applications biomédicales spécifiques. Nous avons 

utilisé deux méthodes assez différentes pour atteindre cet objectif. 

D’une part, nous avons poursuivi les travaux portant sur la technique de miniémulsion pour 

synthétiser des particules hybrides. Le principe de notre étude est de contrôler les étapes de 

cristallisation des nanoparticules et de polymérisation de l’HEMA afin d’obtenir des 

nanoparticules d’iodate de fer insérées dans une matrice polymérique de poly(HEMA-MBA)). 

Le poly(HEMA-MBA) est un polymère biocompatible hydrosoluble prometteur pour les 

applications biomédicales en raison de sa faible toxicité. On peut noter que cette synthèse 

simultanée des nanocristaux et de l’écorse polymérique constitue l’une des originalités de 

cette partie. Après une étude portant essentiellement sur la concentration en réactifs, nous 

avons montré qu’il était possible d’obtenir des nanoparticules hybrides de type cœur-écorse. 

La cristallisation et la polymérisation ont lieu à l’intérieur des nanogouttelettes ce qui limite la 

croissance des nanoparticules inorganiques et des chaines polymériques. Ces premiers 

résultats sont positifs et il serait intéressant poursuivre les études de manière systématique afin 

bien comprendre l’influence des différents paramètres impliqués dans la synthèse. La nature 

de l’agent stabilisant pourrait jouer un rôle dans le contrôle des caractéristiques des objets 

formés. Par conséquent, la synthèse de nanoparticules à base d’HEMA a été obtenue par  

divers agents stabilisants. En raison de leur nature polymérique, les copolymères à blocs se 
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sont avérés être les plus efficaces pour ce procédé de polymérisation car ils fournissent une 

stabilisation stérique maximale permettant un contrôle parfait des structures synthétisées.  

Enfin, nous avons présenté dans la dernière partie de ce manuscrit les résultats de nos travaux 

portant sur l’encapsulation de nanocristaux de niobate de potassium par adsorption 

d’aminodextran. L’objectif était de rendre la surface de ces particules fonctionnelle et 

d’envisager un ciblage spécifique. Le procédé d’adsorption de ce polymère a été réalisé en 

phase aqueuse sans ajout de tensioactifs, ce qui est compatible avec les applications 

biomédicales in vivo. L’aminodextran est un polycationique, non disponible 

commercialement, qui est obtenu au LAGEG. Ces groupements cationiques s’adsorbent sur la 

surface des nanocristaux de niobate de potassium de charge opposée via des interactions 

électrostatiques attractives. L’adsorption de ce polymère sur les nanocristaux de niobate de 

potassium a été confirmée notamment par des mesures du potentiel zêta sur des nanocristaux 

nus (potentiel zêta négatif) et sur les nanoparticules hybrides finales (potentiel zêta positif). 

Cette modification de la surface favoriserait les interactions attractives avec les cellules 

vivantes. Les images de microscopie de second harmonique sur des cultures cellulaires 

« marquées » par les particules hybrides montrent leur localisation en périphérie des cellules. 

Ces images démontrent l’excellent contraste obtenu avec ces sondes.  
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Perspectives 

 

(1) Encapsulation des nanocristaux d’iodate de fer : méthode alternative 

Les nanoparticules sphériques d’iodate de fer présentées au Chapitre II ont été élaborées par 

le procédé de microémulsion inverse via l’ajout du PEG-400. Afin de permettre leur transfert 

en phase aqueuse, nous avons réalisé une étude préliminaire sur leur encapsulation par le 

procédé d’émulsification diffusion de solvant en utilisant un copolymère block 

polycaprolactone-polyéthylène glycol (PCL-b-PEG) synthétisé au laboratoire LAGEP.  

En premier lieu, les nanoparticules colloïdales d’iodate de fer, issues des synthèses en 

microémulsions, ont été stockées dans l’acétate d’éthyle à +4°C. L’observation de ces cristaux 

par MET a montré une stabilité supérieure à un an et la possibilité de les réutiliser pour ces 

études.  

 

 

 

 
Figure P.23 :Illustration schématique du principe d’encapsulation des nanoparticules d’iodate 

de fer par le procédé d’émulsion diffusion. 

  

La Figure P.1 illustre schématiquement le principe de formation des nanoparticules hybrides 

d’iodate de fer/PCL-b-PEG. Brièvement, le PCL-b-PEG a été solubilisé dans une phase 

organique (acétate d’éthyle saturé en eau) contenant des nanocristaux d’iodate de fer. Cette 
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phase organique a été émulsionnée dans une phase aqueuse (eau saturée en acétate d’éthyle) 

contenant un polymère stabilisant (Pluronic F68) à l’aide d’un ultraturrax pendant 2 minutes à 

17500 rpm. Une seconde phase aqueuse composée exclusivement d’eau a été ajoutée 

spontanément à l’émulsion. Le solvant organique a été évaporé à l’aide d’un évaporateur 

rotatif. Une suspension de couleur bleutée a été obtenue. Le produit final a été récupéré par 

lyophilisation avec l’ajout de 5%wt de Glucose. Un premier test de redispersion dans l’eau a 

été réalisé avec succès par simple agitation. Des nanoparticules hybrides de 50 nm de 

diamètres ont été observées par MET. Ces premiers tests sont encourageants et sont à 

poursuivre, en comparant notamment la stabilité de ces particules hybrides avec les particules 

d’iodate de fer nues. 

 

 

(2) Fonctionnalisation des nanocristaux de KNbO3 pour le ciblage et la détection d’amibes 

La modification de la surface des nanoparticules hybrides de niobate de potassium a été 

conduite afin de greffer des groupements réactifs en surface. La surface des nanoparticules de 

niobate de potassium, enrobées par l’aminodextran, a été modifiée par greffage covalent du 

copolymère poly(méthyl vinyl éther-co-anhydride maléique) (AMVE). Ce copolymère 

possède des unités réactives d’intérêt, les anhydrides maléiques. La réaction chimique se 

produit entre les groupements amines à la surface des nanoparticules hybrides et les 

groupements anhydrides maléique de l’AMVE (cf. Figure P.2). La réaction a été réalisée dans 

le DMSO. Ce solvant organique empêche l’hydrolyse du copolymère et laisse la surface 

réactive après le couplage. Ceci rend envisageables d’autres réactions chimiques entre les 

groupements d’anhydride maléique et d’autres amines primaires, notamment celles 

d’oligonucléotides.  
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Figure P.24 : Illustration schématique de l’encapsulation et modification de la surface des 

nanoparticules de KNbO3 

 

 

Des essais en imagerie pour la détection spécifique d’amibes sont en cours de développement 
au laboratoire CARRTEL.  
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Annexe 1 : Informations supplémentaires de la synthèse des nanocristaux d’iodate de fer 
par miniémulsion inverse (Chapitre III). 
Supporting Information 

To investigate the effect of reactants (Fe3+ and IO3
-) concentration on the properties of the 

prepared Fe(IO3)3 hybrid particles, the MBA/HEMA weight ratio was fixed at 20%, then two 

different concentrations of the reactants at the same [Fe3+]/[IO3
-] molar ratio  (sample a, and 

b) were used as shown in Table 4.  

Table 4. Effect of [Fe3+] and [IO3
-] on Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles formation 

 

At low reactants concentration (Sample a), Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles exhibited spherical 

core-shell morphology, as evidenced by the TEM image in Figure 12 (a). The core consists of 

Fe(IO3)3 inorganic nanoparticles and the shell composed of the organic crosslinked 

poly(HEMA). In addition, they have hydrodynamic size less than 100 nm. Interestingly, by 

increasing the amount of the reactants to three folds ([Fe3+]/[IO3
-] molar ratio= 0.025/0.1) 

(sample b), two morphologies were obtained; sphere-like and rod-like hybrid nanoparticles     

(Figure 12 (b)). Although the rod-like morphology was formed33, the sphere-like hybrid 

nanoparticles were predominant which can be attributed to the nuclei formation inside the 

nanodroplets, followed by formation of the crosslinked poly(HEMA). The growing process of 

the particles is limited by the size of the formed nanodroplets and also by the crosslinking 

density of the formed polymer matrix. On the other hand, the formation of the rod-like 

structure can be attributed to the possible nucleation of Fe(IO3)3 particles out of nanodroplets. 

 
Figure 10. TEM micrographs of Fe(IO3)3 hybrid nanoparticles using 0.08 g of HEMA at 

different [Fe3+]/[IO3
-] molar ratios ; (a) 0.0075:0.03/, (b) 0.025:0.1. (Scale bar is 500 nm). 

Sample code   HEMA, g MBA, g [Fe3+], M [IO3
-], M 

a 0.08 0.016* 0.0075 0.03 
b 0.08  0.016  0.025   0.10 
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It is worth to mention that the weight percentage of crosslinking agent has significant effect 

on the physico-chemical properties of the obtained particles. In addition, the increase in the 

crosslinking agent leads generally to high polymerization conversion, rapid polymerization 

kinetic and high crosslinking density of the formed polymer matrix37.  

In this context, MBA crosslinking agent was examined at two different MBA/HEMA weight 

ratios (5 and 20wt %), as reported in Table 3. The formed inorganic nanoparticles should be 

homogeneously encapsulated in the crosslinked polymer shell. But both free Fe(IO3)3 and the 

encapsulated one  are observed irrespective of MBA amount. 
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