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Depuis toujours l’Homme s’interroge sur le monde qui l’entoure. Dès les premiers 

temps nos ancêtres ont essayé de donner des explications aux différents 

phénomènes de la nature. Déjà chez les philosophes grecs l’Homme avait une place 

importante dans l’univers. À cette étape de l’histoire, Démocrite, contemporain de 

Socrate, parlait déjà d’atome et de vide.1 Il est tout à fait étonnant que déjà à cette 

époque on évoque l’existence des atomes, alors que l’idée même du microscope ne 

pouvait être conçu. Cependant c’était à partir de ces premières pensées rationnelles 

que sera plus tard crée la démarche scientifique, qui tente par d’autres voies de 

comprendre le réel. En effet, la science a depuis pour objet d’expliquer le 

« comment » des phénomènes naturels. 

Aujourd’hui, les frontières entre les différentes disciplines qui composent les sciences 

dures sont devenues beaucoup plus perméables. Lorsqu’on étudie l’infiniment petit 

on descend vers un monde incroyable où se mêlent des phénomènes biologiques, 

des réactions chimiques, des interactions physiques… Ce monde minuscule est plus 

vaste qu'il n'y parait, plus difficile à mesurer, plus étrange et plus magique que 

n'importe quelle science-fiction ou fantaisie, plus beau que n'importe quel art, et bien 

plus complexe qu'on ne pourrait l'imaginer. Étudier les propriétés des matériaux aux 

plus petites échelles allant jusqu’à celle de la physique atomique et de la chimie 

quantique, montre la complexité de l’organisation et des interactions dans la matière 

qu’elle soit biologique, organique ou inorganique.  

La Microscopie Électronique en Transmission (MET) est une technique puissante qui 

permet de caractériser et d’analyser des objets pour en obtenir des informations 

souvent difficiles à décrocher par ailleurs.2 De nos jours c’est une méthode bien 

établie et largement utilisée qui a plus d'un siècle de développement. Après un long 

cheminement intellectuel, qui a commencé en 1897 avec la découverte par 

Thompson du rapport entre la masse et la charge de l’électron en passant par Louis 

de Broglie qui a associé une onde aux corpuscules en 1924 et la vérification 

expérimentale de cette théorie par Davisson et Germer en 1927,10 le premier 

microscope électronique en transmission (MET) fut réalisé par Ruska et Knoll.3,4 

C’est en 1933 que Ruska obtint pour la première fois une résolution supérieure au 

meilleur des microscopes optiques bien que peu de matériaux pouvaient résister à 

l’énergie produite par l’impact du faisceau.5 Knoll, parti travailler au développement 

de la télévision, publia en 1935 les premières images obtenues à partir du balayage 

d’un échantillon solide par un faisceau d’électrons.6 Cependant, le véritable premier 

microscope électronique à balayage fut mis en place par Von Ardenne en 1938.7 

Puis les années suivantes, la résolution des METs s’est rapidement amélioré grâce 

aux différentes interactions multiples entre les besoins des utilisateurs et les progrès 

scientifiques dans de nombreux domaines. Effectivement les détecteurs sont de plus 

en plus sensibles, l’électronique et l’informatique permettent une transmission de 

l’information beaucoup plus rapide. De plus la réalisation du vide est constamment 

en amélioration, c’est à dire contenant de moins en moins de molécules résiduelles 

et produisant donc moins de bruit et d’interférences. Enfin la mécanique surtout celle 

qui est micrométrique qui de plus en plus précise et sensible. 
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Quelques rappels historiques  

 

 

 1897 Découverte de l'électron par J.J. Thompson 

 1924 P. De Broglie : dualité onde-particule 

 1927 Davisson et Germer observent la diffraction des électrons par un cristal de 

nickel 

 1927 Hans Busch : focalise un faisceau d'électrons avec un champ magnétique 

inhomogène 

 1931 Max Knoll et Ernst Ruska construisent le premier microscope électronique à 

transmission 

 1938 Microscope électronique à transmission à balayage (STEM) (M. Von 

Ardenne) 

 1939 Première commercialisation d'un TEM par Siemens (Ruska, Von Borries) 

 ~ 1940 Fondements théoriques de l'optique et des objectifs électroniques 

électromagnétique (W. Glaser, O. Scherzer) 

1964 Première commercialisation d'un microscope électronique à balayage par 

Cambridge Instruments 

 ~ 1970 Crowther, de Rosier et Klug décrivent des techniques de reconstruction 

objets biologiques tridimensionnels à partir de micrographies prises en 

microscopie électronique. 

 ~ 1970 Microscope électronique à haute résolution (HRTEM) avec résolution 

moins de 0,4 nm 

 1975 Henderson et Unwin déterminent la première structure d'une protéine 

membranaire 

reconstruction d'images prises sur des échantillons non colorés à température 

ambiante. 

 ~ 1980 Début de la cryo-microscopie électronique (Dubochet) 

1986 Prix Nobel à E.Ruska (avec G. Binning et H. Rohrer qui ont développé le 

microscopie à effet tunnel) 

 2017 Prix Nobel à Jacques Dubochet, Joachim Frank et Richard Henderson 

pour " développement de la microscopie cryo-électronique pour la détermination 

de la structure à haute résolution des biomolécules en solution". 

 

La microscopie électronique en transmission à froid, appelée « CryoEM » a été 

couronnée cette année par la plus haute distinction, le prix Nobel de Chimie décerné 

à Jacques Dubochet, Joachim Frank et Richard Henderson.9 Cette reconnaissance 

montre l’étendu des efforts et des développements effectués pour permettre 

l’observation à haute résolution d’une part d’objets très sensible aux faisceaux 

d’électrons et d’autre part de réaliser des analyses de matériaux biologiques dans 

leur environnement en préservant leur hydratation. En effet, la MET à une longue 
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histoire commune avec la préparation et l’analyse de matériaux de faibles contrastes 

sensibles aux interactions d’électron et au vide du microscope. Ces derniers sont 

souvent des échantillons composés d’éléments légers tel que l’hydrogène, carbone, 

oxygène et azote avec une faible densité électronique.9 Bien que la MET ait 

accumulé pendant toutes ces années une grande expérience dans ce domaine, il 

reste encore de nombreux défis à relever, tel que l’étude en haute résolution ou 

encore l’analyse EELS et EDX en milieu liquide ainsi que dans la préparation et 

l’analyse de certains objets composés essentiellement d’éléments à faible densité 

électronique par Cryo-EM.  

Dans cette même voie, ce travail aura à cœur de présenter les méthodologies MET 

déjà développées ou en cours d’optimisation pour la préparation et l’analyse des 

objets fragiles. Certains de ces échantillons ne sont pas uniquement délicats dans le 

sens d’une sensibilité aux électrons mais également à l’échelle macroscopique ils 

sont très difficiles à manipuler en maintenant l’intégrité de leur morphologie et de leur 

structure interne. 

 Les motivations et le but général de ces travaux ont été de développer et d’affiner 

les techniques actuellement disponibles de microscopie en transmission pour l’étude 

des matériaux inorganiques pour être capable d’étudier des échantillons différents 

mais tous ayant pour particularité leur extrême fragilité. En effet, l’observation et la 

mise en évidence de certaines propriétés de ces matériaux étaient jusqu’ici difficile à 

réaliser. Un travail en profondeur et de connaissance des caractéristiques 

intrinsèques de chaque échantillon a été mené pour permettre la mise en place de 

techniques et de protocoles souvent uniques pour chaque matériau. D’autre part, un 

travail d’élaboration et d’amélioration du processus de synthèse de certains 

échantillons a également était accompli.  

 

 La première partie du premier chapitre concernera une simple et brève présentation 

de la MET ainsi que les différents modes utilisés, puis dans la seconde moitié on 

discutera plus en détail de l’influence des électrons sur la dégradation des matériaux 

fragiles et enfin on finira par une présentation des différents développements de 

techniques de préparation et d’observation pour des échantillons sensibles. Cette 

dernière, sera consacrée aux développements approfondis et à l’adaptation de 

protocoles pour permettre une préparation sans répercussions ni sur la structure ni 

sur les propriétés physicochimiques.  

 

Le chapitre 2 présentera l’étude de nanocomposés à base de carbone. Cette étude 

sera particulière dans le sens qu’elle présentera un travail complet de l’élaboration 

des différents matériaux avec un suivi pas à pas et de caractérisations 

complémentaires pour confirmer certaines propriétés observées en Cryo-EM. En 

effet il sera question ici dans un premier temps d’élaborer des nanomatériaux 

hybrides à base de nanotubes de carbone monoparoi et de graphène pour construire 

des systèmes à fonctionnalité multiple. Puis dans un deuxième temps de caractériser 

chaque propriété par Cryo-microscopie avec une préparation spécifique des 
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échantillons permettant de conserver les échantillons intacts et proche de leur milieu 

natif. 

 

Dans le chapitre 3, il sera question de l’étude de cristaux à base de molécules et de 

pérovskites par Cryo-EM en haute résolution en mode STEM. En effet, l’objectif ici 

sera de développer une technique de préparation adaptée à l’extrême fragilité de ces 

matériaux puis de mettre en place les conditions d’observation ayant le moins 

d’impact possible sur la structure et l’organisation interne de ces matériaux pour 

pouvoir les mettre en évidence à l’échelle nanométrique par haute résolution et en 

mode cartographie chimique. 

 

Le quatrième chapitre concerne le développement de la Cryo-tomographie 

électronique en transmission (Cryo-ET) appliquée aux matériaux fragiles. La 

spécificité de ce travail porte sur la mise en place d’une méthodologie permettant de 

garder intacte l’échantillon tout au long de l’acquisition des images à différents 

angles. On proposera une étude complète en Cryo-ET d’un métallo-organique 

(metal–organic frameworks (MOF) en anglais) constitué d'ions métalliques 

coordonnés à des ligands organiques pour former des structures en trois dimensions. 

Dans un double objectif, le premier est de démontrer la faisabilité et le deuxième 

l’importance de cette technique appliquée à des matériaux sensibles au faisceau 

d’électrons pour en tirer des données quantifiables. 

 

Pour finir le dernier chapitre présentera la microscopie en mode in-situ liquide. Dans 

cette partie on discutera de l’utilisation des électrons pour amorcer la nucléation de 

nanoparticules, et l’influence de la dose d’électrons sur la croissance et la 

morphologie des nanoparticules. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ligand_(chimie)
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I. La microscopie électronique en transmission appliquée aux 

matériaux fragiles 

 

Dans ce chapitre, on donnera d’abord une brève présentation de la microscopie 

électronique en transmission (MET) tout en mettant l'accent sur les méthodes 

d’observations utilisées pour les matériaux fragiles et mous. Une description, 

beaucoup plus large et plus détaillée, est donnée dans le livre de Williams et 

Carter.21 Dans la seconde partie, on commencera par une discussion sur l’influence 

des électrons sur les matériaux fragiles ainsi que les différents phénomènes issus de 

cette interaction et leurs conséquences éventuelles. Ensuite on présentera 

brièvement la démarche scientifique et historique suivie pour minimiser les 

conséquences néfastes de l’irradiation par le faisceau d’électrons. Enfin on terminera 

par la présentation succincte des techniques d’observation et de préparation 

développées pour nos échantillons.  

L'analyse d’échantillons dans le microscope électronique est basée sur l'interaction 

des électrons avec la matière. Ceci a pour conséquence de générer différents types 

de signaux (voir figure 2). Effectivement, dans le mode parallèle,21 un faisceau large 

traverse un échantillon mince produisant une image dont le contraste est dû à la 

diffraction ou au rapport masse-épaisseur. Cette image est ensuite agrandie par un 

ensemble de lentilles électromagnétiques et enregistrée sur une caméra CCD. Il est 

tout à fait possible d'étudier à la fois les échantillons provenant de la science de la 

matière et des sciences de la vie et de la terre en utilisant les différents modes 

d’imagerie et d’analyses de composition chimique disponibles en MET. Dans nos 

études, les principales techniques utilisées sont l'imagerie à champ clair (MET 

conventionnel), l’imagerie en mode balayage en transmission (STEM), l'imagerie à 

haute résolution (HR) ainsi que la diffraction d'électrons en aire sélectionnée (SAED, 

Selected Area Eletctron Diffraction). L’analyse de la composition chimique est 

réalisée par les techniques de spectroscopie des Rayons X émis par l’échantillon 

(EDS) et également par perte d’énergie des électrons du faisceau incident à travers 

le matériau (EELS). Très récemment, toute une discussion et un développement 

autour de la microscopie environnementale ont été entrepris, en sachant que 

l’analyse de matériaux dans des environnements de gaz ou liquide reste un vrai défi.  

En effet, la production et la propagation des électrons dans un microscope 

électronique nécessitent une enceinte sous ultravide. Dans un liquide ou dans un 

gaz, les résolutions spatiale et spectrale de l'instrument sont très vite dégradées. 

Pour conserver les performances de l’instrument, il faut confiner l'environnement 

gazeux ou liquide dans la région des pièces polaires de la lentille objectif où se 

trouve l'échantillon. Pour répondre à ce défi, un mode dédié aux études 

environnementales a été implémenté, en particulier dans notre laboratoire. Cette 

nouvelle possibilité d’observer, à l’échelle sub-nanométrique, la dynamique de la 
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matière en phase liquide ou dans une atmosphère gazeuse ouvrent des champs 

d'investigation immenses dans plusieurs domaines des sciences, allant de la biologie 

aux sciences des matériaux en passant par la géologie. Une présentation plus 

détaillée de la microscopie environnementale sera donnée dans le chapitre sur 

l’étude in-situ en phase liquide. 

 

I.1) Le microscope électronique en transmission 

 

Dans un MET en mode imagerie, ce sont les électrons transmis à travers l'échantillon 

qui sont analysés. Leur longueur d’onde λ est de l’ordre du picomètre, proportionnelle 

à la tension d’accélération E qui leur est appliquée conformément à la 

formule  nm. Les tensions d’accélération varient entre 100 et 300 kV ce 

qui produit des électrons avec une longueur d’onde comprise entre 3,7.10-3 nm et 

1,97.10-3 nm. 

Le microscope est constitué d’un système de lentilles électromagnétiques qui 

permettent de condenser et focaliser les électrons émis par la source qui est un 

canon à électrons. Cette source peut être un simple filament de tungstène ou un 

cristal d’hexaborure de lanthane chauffé à très haute température, jusqu’à 2700 K.21 

Des sources à émission de champ sont de plus en plus utilisées dans les METs, les 

électrons qu’elles émettent ont une bonne cohérence et permettent une meilleure 

résolution. Le principe est de soumettre une pointe de tungstène, recouverte d’oxyde 

de zirconium, à une forte différence de potentiel électrique, ce qui a pour 

conséquence l’émission d’électrons par effet tunnel. Il existe deux types de canons à 

émission de champ (FEG en anglais pour Field Emission Gun) : i) l'émission de 

champ à froid (CFE en anglais) dans lequel la pointe reste à température ambiante ; 

et ii) l'émission de champ assistée thermiquement (TFE en anglais) et où la pointe 

est portée à une température typique de 1800 K. L’avantage certain des canons à 

émission de champ (Figure 1) est leur brillance jusqu’à 100 fois plus importante que 

les filaments thermoïoniques.44  
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Figure 1 : schéma d’un canon à électrons 

 

Par la suite, le faisceau d’électron produit par la source est accéléré et se propage 

dans la colonne du MET pour atteindre l’échantillon présent au milieu de la lentille 

objective. Le libre parcours moyen des électrons dans l’air étant très faible (<100nm), 

un vide poussé, d’au moins 10-6 mbar, est maintenu au sein de la colonne.45 Le 

faisceau est tout d’abord condensé par la lentille « condenseur » puis focalisé par la 

lentille « objectif » pour enfin être projeté sur un écran fluorescent par la lentille 

« projecteur ». L’image de l’échantillon peut être observée directement à partir d’une 

caméra CDD. 

Dans un MET, les électrons du faisceau interagissent de deux façons différentes 

avec la matière traversée (figure 2) et ces interactions sont à l’origine de la théorie de 

la formation de l’image. Dans un MET, l’image est une projection 2D d’un objet en 3D 

qui est l’échantillon. 

                                         
Figure 2 : Rayonnements provoqués par interaction électrons et matière  

 

Presque tous les types de matériaux peuvent être caractérisés en utilisant un MET. 

Aujourd'hui, de nombreuses techniques basées sur l'imagerie, la spectroscopie et la 

diffraction sont utilisées en fonction des besoins d'analyse spécifiques à chaque 

échantillon. Ce travail, avec l'utilisation et le perfectionnement des techniques 

d'imagerie, d’analyse et de préparation, contribue au développement de nouvelles 

méthodologies pour étudier les matériaux fragiles et mous (constitués d’éléments 

légers), y compris les spécimens hydratés congelés. Durant nos études, nous avons 

utilisés deux MET commercialisés par la société JEOL (Japan Electron Optical Lens), 

opérant à 200 keV : le premier est un microscope JEOL 2100F Cs équipé d’un canon 

à émission de champ (FEG), d’un correcteur d’aberrations sphériques, de détecteurs 

en mode balayage (STEM), d’un spectromètre post-colonne, d’un détecteur EDS 

SDD (Silicon Drift Detector), d'un filtre d'image Gatan (GIF) et d'une caméra CCD 

2048 x 2048 pixels (figure 3). Le second est un JEOL 2100 équipé d'un canon à 

électrons d'émission thermoïonique LaB6. Ce dernier a surtout été utilisé pour des 

expériences de tests pour la validation d’un protocole de préparation. Dans certains 

cas, il a également été utilisé pour réaliser des statistiques de dispersion de 

nanoparticules inorganiques. 
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Figure 3 : Microscope principal utilisé dans ces travaux : JEOL 2100 F avec Correcteur d’aberration 

sphérique sonde (résolution STEM 0,12 nm) avec canon à émission de champ (FEG) 

 

I.1.1) Microscope électronique en transmission à balayage corrigé au 

niveau de la sonde électronique 

 

Contrairement au TEM conventionnel, dans l’imagerie STEM la sonde électronique 

est focalisée sur l’échantillon et l’image est formée en mode balayage (comme dans 

un MEB). En effet, un faisceau d’électrons est focalisé dans une sonde avec une 

taille qui peut être inférieure au nanomètre au niveau de la zone étudiée de 

l’échantillon. L’acquisition d’une image se fait par balayage de la sonde sur la zone 

d’intérêt point par point et à chaque position de la sonde il y a la collection des 

électrons transmis (figure 4a). Un grand avantage de ce mode d’analyse est la 

variété d’informations que l’on peut recueillir. Effectivement, on a deux modes 

d’observation en même temps le champ clair (BF) et le champ sombre annulaire 

(ADF) (figure 4b). Les électrons transmis diffusés élastiquement sont captés par le 

détecteur BF ainsi que par le détecteur ADF pour ceux diffusés à un angle 

généralement inférieur à 10 mrad. Par conséquence, le contraste de diffraction 

(contraste de Bragg) ainsi que le contraste masse-épaisseur sont simultanément 

observés dans les images STEM. Cependant, le contraste qui résulte principalement 

de la composition atomique (appelé Z-contraste) est dû à la diffusion de Rutherford. 

Cette dernière est caractérisée par une grande déviation angulaire supérieur 50 mrad 

par rapport à l’axe optique correspondant à l’axe de la colonne du MET. En utilisant 

un détecteur à grand champ angulaire (HAADF) capable de collecter ces électrons 
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avec cette grande déviation le contraste de masse (Z-contraste) devient le 

mécanisme dominant dans une image HAADF STEM. 

 
Figure 4 : (a) schéma illustrant le principe de fonctionnement du mode STEM et (b) les différents 

détecteurs utilisés pour former les images BF, ADF et HAADF 

 

Dans nos études, le mode STEM a été essentiellement utilisé. En effet, ceci 

permettait un meilleur contrôle de la densité d’électrons donc de diminuer leur impact 

néfaste sur l’échantillon (moyen utilisé pour préserver la morphologie). De plus, un 

contraste plus important est obtenu entre les matériaux « lourds » et « légers » en 

utilisant le mode HAADF. 

I.1.2) Spectroscopie : EELS et EDS 

 

Certaines de nos études ont nécessité de réaliser des analyses, soit ponctuelles, soit 

par cartographie d’une zone d’intérêt de nos échantillons préparés dans des 

conditions spécifiques, tout en préservant la structure du matériau. Effectivement, 

pour éviter la dégradation du spécimen lors des analyses certaines précautions ont 

été prises. L’avantage de notre microscope JEOL 2100F c’est qu’on peut coupler la 

spectroscopie par dispersion de rayons X (EDS) à celle par perte d’énergie des 

électrons (EELS) avec les modes d’imagerie MET et STEM. Le mode EFTEM est 

uniquement lié à l’EELS. 
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Le MET traditionnel (en mode imagerie) offre une résolution spatiale supérieure 

pendant l'analyse EDS en raison du volume d'interaction réduit dans une section de 

l’échantillon lors de son bombardement aux électrons (~ 5 à 200 nm). Cependant, 

lorsque le faisceau d'électrons incident interagit avec l'échantillon, des photons X 

sont émis et sont caractéristiques des éléments présents. Il faut préciser que les 

rayons X émis se propagent dans toutes les directions de l'espace (figure 5a). En 

pratique, seule une fraction de ces rayons X est collectée par le spectromètre, 

principalement due à un angle de collecte limité et à des difficultés d'insertion d’un 

détecteur de grande taille dans une colonne à faisceau d'électrons sans affecter les 

autres performances du microscope. Dans l'analyse des matériaux fragiles 

composés essentiellement d’éléments légers par EDS, les spectres obtenus peuvent 

être impactés par la superposition des pics de rayons X de faible énergie avec le 

bruit électronique du détecteur. Avec le spectromètre EELS, on n’a pas ces 

problèmes de collecte d’information parce qu'il est placé dans le trajet du faisceau 

électronique qui a traversé l'échantillon, en bas de la colonne du MET. Un 

pourcentage significativement élevé d'électrons transportant des informations 

élémentaires de la zone d'intérêt peut être dirigé vers le spectromètre (figure 5b).2 En 

effet, en mode analyse EELS on enregistre le spectre de perte d’énergie 

ponctuellement sur l’échantillon, ce qui permet d’observer les modifications de la 

structure fine du seuil d’absorption correspondant à un élément d’intérêt dans des 

zones de l’échantillon localisées spatialement. 

De manière plus détaillé, un spectre EELS est composé de trois zones d’intérêt. i) Le 

« zero-loss », un pic intense à 0 eV correspondant aux électrons ayant traversés 

l’échantillon sans perdre d’énergie. Il permet d’acquérir plusieurs informations, dont 

la résolution énergétique grâce à la largeur à mi-hauteur. ii) La seconde zone est 

celle des pertes proches « low-loss » de 0 eV à 50 eV. Dans cette région de pertes 

d’énergie, on trouve les transitions inter-bandes. Cette zone permet également 

d’estimer l’épaisseur de l’échantillon en faisant le rapport des intensités entre le pic 

de plasmons et le pic de zero-loss. iii) La dernière zone, est celle des pertes 

lointaines (supérieure à 50 eV) où on trouve les seuils d’absorption correspondant à 

l’ionisation des électrons de cœur (niveaux K, L, M…). L’énergie de ces seuils 

d’absorption est tabulée pour différents matériaux. La spectroscopie de perte 

d’énergie peut être utilisée en mode TEM afin de pouvoir étudier la composition 

chimique d’échantillon ou en mode STEM pour faire des études locales 1D ou 2D. 
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Figure 5 : schéma de la position des détecteurs EDS et EELS de collecte des rayons X, (a) EDS et (B) EELS. 

 

En conséquence, l’EELS offre une meilleure efficacité dans la collecte de signaux, 

surtout pour les éléments légers. Cependant, l’EDS est plus adaptée à l’analyse de la 

composition chimique locale des échantillons épais et volumineux. 

 

I.1.3) Mode EFTEM : Microscopie Électronique à Transmission Filtrée en 

Énergie. 

 

Comme son nom l’indique l’imagerie EFTEM est basée sur la spectroscopie de 

pertes d’énergie (EELS). En effet, le but est de mesurer la perte de l’énergie subie 

par les électrons lors de la traversé de l’échantillon mince. Notre MET JEOL 2100F 

(figure 3) possède un filtre en énergie (Gatan Imaging Filter GIF) situé post colonne. 

Ce GIF utilise un prisme magnétique qui permet de séparer les électrons en fonction 

de leur énergie. En effet, la perte d’énergie des électrons mesurée est représentée 

sous forme d’un spectre ou d’une image, c’est à ce propos que l’on peut réaliser des 

études localisées et quantitatives de la composition. En mode imagerie filtrée, après 

sélection du seuil d’absorption de l’élément que l’on veut mettre en évidence dans un 

échantillon, on obtient une image avec des zones au contraste plus intense 

correspondant aux régions riches avec l’élément choisie. 

Le mode EFTEM a été utilisé pour améliorer la qualité des images provenant 

d’échantillons fragiles composés essentiellement d’éléments légers. En effet, la 

microscopie électronique filtrée en énergie est un outil puissant pour déterminer la 

composition chimique à l’échelle nanométrique en science des matériaux ou en 

biologie. Cette méthode offre non seulement le mode filtrage en « zero-Loss », dans 

lequel uniquement les électrons non diffusés ou diffusés élastiquement contribuent à 

l’image (augmentation du contraste comparativement à une image non filtrée), mais 

également le filtrage des électrons via une fenêtre en énergie sélectionnant les 

électrons diffusés inélastiquement, ce qui en résulte une grande variété de modes 
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d’imagerie élémentaire. En outre, la cartographie élémentaire basée sur l’imagerie 

EFTEM peut produire des cartes de composition résolues spatialement pour 

compléter les données d'analyse élémentaire basées sur la spectroscopie aux 

rayons X (EDS). Le principe de l’imagerie filtrée est d’obtenir une image directement 

sur le détecteur (caméra CCD) à partir uniquement des électrons sélectionnés par le 

spectromètre. Ainsi, la réalisation des images s’effectue avec un faisceau parallèle et 

fixe en sélectionnant, à l’aide d’une fente disposée après le système dispersif, les 

électrons d’une certaine gamme d’énergie (figure 6). 

 
Figure 6 : schéma de principe du filtre à énergie Gatan de notre microscope 

 

I.2) Interaction électron-matière : comment prévenir les dégâts 

d’irradiation ? 

 

La première partie de ce sous-chapitre consistera en une revue sur les différents 

processus de dégâts électroniques, en mettant l’accent sur les matériaux qui 

présentent une sensibilité et une fragilité plus prononcées à l’interaction avec les 

électrons. Dans la deuxième partie, nous examinerons les précautions à prendre 

pour éviter ou minimiser les conséquences des dégâts d’irradiations sur ces 

spécimens fragiles.  

 

I.2.1) Pourquoi un matériau est-il fragile ou sensible aux électrons ? 

 

L’endommagement par le faisceau d’électrons des matériaux inorganiques est 

différent des solides organiques pour plusieurs raisons. En effet, il y a tout d’abord 
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une différence de structure atomique, qui est plus compacte pour les premiers. 

Ensuite, les échantillons inorganiques ont une coordination, autour de chaque atome, 

beaucoup plus élevée. Ces caractéristiques apportent une résistance beaucoup plus 

forte au faisceau d’électrons. Hobbs a bien décrit les différentes causes de cette 

résistance.11 Dans notre cas, certains des matériaux que nous avons étudiés sont 

des hybrides composés d’un solide inorganique et organique, souvent entre les deux 

règnes des interactions qui peuvent être de faibles énergies et qui participent à la 

cohésion de l’ensemble. Ce type de structure a l’inconvénient d’être encore plus 

sensible car souvent les premiers dégâts sont la destruction des liaisons entre les 

deux parties organique et inorganique. 

Lorsque le faisceau d'électrons utilisé dans un MET provoque un changement de la 

surface ou de la structure globale d'un échantillon, on dit que ce dernier est sensible 

à l’interaction avec les électrons. Il faut noter que cette modification de l’échantillon 

peut être temporaire ou permanente. La première question à laquelle on doit 

répondre est de définir exactement un matériau dit « fragile ». Dans notre cas, on dit 

qu’un échantillon est fragile lorsqu’il présente une sensibilité accrue aux électrons 

et/ou également une fragilité macroscopique lors de la préparation. D’abord, on va 

voir comment les électrons réagissent avec ces matériaux dits « fragiles » et quels 

types de modification ils engendrent sur la structure. Beaucoup d’études sur les 

phénomènes de dommages dus aux électrons sur des matériaux biologiques et 

organiques à différentes conditions ont été réalisées.11-16 Ici, il n’est pas question de 

faire une étude exhaustive sur les dommages dus à la radiation électronique, on va 

plutôt se concentrer sur les types de matériaux présentés dans ce manuscrit. 

Autrement dit, on mettra l’accent sur les matériaux hybrides, les nanocomposites, 

ceux qui sont fonctionnalisés et ceux présentant une fragilité dans la préparation. 

Pour commencer, un matériau quel qu’il soit est composé d’atomes liés entre eux par 

des liaisons chimiques. Ces dernières peuvent être de plusieurs types ; Celles qu’on 

appelle interactions fortes « liaison covalente, liaison métallique… », les interactions 

beaucoup plus faibles sont « l’interaction de Van der Waals, la liaison Hydrogène ». 

À partir de là, on peut dire pour qu’un composé soit appelé fragile, il faut que 

l’énergie de certaines de ces liaisons soit plus faible que l’énergie fournie par le 

faisceau d’électrons. En conséquence, Il existe plusieurs types de matériaux fragiles, 

cela peut aller de la simple molécule organique ou de petites molécules liées par des 

interactions faibles, en passant par des organométalliques ou encore par des 

chaines carbonées plus longues jusqu’à des systèmes hétérogènes semi ou auto-

organisés formant des structures plus complexes avec une multitude d’interactions. 

Le premier effet des électrons sur ces dernières est de casser les liaisons les plus 

faibles en énergie, cette conséquence peut être immédiate dans certains cas et 

détériorer irréversiblement l’échantillon. Donc les liaisons chimiques confèrent à un 

matériau son organisation et une certaine capacité de résistance à l’irradiation. Plus il 

sera constitué par des interactions faibles plus il aura tendance à se détériorer sous 
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irradiation, la conservation de la structure dépend étroitement de l’énergie de ses 

liaisons donc de l’énergie fournie par les électrons (voir tableau 1).3 

 

                      
Tableau 1 : représentation d’un aperçu de la gamme d’énergie entre liaisons fortes et faibles. 

 

Le rayonnement par le faisceau d'électrons est une forme d'énergie ionisante 

généralement caractérisée par ses taux de pénétration et de dose.1 Les principaux 

processus qui se produisent pendant l'irradiation par des particules chargées sont les 

suivants : la diffusion élastique (l’énergie cinétique est conservée) et la diffusion 

inélastique (l’énergie cinétique est en partie ou totalement convertie en énergie 

interne). Dans le cas des matériaux fragiles l’effet de ces deux phénomènes peut 

être très nuisibles. Les électrons produisent un certain nombre d'effets lorsqu'ils 

traversent un échantillon, dans lequel la plus grande partie de l'énergie y est 

transférée. La quantité de cette énergie dépend de la composition chimique et de 

l’épaisseur du matériau étudié, de la tension d’accélération du faisceau incident et de 

la densité de courant dans le plan de l'échantillon. E. Cosslett (1978)7 dans son 

article consacré aux dommages en haute résolution donne un exemple de transfert 

d’énergie dans le cas d’une membrane de carbone. Pour une tension de 60 kV 

chaque électron perd en moyenne environ 1 eV par nm traversé, ce qui représente 

une fraction non négligeable de l’énergie de liaison dans un composé organique.7 

Ces interactions peuvent être classées en fonction de la nature du processus 

physique impliqué. Les interactions primaires : i) interaction par excitation, soit d'un 

atome individuel, soit collectivement (« plasmon »), ii) ionisation d'un atome, iii) 

déplacement d'un atome. Soit par les effets secondaires : iv) émission d'électrons, v) 

émission de rayons X, vi) émission de lumière, vii) augmentation de la température, 

viii) charge électrostatique, ix) formation d'un revêtement carboné 

(« contamination »), x) brisure de liaison ou réticulation, xi) sublimation du matériel 

(perte de masse). On présente un résumé de ces effets dans le schéma ci-dessous 

figure 7.22 
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Figure 7 : classification de l’irradiation par le faisceau d’électrons en fonction du type de collision 

d’électrons ainsi que leur effet sur l’échantillon (Egerton)5. 

 

La diffusion élastique donne accès à la diffraction des électrons et au contraste de 

phase dans les images TEM, mais dans certains cas, elle peut entraîner un 

déplacement atomique à la surface de l’échantillon. La diffusion inélastique donne 

naissance à l'émission de rayons X, utilisés pour l'analyse élémentaire EDS, et aux 

spectres de perte d'énergie électronique (EELS). Toutefois, la diffusion inélastique 

peut également produire des effets de radiolyse, qui modifient la structure d'un 

échantillon pouvant mener à une perte de masse du matériau. Dans certaines 

conditions de préparation de l’échantillon, il peut rester une fine couche organique en 

surface (résidus de carbone existant ou polluant de la grille). Ceci a pour 

conséquence lors de l'irradiation électronique de produire une contamination, ce qui 

obscurcit ou déforme l'image. 

 

I.2.1.1) Diffusion élastique : 

 

Il est souvent admis que la collision élastique n'implique aucun changement 

d'énergie du faisceau transmis. Cependant, la conservation de l'énergie et de 

l'impulsion impose qu'un électron dévié d'un angle θ dans le champ d'un seul noyau 

atomique (masse atomique A) transfère une quantité d'énergie E (en eV) aux noyaux 

des éléments composant le matériau et qui est donnée par les équations suivantes :7 

 

(1) E=Emax sin2(θ/2) 

(2) Emax=E0(1,02 + E0/106) / (465,7) 
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I.2.1.1.1) Déplacement atomique : 

 

Dans un TEM, l’angle de diffusion θ est toujours très petit (inférieur à 10 mrads).6 Par 

conséquent, le terme sin2 dans Équation (1) assure que le transfert d'énergie est 

négligeable (inférieure à 1 eV). Cependant, pour un matériau fragile, la quantité 

d'énergie incidente suffisante pour le déplacement atomique est faible. C’est-à-dire 

qu’il suffit que l’énergie E soit supérieure à une certaine énergie de déplacement 

(Ed), qui est fonction des propriétés intrinsèques et extrinsèques du matériau cible 

(force de liaison, interaction intra et intermoléculaire et masse atomique), pour 

déplacer les noyaux atomiques vers des positions interstitielles et ainsi dégrader la 

morphologie. Dans le cas d’un matériau cristallin, le déplacement se fait de sorte que 

les interstitiels s'agrègent pour former des boucles ou des amas de défauts, ce qui 

donne un contraste de diffraction caractéristique blanc sur noir.4 Si E dépasse Ed, 

cela aura tout d’abord pour effet de perturber les liaisons et interactions de faibles 

énergies telles que les liaisons H et interactions de Van der Waals. Il peut y avoir à 

ce phénomène deux conséquences, soit E est juste supérieure à Ed et donc 

l’interaction est réversible c’est-à-dire que lorsqu’on supprime le faisceau d’électrons 

les liaisons et interactions entre les atomes des molécules se reforment ; soit E est 

supérieure à Ed alors le processus devient irréversible et une modification 

significative de morphologie peut apparaître. Dans ce dernier cas, si le temps 

d’exposition, même avec une énergie faible, dure suffisamment longtemps, ceci peut 

entrainer une mobilité atomique dans le matériau et ainsi endommager sa structure 

interne. Effectivement, l’énergie de transfert à l’échantillon est étroitement liée à la 

HT, donc plus la tension d’accélération est petite plus les effets de déplacement sont 

réduits. En outre, plus l’échantillon contient des éléments de masses molaires faibles 

ou moyennes, plus il est sensible. Comme ce type d’énergie n’affecte pas le transfert 

d'impulsion vers un noyau, l’abaissement de la température de l'échantillon ne peut 

pas être utilisé comme moyen de contrôle du processus de déplacement. Le seul 

moyen d'éviter les dommages de « déplacement » est d'utiliser une énergie incidente 

inférieure au seuil d'énergie pour le matériau en question. Si des énergies plus 

élevées doivent être utilisées alors la dose d'électrons doit être limitée au minimum 

juste suffisant pour enregistrer l'information.5 

 

 I.2.1.1.2) Effet de pulvérisation : 

 

Un autre dommage est possible dans le cas de la diffusion élastique à grand angle si 

l’énergie E est supérieure à Ed. En effet, si ces conditions sont remplies, alors lors de 

la collision avec un atome se situant à la surface du matériau, celui-ci peut être libéré 

et ainsi quitter le matériau. Par analogie avec le déplacement des atomes de surface 

dû aux faisceaux d'ions, on appelle ce processus effet de pulvérisation cathodique.5 
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L’énergie maximum de transfert, Emax, est atteint pour un angle maximum θ de 180°.9 

Plusieurs publications, en l’occurrence Medlin D.L. et al, parlent d’un cratère de 

pulvérisation cathodique se formant uniquement à la surface de sortie du faisceau, 

puisque le transfert d'impulsion est impliqué dans la direction incidente.10, 11 Dans 

notre cas, étant à des conditions d’angle très petit, le problème de pulvérisation 

cathodique est très peu probable dans les collisions élastiques d'énergie inférieure à 

Ed. 

 

I.2.1.2) Collision Inélastique : 

 

Lorsqu’un électron du faisceau d’électrons interagit avec les électrons des atomes du 

matériau et perte une partie de son énergie, on parle de diffusion inélastique. En 

général, plus le transfert est important, plus l'angle de diffusion est important. La 

diffusion inélastique peut produire des effets de radiolyse, qui modifient la structure 

d'un échantillon ou/et enlèvent de la matière (perte de masse). Dans le cas de la 

présence de débris organique ambiants, l'excitation électronique provoque une 

contamination par formation d’hydrocarbure, ce qui obscurcit et déforme l'image. 

I.2.1.2.1) Effet de chauffage par faisceau d'électrons : 
 

Il faut savoir que la collision inélastique entre les électrons du faisceau incident et 

ceux des atomes du matériau étudié peut induire le transfert d’une quantité non 

négligeable d'énergie. La plus grande partie de cette énergie se retrouve sous forme 

de chaleur dans l'échantillon, ce qui a pour conséquence de donner lieu à une 

température locale T supérieure à la température T0 de l'environnement.5 

Dans le cas de nos échantillons fragiles, il se produit en premier des dommages 

structuraux, puis rapidement une perte de masse. En effet, la sensibilité de 

l’échantillon aux collisions inélastiques dépend énormément de sa capacité de 

conduction. Un matériau, du même type que ceux qu’on étudie avec un facteur de 

conductivité thermique faible pour sa partie organique, sera plus susceptible de se 

dégrader thermiquement. Cette élévation de température est due à un transfert 

d’énergie lors de la collision inélastique, l’énergie cinétique est convertie en énergie 

thermique. Cette conversion produit un déplacement atomique, ce qui conduit à une 

perte de la cristallinité ou de masse. Pour nos matériaux, qui sont très sensibles aux 

rayonnements, la diffusion inélastique peut conduire à un état d'exciton où les 

lacunes peuvent s'agréger pour former des cavités et les ions déplacés peuvent se 

condenser pour créer des boucles de dislocation mais finiront par se diffuser vers la 

surface, entraînant une perte de masse.8 Cependant, cette fois, l’effet peut être réduit 

en refroidissant l'échantillon.17  
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I.2.1.2.2) Radiolyse : 

 

La plupart des matériaux fragiles étudiés ici contiennent à la fois des liaisons 

covalentes et des liaisons faibles (Van der Waals). Cela a pour conséquence, lors de 

la désexcitation subséquente, de ne pas ramener le matériau à son état électronique 

initial. En d'autres termes, les liaisons chimiques sont brisées et le spécimen change 

de forme et ses composants de position. Par exemple, sur les cristaux moléculaires 

une perte de cristallinité a été observée par diffraction des électrons.18 Le 

changement de configuration électronique d'une molécule provoque également une 

perte de structure fine observable dans un spectre de perte d'énergie des électrons, 

tandis que la rupture des liaisons entraîne une perte de masse (fuite d'atomes légers, 

en particulier l’hydrogène, l’azote et l’oxygène).  

 

            
Tableau 2 : representation des doses critiques de destruction du cliché de diffraction electronique de 

differents matériaux  (Reimer 1975).19 

 

Une dose d’électrons critique peut être définie pour chaque processus. Dans la 

littérature le terme de « dose d’électrons » désigne généralement l’exposition critique 

aux électrons et il est souvent exprimé en C/cm2 ou en e-/nm2.s (on peut facilement 

convertir sachant que 1C = 6,25.10-18 e-), c’est la densité de courant incident par 

unité de surface de l’échantillon irradié. Le tableau 2 présente un tableau avec les 

doses d’électrons critiques pour certains matériaux organiques, on remarque une 

large variation de la dose critique entre ces derniers. Elle est beaucoup plus élevée 

pour les composés aromatiques que pour les composés aliphatiques.19 
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La résistance au rayonnement des composés aromatiques est attribuée à la 

présence de cycles dans leur structure, en effet l’énergie de résonnance élevée des 

électrons π permet à l’énergie déposée par diffusion inélastique d’être partagée par 

de nombreux électrons sans rupture de liaison. De plus, la dose nécessaire pour la 

perte de masse et le changement de composition dans la matière organique est 

habituellement plus grande que celle requise pour détruire la structure à une échelle 

fine (cristallinité ou organisation).20 Par exemple dans les cristaux moléculaires, dont 

la taille de chaque molécule est équivalente à celle de la cellule unitaire, lorsqu’il se 

produit une distorsion moléculaire (due à une rupture de liaison limitée, 

éventuellement accompagnée de perte d'hydrogène) les intensités de diffraction 

peuvent être affectées. Plus l'irradiation est importante, plus la perte d’éléments 

s’étendra à d’autres. Dans la publication de Clark et al,21 il est mis en évidence 

« l’effet de cage ». C’est-à-dire lors de la libération d'atomes H due au processus 

d'endommagement par rayonnement, les molécules environnantes fournissent un « 

effet de cage » qui empêche le déplacement des atomes de plus grands en taille. 

La dose d’électrons, exprimée par De, peut être calculée à partir des conditions 

expérimentales et des caractéristiques du microscope. À partir de cette donnée on 

peut également définir la sensibilité aux rayonnements par une section efficace 

d’endommagement : σd =e /De ; où e est la charge électronique. Ce paramètre 

permet de comparer la résistance des matériaux entre eux et d’estimer la dose 

critique qu’il ne faut pas dépasser pour garder le spécimen dans un état proche de 

celui initial. Dans le chapitre sur la microscopie environnementale en milieu liquide, 

on verra que la dose d’électrons n’aura pas exactement la même définition que 

précédemment, elle dépendra d’autres paramètres tels que le temps d’exposition ou 

encore la taille de l’image. La maitrise de celle-ci en microscopie environnementale 

est essentielle et son utilisation dans de bonnes conditions permet d’étudier certains 

phénomènes tout en contrôlant leurs évolutions. 

 

I.2.2) Comment protéger ou minimiser l’influence des électrons et du 
vide sur un matériau fragile ? 

 

Lorsqu’nous étudions les matériaux fragiles, sensibles au faisceau d’électrons et au 

vide, par microscopie électronique nous devons de travailler dans des conditions 

permettant de conserver la morphologie et la structure des échantillons. Pour ce 

faire, de nombreuses techniques et développements ont été réalisés depuis 

l’existence du MET. En effet, l’étude dans un microscope électronique en 

transmission d’objets sensibles aux électrons paraissait à l’origine impossible. Cette 

barrière a été franchie grâce au travail acharné de certains pionniers dont des 

biologistes, en relation étroite avec les physiciens. Peu de temps après la 

démonstration expérimentale de la faisabilité d'un microscope électronique par Ernst 

Ruska, pour lequel il a reçu le prix Nobel de physique en 1986,23 L. Marton a publié 
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un article24 dans le domaine de la biologie ou il parle de la destruction des matériaux 

organiques par le bombardement électronique. Cependant, Il ne s’est pas arrêté à ce 

constat mais a proposé plusieurs solutions pour prévenir d’une telle destruction. 

Marton était vraiment visionnaire car il a proposé l’utilisation du refroidissement et 

ainsi qu’une approche similaire à la coloration négative (augmentation du contraste 

par marquage spécifique de certaines molécules à l’aide de atomes de métaux 

lourds). Un autre problème majeur était de savoir comment conserver l'eau dans les 

échantillons biologiques à l’intérieur de la colonne du MET maintenue sous vide. 

Pour de tels échantillons fragiles ou biologiques, le nombre de défis à affronter était 

encore important à l’époque de Marton. Prenons le problème du contraste, un 

matériau organique non dégradé présente une image avec un contraste très faible 

car la plupart des électrons de haute énergie passent directement à travers 

l'échantillon. S’ajoute le souci de la dose d'électrons qui doit être maintenue 

suffisamment basse pour éviter tout dommage. Ou encore la difficulté de l’épaisseur, 

pour que la probabilité de multiplier les événements de diffusion d'électrons soit 

négligeable à l'énergie électronique utilisée, il faut impérativement que les 

échantillons soient minces, idéalement comprenant une seule couche de particules 

d'intérêt. De plus, les objets étudiés se déplacent souvent à la fois en interaction 

avec les électrons et en raison des instabilités dû à l’échauffement local ; le 

mouvement réduit le contenu de l'information, en particulier lors de l'utilisation de 

films ou de détecteurs lents pour enregistrer des images. En conséquence, jusqu'à 

récemment, la résolution était généralement limitée à quelques nanomètres pour les 

molécules biologiques. La nécessité de travailler avec des dose d’électrons de plus 

faible intensité pour étudier des échantillons à faible contraste et sensible a stimulé le 

développement de nouvelles techniques de préparation et de nouvelles méthodes 

d’acquisition. La première méthode utilisée couramment et avec succès a été la 

coloration négative, elle a été établie dans les années 1940 et affinée au cours des 

20 années suivantes.25-27 Puis, toute une discussion a été menée sur les techniques 

nécessaires pour préserver les biomolécules à l’état hydraté dans le microscope 

électronique ainsi que des études pour déterminer les conditions d’une irradiation 

non destructive. C’est dans ce sens que Donald Parsons a développé une chambre 

environnementale dans laquelle il était possible de maintenir une atmosphère humide 

à température ambiante dans un microscope électronique.28-29 En utilisant cette 

approche, il a démontré la diffraction d'électrons des cristaux de l’enzyme Catalase 

et il a prouvé par la même occasion qu'il était possible de trouver des conditions 

dans lesquelles la structure de la protéine reste intacte pendant l’interaction avec le 

faisceau d’électrons. Ensuite, un travail sur la quantification des dégâts d’irradiation 

induit par les électrons a été effectué par Robert Glaeser sur la catalase ainsi que sur 

des molécules organiques à courte chaîne.30 La conclusion de ces études et 

spécialement sur les échantillons non colorés,31 réalisés au début des années 1970, 

est qu’il faut veiller à maintenir une faible dose d’électrons (low-dose) afin de 

minimiser les dommages dus surtout à la diffusion inélastique des électrons. Dans 
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cette technique de travail en « low dose » il y a un problème de contraste ; pour 

augmenter celui-ci, Glaeser et d’autres ont développé une méthode qui consiste à 

prendre une série d’images sur un ensemble d’objet identique et ensuite de réaliser 

une moyenne afin d’augmenter le rapport signal sur bruit. En d’autres termes, le 

rayonnement électronique serait reparti sur plusieurs copies du même objet.30,32,33  

Pour s’affranchir des problèmes de glace d’eau, dans les années 1970, Henderson et 

Nigel Unwin ont mis en place un nouveau protocole de préparation qui permet de 

remplacer l’eau par une solution de glucose pour conserver les échantillons intacts 

dans le vide.34 Puis, une étude sur l’analyse des dommages causés par les électrons 

a été systématiquement menée pour chaque échantillon et l’intensité des électrons a 

été ajustée à un faible niveau de ~ 100 e-/nm2 pour minimiser les effets du 

rayonnement électronique. En même temps que ces développements, toute une 

réflexion autour du refroidissement a été menée pour protéger les matériaux 

biologiques et ainsi les garder intacts dans leur milieu naturel. Dans cette partie on 

présente les différentes techniques d’observation ainsi que les préparations 

spécifiques aux matériaux fragiles que nous avons étudiés. 

 

I.2.2.1) Cryo-microscopie : microscopie électronique à froid en mode 

congélation  

 

L’hypothèse que le refroidissement de l’échantillon réduisait l’évaporation de l’eau 

sous vide et permettait en même temps la protection du matériel biologique ou 

organique allait bientôt être confirmée. À partir des années 1950, Humberto 

Fernández-Morán a exploré les possibilités de congélation d'échantillons et de 

préparation de coupes minces par Cryo-sections pour des études utilisant le Cryo-

EM.35 Cependant, lors de la congélation, l'eau se transforme en cristaux, ce qui a 

pour conséquence de diffracter fortement les électrons, effaçant ainsi efficacement 

les signaux provenant de l'échantillon. De plus, la formation de cristaux de glace peut 

modifier la structure de l'échantillon. La solution pour éviter cette cristallisation est de 

refroidir très rapidement le matériel fragile ou hydraté. D’autres techniques ont été 

introduites pour empêcher la formation de glace cristalline en utilisant du saccharose 

ou du glycérol comme cryo-protecteurs.36,37 La méthode que nous avons utilisée pour 

réaliser des observations en Cryo-EM était celle de la congélation rapide dans de 

l’éthane liquide. En effet, en 1981 Dubochet et Alasdair McDowall ont présenté une 

méthode permettant la formation d'un film d'eau solide non cristalline sur une grille 

d'échantillons pour l’observation au microscope électronique en transmission. De 

l'eau a été pulvérisée sur un film de carbone monté sur une grille, puis la grille a été 

rapidement immergée dans de l'éthane liquide ou du propane à environ -190°C, 

maintenue par refroidissement dans de l'azote liquide.38 Cette technique a permis 
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l’observation, sans destruction, d’assemblage moléculaires, des matériaux hybrides 

et des matériaux hydratés.  

 

I.2.2.1.1) Méthode de la vitrification développée au laboratoire : 
 

Étant plutôt un laboratoire des sciences des matériaux, avec une expertise en cours 

d’acquisition dans la préparation d’échantillons biologique et fragiles, nous adaptons 

les techniques utilisées par les biologistes et nous développons d’autres protocoles 

pour préparer nos matériaux avec leurs spécificités. 

 

I.2.2.1.1.1) Préparation de grille avec membrane de carbone sur mesure 
pour la Cryo-EM : Vitrification 

 

On dépose une goutte de la solution contenant l’échantillon dispersé sur une grille de 

cuivre avec une fine couche de carbone de 5nm d’épaisseur avec des trous bien 

espacés traitée préalablement pour la rendre hydrophile. Un protocole de préparation 

de ces membranes que nous avons développé est présenté dans la figure 8. 

               
Figure 8 : protocole pour vitrifier l’échantillon dans l’éthane liquide 
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La taille de la goutte suspendue à la grille est réduite par aspiration jusqu’à obtenir 

une très fine couche (inferieure au micromètre). Ensuite, la grille est plongée très 

rapidement dans l’éthane liquide, obtenu par refroidissement de l’éthane gazeux par 

l’azote liquide (–190°C), ceci a pour effet de rendre amorphe la glace et de protéger 

l’échantillon contre les dégâts provoqués lors de son insertion sous vide du 

microscope (figure 8). Cependant, la structure amorphe de l'eau peut être convertie 

en une forme cristalline si on réchauffe aux environs de -140ºC. Il faut noter que la 

glace vitreuse peut être maintenue autour de l'échantillon pendant des périodes 

prolongées si la température reste en dessous de -160ºC.39,40 

 

I.2.3) Microscopie environnementale : observation en mode in-situ 

liquide. 

 

La microscopie environnementale permet également d’observer des échantillons 

fragiles sensibles à la déshydratation par exemple due au pompage lors de la 

réalisation du vide dans la chambre d’introduction (SAS) lors de l’insertion de 

l’échantillon dans le MET. C’est-à-dire que les analyses s’effectuent dans le milieu où 

se trouve le matériau donc on peut préserver la morphologie ainsi que l’organisation 

interne de celui-ci. Cependant, il peut exister également certaines contraintes telles 

que la formation de radicaux lors de l’interaction des électrons avec le milieu ou 

encore une montée de la température qui peuvent avoir un impact sur la structure de 

l’échantillon si certaines précautions ne sont pas prises telle que la maitrise de la 

dose d’électrons ou encore veiller à ce que l’échantillon reste hydraté. Ce mode 

permet également de mettre en évidence le comportement dynamique du matériau, 

comme on le verra plus en détail dans le chapitre 5. 

 

I.3) Techniques de préparations : 

 

Certains de nos matériaux, ne sont pas seulement sensibles aux électrons, ils 

présentent également une organisation macroscopique très fragile, comme par 

exemple les cristaux moléculaires. Une préparation classique a pour conséquence la 

destruction de cette structure. Pour réussir à mettre en évidence certaines relations 

et propriétés de ces matériaux, nous avons développé pour chaque échantillon une 

préparation spécifique. Ci-dessous nous présentons les différentes techniques 

utilisées qui ont été adaptées et développées selon les spécificités des études 

réalisées. 
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I.3.1) Préparation de sections ultrafine : Ultramicrotome 

 

La technique de coupe par ultramicrotomie est couramment utilisée pour réaliser des 

sections de différents types de matériaux. Le premier prototype de précision fut 

construit en 1950 à l’Université de Genève par D. Danon et E. Kellenberge, qui ont 

réalisé une coupe de 40 nm d’épaisseur.41,42 Aujourd’hui, avec les ultramicrotomes 

de dernière génération, nous sommes capables de réaliser des coupes ultrafines de 

20 à 100 nm d’épaisseur en utilisant des couteaux en diamant. Cependant 

préalablement à la réalisation des sections minces, il y a l’étape indispensable de la 

préparation du bloc de résine dur et manipulable d’un échantillon de petite taille. 

 

I.3.1.1) La résine d’enrobage et préparation du bloc : 

 

L’inclusion est une étape importante dans la réalisation de sections fines par la 

technique de l’ultramicrotomie de matériaux dispersés ou même de couches minces. 

Elle permet d'une part, de maintenir la cohésion d’un matériau multiphasé, et, d'autre 

part, d’obtenir un bloc compact d’un échantillon dispersé qu’on souhaite étudier. De 

plus l’enrobage protège les surfaces fragiles du matériau. Cette technique permet de 

choisir une orientation préférentielle du plan de coupe grâce au positionnement de 

l’échantillon à l’intérieur du bloc (coupe transverse ou plane- longitudinale). Par 

ailleurs, le choix de la résine est important car elle doit respecter certains critères 

comme avoir une dureté proche de celle de l’échantillon, avoir une forte interaction 

avec la surface de celui-ci ou encore être inoffensif pour le matériau. Il existe un 

grand nombre de types de résines, les plus utilisées sont des époxy qui sont 

apolaires et peuvent polymériser à température ambiante ou à relativement basse 

température (50°C à 120°C). Les résines acryliques sont le plus souvent polaires et 

polymérisables aux UV à température ambiante ou à froid (+4°C). Le choix de la 

résine dépend des propriétés du matériau et de la technique de préparation choisie. 

Nous avons développé au laboratoire la synthèse de résines époxy avec différentes 

duretés (tableau 3). 
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Tableau 3 : recettes pour fabriquer des résines à différentes duretés et viscosités. 

 

Dans le tableau 3, nous présentons différentes « recettes » pour élaborer des résines 

avec différentes dureté et viscosités selon les caractéristiques du matériau que nous 

voulons enrober. Exemple pour un matériau avec une dureté moyenne (entre 3 et 5) 

nous utilisons le mélange avec l’Araldyte avec 3% de BDMA du volume total du 

mélange. Nous pouvons augmenter la viscosité et réduire la dureté des autres 

mélanges en ajoutant entre 5% et 10% de dibutyle phtalate. Une fois la résine voulue 

obtenue nous procédons à l’encapsulation (voir figure 9). 

 
Figure 9 : Préparation du bloc de résine avec le matériau par la technique du sandwich 

 

Dans la figure 9 ci-dessus, on présente les différentes conditions d’enrobage. En 

effet, la technique se pratique directement sur l’échantillon propre et sec. Cela 

consiste à placer l’échantillon de petite taille, de 0,1 à 1mm3 selon le matériau, dans 

un moule ou une gélule que l’on remplit d’une solution de résine liquide. Dans la 

technique du sandwich nous remplissons la moitié du moule avec de la résine, après 
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polymérisation de cette dernière nous déposons la poudre à sa surface et nous 

remplissons l’autre moitié avec la même résine. Ensuite, pour l’enrobage plusieurs 

méthodes sont possibles. En effet, le choix de la résine dépend des caractéristiques 

physiques du matériau tel que sa dureté, sa structure interne (poreux ou non) et de 

sa réactivité. Il est très important  que la dureté de la résine soit la plus proche 

possible de celle du matériau pour présenter le même comportement mécanique lors 

de la coupe et ainsi éviter la formation d’artefacts dus à la différence de dureté. Par 

exemple, pour les matériaux présentant de la microporosité on prendra une résine 

avec une viscosité faible, proche de celle de l’eau, et pour la faire pénétrer dans les 

pores nous utilisons soit l’enrobage sous vide pour obtenir une bonne adhérence 

résine-échantillon ou soit la technique sous pression pour réussir à faire pénétrer la 

résine à l’intérieur du matériau. Pour concentrer les matériaux lorsque nous utilisons 

des gélules, une centrifugation est parfois nécessaire.  

Une fois le bloc obtenu nous procédons à la préparation d’une pyramide tronquée 

contenant l’échantillon. Dans une première étape on réalise à la lame de rasoir une 

pyramide tronquée avec comme sommet un trapèze (voir figure 10). 

 
Figure 10 : Préparation de la pyramide tronquée à l’aide d’un rasoir. (b) Vue du sommet de la pyramide 

tronquée ; direction de coupe de l’arrête A vers l’arrête B plus petite. 

 

Cette forme trapézoïdale est constituée d’une première arrête (A) rencontrée par le 

couteau large de 300 µm et se termine par une arrête (B) de 200 µm. L’intérêt de 

cette forme est de permettre en cours de coupe une diminution de la section ce qui a 

pour conséquence d’abaisser progressivement la force nécessaire pour la réaliser. 

Cette démarche permet de diminuer les artefacts sur les coupes (voir figure 10). 

Une fois la pyramide obtenue, nous passons à l’étape de découpe. Pour chaque 

échantillon nous devons réaliser plusieurs tests pour trouver les conditions optimales 

de coupe (vitesse de coupe, épaisseur des sections, orientation) et ainsi obtenir des 

sections homogènes sans artefacts. 

javascript:fenetre_definition_fr('dureté');
javascript:fenetre_definition_fr('matériau');
javascript:fenetre_definition_fr('matériau');


CHAPITRE I                                   MET appliquée aux matériaux 

fragiles 

39 

 

             
Figure 11 : réalisation des sections et récupération sur une grille avec membrane de carbone. 

 

La lame qui effectue les coupes sur la pyramide est constituée de diamant qui est le 

matériau le plus dur sur Terre. Sur la figure 12, on présente les différents couteaux 

diamants utilisées dans nos préparations. Une fois obtenues, les coupes glissent sur 

la lame et se déposent à la surface du liquide contenue dans la coupelle de 

récupération ou elles sont maintenues en surface par la tension superficielle.  

 

 
Figure 12 : représentations schématique des différents couteaux diamant utilisés pour réaliser les 

sections ultrafines. (A) couteau diamant standard de 2mm de large et un angle de 45° avec cuve, (B) 

couteau ultra sonic vibrant, (C) cryo-couteau pour couper à froid et (D) cryo-trimer pour la préparation 

de la pyramide à froid. 

 

L’étape suivante est la récupération manuelle des coupes qui sont regroupées et 

orientées à l’aide d’un cil à la surface du liquide de la coupelle. Cette récupération se 

fait par contact avec la face « brillante » d’une grille MET tenue dans une pince 

brucelle (voir figure 11). 

 

I.3.2) Coupe à froid : Cryo-Ultramicrotomie 
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L’ultramicrotomie à froid, appelé couramment Cryo-Ultramicrotomie permet 

l’obtention d’une lame mince d’épaisseur constante (de 30 à 150 nm) à partir de 

matériaux très mous ne pouvant être coupés à température ambiante. Elle a été mise 

au point par les biologistes et son utilisation s’étend aujourd’hui aux polymères et 

nous l’avons adaptée pour les matériaux hybrides et friables. Elle est basée sur la 

découpe d’un échantillon refroidi par le tranchant d’un couteau de diamant, 

également refroidi. Afin de durcir le matériau, il est refroidit jusqu’à une température 

proche de sa température de transition Tg (transition vitreuse), si celle-ci est connue. 

Les techniques de coupe à froid que nous avons utilisé, en fonction des spécificités 

de matériaux étudiés, ont été : i) la technique « à la membrane », méthode qui est 

développée spécifiquement pour les cristaux moléculaires, son développement et sa 

mise en place sont détaillés dans le chapitre 3, ii) la technique au diméthylsulfoxide 

(DMSO) qui permet de réaliser des coupes jusqu’à - 40°C tout en gardant le solvant 

dans la cuve du couteau à l’état liquide, iii) la méthode Tokuyasu, dans laquelle les 

coupes se font à -160°C et elles sont récupérées à l’aide d’une solution de sucrose 

et iv) la technique CEMOVIS qui permet de couper des sections à la température de 

l’azote liquide (-196°C) où, les coupes sont maintenues en lévitation à l’aide d’un 

champ électrostatique et puis on vient avec une grille à membrane de carbone pour 

les récupérer. Nous présentons ces trois dernières méthodes et le contexte dans le 

quelle nous les avons utilisées. 

 

I.3.2.1) La technique au diméthylsulfoxide (DMSO) 

 

La méthode avec le DMSO permet de conjuguer l’avantage de la réalisation d’une 

coupe dans les conditions standard et la réalisation de celle-ci à basse température. 

En effet, nous utilisons le couteau standard (figure 12A) remplie d’une solution de 

40% de DMSO dans l’eau distillée. Cette solution reste liquide jusqu’à une 

température de - 40°C. Selon le matériau et ses caractéristiques physiques (mou à 

température ambiant, sa Tg) nous adaptons les températures de l’échantillon et du 

couteau. L’échantillon est directement refroidi à la température voulue dans 

l’enceinte du cryo-ultramicrotome qui contrôle la température grâce à un système qui 

utilise l’azote liquide pour refroidir et des résistances pour chauffer. Une fois la 

pyramide réalisée grâce au cryo-trimer (figure 11D), nous procédons à la coupe des 

sections et, selon le comportement de l’échantillon, nous adaptons les conditions de 

coupe (vitesse, angle, température) pour obtenir des sections sans artefacts. Les 

sections obtenues flottent en surface de la solution grâce aux tensions superficielles 

des molécules de surface et sont récupérées comme décrite dans la figure 11. Nous 

avons utilisé cette méthode dans certaines de nos études qui ont porté sur la 

caractérisation de matériaux mous (polymères) à température ambiante, donc 

impossible à caractériser par MET directement sans préparation préalable. Par 

exemple, nous avons étudié la distribution de nanoparticules de magnétites dans un 
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polymère, le polypropylène (avec une Tg de –13°C), selon plusieurs protocoles 

d’inclusion.46 Pour réaliser cette étude, nous avons coupé des lames minces de 50 

nm à –30°C en utilisant la technique de DMSO. Les résultats ont permis de mettre en 

évidence la méthode d’inclusion de nanoparticules dans le polymère qui a donné la 

meilleure distribution et qui empêchait la formation d’agrégat de magnétites. Les 

avantages du DMSO dilué dans l’eau sont la possibilité de réaliser des coupes à froid 

jusqu’à –40°C et d’être facilement éliminé par nettoyage grâce à sa grande solubilité 

dans l’eau ce qui permet d’éviter les phénomènes de contamination lors de 

l’observation des coupes. 

 

I.3.2.2) La méthode CEMOVIS 

 

Cette technique a été développée par Jacques Dubochet et ses collègues et elle est 

connue sous le nom de cryo-EM de sections vitrifiées (CEMOVIS).40 Cette technique 

de coupe est souvent associée à un refroidissement rapide de l’échantillon pour 

éviter la formation de cristaux de glace. Elle est surtout utilisée pour les matériaux 

biologiques, comme des cellules ou des bactéries, qui peuvent être observées par 

cryo-ME sous forme de sections ultrafines congelées hydratées. Les échantillons 

sont dans un premier temps cryo-fixés généralement par congélation sous haute 

pression, puis coupés en sections minces (entre 40 à 150 nm d’épaisseur) à l’aide 

d’un cryo-ultramicrotome. Dans notre cas, nous l’utilisons, après adaptation, selon 

l’échantillon étudié pour obtenir des sections fines qui sont très difficiles à obtenir 

autrement. 

     
Figure 13 : (A) réalisation de coupes maintenues en lévitation par un champ électrostatique, et 

récupération à l’aide d’une grille de MET avec membrane de carbone perforée, (B) conservation de la 
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grille dans un Dewar contenant de l’azote liquide et (C) transfert sous azote liquide dans le porte-objet 

froid pour la cryo-EM. 

 

Par exemple, nous l’avons utilisée pour réaliser des coupes de 70 nm d’un cristal de 

moléculaire de fer et ruthénium pour mettre en évidence l’interface entre ces deux 

cristaux. En effet, ce matériau étant très sensible aux solvants, nous n’avons pas 

réussi à réaliser des coupes dans les conditions standards et ni avec la méthode au 

DMSO. Donc nous utilisons la méthode CEMOVIS, d’abord nous congelons 

rapidement ce cristal (1 mm2), et puis nous le fixons sur le porte-objet cryogénique 

du microtome dans la chambre du cryo-ultramicrotome préalablement refroidit à la 

température de l’azote (–196°C). Puis, le bloc est taillé directement en place, grâce 

au cryo-trimer (figure 11D). Pendant la réalisation des sections, celles-ci restent en 

lévitation grâce à un champ électrostatique par l’action d’un accessoire prévu à cet 

effet. L’étape finale de dépôt des sections sur la membrane de la grille consiste à 

utiliser une pince avec une grille MET que nous rapprochons des coupes qui 

viennent s’aplatir sur la grille après l’arrêt du champ électrostatique (voir figure 13). 

La grille avec les coupes est conservée dans un Dewar contenant de l’azote liquide. 

Enfin on réalise le transfert sous azote liquide dans le porte-objet cryogénique pour 

réaliser l’analyse en cryo-EM, voir figure 13.  

 

I.3.2.3) La méthode Tokuyasu 

 

Cette méthode, comme son nom l’indique, a été développée par Tokuyasu.47 Elle 

permet de congeler rapidement à très basse température des échantillons 

biologiques. Elle s’applique pour des localisations fines de molécules (protéines ou 

acides nucléiques) au sein d’un tissu ou des cellules à l’échelle nanométrique. La 

partie la plus intéressante pour nos préparations a été l’utilisation d’une solution 

sucrée saturée, dénommée « sucrose » dans la littérature, pour récupérer les 

sections, car cette solution à un temps de congélation relativement lent en fonction 

de la température, à titre d’exemple 2 secondes à -140°C.48 La solution saturée de 

saccharose a été obtenue avec une concentration de 2,3 M dans l’eau distillée.  
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Figure 14 : (A) étapes de récupération de coupe ultrafine à l’aide de la goutte de sucrose et (B) 

nettoyage de la grille avec les coupes plusieurs fois à l’eau distillée pour dissoudre le saccharose. 

 

Donc cette méthode ne nécessite pas l’utilisation d’un champ électrostatique pour 

garder les sections en lévitation (CEMOVIS) et cela a pour conséquence de réduire 

les difficultés de récupération des coupes. En effet, les sections glissent le long du 

couteau diamant et sont récupérées à l’aide d’une goutte de sucrose suspendu à une 

grille de MET, comme décrit dans la figure 13. L’intervalle de températures de travail 

pour nos études est beaucoup plus large de –40°C à –140°C alors qu’il est, pour les 

échantillons biologiques, que de –110°C à –140°. Cependant, il n’est pas possible de 

travailler dans tous les cas à la température de l’azote car l’utilisation du sucrose 

pour récupérer les sections ne serait plus possible, sa congélation étant presque 

immédiate. À –140°C, cette solution met environ 2 secondes pour durcir, donc lors 

de la récupération des sections nous devons être très rapide. Nous utilisons 

beaucoup cette technique pour réaliser des sections ultrafines (entre 50 et 90 nm 

d’épaisseur). Elle nous permet d’obtenir des sections ultrafines, sans artefacts et 

sans endommager le matériau.  

Dans la figure 14, nous présentons les différentes étapes de préparation. La 

première étape est commune à celle de la méthode CEMOVIS, nous congelons 

rapidement l’échantillon dans l’azote liquide. Nous fixons l’échantillon dans le bras du 

cryo-ultramicrotome et puis nous réglons la température de coupe. Les sections 

glissent le long de la paroi du couteau à chaque nouvelle coupe. Puis les sections 

sont rapidement collectées à l’aide d’une goutte de sucrose sur la grille de MET par 

l’attraction due à la tension de surface de la goutte. Ensuite cette grille est ramenée à 

température ambiante et déposée sur un papier filtre. La dernière étape de 

préparation est le lavage à l’eau pour éliminer le saccharose. Enfin, nous pouvons 

soit l’observer directement en MET standard, soit passer par l’étape de vitrification et 

réaliser les analyses par Cryo-EM pour les échantillons sensibles aux électrons. 
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I.3.3) Protocole pour la préparation de films de carbone perforés avec 

une distribution de taille de trou prédéfinie : 

 

Pour l’observation d’une poudre ou de sections fines au MET il est nécessaire 

d’utiliser un support. Pour ce faire nous utilisons des grilles (Cu, Ni, Au, Pd, Mo…) 

avec une membrane de carbone continue ou trouée. L’utilisation du carbone seul a 

plusieurs avantages, il est très résistant, ne contamine pas, il est bon conducteur des 

électrons et transparent à ces derniers. Nous avons décidé de fabriquer nos propres 

grilles carbonées pour disposer de membranes de qualité et propres, avec une 

distribution de taille de trou homogène et adaptable à l’application que nous 

souhaitons. Par exemple pour l’observation de nanotubes de carbone ou des 

aiguilles d’hydroxyapatite, nous favorisons la fabrication de membrane avec de 

grands trous appelés lacets de carbone. En revanche, pour des études de haute 

résolution sur des nanoparticules de taille inférieur à 10 nm, nous préférons utiliser 

des membranes ultrafines d’environ 2 nm d’épaisseur avec de petits trous. Nous 

avons donc développé un protocole de fabrication de membrane de carbone avec 

une distribution de trous homogène et d’épaisseur constante. Le protocole pour 

réaliser ces grilles est présenté ci-dessous.  

 

Mode opératoire : 

                             
Figure 15 : mélange pour la réalisation d’une solution de cellulose. Selon la taille des trous et de leur 

dispersion voulues dans la membrane il faut ajouter un volume de glycérol et laisser à macérer sous 

ultrasons. 

 

Ce protocole comporte plusieurs étapes, la première étape est la réalisation de 

solution de cellulose dans l’éthyle d’acétate (figure 15). En effet pour réaliser les 

trous on introduit du glycérol, car lors de l’étape de dépôt de la membrane de 

polymère à la surface de l’eau distillée, celui-ci se dissout et génère des trous. Selon 

le diamètre et la distribution des trous dans la membrane souhaitée, nous varions le 

volume de glycérol introduit et le temps de macération. Par exemple, pour obtenir 

des trous entre 0,5 µm et 1 µm on utilise un volume de 0,6 mL de glycérol et nous 

laissons macérer 6 jours (voir figure 16). 
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Figure 16 : distribution de taille des trous de la membrane de carbone en fonction du volume de 

glycérol introduit, de 0.01mL à 1mL respectivement de (a) à (d). 

 

La deuxième étape est l’imprégnation de la lame de verre. On introduit une lame de 

verre de microscopie, préalablement nettoyée et rendue hydrophobe, dans la 

solution de cellulose. Elle est laissée une minute immergée dans la solution et puis 

retirée avec une vitesse de 1cm/s. Après séchage à l’abri de l’air ambiant, la 

membrane est désolidarisée de la lame en contact avec la surface de l’eau sous un 

angle de 45° (figure17). 

 

                                            
Figure 17 : la membrane de cellulose est décollée de la lame de verre par interactions répulsive de 

l’eau. 

 

La troisième étape est le dépôt des grilles de MET, sur la surface de la membrane 

(figure 18). En effet lors du contact de la membrane avec l’eau, le glycérol se dissout 

et en partant laisse des places vides qui formeront les trous. D’où l’importance de la 

quantité de glycérol et le temps d’agitation aux ultrasons. 
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Figure 18 : dépôt des grilles de MET sur la surface de la membrane  

 

À l’aide d’un papier poreux propre, les grilles sont récupérées par contact à sa 

surface. Puis elles sont gardées et séchées dans une boite de Pétrie. 

 

Dans la quatrième et dernière étape on effectue le dépôt d’une couche de carbone 

de 2 à 50 nm d’épaisseur, par sputtering (plasma) sur la membrane de cellulose 

percée. Enfin, la couche de carbone est libérée par dissolution à l’acétate d’éthyle de 

la membrane de cellulose. Cette dissolution s’effectue par dépôt de ces grilles sur 

une pile de trois filtres et l’acétate d’éthyle est introduit par infiltration des papiers 

filtres jusqu’à ils soient totalement imbibés. La manipulation doit être répétée au 

moins trois fois en changeant chaque fois les filtres (figure 19). 

 

                    
Figure 19 : dissolution de la cellulose à l’aide l’acétate d’éthyle. 

 

Les grilles avec les membranes de carbone sont récupérées et placées sous vide 

pendant 24h pour bien les sécher. Puis elles sont stockées dans des boîtes sous 

vide statique et prêtes à l’utilisation. 

 

III) Conclusion : 

 

Dans ce premier chapitre, nous avons montré l’importance de l’influence du faisceau 

d’électrons sur un matériau fragile. Nous avons vu que des dégâts par le faisceau 

d'électrons se produisent seulement au-dessus d'un certain seuil de densité de 
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courant en fonction du matériau, ce qui signifie que les dommages d'irradiation 

dépendent de la dose instantanée et de la quantité de dose accumulée. Donc, la 

connaissance des différentes interactions et leurs énergies qui régissent la structure 

de chaque matériau est primordiale, ce qui nous permet de développer et d’appliquer 

des techniques spécifiques de préparation et d’observation pour protéger ou ralentir 

la dégradation de l’échantillon et ainsi permettre son analyse complète en 

microscopie électronique en transmission. Ces méthodes et protocoles développées 

ou optimisées ont été appliqués pour la réalisation des études présentées dans les 

chapitres suivants de ce manuscrit.
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II. Études par microscopie électronique à froid 

d’architectures nanométriques à base de carbone 
 

 

 

De nombreux travaux ont été réalisés sur tous les types de matériau à base de 

carbone. Presque tous les domaines des sciences dites dures, de la biologie à la 

physique en passant par la chimie, ont étudié ou utilisé ces matériaux dans leurs 

recherches. Certains ont regardé de près les effets sur les êtres vivants, d’autres ont 

exploité leurs propriétés exceptionnelles ou les ont utilisés dans l’assemblage avec 

des matériaux différents pour créer de nouvelles fonctionnalités. 

C’est dans cette dernière approche que nous avons mené ce travail. L’objectif de ce 

chapitre est de présenter les travaux réalisés sur deux matériaux à base de carbone 

tels que les nanotubes de carbone en particulier les nanotubes monoparoi (SWNT, 

Single Wall nano tube) ainsi que le graphène (GN). Dans un premier temps, nous les 

avons utilisés pour générer de nouvelles propriétés en les conjuguant avec une 

molécule organique biocompatible. Puis dans une seconde étape nous avons 

déterminé ces nouvelles fonctionnalités en appliquant diverses techniques de 

caractérisation. Cependant la technique de choix permettant une réponse directe et 

précise de la morphologie et de la structure était la microscopie électronique à froid 

(Cryo-EM) qui a l’avantage de ne pas dégrader le matériau sous l’effet de l’irradiation 

électronique et permet une observation dans son milieu natif.  

 Ce chapitre s’articulera en deux parties : nous présenterons d’abord la 

fonctionnalisation et son influence sur les propriétés des SWNT. Ensuite dans la 

deuxième partie, l’étude portera sur l’élaboration de graphène multifeuillet par 

exfoliation du graphite ainsi que l’analyse de ses propriétés par Cryo-EM.
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II.1) Étude de la fonctionnalisation de nanotubes monoparoi 

par des molécules d’histidine-pyrène 
 

 

La découverte des nanotubes en 19911 ainsi que leurs extraordinaires propriétés tant 

électroniques que mécaniques a initié de nombreuses recherches partout dans le 

monde.2 L’utilisation de nanotubes monoparoi (SWNT) pour la construction de 

nanohybrides et de nanocomposites est devenue un vaste champ d’étude présentant 

un fort intérêt pour le développement de nouvelles applications dans différents 

domaines tels que la catalyse,3 la nanobiotechnologie,4 l’optoélectronique,5 les 

sciences des matériaux6 ou encore la nanomédecine. 

C’est dans ce contexte qu’on a étudié la possibilité de fonctionnaliser les SWNT pour 

les stabiliser dans l’eau et ainsi de faciliter la fabrication de nanocomposites. 

Rappelons que l’un des grands problèmes des SWNT dans l’eau est leur tendance à 

former des agrégats. Ce phénomène est également observé dans la plupart des 

solvants organiques. 

Dans la littérature on trouve deux types d’approches pour la stabilisation des 

suspensions de nanotubes7 : la voie covalente et la voie non-covalente. Le problème 

de la voie covalente pour la fonctionnalisation est lié au risque de modification de 

certaines propriétés électroniques et mécaniques des SWNT. Par contre, la voie non-

covalente basée sur des interactions de types Van der Waals et п-п stacking n’induit 

pas de modification de ces propriétés. Ces dernières sont possibles grâce à la 

structure polycyclique aromatique de surface des nanotubes de carbone comme 

dans le cas d’autres cycles aromatiques tels que le naphtalène, le phénanthrène, le 

fluorène ou encore le pyrène qui présentent tous un réseau 2D d’orbitale π. Cette 

voie est beaucoup plus avantageuse que l’approche covalente. En conséquence, 

notre choix s’est porté sur la voie non covalente. La bibliographie montre que 

beaucoup de molécules amphiphiles et/ou biomédicales telles que les proteines8 ou 

encore les saccharides9,12 ont été utilisées dans cette voie non covalente pour la 

fonctionnalisation selon le type d’application envisagée.  

Nous avons choisi d’utiliser une molécule en chaîne de six histidines liées à un 

pyrène (His-Py),  

On remarque que l'utilisation d'oligopeptides avec une masse molaire inferieure à 

deux kDa (kg/mol) était précédemment limitée à quelques exemples bien 

spécifiques.10 Néanmoins avec des techniques de synthèse adaptées on peut obtenir 

des nanocomposites avec des peptides de petites chaines d’acides aminés qui 

permettent un accès direct à un assemblage chimique polyvalent avec des 

fonctionnalités sur mesure.11 Nous avons choisi d’utiliser une molécule en chaîne de 

six histidines car elle présente des avantages liés à sa biocompatibilité, son respect 

de l’environnement et de sa polyvalence. Cependant son incorporation seule dans 

des composites à base de nanotubes de carbone serait difficile car l’affinité est faible. 
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Nous avons donc choisi de lier cette molécule en chaîne de six histidines à un 

pyrène (His-Py), ce qui permet une interaction beaucoup plus forte, non covalente, 

avec les cycles aromatiques des parois des SWNT. Ce peptide a été largement 

utilisé en biochimie pour la purification de protéines recombinantes par 

chromatographie.16 L’intérêt pour la fonctionnalisation des nanotubes de carbone 

(NTC) en suivant la technique non covalente13,14 est de marquer les NTC par 

fonctionnalisation à l’hexahistidine (His6-tagCNTs). Ceci permet d’obtenir un 

composant ou un modèle à l'échelle moléculaire utile pour la conception et la 

construction de nouveaux nanomatériaux à base de carbone pour la production de 

nanohybrides innovants. En plus des propriétés solubilisantes de l'hexahistidine 

marquée (His6-tag) dans l'eau, le peptide biocompatible pourrait engager des 

interactions ioniques, des liaisons de coordination métalliques et des liaisons 

hydrogènes pour l'élaboration de nouveaux nanohybrides par auto-assemblage.15 

Le but de ce travail est de réaliser dans un premier temps la fonctionnalisation avec 

ces molécules His-Py, puis dans un deuxième temps nous avons fabriqué un 

matériau nanocomposite et enfin nous avons caractérisé la fonctionnalisation His6-

tag-SWNT ainsi que la formation de nanocomposites suite à l’addition de 

nanoparticules dans la solution contenant les nanotubes par cryo-microscopie 

électronique en transmission.
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II.1.1) Fabrication d’architectures à base des nanotubes fonctionnalisés 

 

 Une molécule destinée à fonctionnaliser les nanotubes de carbone monoparoi doit 

satisfaire les conditions suivantes : i) avoir un cycle aromatique pour respecter la voie 

non covalente en favorisant les interactions п-п stacking qui facilitent la 

fonctionnalisation des nanotubes ; ii) posséder une chaîne atomique avec des 

propriétés favorisant le greffage des nanostructures pour la création de 

nanocomposites de préférence biocompatibles. Une molécule qui respecte ces 

conditions a été formulée par nos soins et donnée pour synthèse au laboratoire 

commercial Bio Basic, elle est composée d’une chaîne de six acides aminés 

d’histidine liée à un polyaromatique le pyrène (molécule dénotée His6-Py) par une 

liaison covalente. Du point de vue physico-chimique, l’idée consiste à solvater les 

nanotubes monoparoi à travers les interactions π-π entre le cycle aromatique 

pyridine des molécules et les aromatiques du graphène des parois, tandis que les 

extrémités histidines hydrophiles forment des liaisons de type hydrogène avec l’eau 

conduisant à une très bonne stabilité de la suspension dans le temps. Une fois la 

molécule synthétisée, le but était de fonctionnaliser les nanotubes avec cette 

dernière puis de déterminer le degré de fonctionnalisation en comparant les 

structures obtenues à des échantillons « témoin » et enfin de corréler ce degré aux 

conditions expérimentales utilisées (voir figure 1). 

Ce type d’architecture nanométrique hybride ouvre de nombreuses perspectives 

d’étude : nous pouvons envisager d’auto-organiser ces systèmes His6-tagSWNT sur 

une surface ou en solution grâce aux interactions de type Van der Waals entre les 

histidines, de les assembler par l’intermédiaire de métaux de coordination ou encore 

de former de nouveaux nanocomposites grâce à la double interaction (de type liaison 

d’hydrogène et covalente entre la nanoparticule d’intérêt et l’azote de l’His6-

tagSWNT). À titre d’exemple, l’un des intérêts potentiels de ces systèmes est de 

fabriquer des nanocomposites biocompatibles pour avoir une charge globale positive 

sur les azotes de sorte à favoriser les interactions avec les protéines envisagées. 
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Figure 1 : différents assemblages obtenus de His6-TagSWNT, a) auto-assemblage supramoléculaire par 

interaction de type liaisons hydrogène et Van der Waals, b) auto-assemblage par l’intermédiaire de 

métaux de coordination (complexe), c) formation de nanocomposites avec des nanoparticules de SiO2 

et d) ionisation de His6-TagSWNT par une solution tampon de phosphate.  

 

II.1.1.1) Partie expérimentale :  
 

II.1.1.1.1) Choix des NTC : Pourquoi les nanotubes de carbone 

monoparoi (SWNT) ? 

 

 En général, il a été montré par de nombreuses études, que les NTCs sont toxiques16 

pour les cellules vivantes. Néanmoins, les monoparoi (SWNT) le sont moins car ils 

semblent avoir une plus grande biocomptabilité.17,19 C’est pour cette raison que notre 

choix s’est porté sur cette catégorie de NTCs. De plus leur toxicité peut être atténuée 

de façon significative si certaines précautions sont prises de manière stricte. Pour 

commencer, le paramètre le plus important est la pureté pour éviter d’avoir d’autres 

types de NTCs et si possible sans nanoparticules comme les catalyseurs (Ni, Co, 

Fe…) ayant servie à leur synthèse.18 Ensuite vient la fonctionnalisation qui avec 

certaines molécules permet la biocompatibilité, cependant cette dernière n’est 
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possible que si un taux de recouvrement proche de 100% est atteint.19 Enfin la forme 

et la taille des SWNT sont très importantes : Il est intéressant ici de remarquer que le 

nombre d’orbitales π exposées dans un fagot est beaucoup plus petit que sur un fil, à 

quantité égale de carbone. Donc un fagot est beaucoup moins toxique et peut être 

éliminée plus facilement par l’organisme, au contraire des formes allongées qui sont 

bien plus toxiques.19 

 

II.1.1.1.2) Fonctionnalisation des SWNT   

 

II.1.1.1.2.1) Mode opératoire 

 

Le protocole de fonctionnalisation des SWNT est schématisé dans la Figure 2. Il a 

nécessité trois expériences en considérant : un échantillon témoin avec les SWNTs 

seuls dans l’eau distillé (1), les SWNTs avec le polypeptide sans pyrène dans l’eau 

(2) et les SWNTs avec la molécule liée au pyrène (3). 

 

 
Figure 2 : protocole pour la fonctionnalisation des SWNTs. (1) le témoin avec uniquement les SWNTs, 

(2) avec seulement le polypeptide His6 et (3) avec la molécule His6-Pyrène. 

 

 Dans trois tubes à essais on introduit 0,5 mg de SWNTs (commercial Nanocyl) dans 

1mL d’eau à un pH légèrement acide (entre 6 et 7), puis on les place tous dans une 

cuve à ultra-son pendant une heure. Ensuite, le premier tube à essai est laissé tel 

quel (témoin), dans le deuxième on additionne un milligramme de notre hexahistidine 

et dans le dernier on y ajoute le His6-Pyrène. Après deux heures de repos on 

remarque un comportement diffèrent dans les trois tubes. Dans le témoin, 

rapidement la solution devient limpide et un dépôt se forme au fond du tube. Pour le 

deuxième tube, la vitesse de sédimentation est plus faible, cependant après le temps 

de repos de deux heures la solution est presque limpide. Tandis que dans la 

troisième expérience la solution reste bien noire, homogène et stable, ce qui 

correspond à une solution colloïdale stable dans le temps.  
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II.1.1.1.2.2) Interprétation des résultats : 

 

 Le témoin : on voit les nanotubes se déposer au fond du pilulier rapidement, 

presque instantanément après arrêt de la sonication, en laissant apparaitre 

une solution limpide ; ceci est dû à l’hydrophobicité des SWNTs.20 

 SWNTs + Hexahistidine : On constate que celui avec les molécules 

hexahistidine a un temps de sédimentation plus faible dû à une diminution de 

l’hydrophobicité des SWNTs par des interactions avec le polypeptide seul. 

  SWNT + His6-Py : la solution reste noire, homogène et stable même après 

plusieurs jours. Il y a des interactions de type « π stacking » entre les 

benzènes de la paroi des SWNTs et la partie polyaromatique (Pyréne) d’une 

part, et d’autre part la stabilité dans l’eau se fait grâce à la chaine hydrophile 

d’histidine qui permet des interactions de solvatation avec le solvant aqueux. 

 

II.1.1.1.3) Élaboration d’un modèle multifonctionnel : 

 

Le modèle multifonctionnel peut s’obtenir par plusieurs possibilités, il peut se former 

soit de l’auto-nano-organisation supramoléculaire entre les His6-tagSWNT grâce aux 

interactions de type Van der Waals entre les histidines, soit des auto-assemblages 

par l’intermédiaire de métaux de coordination. On peut également obtenir des 

structures chargées positivement grâce à un pH très faible et stable dans une 

solution tampon pour former ainsi des systèmes pouvant interagir avec des 

protéines. Ou encore favoriser la formation de nanocomposites grâce à une double 

interaction, de type liaisons hydrogène d’une part et covalente d’autre part entre la 

nanoparticule et l’azote de l’His6-tagSWNT. 

 L’intérêt de ces assemblages est de fabriquer des systèmes biocompatibles, 

fonctionnels et variables selon l’application cherchée, comme mentionné 

précédemment (figure 1). 

 

II.1.1.2) Caractérisation des auto-assemblages : 

 

 La mise en évidence des auto-assemblages peut se faire par plusieurs techniques 

de caractérisation mais s’avère très difficile car les résultats obtenus peuvent prêter à 

des interprétations parfois contradictoires. Pour éviter ces difficultés d’interprétation 

et également avoir accès rapidement et de façon précise à la structure de ces 

assemblages, à l’échelle nanométrique, la technique la plus appropriée est la MET. 

Cette technique de choix est la seule qui peut simultanément mettre en évidence la 

fonctionnalisation ainsi que la construction des auto-assemblages et les 

nanocomposites. De plus, elle permet de confirmer les conclusions obtenues par 



CHAPITRE II Première partie Cryo-EM nanotubes 

59 

 

d’autres techniques de caractérisations utilisées dont les résultats seront présentés 

dans ce chapitre.  

 Cependant il y avait un problème important à résoudre : la sensibilité de ces 

structures aux interactions avec les électrons du rayonnement électronique incident. 

Sans précautions, l’architecture de ces matériaux peut être détruite en quelques 

secondes sous le faisceau. La fragilité de ces systèmes vient de la partie organique 

(His6-Py) qui enrobe les SWNT. Ceux-ci peuvent facilement se dégrader sous 

faisceau d’électrons, conduisant ainsi à la destruction de l’auto-assemblage. Pour 

cette raison, on a introduit l’observation à froid pour minimiser l’effet de dégradation. 

Bien que l’effet des électrons ait été réduit, cela n’a pas été suffisant pour observer 

les assemblages comme ils se présentent dans leur environnement. Donc nous 

avons développé la technique de vitrification pour protéger l’échantillon et empêcher 

la formation de la glace cristallisée à froid .32 Ceci a permis de mettre en évidence 

l’organisation des différents systèmes tels qu’ils sont dans leur milieu aqueux. C’était 

la première fois au laboratoire qu’on utilise cette technique de préparation et 

d’observation ; la microscopie électronique à froid en mode vitrification (Cryo-EM).   

 

II.1.1.2.1) Observation et caractérisation par Cryo-EM : 

 

 Une fois que nous avons optimisé les conditions d’obtention de solutions colloïdales 

stables et homogènes dans le temps, nous avons mis en place un protocole de 

préparation et d’observation en utilisant les différents modes d’imagerie et d’analyse 

chimique en MET pour les caractériser. Pour cela il a fallu assurer, i) la préservation 

des auto-assemblages et ii) l’observation dans leur environnement natif. 

 

II.1.1.2.1.1) Protocole de préparation : 

 

Pour la vitrification, nous utilisons le protocole décrit dans le chapitre 1 paragraphe 

II.2.1.1.1  

 

II.1.1.2.1.2) SWNT marqué par l’Hexahistidine-Pyrène : Hex6-tagSWNT 

 

Nous avons analysé par Cryo-EM à haute résolution l’échantillon composé 

uniquement de Hex6-tagSWNT. Ceci nous a permis d’observer également les 

SWNTs commerciaux seuls qui servent de référence (figure 3). Pour éviter la 

formation d’assemblages supramoléculaire, l’échantillon a été passé aux ultra-sons 

juste avant la vitrification (figure 4).   
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Figure 3 : Observation de fagots de SWNT. On a dispersé 1 mg de SWNT commercial (Nanocyl) dans 1 

mL d’eau. Puis on a déposé une goutte sur une membrane de carbone d’une grille de cuivre. a) image 

de fagots de SWNTs à faible grandissement et b) vue agrandie en Haute Résolution (HRTEM). 

 

L’analyse de ces images montre clairement la fonctionnalisation des SWNT par la 

molécule His6-Py par comparaison avec celles de SWNT non fonctionnalisés 

(référence).  

Fi

gure 4 : image Cryo-EM à – 180°C des His6-TagSWNT. (a) Vue générale et (b) en haute résolution. 

Grâce à la Cryo-EM, nous sommes donc capables de garder intacte la couche 

organique autour des SWNTs. Les observations à froid (température de -180°C) 

permettent d’atténuer l’influence des électrons et la couche vitreuse permet de 

garder l’eau sous forme amorphe donc d’être dans les conditions relativement 

représentatives de l’échantillon dans son milieu qui est l’environnement aqueux. On 
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remarque également qu’il se forme, malgré les précautions prises, des structures 

localisées agrégées entre les molécules His6-tagSWNt. 

II.1.1.2.1.3) Auto-assemblage supramoléculaire  

 

On présente ici les résultats obtenus en Cryo-EM des deux types d’auto-assemblage. 

II.1.1.2.1.3.1) Auto-organisation par liaison Hydrogène 

L'auto-assemblage supramoléculaire est un processus par lequel les molécules His6-

tagSWNt forment par elles-mêmes des structures avec un haut degré d'organisation 

de façon spontanée et autonome.20 

 

 
Figure 5 : images de Cryo-EM des auto-assemblages des molécules His6-TagSWNT proche de leur état 

natif. (a) Molécules dans la glace amorphe, (b et c) Cryo-EM haute résolution des architectures formées 

et (d) représentation schématique du His6-TagSWNT. 

Nous avons donc pu mettre en évidence l’auto-organisation des molécules de His6-

tagSWNT. Cette structure se forme grâce aux interactions de type liaison hydrogène 

entre les doublets électroniques des azotes d’un peptide et les hydrogènes d’un 

autre peptide. 
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II.1.1.2.1.3.2) Auto-assemblage des His6-tagSWNT induit par NiCl2 

 

Une autre fonctionnalité du His6-tagSWNT a été démontrée, celle de la formation de 

liaisons de coordination avec le Nickel. Au moyen de mesures de calorimétrie 

isotherme (ITC), il est démontré que l’ion Ni2+ présente une forte affinité pour 

l'oligopeptide hexahistidine en générant des complexes ternaires symétriques His6-Ni 

(II) -His6.21 Nous avons exploité cette propriété de l’hexahistidine pour favoriser 

l'auto-assemblage supramoléculaire des nanotubes de carbone, via des liaisons de 

coordinations métalliques réversibles, lors de la réaction de His6-tagSWNT avec du 

chlorure de Nickel (II) dans l’eau. 

Le protocole de préparation consiste à introduire dans une solution aqueuse de 2 ml 

de His6-tagSWNTs (figure 6a) 50 µl d'une solution aqueuse de NiCl2 à 100 µM. On 

constate une agrégation spontanée et une précipitation de grandes structures 

insolubles. Ceci est la conséquence de l'auto-assemblage de His6-tagSWNT induit 

par la complexation de Ni (II) avec les acides aminés situés à la surface des SWNTs 

(Figure 6b). La suspension initiale stable de couleur noire foncée (figure 6a) devient 

spontanément incolore. Ce mélange a conduit à la formation de nanostructures 

microscopiquement ordonnées qui induisent une agglomération spontanée de 

grands agrégats insolubles déposés au fond du pilulier. Pour confirmer ce résultat 

nous avons réalisé une expérience de contrôle avec l'addition de 50 µl d'eau 

désionisée (sans NiCl2) qui n'a pas affecté de façon significative la stabilité de la 

solution colloïdale de His6-tagSWNTs par effet de dilution. 

 

                         
Figure 6 : (a) dispersion aqueuse stable de His6-TagSWNT et (b) agrégation et sédimentation des 

composites His6-TagSWNT/Ni(II)n/His6-TagSWNT. 

 

Ces résultats suggèrent que la coordination conduit à des structures de type « 

sandwich » aux extrémités N-terminales des deux histidines de fin de chaine des 

deux molécules His6-tagSWNTs, comme présenté schématiquement sur la figure 7 ; 

ceci conduit à un processus d'auto-assemblage très serré des SWNT dans des 

réseaux structurés de diamètre plus grand (Figure 7). 
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Figure 7 : (a) représentation schématique de l’interaction His6-TagSWNT/Ni(II)n/His6-TagSWNT et (b et 

c) images typiques par Cryo-EM à haute résolution des structures auto-assemblées de His6-

TagSWNT/Ni(II)n/His6-TagSWNT. 

 

Néanmoins, le mécanisme de liaison n’était pas encore compris ; il est très probable 

que les ions Ni2+ soient liés par une coordination de deux sites de chaque molécule 

agissant comme un pont fonctionnel. L'utilisation de l'interaction métal-ligand dans la 

construction de SWNT à base de peptides coordonnés représente une stratégie 

difficile à mettre en place en vue de son utilisation dans des applications. Cependant, 

le résultat essentiel de cette expérience est la possibilité de réaliser des études 

quantitatives en ce qui concerne le dosage de nanotubes fonctionnalisés par le 

polyhistidine-pyrène grâce à cette capacité à réaliser des complexes de coordination. 

Comme démontré par l’ensemble des études présentées, l’utilisation de la 

microscopie électronique en mode cryogénique a permis d’obtenir des informations 

directes et facilement interprétables sur les caractéristiques structurales et 

morphologiques des architectures obtenues par fonctionnalisation, ce qui n’est pas le 

cas des autres techniques qui auraient pu être envisagées ou qui ont été déjà 

utilisées pour leur caractérisation.33 

II.1.1.2.1.4) Élaboration de nanocomposites 

 

Après ces résultats encourageants, nous avons ensuite étudié la possibilité d'utiliser 

les structures His6-tagSWNTs dans l’élaboration de nanomatériaux composites par 

des liaisons hydrogènes et/ou des liaisons covalentes afin de contrôler précisément 

l'architecture moléculaire à l'échelle nanométrique. Pour en démontrer la faisabilité, 

nous avons choisi des nanoparticules de silice qui offrent la possibilité de créer des 



CHAPITRE II Première partie Cryo-EM nanotubes 

64 

 

liaisons H et des liaisons covalentes grâce aux fonctionnalités des silanols25,26 sur 

leur surface externe pour la fabrication de nanocomposites. 

 

II.1.1.2.1.4.1) Caractérisation des nanoparticules de silice : 

 

La distribution en taille des nanoparticules de silice dispersées dans l'eau a été 

déterminée par diffusion dynamique de la lumière en utilisant un appareil Zetasizer 

Nano-Zs (Malvern) à température ambiante ; elle est de (10 ± 2) nm. Cette dispersion 

en taille des particules a été également vérifiée par analyse MET (figure 8b) où la 

distribution obtenue est de (9 ± 2) nm.  

 

 
Figure 8 : a) Histogramme de la distribution en taille des nanoparticules de silice qui se trouve dans le 

domaine (10 ± 2) nm, b) Image MET qui permet de déterminer une taille moyenne de (9 ± 2) nm et c) 

Flacon d'une dispersion aqueuse stable de particules de SiO2. 

 

II.1.1.2.1.4.2) Préparation des nanocomposites :  

 

Le protocole consiste à mélanger 700 μL d'une dispersion aqueuse stable de His6-

tagSWNTs avec 100 μL d'une suspension aqueuse de nanoparticules de silice stable 

grâce à leurs groupements OH en surface qui créent une forte solvatation avec l’eau. 

Après addition de SiO2 aqueux, la suspension initiale de His6-tagSWNT reste stable 

sans précipitation spontanée de nanocomposites ou de grandes structures insolubles 

(figure 9). 

                                       
Figure 8 : dispersion aqueuse stable de nanocomposites His6-TagSWNT/SiO2. 

 

Notre première intuition était qu’une formation spontanée d’agrégats et une 

sédimentation des nanostructures se produit, comme c'était le cas pour la réaction 



CHAPITRE II Première partie Cryo-EM nanotubes 

65 

 

avec Ni (II). Cependant, la dispersion de His6-TagSWNT est restée homogène et 

stable lors de l'addition des nanoparticules de silice. La stabilité de la dispersion est 

attribuée à la grande surface du nanocomposite donc à son degré élevé de 

solvatation par les molécules d'eau du milieu. L'excellente stabilité de la dispersion 

repose vraisemblablement sur un équilibre entre des liaisons d’hydrogènes inter-

nanoparticules et des interactions covalentes contre des liaisons hydrogènes 

intermoléculaires entre le nanocomposite entier (His6-TagSWNT/SiO2) avec des 

molécules d'eau du solvant.  

 

II.1.1.2.1.4.3) Caractérisation par Cryo-ME des nanocomposites His6-

TagSWNT / SiO2 

 

L'analyse en Cryo-HRTEM de l'échantillon révèle l'interfaçage des SWNTs avec les 

nanoparticules de silice via le marqueur Hexahistidine-Pyrène, ce qui conduit à un 

nouvel auto-assemblage hiérarchisé « His6-TagSWNT / SiO2 » (Figure 9). Pour 

mettre en évidence les spécificités de cette architecture nanométrique, nous avons 

réalisé des expériences de contrôle avec des SWNT (hydrophobe) seuls (non 

fonctionnalisés) mélangé à la même solution aqueuse de nanoparticules de silice 

(hydrophiles). Ces tests témoins n’ont pas conduit aux architectures nanométriques 

observées précédemment, cela démontre donc le rôle fondamental des 

caractéristiques physico-chimiques uniques du conjugué amphiphile His6-pyrène 

dans notre approche ascendante utilisée pour la génération de nouveaux 

nanocomposites hydrosolubles. 
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Figure 9 : images typiques de His6-TagSWNT/SiO2 obtenues par Cryo-EM. (a) Représentation 

schématique de l’interaction His6-TagSWNT/SiO2, (b) image d’ensemble, (c) distribution en taille des 

billes de silice obtenue par la mesure d’une centaine de nanoparticules et (d, e et f) images par Cryo-

EM haute résolution des architectures nanométriques hybrides obtenues. 

  

Pour caractériser le nanocomposite His6-tagSWNT / SiO2 du point de vue chimique, 

nous avons réalisé des analyses par imagerie TEM filtrée en énergie (EFTEM) et des 

mesures de spectroscopie de perte d'énergie électronique (EELS) sur des zones 

typiques de l'échantillon, toujours en conditions Cryo-EM (figure 10).  

 

      
Figure 10 : (a) image TEM typique de l’échantillon analysée, (b) zone considérée pour l’analyse 

chimique et (c) spectre EELS correspondant mettant en évidence la présence des atomes de Si 

correspondants aux NPs de silices. 

 

Un spectre EELS sur une zone sélectionnée illustre la présence de carbone, de 

silicium, d'oxygène (provenant des nanoparticules de SiO2) et d'azote. Ce dernier est 

caractéristique de la présence de la molécule à base d'hexahistidine.  

 

II.1.2) Conclusion : 

 

Cette étude a permis de relever deux défis, le premier était d’être capable de 

fabriquer un matériau multifonctionnel et le deuxième de pouvoir le caractériser en 

MET sans l’endommager pour déterminer ses caractéristiques morphologiques et 

structurales. 

Nous avons réussi avec succès à préparer un matériau multifonctionnel, le système 

"His6-TagSWNT", élaboré par fonctionnalisation chimique non-covalente des 

SWNTs. Les caractéristiques uniques de notre procédé, reposant sur l'utilisation de 

l’amphiphile pyrène-hexahistidine biocompatibles, ont permis l'obtention d'une 

dispersion aqueuse stable de His6-tagSWNT sans utiliser de conditions drastiques 

ou de réactifs dangereux. Ces propriétés structurales ont été étudiées par MET, 

analyse qui n’était pas évidente à mettre en place comme c’est le cas de tous les 

nanomatériaux « sensibles » constitués en partie de molécules organiques très 

instables sous faisceau électronique. De plus, l’idée était de les analyser dans un 

état proche de leur milieu natif qui est l’environnement aqueux. Nous avons donc dû 
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utiliser le mode Cryo-EM qui est la seule technique capable de fournir des 

informations directes sur la présence des molécules intactes sur l’architecture de 

l’ensemble ; pour ce faire, il a été indispensable tout d’abord de développer un 

protocole de préparation par vitrification, ensuite de réaliser l’observation à froid à 

une température proche de celle de l’azote liquide (-180°C) des échantillons 

préalablement congelés. Nous avons démontré grâce à la Cryo-EM que, au moyen 

de la fonctionnalisation chimique non-covalente et non-destructive des SWNT, des 

structures hybrides His6-tagSWNT ont été bien obtenues et sont susceptibles de 

présenter des propriétés inédites et polyvalentes induites par les propriétés du 

polypeptide. Par ailleurs, les analyses correspondantes par haute résolution ont 

apporté des informations inédites nous permettant de comprendre que la formation 

de ces auto-assemblages est induite soit par des liaisons hydrogènes, soit par des 

liaisons de coordination avec des interactions avec le nickel, soit par des liaisons 

covalentes. Ces propriétés intrinsèques ont ouvert la voie à une préparation efficace 

et spontanée du réseau SWNT/Py-His6/Ni(II)n/His6-Pyrene/SWNT et de 

nanocomposites solubles dans l'eau His6-tagSWNT/silice par auto-assemblage. 

D’autres techniques de caractérisations ont été utilisées pour apporter des 

informations complémentaires, comme par exemple la spectroscopie Raman qui a 

démontré la conservation de la structure des parois des tubes durant le processus de 

fonctionnalisation non covalente, ou encore l’ATG pour déterminer la quantité 

d’hexahistidine-pyrène impliquée dans la fonctionnalisation. 

Pour résumer, cette étude a permis de développer un protocole de préparation des 

architectures nanométriques hybrides pour leur observation par microscopie 

électronique en transmission, ceci en étroite relation avec leur protocole de 

synthèse ; ce dernier a pu être validé grâce aux analyses par MET en mode Cryo 

réalisées sur l’ensemble des échantillons nécessaires pour la compréhension des 

étapes de fonctionnalisation et de réalisation des nanocomposites. Plus 

particulièrement, l’approche développée a permis de conserver l’échantillon dans son 

état naturel « figé » durant l’analyse TEM et par la suite de mettre en évidence les 

caractéristiques morphologiques et structurales des architectures obtenues pour les 

matériaux hybrides et les nanocomposites considérés.
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II.2) Graphène multifeuillet par exfoliation et fonctionnalisation 

du graphite en une seule étape : préparation, étude par Cryo-

EM et utilisation pour l’élaboration des nanocomposites 

hiérarchisés 
 

En raison de ses propriétés physico-chimiques et mécaniques extraordinaires, le 

graphène (GN) a fait l'objet de recherches intensives dans le monde entier depuis 

qu'il a été isolé pour la première fois par Novoselov et coll.1 Le graphène est 

composé d'une seule couche d'atomes de carbone structurés en nid d'abeille à deux 

dimensions (2D). Ainsi, il est considéré comme un nanomatériau « uniquement de 

surface ». De plus, une monocouche de graphène est considérée à la fois comme la 

matière la plus mince, la plus rigide et la plus résistante qui existe2. Ensuite, les 

propriétés remarquables du graphène comprennent également une conductivité 

thermique et une mobilité exceptionnelles des porteurs de charge3,4, ainsi que des 

phénomènes de transport fascinants. Par conséquent, le graphène est un matériau 

prometteur pour un large éventail d'applications dans la bio-nanoélectronique, les 

dispositifs de stockage et de détection d'énergie haute. De nouvelles applications en 

biologie ou en nanomédecine (délivrance de médicaments) peuvent également ouvrir 

de nouveaux horizons pour le graphène, car il est également considéré selon 

certaines études comme un matériau non toxique, ou à faible toxicité par rapport aux 

nanotubes ou aux nanofibres de carbone.10 Nonobstant, pour exploiter pleinement 

les propriétés intrinsèques du graphène ainsi que les applications possibles 

mentionnées ci-dessus, il est nécessaire de développer une technique de 

préparation robuste, non toxique et à grande échelle de feuilles de graphène à une 

ou plusieurs couches (few layer graphène, FLG). La fabrication de matériaux à base 

de graphène de grande qualité et de grande surface demeure un enjeu d'une 

importance capitale en nanotechnologie et en science des matériaux.11 À ce jour, 

selon l'application voulue, cinq méthodes différentes ont été utilisées pour la 

production de graphène monocouche ou de graphène à quelques couches.12 La 

première est le dépôt chimique en phase vapeur (CVD) par croissance épitaxiale 

dans des conditions de vide poussé sur un substrat approprié.13 Cette approche qui 

conduit au graphène mono-couche repose sur la dissolution du carbone à la surface 

d’un métal à haute température (1000 °C), puis sa précipitation par refroidissement 

du substrat métallique.  

La deuxième méthode consiste en la décomposition thermique d'une plaquette de 

SiC sous très haute pression.14  

Les feuilles de graphène peuvent également être produites par exfoliation mécanique 

ou pelage de couches de graphite épais. Ce processus, découvert par Geim et al, est 

également connu sous le nom de « scotch-tape method ». L’exfoliation mécanique 
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est principalement utilisée à des fins de recherche fondamentale.1 On peut, par 

exemple, exfolier du crayon graphite pour la génération de feuilles de graphène, 

cependant, avec de faibles rendements et de faibles tailles. 

La quatrième méthode est la création de suspensions colloïdales de graphène soit 

par exfoliation chimique12 ou électrochimique du graphite.10,15 

Le dégrafage des nanotubes de carbone a également été utilisé pour la synthèse du 

graphène, cependant, sous forme multicouche avec un rendement relativement 

faible.16 

Bien que les deux premiers procédés permettent la fabrication de graphène en 

grandes quantités, ces technologies coûtent cher et présentent un obstacle sérieux, 

comme la formation de structures d'ondulation du graphène (méthode CVD) 

préjudiciables à la fabrication de dispositifs électroniques.7a, 13b Le coût lié à 

l'utilisation de substrat métallique de grande surface représente également un autre 

inconvénient. L'approche consistant en l'exfoliation du graphite naturel ou graphite 

expansé, à faible coût, en une ou plusieurs couches de graphène représente l’une 

des alternatives les plus prometteuses. Surtout si on peut éviter l’utilisation de 

produits chimiques corrosifs, les hautes températures (1000 °C) et la synthèse en 

plusieurs étapes ainsi que les traitements mécaniques intensifs pour produire une 

dispersion fonctionnalisée colloïdale du graphène, idéalement dans l'eau pure. Le 

développement d'une telle technique représenterait une avancée majeure pour ce 

domaine de recherche, et permettrait de réaliser de nombreuses applications du 

graphène dans le domaine électronique et offrirait de nouvelles perspectives pour 

interfacer, traiter et manipuler le graphène pour de nombreuses applications 

prometteuses dont nous avons parlé précédemment. 

Dans cette première partie, nous proposons un processus simple d’exfoliation douce 

et efficace du graphite naturel ainsi que du graphite expansé pour obtenir une à 

quatre couches de graphène (FLG). Cette exfoliation est réalisée dans des 

conditions de température ambiante, dans l’eau pure et sous ultrasons de faible 

puissance. Les feuillets de graphène produits ont, en outre, été interfacés 

efficacement avec des nanoparticules de Fe3O4 magnétiques (NPs) à température 

ambiante dans des conditions non hydrothermales, ce qui a permis d'obtenir un 

nanocomposite 2D. Cette conjugaison a permis d’incorporer une propriété 

magnétique aux autres propriétés intrinsèques du graphène. Les processus globaux 

d'exfoliation, fonctionnalisation et d'auto-assemblage non-covalents sont réalisés à 

faible consommation d'énergie et dans des milieux aqueux, deux caractéristiques 

fondamentales pour l'extensibilité de nos protocoles. 

Nous nous sommes inspirés des travaux exposés dans la première partie de ce 

chapitre 2 sur la préparation de nanotubes de carbone monoparois marqués par 

l’hexahistidine couplée au pyrène hydrosolubles et exfoliés (His6-TagSWNTs).17 

Selon ces résultats, nous savons que l'oligopeptide pyrène-hexahistidine réagit 

fortement par physisorption via des interactions avec des surfaces planaires 2D telles 

que le graphène et le graphite. Cette interaction devrait finalement conduire, dans 

des conditions de chimie de cavitation à faible intensité et inoffensives, à l'exfoliation 
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du graphène et du FLG, conduisant ainsi à des dispersions colloïdales aqueuses 

stables. Sans conteste ces résultats suggèrent que les deux surfaces du graphène 

sont symétriquement fonctionnalisées avec le peptide pyrène hexahistidine (Hex6-

Py), de manière dense, conduisant à un enrobage d’une bicouche peptidique Hex6-

Py des feuillets de carbone, de la même manière que les phospholipides encapsulent 

le graphene.18 Le nano-assemblage Hex6-Py-graphène (His6-tagGN) constitue une 

plate-forme innovante pour la bio-fonctionnalisation et la dispersion de graphène 

hydrophobe. L’étude et le suivie de ces différents systèmes ont été effectués par 

Cryo-EM, ceci a permis de prouver la faisabilité de ce concept. La Cryo-EM a été 

utilisé pour garder le polypeptide intact et ainsi observer ses différentes 

fonctionnalités à un état proche de celui de son milieu natif. Nous avons également 

réalisé d’autres caractérisations complémentaires pour confirmer les observations et 

conclusion de la Cryo-EM. 

II.2.1) Exfoliation et fonctionnalisation du graphite 

 

Étant donné la nature hydrophobe du graphite et la forte adhérence entre les feuillets 

de graphène due aux forces de Van der Waals, l'exfoliation directe pour obtenir du 

graphène est très difficile à réaliser dans l'eau. Dans le cadre de notre étude l’intérêt 

pour l’obtention d’une dispersion homogène de nanomatériaux carbonés dans des 

milieux biocompatibles est le même que dans le cas de la première partie sur la 

fonctionnalisation non-covalente des nanotubes de carbone.19,20 Notre approche pour 

l'exfoliation du graphène à partir de graphite est semblable à celle utilisée dans le 

cas de SWNT. Elle est basée sur la fonctionnalisation non-covalente de la surface du 

graphène en utilisant l’hexaisitidene-pyrène biocompatibles en tant que tensioactifs. 

Le pyrène interagit avec la paroi latérale du nanomatériau carboné par interaction 

d'empilement ou de physisorption aromatique,21 tandis que le polypeptide de 

l’amphiphile His6-Py permet la solvatation. Ceci a pour conséquence de modifier les 

propriétés de surface hydrophobes du graphite et du graphène. L'utilisation du 

phénomène de cavitation vibrationnelle (utilisation des ultrasons) fournit une force de 

cisaillement et une énergie thermique dans des conditions hétérogènes22 pour 

permettre l’exfoliation du graphite qui est induite par les molécules amphiphiles dans 

l'eau. La stabilisation des surfaces de graphène nouvellement créées par l'enrobage 

simultané sur les deux faces du feuillet de graphène (de type sandwich). Ceci a pour 

conséquence de minimiser l'énergie du graphène hydrophobe avec de l'eau grâce 

aux histidines hydrophile solvatées par le milieu aqueux. On représente 

schématiquement le processus sur la figure 1. 
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Figure1 : Fonctionnalisation et mécanisme simultané d'exfoliation du graphite pour produire du 

graphène monofeuillet (His6-tagGN) ou du graphène multifeuillet FLG (His6-tagFLG). 

 

Le processus d’exfoliation du graphite passe par deux voies pour produire un 

mélange de graphène monofeuillet et de FLG (ici entre 2 et 4 feuillets de graphène) 

fonctionnalisés. Ces voies sont composées de trois étapes : (i) la création de surface 

de fonctionnalisation, (ii) l’étape d’intercalation et de formation de feuillets β et (iii) 

l’exfoliation et la dissociation. 

 

II.2.1.1) Conditions expérimentales : préparation du His6-tagGN et His6-
tagFLG 

 

Nous avons réalisé deux expériences, un échantillon témoin avec le graphite seul 

dans l’eau distillée (1) et un mélange de graphite et de polypeptide lié au pyrène(2). 
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Figure 2 : Processus d’exfoliation et de fonctionnalisation du graphite. 

 

Nous avons préparé deux tubes à essai avec 0,5 mg de graphite expansé ou de 

graphite naturel dans 1 ml d’eau pure. Dans le second tube à essai, on ajoute après 

10 minutes de sonication 1mL d'une solution homogène de NH2-His6-pyrène17 à une 

concentration de 1 mg / ml (2). La suspension est ensuite laissée sous influence du 

phénomène de cavitation pendant quatre heures à température ambiante dans un 

bain d’ultrason de faible fréquence (inférieure à 35 KHz). Un dépôt s’est formé dans 

le premier tube alors que le second a donné une suspension noire stable de His6-

tagGN dispersé (Figure 2c). Il est nécessaire d’ajouter une étape de purification. 

Effectivement à ce stade, quelques grands agrégats fonctionnalisés et insolubles 

sont également formés. On les élimine tout simplement par décantation et on les 

sépare du surnageant aqueux noir contenant His6-tagGN. Le NH2-His6-pyrène en 

excès est éliminé par centrifugation pendant 30 minutes à une fréquence de 

10 000 tours/minutes. Ensuite, le surnageant limpide contenant NH2-His6-pyrène 

n'ayant pas réagi est éliminé et les pastilles solides restantes sont redispersées dans 

de l'eau désionisée sous sonication (15 min). On obtient une solution noire 

homogène et stable sur plusieurs semaines. 

 

II.2.1.2) Mise en évidence des multifeuillets de graphène 

fonctionnalisés par le pyrène-hexahistidine :  

 

II.2.1.2.1) Analyse par Cryo-EM 
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L’utilisation de la Cryo-EM est indispensable pour préserver l’amphiphile His6-Py 

fonctionnalisé en surface des feuillets de graphène. En effet, nous avons réalisé des 

observations en microscopie standard, sans vitrification, pour mettre en évidence ce 

phénomène d’endommagement du polypeptide par interaction avec les électrons du 

faisceau du microscope (figure 3). 

     

Figure 3 : a) image MET standard sans préparation spéciale et b) image Cryo-EM avec vitrification de 

l’échantillon. 

 

Les observations sont réalisées sur la même solution de dispersion de His6-tagGN. 

L’échantillon observé sans vitrification montre la dégradation de l’hexahistidine en 

surface du graphène (figure 3 a). En effet, lors de l’introduction de l’échantillon dans 

le microscope, le vide augmente le volume de la molécule et du réseau et il se forme 

en surface des agrégats de peptide après juste quelques secondes d’interaction avec 

les électrons. Alors que sur celui qui a été préparé par vitrification et observé à froid 

présente une surface intacte sans modifications ni destruction de la fonctionnalisation 

(figure 3 b)). En conséquence, dans la suite, toutes nos études ont été effectuées par 

Cryo-EM. 

 

II.2.1.2.1.1) Préparation des échantillons : vitrification45 

Pour le protocole voire chapitre 1, paragraphe I.2.2.1.1 

 

II.2.1.2.1.2) Étude de la fonctionnalisation et du degré d’exfoliation 
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Une analyse détaillée par Cryo-EM conventionnelle et à haute résolution a permis de 

mettre en évidence la présence des multifeuillets de graphène. Le nombre de 

feuillets  

            

Figure 4.1 : a) image Cryo-EM d’un monofeuillet de graphène et b) la diffraction électronique 

correspondante.  

 

est compris entre un et quatre et leur taille latérale entre 500 nm et 10 µm (Figure 4.1 

et 4.2). Il est important de préciser que la solution aqueuse dans laquelle ces feuillets 

sont dispersés reste stable après plusieurs semaines, en raison de la présence de 

cette fonctionnalisation de type amphiphile sur l’ensemble des feuillets. L’image en 

figure 4.1 a) montre un monofeuillet de plus de 4 µm de longueur. La diffraction 

électronique sur une zone sélectionnée de ce graphène (SAED) confirme la 

présence d’une seule couche et on a bien la structure en nid d’abeille avec une 

distance mesurée de 0,14 nm (figure 4.1 b) représentant la distance spécifique entre 

les plans de graphène. Ensuite, nous avons étudié la dispersion du graphène sur 

plus de 100 images haute résolution. Le nombre de couche en moyenne est de 2,4 

feuillets avec une prédominance de monofeuillet (figure 4.2). Ainsi, cette étude 

démontre la grande capacité de l’amphiphile His6-Pyrene à exfolier et fonctionnaliser 

le graphite. 
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Figure 4.2 : (a) exemple d’images haute résolution utilisées pour la mesure du nombre de feuillets de 

graphène, (b) profile correspondant donnant le nombre de couches et (c) le diagramme représentant la 

distribution du nombre de feuillets de graphène dans l’échantillon. 

 

Du point de vue phénoménologique, ce processus peut être décrit de la manière 

suivante : i) intercalation des molécules entre les plans « expansés » du graphène 

suite à l’action des ultrasons ; ii) l’hexahistidine-Pyrene interagit par physisorption à 

la surface avec les cycles aromatiques des plans graphitiques pour former des 

interactions non covalentes de type п-п, minimisant l’exposition des parties 

hydrophobes du carbone  aux molécules d’eau ; iii)  le détachement des fragments 

fonctionnalisés de deux côtés à partir de l’agrégat de graphite initial pour former des 

structures FLG (Few Layer Graphene) stables. La stabilité de la solution est due à un 

haut degré de solubilité des peptides, ce qui conduit à une solution colloïdale très 

homogène de his6@graphène. Par ailleurs, une caractéristique importante est la 

longévité de la solution dans le temps, sans formation d’agrégats ou de 

superstructures complexes même après six mois, comme démontré par les analyses 

Cryo-EM réalisées à intervalles réguliers. 

 

II.2.2) Élaboration de nanocomposites 2D à partir du graphène 

fonctionnalisé et étude par Cryo-EM 

 

Les multifeuillets (entre 1 et 4 couches) obtenus par des conditions douces peuvent 

être utilisés comme support 2D pour greffer et organiser des entités nanométriques 

de différents types (nanoparticules, ADN etc…) et ainsi construire des matériaux 
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avec des propriétés nouvelles pour des applications potentielles intéressantes.29 

Pour démontrer la polyvalence et la capacité du nanoassemblage His6-tagGN, nous 

avons étudié la possibilité d’utiliser cette plateforme multivalente pour construire un 

nanocomposite 2D par auto-assemblage contrôlé de nanoparticule inorganiques 

d'intérêt biologique. 

 

II.2.2.1) Auto-assemblage avec des nanoparticules de magnétite Fe3O4 : 

His6-tagGN@Fe3O4 

 

Nous avons utilisé des nanoparticules de magnétite (Fe3O4) avec une dispersion 

moyenne de 8 nm (figure 5), préparées préalablement par décomposition 

thermique.31  

 

 

Figure 5 : a) Image MET de nanoparticules de magnétites utilisées et b) et diagramme de la distribution 

de taille sur 220 particules. 

 

L’optimisation de la fonctionnalisation et de l’exfoliation a permis d’augmenter 

sensiblement le taux de recouvrement des NPs en surface des feuillets de graphène. 

L’avantage le plus probant de la magnétite est son utilité pour des applications de 

bio-imagerie en raison de sa faible toxicité et de sa biocompatibilité dans les milieux 

physiologiques.30 Le squelette hexahistidine de His6-tagGN agirait comme un lieur 

moléculaire capable de rapprocher étroitement et de manière non covalente les NPs 

de la paroi du graphène (figure 6 a). 

 



CHAPITRE II Deuxième partie  Cryo-EM Graphène 

81 

 

     

Figure 6 : (a) le processus de fonctionnalisation/exfoliation et puis l’élaboration du nanocomposite, (b) 

une photo de la solution stable de l’auto-assemblage, (c et d) images Cryo-EM de l’His6-tagGN@Fe3O4 

et (e et f) image Cryo-EM haute résolution de la surface du nanocomposite. 

 

Le protocole de préparation de ces nanocomposites est le suivant : nous avons 

mélangé 1mL de la solution homogène et stable de His6-tagGN (0,25 g.L-1) avec 0,5 

mg de NPs de magnétites. Après agitation, on réalise plusieurs lavages à l’eau pure 

pour éliminer l’excès de NPs. On obtient une solution stable et homogène 

(figure 6 b).  Cette dernière contenant l’hybride His6-tagGN a été analysée par 
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cryoEM après vitrification (figure 6). On remarque une bonne dispersion des NPs sur 

les surfaces des feuillets de graphène ainsi qu’un fort taux de recouvrement. 

 

II.2.2.2) Nanocomposite avec des nanoparticules de silice SiO2 : His6-

tagGN@SiO2 

 

Nous avons également étudié l’auto-assemblage avec des nanoparticules de silice 

comme nous l’avions fait avec les nanotubes de carbone. La technique de synthèse 

utilisée pour produire des NPs de SiO2 est la même que celle précédemment utilisée 

dans le cas de l’auto-assemblage His6-tagSWNT (voir § I.2.2.1.4.1).41,42 La 

préparation de cet auto-assemblage est le suivant : on mélange 500 μL d'une 

dispersion aqueuse stable de His6-tagGN avec 100 μL d'une solution aqueuse stable 

de nanoparticules de silice préparée préalablement.41 Après addition de SiO2 

aqueux, la suspension initiale de His6-tagGN reste stable sans précipitation 

spontanée de nanocomposites insolubles ou d’agrégats (figure 7 a). 

 

    

Figure 7 : images Cryo-EM du nanocomposite His6-tagGN@SiO2 

 

L’utilisation de nanoparticules fonctionnelles en biotechnologie est un domaine en 

pleine expansion et qui a fait l’objet de nombreux articles de revues ou de livres.33-40 

Les nanoparticules de silice constituent une catégorie particulièrement intéressante, 

principalement due à leur biocompatibilité, à leur transparence à la gamme de l’UV 

proche de l’infrarouge et à leur grande stabilité physico-chimique. De plus, comme 

déjà mentionné dans la première partie de ce chapitre, la surface de la silice est 

a) b) 
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facilement fonctionnalisable, ce qui est généralement une étape indispensable pour 

les applications en biotechnologie. 

La Cryo-EM montre une très bonne dispersion et un taux de remplissage important 

sur les surfaces des feuillets de graphène. Elle démontre également que l’élaboration 

de nanocomposites par auto-assemblage se fait aussi bien avec des NPs de 

magnétite qu’avec des NPs de silice. En effet, ici on souligne la polyvalence de la 

plateforme His6-tagGN. Différents types d’applications exploitant la présence des 

groupements de fonction à la surface du graphène ou FLG peuvent être envisagées : 

i) magnétisme, nanostructures magnétiques organisées (par exemple, Fe3O4n voir ci-

dessus); ii) nano-optique, en remplaçant les nanoparticules magnétiques ci-dessous 

avec des nanoparticules présentant des propriétés optiques particulières (à base de 

SiO2, d’Au, Ag etc) ; iii) biologie: en attachant ADN/ARN ou protéines ; iv) utilisation 

comme matrice pour la réalisation de matériaux hybrides de différents types, par 

exemple, avec des polymères. 
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II.3 Conclusion du chapitre 2. 

 

Nous avons présenté le développement d’une nouvelle approche d’élaboration de 

différents systèmes fonctionnels basée sur la chimie cavitationnelle (ultrason) en 

utilisant des conditions douces. Puis, nous avons progressivement étudié ces 

systèmes par Cryo-EM et avec d’autres techniques complémentaires pour étudier 

leurs propriétés structurales. Nous avons montré que la Cryo-EM est indispensable 

pour échapper à la grande fragilité du marqueur Hexhistidine-pyrène. Avec cette 

technique, on a réussi à mettre en évidence la fonctionnalisation et l’exfoliation du 

graphène avec la molécule hexahistidine-pyrène. De plus, elle nous a permis de 

mesurer statistiquement le nombre de feuillets de graphène et de démontrer que le 

processus de fonctionnalisation mis en place est efficace. En effet avec des 

conditions douces, basées sur l’utilisation des ultrasons à faibles fréquence, nous 

avons réussi à exfolier le graphite pour l’obtention de monofeuillets de graphène.  

Cette nouvelle approche, permet l’exfoliation non-covalente et la fonctionnalisation 

du graphène avec le peptide pyrène-hexahistidine biocompatible en une seule étape 

pour produire des suspensions aqueuses colloïdales stables et traitables de His6-

TagGraphene (His6 @ GN). Les principales caractéristiques de notre procédé sont : 

1) faible consommation d'énergie, 2) fonctionnement à température ambiante, 3) 

utilisation de l’eau comme solvant, dans des conditions non tamponnées, 4) non 

destructives au réseau graphitique, et 5) permet d’obtenir de grandes surfaces et de 

graphène hydrosoluble ou de feuilles de graphène à plusieurs couches de haute 

qualité structurale, comparées à celles préparées par des méthodes d'abrasion 

mécanique ou de réduction chimique de GO. Il est probable que des nanofeuillets 

uniques de His6-TagGN puissent être produits simultanément et de manière 

aléatoire dans les suspensions aqueuses colloïdales qui, finalement, se rempilent via 

une forme intercalée en FLG. Nous avons ensuite exploité les propriétés 2D-

multivalence de His6-TagGN pour les interfacer, par auto-assemblage hiérarchique, 

avec des NP Fe3O4 magnétiques dans des conditions aqueuses et non-

hydrothermales (température ambiante), conduisant à la formation de 

nanocomposites 2D magnétiques. Il est prévisible que la multivalence des 

nanostructures His6-TagGN élargira l'utilisation du graphène en chimie (catalyse 

hétérogène ...), biologie, nanoélectronique et en science des matériaux pour la 

génération de nanodispositifs intelligents avec des propriétés physiques adaptées. 

D'autres développements sont en cours au laboratoire afin d'optimiser et de préparer 

des échantillons de nanorubans simples, solubles dans une solution aqueuse, et 

d'exploiter le plein potentiel de ces nanocomposites pour les applications 

mentionnées ci-dessus.
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III. Couplage des techniques de Cryo-STEM à haute 

résolution et de cartographie EDX pour l’étude d’un 

matériau hybride et d’un cristal moléculaire ; 

techniques de préparation spécifiques 
 

 

Dans ce chapitre on présente deux études distinctes de deux types de matériaux 

différents mais dont le comportement vis-à-vis des électrons est très proche. En effet, 

ils sont relativement sensibles à une exposition, même de courte durée, au faisceau 

d’électrons. De plus, ils sont très délicats à préparer pour l’analyse au microscope 

électronique en transmission. Nous avons donc développé des protocoles de 

préparations et d’observations spécifiques qui sont présentés respectivement pour 

les deux études. Ce chapitre comporte deux parties, dans la première nous 

présentons l’étude d’un matériau hybride de type lamellaire. Il s’agit d’une structure 

pérovskite constituée de feuillets minéraux entre lesquels sont insérées des 

composés organiques. Le but a été de mettre en évidence la taille de l’intercalation 

ainsi que la localisation du cuivre dans la structure lamellaire. Ensuite en deuxième 

partie, nous présentons les résultats obtenus sur l’étude d’un cristal moléculaire 

composé de deux cristaux moléculaires séparée par une interface. Dans ce 

deuxième cas, le but est de mettre en évidence cette interface et les relations entre 

les deux cristaux. 
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III.1) Études de l’effet de l’insertion d’un métal paramagnétique 

dans une pérovskite Aurivillius 
 

Les matériaux lamellaires hybrides sont constitués de feuillets minéraux entre 

lesquels sont insérées ou greffées des composés organiques.1 Les propriétés de ces 

composés hybrides dépendent de la cohésion des feuillets minéraux et de leur 

possibilité de modification par hybridation.2,3 Les stratégies d’hybridation doivent être 

ajustées en fonction, d’une part, de la structure et de la composition chimique des 

feuillets minéraux et de leur charge électrostatique, et d’autre part de la nature des 

espèces organiques insérées et de leur mode d’association.4,5 

Les Pérovskites à ions échangeables de structure lamellaire présentent des 

propriétés physiques particulièrement intéressantes telles que la ferroélectricité ou 

des propriétés optiques particulières de luminescence ou spécifiques à l’optique non 

linéaire.7-11 Nos collègues du département DCMI (Guillaume Rogez et Pierre Rabu) 

sont particulièrement intéressés par la fonctionnalisation d'une phase Aurivillius de 

formule Bi2SrTa2O9 (BST), connue pour ses propriétés ferroélectriques.6 Pour ce 

faire, ils utilisent les méthodes d’élaboration de nanomatériaux hybrides reposant sur 

la « chimie douce ».12 Par ce procédé, il est possible de générer concomitamment 

dans un même matériau des composés organiques et des composés inorganique 

afin d’obtenir des structures hybrides.13 L’intérêt de l’insertion d’un métal 

paramagnétique entre les feuillets est d’obtenir une propriété supplémentaire telle 

que le ferromagnétique. 

 

III.1.1 Intérêt d’étudier ces pérovskites Aurivillus par MET  

 

Ces matériaux peuvent être fonctionnalisé par divers cations mono ou bivalents y 

compris les alkyl-ammonium.14-18 Ceci permet d’ajuster l’espacement ainsi que la 

composition de la couche intermédiaire, ce qui a pour conséquence de faire varier 

les propriétés des composés hybrides finals. Récemment, nos collaborateurs ont 

développé une méthode de synthèse innovante en utilisant le rayonnement micro-

onde pour l’insertion de certaines molécules organiques ce qui a permis un gain 

considérable sur le temps de réaction.6,19 De plus, ils ont utilisé cette méthode avec 

succès pour insérer des métaux paramagnétiques (Cu, Ni).  

L’étude en en microscopie électronique en transmission de cette structure lamellaire 

permet de mettre en évidence son arrangement ainsi que l’influence de la taille des 

molécules organiques sur l’espacement entre les feuillets en observation directe. Il 

est très important dans ce projet de localiser les métaux insérés dans la structure de 
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cette pérovskite. Pour ce faire, il a été nécessaire de développer des méthodes de 

préparation et d’observation spécifiques étant donné leur fragilité lorsqu’ils sont 

soumis à l’irradiation électronique. Les analyses ont été réalisées par la combinaison 

de coupes réalisées par ultramicrotomie20,21 et des observations à froid, à une 

température ajustée expérimentalement, en modes balayage à haute résolution 

STEM-HAADF et spectroscopie EDX. Ceci nous a permis de déterminer la 

périodicité de la structure lamellaire, l’espacement entre les couches, de confirmer la 

structure cristallographique ainsi que les compositions chimiques des différents 

feuillets et de l’espace inter-couches.  

 

III.1.1.2 Présentation des échantillons : 

 

Plusieurs configurations de ces matériaux ont été étudiés telles que la variation de 

l’espace entre feuillets en fonction de la taille des molécules organiques ou encore 

l’intercalation du cuivre avec différents types d’amines. Cependant nous nous 

restreignons à présenter ici uniquement l’étude de trois échantillons.  

La technique développée pour l’insertion de métaux paramagnétique, ici en 

l’occurrence le cuivre (II), est faite par chimie douce en utilisant les micros ondes.6 

Avant l’insertion du métal Cu(II) dans la pérovskite Aurivillius Bi2SrTa2O9 appelé BST, 

elle a été protonnée et devient H2Bi0.1Sr0.85Ta2O7 appelé HST. 

Les trois échantillons étudiés sont : i) la HST seule, ii) HST avec la polyamine et iii) le 

troisième avec des ions de cuivre libres. 

- Échantillon de référence HST : correspondant à la phase BST protonnée 

- Échantillon avec la polyamine, noté N-HST : HST intercalé par la polyamine 

(NH2(CH2)3)2NH) noté « N » 

- Échantillon solide vert (ESV) : à N-HST sont ajoutés des ions de Cu(II) dits 

« libres » sous forme de nitrate de cuivre hydraté (Cu(NO3)2) 2,5 H2O 

 

III.1.1.3. Protocole de synthèse :  

 

Les méthodes de synthèse classique présente l'inconvénient majeur d'être très 

longues dans le temps, typiquement plusieurs jours.22 Cette échelle de temps de 

réaction limite intrinsèquement le type de molécules pouvant être inséré à des 

molécules très stables et très simples. Afin de surmonter ce problème, la protonation 

et la fonctionnalisation subséquente de la phase de Bi2SrTa2O9 Aurivillius ont été 
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réalisées par micro-ondes.6 Cette méthode permet de fonctionnaliser le BST de 

départ en quelques heures au lieu de plusieurs jours et cela a pour avantage 

d’augmenter sensiblement le nombre de molécules utilisable pour fonctionnaliser 

cette phase avec des amines beaucoup plus complexes. 

Figure 1 :  L’échantillon est composé de feuillets chargés d’oxyde de tantale à 

structure pérovskite, de formule [Bi0.1Sr0.85Ta2O7]2- (A), la charge négative est compensée dans l’espace 

interlamellaire (B) par 2 ions H+ (cas de HST). 

La synthèse se produit en deux étapes : 

- Protonation de la pérovskite Aurivillius : HST 

                    

Figure 2 : protonation de la pérovskite Aurivillius assistée par micro-ondes. 

La réaction de protonation de la pérovskite Aurivillius BST se fait avec une solution 

de HCl de 4 mol/L à 70°C dans un four à micro-onde. Après deux heures la forme 

HST est obtenue. Cette étape est importante car la phase protonnée permet 

l’insertion de nombreuses molécules.23 

- Intercalation par une polyamine : N-HST 
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Figure 3 : insertion de la polyamine bis-(3-aminopropyl) à 110°C pendant 3 heures sous irradiation de 

micro-ondes. 

L’intercalation de HST par cette polyamine est faite pour obtenir deux groupes 

terminaux NH2. Effectivement, ces derniers jouent le rôle de pilier entre les couches 

minérales laissant ainsi l’amine secondaire centrale libre pour permettre la 

coordination d’ions métalliques ou de complexes. 

- Insertion du Cuivre : ESB et ESV 

Afin d'immobiliser les ions cuivre dans l'espace inter-couche de l’HST, deux réactions 

différentes utilisant N-HST ont été utilisées, i) l'une avec Cu (NO3)2 2,5H2O, ii) l'autre 

                          

Figure 4 : Réaction d’insertion indirecte des ions de cuivre assistée par micro-onde 

avec le complexe CuN3(NO3)2, les deux par irradiation aux micro-ondes (voir figure 

4). Après réaction, un solide vert (ESV) et un solide bleu (ESB) ont été obtenus 

respectivement. 

Les distances interlamellaires entre feuillets ont été obtenues par l’analyse des 

quatre poudres par diffraction des rayons X (Figure 4.1) dans le cadre d’une thèse 

réalisée dans le département DCMI Yanhui Wang. Cette technique de caractérisation 
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a permis de calculer les distances suivantes de 0,98 nm, de 1,82 nm, de 1,2 nm et 

de 1,76 nm des échantillons HST, HST-polyamine, ESV et ESB respectivement.  

                                         
Figure 4.1 : diffractogrammes des poudres HST, HST-polyamine, solide vert (ESV) et solide bleu (ESB). 

 

III.1.1.4 Étude par microscopie électronique en transmission : 

 

Les préparations standards de ces échantillons n’ont pas permis d’obtenir des 

résultats satisfaisants. Ceci pour plusieurs raisons, comme par exemple : la 

préparation par broyage détruit la structure lamellaire, la préparation par dispersion 

dans un solvant sous ultrasons produit des agrégats trop épais. Pour contourner ces 

difficultés de préparation, nous avons mis en place une stratégie nous permettant 

d’obtenir les meilleures conditions de préparation. De plus, nous avons utilisé la 

Cryo-EM pour les observations24,25, en sachant que ces matériaux sont doublement 

sensibles, à la mise sous vide et à l’interaction avec les électrons qui peuvent 

détruire l’organisation structurelle. 

 

III.1.1.4.1) Choix de la préparation : 

 

Nous avons choisi l’ultramicrotomie pour plusieurs raisons. Tout d’abord c’est une 

technique qui permet d’obtenir des sections ultrafines et par ailleurs, elle permet 

d’obtenir facilement l’orientation que l’on désire. 
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III.1.1.4.1.1) Protocole de préparation des sections ultrafines : 

 

Nous avons utilisé plusieurs types de résines et différentes méthodes d’enrobage 

pour trouver les meilleures conditions d’encapsulation nécessaire à la préparation. La 

résine utilisée est une époxy commerciale très fluide et l’enrobage qui a donné les 

meilleurs résultats a été réalisé à température ambiante sous pression de deux bars 

(voir chapitre 1 paragraphe I.3). 

 

III.1.1.4.2) Caractérisation par Cryo-EM en mode balayage (STEM) : 

 

Pour préserver la structure hybride de ces matériaux, en minimisant au maximum 

l’influence du vide et des électrons, nous avons utilisé la préparation par vérification 

des sections obtenues par la technique présentée précédemment et on a réalisé les 

études à froid (-160°C). Les quatre échantillons présentés au début de ce chapitre 

ont été sélectionnés pour obtenir une étude systématique. Le but est de mettre en 

évidence la structure lamellaire, de résoudre la distance intercalaire entre les 

feuillets, de réaliser une comparaison entre ces matériaux et de localiser les 

différents éléments chimiques par analyse chimique. La méthodologie pour 

déterminer la distance inter-lamelles que nous avons utilisée consiste dans la 

réalisation de statistiques sur au moins 100 particules de plusieurs sections.  

III.1.1.4.2.1) HST :  

            

Figure 5 : images STEM du réseau lamellaire de la pérovskite HST, a) champ sombre HAADF et b) 

champ claire. 

Cette pérovskite Aurivillius protonnée, présentée précédemment, a une distance 

d’interlamellaire de 0,98 nm. Cette distance a été calculée à partir de 

diffractogrammes de rayons X. Sur cet échantillon, la microscopie nous permet d’une 
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part de mettre en évidence la structure lamellaire à grande échelle (voir figure 5) et 

d’autre part d’obtenir la distance moyenne entre les feuillets en haute résolution 

STEM (voir figure 6). Le couplage de la préparation des sections de 70 nm en mode 

transverse et l’observation à froid permet de garder le matériau en très bon état et de 

mettre en évidence le réseau en feuillets. On remarque que la structure lamellaire est 

assez régulière, cependant on observe des défauts d’empilement qui apparaissent 

de temps en temps. Un autre défi qu’on a réussi à relever était d’obtenir une 

orientation en une vue transverse la plus parfaite possible. Ceci dans un souci 

d’éviter des erreurs de mesures de la distance d’intercalation des lamelles qui 

pourraient être dues à un angle de d’inclinaison du matériau lors de la coupe. Pour la 

mesure de la distance inter-feuillets, nous avons réalisé des statistiques sur plusieurs 

coupes provenant de deux échantillons de HST.  

 

Figure 6 : a) Statistique sur 17 coupes pour déterminer la distance moyenne, b) exemple d’image STEM 

HAADF de la structure lamellaire bien ordonnée sur la quelle est réalisée la mesure et b) le profil 

d’intensité pour la détermination de l’espacement. 

La figure 6 montre la méthodologie suivie pour déterminer la distance entre les 

feuillets. En effet, pour réaliser les statistiques de mesures de la distance nous avons 

suivi deux règles. La première était de choisir une coupe bien orientée et la 

deuxième était que cette section présente une très bonne régularité des couches 

avec très peu de défauts d’empilement. Pour l’échantillon HST nous avons réussi à 

définir une distance moyenne de 0,99 nm avec une précision de ±0,04 nm. Ces 
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résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus par diffraction des 

rayons X. 

Nous avons également étudié la structure cristallographique de HST. Le 

diffractogramme de ce dernier nous renseigne sur sa structure tétragonale et 

l’indexation donne comme paramètres de maille a = 0,391 nm et c = 0,977 nm.14 Sur 

le cliché de diffraction électronique de HST (figure 7), nous avons mesuré une 

distance de a=0,393 nm. 

                

Figure 7 : a) image d’une particule de HST et b) le Cliché de diffraction électronique correspondant, 

toutes les réflexions présentent des intensités similaires. 

L’acquisition de l’image et de la diffraction électronique ont été effectués en mode 

cryo-EM à partir d’une dispersion de la poudre HST dans l’éthanol. Le paramètre de 

maille mesuré sur les différents clichés est très proche de celui calculé à partir de la 

diffraction des rayons X. 

III.1.1.4.2.2) N-HST : 

 

Une tentative d’insertion par réaction directes cations métalliques (Cu(II), Ni(II)…) 

entre les couches lamellaires du HST a été un échec. Donc une approche hybride 

organique-inorganique a été suivie. [16,17] Cette méthode indirecte passe par une 

première phase, la fonctionnalisation de HST par une polyamine, la bis- (3-

aminopropyl) amine (N) (noté N-HST). 
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Figure 8 : a) exemple d’image STEM utilisée pour réaliser les statistiques sur la distance interlamellaire, 

b) cliché FFT de l’image, c) le profil d’intensité pour la détermination de l’espacement et d) tableau 

récapitulatif des résultats. 

Nous avons réalisé des mesures statistiques de la distance entre les couches de N-

HST sur les images obtenues par Cryo-EM en mode STEM (figure 8). En analysant 

plus de 200 particules une distance moyenne entre les couches du N-HST de 1,48 

nm a été obtenu en utilisant les images Cryo-EM en mode STEM. Une différence 

importante avec les résultats obtenus par diffraction des rayons X. En effet les 

diffractogrammes de cet échantillon ont donné une distance de 1,82 nm entre les 

lamelles. Cette différence de plus de 0,3 nm nous a interpellé et nous a incité à 

rechercher si elle était le fait de la caractérisation par cryo-EM. Était-ce dû à la 

préparation (lors de la coupe ou à la résine) ou lors de l’observation ? Différents tests 

nous ont permis d’isoler le problème. En effet, la rétraction de la distance 

interfeuillets se produisait lors de l’interaction des électrons avec le matériau. Pour 

remédier à ce problème, nous avons réalisé des images « à l’aveugle ». C’est-à-dire 

que premièrement nous réalisions les alignements en haute résolution sur un 

emplacement donné après extinction du faisceau, on se déplaçait vers un endroit 

éloigné selon un axe x ou y. Étant donné que nous travaillions sur des sections 

ultrafines, les variations de la hauteur de l’échantillon sur la grille étaient très faibles 

donc les alignements restaient valides. Enfin très rapidement on irradiait la zone avec 

le faisceau et on procédait à l’enregistrement de l’image. Grace à cette méthode 

nous avons obtenu des résultats proches de ceux donnés par les diffractogrammes 

des RX (figure 9) prouvant ainsi que nous avions réussir à préserver la structure. 

Une statistique a été réalisé sur plusieurs coupes qui ont donné 230 valeurs. À partir 

de ces données nous avons calculé une distance moyenne de 1,74 nm. Sur 

certaines particules on a retrouvé la distance calculée par diffraction des RX (figure 

9.a).   
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Figure 9 : a) et b) images STEM HAADF et BF utilisées pour réaliser les statistiques sur la distance 

interlamellaire, c) image BF sur une zone homogène avec d) le profil d’intensité correspondant pour la 

détermination de l’espacement et e) tableau récapitulatif des résultats. 

III.1.1.4.2.3) ESV 

 

L’incorporation du cuivre par l’intermédiaire du nitrate de cuivre hydraté (Cu(NO)3, 

2,5 H2O) dans la pérovskite-polyamine permet l’intercalation de cet élément entre les 

feuillets, le produit obtenu étant une poudre verte. Cette incorporation du cuivre a 

tendance à réduire la distance entre les feuillets. Selon les résultats obtenus par 

diffraction des rayons X on passe de 1,8 nm à 1,2 nm. La cryoEM nous a permis de 

confirmer la conséquence de cette insertion sur la distance inter-feuillet et en 

comparaison avec l’échantillon N-HST on a constaté une structure plus compacte et 

avec moins de défauts, ce qui démontre que l’insertion du Cu est homogène. De plus 

nous avons étudié par cartographie chimique la localisation du cuivre et enfin nous 

avons déterminé la structure cristallographique par diffraction électronique et haute 

résolution. 
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III.1.1.4.2.3.1) Distance inter-feuillet : Mise en évidence de la structure 

lamellaire 

Figure 10 : Statistiques sur plusieurs particules et sur plusieurs sections : image STEM d’une particule à 

partir de laquelle est déterminée la distance inter-feuillet.  

La détermination de la distance entre les feuillets a été faite à partir d’images 

enregistrées en mode cryoSTEM haute résolution sur une particule (figure 10.a) sur 

lesquels des profils d’intensité ont été tracés pour déterminer la distance entre les 

couches (figure 10.b).Sur cette particule on a une distance entre les couche de 1,2 

nm ce qui correspond à celle calculée à partir du diffractogramme des rayons X. Pour 

confirmer la périodicité de cette distance nous avons réalisé une statistique sur 130 

particules (figure 11). La distance moyenne entre les couches de l’échantillon ESV 

obtenue est d= (1,20 ± 0,02) nm. Cette valeur est en total accord avec celle obtenue 

par diffraction des rayons X. 
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Figure 11 : a) image STEM DF et BF de la structure lamellaire, b) statistique sur 130 particules de 

plusieurs sections. 

Ci-dessous on présente une particule avec les deux types de défauts, élargissement 

et rétrécissement de la distance interfeuillets. On a remarqué que certaines 

particules présentaient des défauts d’arrangement interne (figure 12), où sur 

certaines zones on pouvait observer des écartements beaucoup plus important. 

Néanmoins le nombre de ces défauts est minoritaire (inférieure à 5%) ce qui explique 

qu’ils ne soient pas mis en évidence par diffraction des rayons X. 
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Figure 12 : Particule présentant des défauts d’écartement et de rétrécissement de la distance entre les 

couches. 

On peut donc conclure que la distance moyenne mesurée entre deux couches 

minérales de même type est de 1,20±0,02 nm dans le cas de l’échantillon « solide 

vert ». 

III.1.1.4.2.3.2) Où est le cuivre ? Localisation par comparaison en Cryo-

STEM haute résolution et par analyse chimique. 

 

Nous avons également étudié la localisation du cuivre dans la structure lamellaire. La 

distance interlamellaire a diminué fortement lors de la réaction de la pérovskite N-

HST avec les nitrates de cuivre hydratés, passant de 1,8 nm à 1,2 nm (figure 13), ce 

qui tend à indiquer l’insertion des ions cuivre (en remplacement des ligands amine 

N). Nous avons alors réalisé des analyses chimiques par EDS pour le confirmer. 

Cependant la localisation précise du cuivre dans la structure est compliquée par la 

difficulté qu’il y a de réaliser une cartographie sans endommager la structure 

lamellaire. Pour résoudre ce problème nous avons comparé la structure du N-HST 

avec celle du ESV pour mettre en évidence le lieu exact dans la couche où s’est 

inséré le cuivre (figure 14). Ensuite nous avons réalisé des profils de concentrations 

des éléments principaux par analyse chimique EDX sur différentes zones de 

l’échantillon, statistiques qui nous ont permis d’obtenir une probabilité de localisation 

du métal de transition. 
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Figure 13 : diminution de la distance entre les feuillets lors de l’insertion des ions Cu. a) l’échantillon N-

HST avec une distance de 1,78 nm et b) l’échantillon ESV dont la distance est 1,20 nm. 

Nous avons remarqué que les images en champ clair (BF) présentaient deux 

contrastes différents. L’un plus intense avec deux rangées d’atomes serrés qu’on 

appellera la matrice et l’autre moins contrasté nommé zone intermédiaire (figure 14). 

Pour l’échantillon N-HST, l’espacement de la zone intermédiaire est beaucoup plus 

important que pour l’échantillon ESV alors que l’épaisseur de la matrice est la même. 

La comparaison des images des deux échantillons N-HST (figure 13.a) et ESV 

(figure 13.b) montre que la distance inter-lamellaire a d’une part fortement diminué et 

d’autre part que c’est la zone intermédiaire qui a été affectée. Ceci suppose que 

l’insertion des ions cuivre s’est faite dans cette partie de la structure. 

 

Figure 14 : images STEM BF et HAADF de ESV en haute résolution. 

Lorsqu’on a regardé de plus près les images HRSTEM de ESV (figure 14), nous 

avons montré que la structure de la matrice était plus compacte avec deux rangées 

d’atomes proches, représenté par b dans la figure 14 alors que dans la zone 
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intermédiaire l’intensité était moins importante, représentée par a (figure 14). Donc la 

matrice était essentiellement composée d’atome de Ta et Sr car ce sont les éléments 

majoritaires de la structure (parmi les métaux) dans la composition de la pérovskite ; 

par ailleurs, l’image HAADF confirme cette hypothèse. La réalisation de 

cartographies chimiques pour identifier avec précision l’emplacement du cuivre a été 

rendue difficile par la destruction en moins d’une minute de la structure lamellaire lors 

de l’acquisition. Nous avons procédé par une méthode de comparaison entre les 

différents échantillons (HST, N-HST et EVS) et remarqué que seule la distance de la 

zone intermédiaire variait. La figure 15 montre les distances des deux espacements 

des échantillons HST, N-HST et ESV. L’épaisseur de la matrice reste constante dans 

les trois cas, environ 0,6 nm. Alors que la zone intermédiaire voit sa distance passer 

de 0,48 nm pour HST à 1,10 nm pour N-HST et de cette dernière à 0,60 nm pour 

ESV. Ces résultats confirment que les variations de la distance entre les feuillets sont 

régies par la zone intermédiaire, donc c’est cette dernière qui est inévitablement le 

lieu d’insertion du cuivre. 

Figure 15 : comparaison des différentes distances entre les trois échantillon HST, N-HST et ESV  

Pour ajouter une autre preuve à notre raisonnement précédent, nous avons utilisé 

l’analyse chimique en réalisant des profils de concentrations chimiques des différents 

éléments (Cu, Sr, Ta et Bi). Nous avons tracé plusieurs profils de concentration sur 

différentes coupes. Nous présentons ci-dessus un exemple dans lequel nous avons 

effectué un profil de concentration des éléments de Ta, Sr, Cu et Bi. Cette ligne de 

concentration représentait 18 points d’analyse chimique ponctuelle en fonction de la 

distance. Nous avons remarqué que les courbes de Ta et Sr avaient une allure 

semblable. Ce qui confirme que ces deux éléments sont dans la même zone en 

l’occurrence la matrice. Alors que pour le cuivre on a observé que l’allure de sa 

courbe de concentration était différente et antinomique des deux métaux précédents. 
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Figure 16 : A) image STEM en champ sombre (HAADF) de ESV, B) profil de concentration des éléments 

Ta, Sr, Cu et Bi perpendiculairement à l’orientation des feuillets, C) évolution du rapport de 

concentration Ta/Cu  

En effet, lorsque le taux de tantale diminuait celui du cuivre augmentait (figure 16 B). 

Dans l’intervalle entre les deux pics a et d de la figure 19 B représentant une 

concentration élevée de Cu, la concentration de tantale reste assez stable avec deux 

augmentations b et c (figure 16 B) qui pourrait représenter les deux couches denses 

de la matrice. Pour confirmer la différence d’évolution nous avons réalisé une étude 

du rapport de concentration entre Ta et Cu. La figure 16 C confirme que lorsque la 

concentration du tantale diminue celle du cuivre augmente, donc leurs positions dans 

la structure sont différentes.  

 
Figure 17 : a) image STEM HAADF haute résolution et des images filtrées avec un filtre Gaussien 

« Blur » (b) et BF (c). 

De ces résultats nous avons proposé un positionnement des éléments Ta, Sr, Bi et 

Cu à partir d’une image Cryo-STEM haute résolution présenté dans la figure 17 ci-

dessus. Nous avons appliqué le filtre Gaussien « blur » aux images HAADF et BF 

pour mettre en évidence la variation du contraste en fonction du numéro atomique Z 

des différents éléments. Ceci nous a permis par déduction et par comparaison 

d’identifier les atomes, schématisé sur la figure 17c. Pour le Ta et Sr, il était facile de 
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les placer car en plus de l’allure de leur courbe de concentration similaire, ils étaient 

les métaux majoritaires dans le matériau donc ils représenteraient la matrice de la 

structure lamellaire. De plus lors de la réaction du N-HST avec le nitrate de cuivre 

hydraté la distance inter-lamelle passe de 1,76 nm à 1,20 nm et seule la distance de 

la zone intermédiaire est impactée. Le cuivre ne pouvait être que dans cette dernière. 

Dans le cas du Bi, nous n’avons pas pu définir exactement son positionnement à 

cause du caractère aléatoire de sa courbe de concentration (figure 16). Néanmoins 

nous pensons que ce métal est dans la zone intermédiaire comme montré dans la 

figure 17c. En effet on a remarqué que l’image HAADF présentait certaines taches 

avec une intensité élevée équivalente à des éléments lourds, donc par déduction 

nous pensons qu’il s’agit des atomes de bismuth. 

 

III.1.2. Conclusion et perspective 

 

Le développement de protocoles spécifiques de préparation des échantillons et 

d’observations et l’utilisation de la techniques Cryo-EM en mode STEM nous ont 

permis de mettre en évidence la structure de l’espacement inter-lamellaire, composé 

d’une matrice et d’une zone intermédiaire, ainsi que son épaisseur pour les différents 

échantillons. De plus nous avons montré que seule la distance de la zone 

intermédiaire changeait lors de l’introduction de cuivre. Ensuite par analyse des 

résultats nous avons déduit le positionnement des différents éléments chimiques 

composant le matériau, surtout la place du cuivre. Pour le positionnement du bismuth 

il reste à réaliser des expériences supplémentaires de haute résolution et à utiliser la 

diffraction électronique. De plus il reste à terminer les caractérisations pour l’ESB, 

pour ce dernier il faudra utiliser de la cartographie chimique à basse tension (80kV) 

pour préserver encore plus la structure du matériau.
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III.2) Étude de l’interface entre deux cristaux moléculaires 

(Fe/Ru) macroscopiques : préparation de section et analyse par 

Cryo-EM 
 

La chimie supramoléculaire1 et la tectonique moléculaire ont récemment permis de 

produire une grande variété de matériaux à l'état solide ayant des dimensions et des 

propriétés fonctionnelles ajustables2. L’intérêt pour la croissance de cristaux en vrac 

ou modelés est grand, car de tels matériaux peuvent offrir des applications en 

optique, en électrooptique et en photo-réfractivité.5-7 De tels assemblages 

moléculaires cristallins sont le résultat de la mise en liaison de plusieurs 

monocristaux. Le succès d’une telle approche conduirait au développement d’un tout 

nouvel ensemble de matériaux.14 Il est donc important de sonder l’interface entre 

monocristaux dont les caractéristiques gouvernent les propriétés mécaniques, 

électriques ou encore magnétiques des cristaux moléculaires.11 La modulation et le 

contrôle de ces propriétés nécessitent de bien caractériser l’interface à différentes 

échelles, en fonction du protocole à travers lequel elle a été engendrée. Dans notre 

cas, il s’agit de cristaux moléculaires étudiés dans l’équipe du Professeur Waiss 

Hosseini du Laboratoire de Tectonique Moléculaire de l’Université de Strasbourg. Le 

premier défi a été d’obtenir une lame mince parfaite à partir d’un tel cristal composé 

de deux parties Fe/Ru au niveau de l’interface. Puis nous avons réalisé une étude en 

Cryo-EM pour mettre en évidence cette interface et ses propriétés chimiques par 

cartographie EDS en mode STEM. 

 

III.2.1) Présentation du matériau étudié : cristal moléculaire de 

monocristaux de Fe et Ru 

 

L’intérêt d’étudier l’interface de ce matériau est de comprendre l’interaction entre le 

Fer et le Ruthénium. En effet, la formation des interfaces entre monocristaux est 

potentiellement importante pour de nombreuses propriétés telles que mécaniques, 

électriques ou encore chimiques11. Ces dernières peuvent être fortement influencées 

par la présence de joints de grains à l'intérieur des matériaux et non seulement par 

les grains eux-mêmes. Le succès d’une telle approche conduirait au développement 

de nouveaux ensembles de matériaux. D’où l’importance de bien étudier et 

comprendre la jonction entre les deux cristaux.  

La synthèse des assemblages Fe/Ru était basée sur la croissance épitaxiale dans 

une solution aqueuse de [(1-2H+)2-(FeII(CN)6
4-)8H2O]  (composé B, monocristaux 
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oranges) sur un cristal composé de [(1-2H+)2-(RuII(CN)6
4-)8H2O] (composé A, 

incolore, monocristal) utilisé comme germe cristallin (figure 1b). Dans les deux 

monocristaux moléculaires l’interconnexion entre les composants cationiques et 

anioniques se fait par le biais d'interactions électrostatiques et de liaisons H (figure 

1a). 

 

           

Figure 1 : représentation de la synthèse du réseau bidimensionnel isostructural, a) réaction de synthèse 

du premier monocristal de Fe et b) croissance du deuxième monocristal de Ru autour du premier (indice 

de réfraction différent).13 Dans la représentation chimique du monocristal de Fe nous n’avons pas 

inclus les atomes d’hydrogène pour ne pas encombrer le schéma. 

 

Dans les deux cas, le cristal est composé de 1-2H+, MII(CN)6
-4 (où M = Fe ou Ru) et 

de molécules d'eau11 et peut être décrit comme un réseau encombré de liaisons 2-D 

H offrant des canaux remplis de molécules d’eau (figure 1). L'analyse structurelle a 

en outre démontré que les deux cristaux étaient isostructuraux avec seulement de 

petites différences dans les dimensions et les angles des cellules. Les deux cristaux 

ont été caractérisés par diffraction des rayons X (Figure 2). Cette caractérisation a 

révélé la conservation des caractéristiques cristallographiques, en particulier des 

axes entre les deux phases cristallines, ce qui implique que le matériau composite a 

été généré par croissance épitaxiale.13 Ce qui n’est pas surprenant puisque 

l’interconnexion entre des unités consécutives anioniques et cationiques est assurée 

par des liaisons H qui offrent une flexibilité à la fois en distance et en angle. 
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Figure 2 : diffractogramme du monocristal Fe/Ru (structure monoclinique). 

Pour bien identifier les différentes phases de chaque cristal et de l’interface nous 

avons tout d’abord réalisé une observation par microscopie électronique à balayage 

(figure 3). 

 

Figure 3 :  image et analyse MEB du cristal de cristaux de Fe/Ru ; à droite une vue de l’interface Fe/Ru. 

 

III.2.2) Mise en évidence de l’interface Fe/Ru : préparation et résultats 

 

Ce type d’interface a été observé à partir d’échantillons préparés par FIB, mais le 

problème de l’épaisseur s’est tout de suite posé. Les échantillons préparés par cette 

technique étaient trop épais donc l’observation fine de l’interface était impossoble.3 

On a donc proposé d’utiliser l’ultramicrotomie qui offrait plusieurs avantages, une 

facilité d’utilisation et d’accès ainsi que la possibilité de développer de nouveaux 

protocoles. De plus, on devait réaliser cette étude par Cryo-EM, car en MET standard 

(également en MEB) on observait la formation de trous sur la structure du cristal 

moléculaire, probablement dus à la mise sous vide (1.10-5 Pa). 
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III.2.2.1) Développement de protocoles de préparation : de 

l’ultramicrotomie à la cryo-ultramicrotomie 

 

 Le défi ici était de réussir à obtenir une section très fine, inférieur à 100 nm 

d’épaisseur, à partir d’un cristal de Fe/Ru très fragile pour observer plus finement 

l’interface. Étant donné que la structure et l’assemblage de ce matériau étaient régies 

par des interactions faibles, lors de la coupe le cristal s’effritait. De plus, lors de la 

coupe à température ambiante, l’échantillon se dissolvait ou se dispersait au contact 

de l’eau de la cuve de récupération du couteau diamant. Donc nous avons utilisé 

plusieurs techniques et développé plusieurs méthodes de préparation. En effet, vue 

l’influence de l’eau nous avons tout d’abord réalisé des coupes avec d’autres 

solvants par exemple le diméthylsulfoxide (DMSO), puis nous avons essayé de 

réaliser des sections à sec, ensuite nous avons développé la Cryo-ultramicrotomie 

(technique de CEMOVIS et Tokuyasu) et enfin nous avons réussi à développer une 

nouvelle approche qui a permis d’obtenir les meilleurs résultats. Nous présentons 

uniquement les protocoles ayant donné les meilleurs résultats.3 

 

III.2.2.1.1) Cryo-Ultramicrotomie (C-UM) : 

 

Ayant été confronté à l’action de dissolution et de dispersion de l’eau sur le cristal, 

nous avons tout d’abord essayé d’obtenir des sections fines et intactes en utilisant 

d’autres solvants ayant des propriétés différentes de l’eau. Nous avons testé 

l’éthanol, différents solvants organiques et des hydrocarbures. Tous ces tests n’ont 

pas donné de résultats satisfaisants et quelques fois même apportés des difficultés 

supplémentaires. Donc nous nous sommes tournés vers la cryo ultramicrotomie et 

nous avons développé des protocoles spécifiques. Pour plus d’informations sur le 

principe de fonctionnement et d’utilisation de ces techniques, voire le chapitre sur la 

préparation. 

 

III.2.2.1.1.1) La technique Tokuyasu : coupe entre –160°C et –140°C 

 

Cette technique est surtout utilisée dans le but d’obtenir des sections fines de 

cellules ou de tout matériau biologique pour préserver toutes les propriétés 

structurales, morphologiques et environnementales de l’échantillon. Nous avons 

développé un protocole spécifique à notre échantillon. En effet, nous avons placé le 

cristal intact (sans résine) dans le système de refroidissement du C-UM et nous 
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avons procédé au refroidissement jusqu’à la température de – 160°C, puis nous 

avons réalisé la pyramide à l’aide du couteau diamant utilisé pour trimer (voir 

chapitre 1 paragraphe I.3.2.3). Ensuite nous avons coupé et procédé à la 

récupération des sections à l’aide d’une solution de sucrose saturée. Ces coupes ont 

été analysées par Cryo-EM en mode image STEM et également cartographie EDX. 

 

Figure 4 : cartographie de la coupe de l’interface et analyse chimique des trois régions. 

La figure ci-dessus représente une cartographie d’une coupe de l’échantillon obtenue 

par la technique Tokuyasu. On a réussi à observer l’interface mais pas à la mettre en 

évidence de façon plus précise car les sections réalisées étaient encore trop 

épaisses et nous n’avons pas réussi à couper des sections inferieures à 120 nm. En 

deçà de cette épaisseur les coupes se détruisaient. De plus on observait également 

d’autres artefacts qui se produisaient lors de l’étape de nettoyage des coupes pour 

enlever l’excès de sucrose. Donc nous avons exploré une autre technique ; 

CEMOVIS. 

 

III.2.2.1.1.2) La technique CEMOVIS : coupe à la température de l’azote 

(~ – 196°C) 

 

Cette technique est une bonne alternative à la technique Tokuyasu, car elle permet 

de rester à très basse température tout en évitant l’étape de nettoyage et de plus les 

sections sont maintenues à froid. On a réussi à obtenir de meilleurs résultats que 

précédemment. Effectivement, nous avons réalisé des sections d’épaisseurs allant 

jusqu’à 70 nm. De plus la vitrification a permis de maintenir la structure intacte de cet 

échantillon riche en eau (figure 5). 



CHAPITRE III Deuxième partie Cristaux moléculaires 

114 

 

 

Figure 5 : images Cryo-EM de l’interface Fe/Ru. 

Étant donné l’uniformité de l’épaisseur de l’échantillon, la différence de contraste des 

images Cryo-EM était due à la différence de la masse molaire entre le fer et le 

ruthénium. De plus à partir de l’analyse par haute résolution pour visualiser   

 

Figure 6 : cartographie de l’interface (a) avec les carte de chaque élément Ru (c) et Fe (d) et image 

Cryo-EM STEM en champs sombre (b). (1, 2, 3) spectres représentant les différentes zones du matériau. 

l’interface, on a remarqué clairement une différence de densité entre les deux 

cristaux ; cependant étant donné la sensibilité du matériau à l’irradiation électronique 

on n’a pas réussi à observer les plans cristallins (figure 5). Pour aller plus loin et 

mettre en évidence l’interface sans l’endommager nous avons effectué des 

cartographies chimiques EDS (figure 6).  Le suivi des pics Fe–K et Ru–L a été 

effectué le long d’une ligne traversant l’interface. Ces résultats ont montré que les 

zones 1 et 3 contenaient uniquement les éléments Ru et Fe respectivement, alors 

qu’à l’interface, zone 2, on a fait état de la présence du fer et du ruthénium 

simultanément (figure 6). Lorsqu’on a étudié de plus près cette interface on a 

remarqué qu’elle s’étendait sur une certaine épaisseur à l’intérieur des deux cristaux. 

Dans la figure 7 ci-dessous, nous avons montré que la largeur caractéristique de la 

zone interfaciale était d’une taille d’environ 50 nm. 
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Figure 7 : détermination de la « largeur » de l’interface (A et B) ainsi que les pentes correspondantes à 

la dispersion des éléments Fe et Ru dans cette zone de composition intermédiaire. 

Le premier enseignement tiré de ces analyses chimiques est d’avoir mis en évidence 

que l’interface présentait une certaine largeur, en contradiction avec les images MEB 

qui ont donné l’idée d’une ligne régulière et sans interpénétration entre les deux 

cristaux (figure 3). Plus précisément, avec la Cryo-EM nous avons mis en évidence 

un enchevêtrement entre le cristal de Fe et celui du Ru sur une épaisseur d’environ 

50 nm. À partir du profil chimique des deux éléments (figure 7C) obtenu depuis la 

cartographie (figure 7A), nous avons calculé la pente de variation de composition aux 

alentours de l’interface. Nous avons obtenu deux valeurs pour la pente de Ru, 

d’environ 223 et de 56 en valeurs absolues (figure 7C). C’est-à-dire que la première 

partie de la rampe présentait une forte inclinaison puis il s’était produit une cassure 

de descente et la pente de la deuxième partie de la rampe avait diminué 

énormément. Alors que le fer présentait une unique pente de rampe relativement 

grande de 127. Le deuxième enseignement était la différence de diffusion entre les 

deux éléments, en effet le ruthénium avait plus tendance à aller plus loin dans le 

cristal de fer que les atomes de fer dans le cristal de ruthénium. 

Tout ceci pouvait s’expliquer par les conditions de synthèse, car la concentration 

relativement faible de [Fe(CN)6]–4 libres (dû à la dissolution par action de l’eau en 

surface du cristal de Fe) par rapport à [Ru(CN)6]–4, donc la croissance épitaxiale des 

couches cristallines subséquentes serait principalement obtenue par action de cat2+ 

et par les [Ru(CN)6]–4 dans la solution. Cependant pour expliquer la différence de 

pente dans le cas du Ru et la forte pénétration du Ru dans le cristal de Fe cela 

pouvait être l’effet de la diffusion d'espèces moléculaires de Ru au sein du cristal 

composite de Fe déjà formé. De toute évidence, la deuxième pente de la rampe du 

Ru représentait le dernier mécanisme de diffusion dans la phase cristalline qui 

pouvait avoir lieu quelle que soit la manière dont le cristal composite est généré (par 

dissolution/recristallisation ou par coalescence. Concernant le processus de diffusion 

dans la phase cristalline, il convient de noter que les interactions entre les 

composants anioniques et cationiques sont de nature électrostatique et se produisent 

par l'établissement de liaisons H réversibles entre les atomes d'hydrogène acides 

appartenant aux « tectons » organiques (cat2+) et les centres azotés des ligands 
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cyanure de [M(CN)6]4– (M = Ru ou Fe). Comme indiqué ci-dessus, la connectivité via 

une liaison H conduit à la formation de feuilles 2D. Le tassement de ce dernier 

génère des canaux, qui sont occupés par des molécules d'eau. En raison de la taille 

relativement petite du cation (longueur de 1,11 nm et largeur d'environ 0,2 nm) et de 

l'anion (géométrie octaédrique d'un diamètre de 0,62 nm), on pouvait imaginer le 

mouvement de ces espèces au sein du treillis. Ces mouvements pouvaient en outre 

être favorisés par la présence de molécules d'eau mobiles. De plus, la présence de 

trous et de défauts dans le monocristal de fer pouvait également augmenter la 

mobilité de l'espèce moléculaire Ru, cela expliquerait la diffusion prononcée dans le 

cristal de Fe. Donc la solution solide obtenu avait une composition fractionnelle 

([(cat2+)2-(Fe (CN)6)4–)x (Ru(CN)6)4–)1-x 8H2O]) à l'interface, ou x variait selon la 

position dans cette dernière. 

 

III.2.2.1.2) Développement d’une nouvelle approche :  

 

Avec la technique CEMOVIS, utilisée précédemment, nous avons réussi à réaliser 

des sections ultrafines de 70 nm et nous avons maintenu l’échantillon tout au long du 

processus, de la préparation à l’analyse en Cryo-EM, à la température de l’azote 

liquide ce qui a permis de garder intacte la structure du cristal moléculaire. 

Cependant, la mise en œuvre de cette technique était difficile et très délicate et 

demandait une longue pratique. De plus il fallait disposer d’un Cryo-Ultramicrotome. 

Donc pour pallier ces contraintes nous avons développé une nouvelle approche. 

Cette méthode devait en même temps être relativement facile à mettre en œuvre et 

se réaliser dans des conditions normales (par exemple à température ambiante…). 

Nous sommes restés sur l’idée d’effectuer des coupes fines pour garder tous les 

avantages d’un échantillon mince. Cependant pour réaliser des sections ultrafines 

sans défauts on se devait de se prémunir de mettre en contact les cristaux 

moléculaires coupés avec l’eau car leurs structures se modifiaient et souvent ils se 

dispersaient. On ne pouvait non plus utiliser d’autres solvants car les différents tests 

que nous avons effectués ont tous eu des conséquences irréversibles en détruisant 

la structure initiale.  

 

Figure 8 : processus de la préparation à l’analyse en Cryo-EM 
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Les cristaux de Fe et Ru ont été préalablement enrobés dans une résine époxy 

polymérisable à température ambiante. Puis, avant la réalisation des sections nous 

avons déposé une membrane de formvar à la surface de l’eau de la cuve du couteau 

de diamant. Ensuite nous avons procédé à la coupe en prenant soin d’éviter le 

contact avec l’eau. On a récupéré les sections à l’aide d’une grille de cuivre avec une 

membrane de carbone (figure 8). Les différentes préparations sont expliquées dans 

le chapitre 1 paragraphe II.2) sur la préparation. 

L’observation des coupes en Cryo-EM a validé cette technique de préparation. En 

effet, les images acquises ont montré que les matériaux étaient intacts et on a réussi 

à mettre en évidence l’interface. 

         

Figure 9 : a) Image STEM de la zone étudiée avec l’identification de l’interface, b) profil chimique du Fe 

et Ru et c) la cartographie de l’interface entre le cristal de Fe et celui Ru. 

Les analyses ont donné les mêmes résultats et conclusions que ceux obtenu par la 

technique CEMOVIS. En effet, nous avons réussi à mettre en évidence l’interface 

entre le cristal de Fe et celui de Ru. De plus, nous avons également remarqué une 

diffusion plus prononcé du Ru dans la matrice du cristal de Fe (figure 8). Dans la 

figure 9, l’image en mode HAADF a montré une différence de contraste due à la 

différence de masse molaire entre Fe et Ru, de plus on a remarqué que l’épaisseur 

de l’interface était également d’environ 50 nm. 
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Cette méthode avait un avantage de taille, outre qu’elle est facile à utiliser, elle nous 

a permis de réaliser des sections dans des zones d’intérêts particulières du matériau 

et nous avons pu aller voir de plus près certains défauts dans le cristal moléculaire.  

                            

Figure 9 : images BF et HAADF en mode STEM et mesure de la largeur de l’interface à l’aide d’un profil 

d’intensité (en gris). 

Dans l’exemple présenté ci-dessous, nous avons choisi une région sur le cristal à 

l’aide d’une photo obtenue avec un microscope optique. Cette aire représenta le coin 

de l’interface entre les deux monocristaux (figure 10). Cependant, cette région a 

nécessité 

 

Figure 10 : a) image optique de la région choisie, b) préparation de la pyramide de la zone à couper et 

c) photo de la pyramide. 

une préparation particulière pour réaliser les sections. En effet, chaque zone choisie 

demandait au préalable un repérage à l’aide d’un microscope optique ou binoculaire, 

puis il fallait bien orienter le bloc de résine dans le compartiment de l’ultramicrotomie 
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et enfin procéder à la réalisation de la pyramide pour la coupe d’épaisseur 70 nm.  

 

Figure 11 : cartographie chimique du coin « rectangle » de l’interface entre les deux cristaux (gauche) 

et variations de la composition chimique du fer et du ruthénium (droite). 

L’analyse du coin de l’interface entre les deux monocristaux a montré encore un fois 

l’aspect de diffusion du complexe de Ru par rapport au Fe. Dans ce cas, on a 

remarqué que le sommet du coin était essentiellement constitué de Ru alors que les 

facettes présentaient les deux éléments en majorité le Fe.  

Il est important de noter que cette méthode présentait deux bénéfices : le premier est 

la possibilité de réaliser des sections ultrafines tout en gardant le matériau fragile 

intact et le second de choisir n’importe quelle région de l’échantillon à étudier. Grâce 

à cette technique nous avons observé des régions présentant des défauts ou encore 

pu choisir une zone particulière comme présenté ci-dessus. 

 

III.2.3) Conclusion et perspectives 

 

Le développement des techniques de préparation a été la pierre angulaire qui a 

permis de mettre en œuvre la Cryo-STEM couplée à la cartographie chimique pour 

avoir accès à la morphologie, à l’organisation, à la structure et à l’arrangement des 

différents éléments de ces matériaux qui auparavant n’étaient pas accessibles en 

microscopie standard et sans préparation spécifique.  

Dans cette partie, nous avons dû résoudre deux problèmes. Le premier, le plus 

difficile, était le développement de techniques et de protocoles de préparation 

spécifique permettant l’obtention d’une couche mince de l’interface. En effet, 

l’échantillon présentait une fragilité accrue lors de sa manipulation macroscopique 
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car sa structure est régie par des interactions faibles (Van der Waals et liaison H). 

Dans un premier temps, nous avons utilisé plusieurs techniques de Cryo-

ultramicrotomie et c’est la technique CEMOVIS qui nous a permis d’obtenir des 

sections fines et en bonne état. Cependant cette dernière était très délicate à mettre 

en œuvre. D’où l’intérêt de développer une méthode nouvelle et plus facile à mettre 

en œuvre. Le développement de la méthode « à la membrane » a permis d’obtenir 

des sections ultrafines (70 nm) et de garder l’échantillon intact.  

Le deuxième défi était la caractérisation par Cryo-EM en mode STEM pour la 

réalisation de cartographies chimiques du cristal moléculaire. En effet, nous avons 

réussi à mettre en évidence l’interface entre le Fe et Ru sans détériorer le matériau. 

De plus, nous avons montré que la diffusion du Ru dans la matrice de Fe était plus 

prononcée et enfin nous avons réalisé la mesure de l’épaisseur de cette interface.  

Grâce à ces développements il sera sans doute plus facile, par la suite, de réaliser 

des études sur des cristaux moléculaires plus complexes avec plusieurs étages de 

monocristaux et de différentes compositions.
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IV. Développement de la tomographie électronique à froid 

(Cryo-ET) appliquée aux matériaux fragiles : exemple 

d’application à un réseau métallo-organique (MOF) 

 

La tomographie est une expertise du laboratoire, plusieurs thèses ont été soutenues 

dans ce domaine.1,2 Par conséquent, nous n’allons pas développer ici toute la 

méthodologie, ni discuter sa mise en œuvre. Fort de cette compétence, c’est tout 

naturellement, après avoir acquis l’expérience de la Cryo-EM, que nous avons 

exploré la morphologie et la structure de matériaux dit « fragiles » en 3D par la mise 

en place de la tomographie à froid (Cryo-ET).3 Le besoin de sonder certains 

matériaux fragiles pour en tirer les informations tridimensionnelles s’est rapidement 

manifesté. Pour le satisfaire, nous avons mis en application les méthodes de 

préparation que nous avons développées pour la Cryo-EM. Cependant, nous étions 

confrontés à un problème supplémentaire qui était celui du temps d’exposition. Celui-

ci était minimisé au maximum lors des caractérisations en Cryo-EM. Alors qu’en 

tomographie électronique, il faut acquérir une moyenne de 70 images sur un même 

nano-objet, ce qui représente une dose accumulée d’électrons trop importante. 

Souvent à partir de la dixième image la particule présente déjà un début de 

dégradation morphologique. Dans ce chapitre, nous allons partir de l’étude d’un 

réseau métallo-organique (MOF) pour discuter du défi de la mise en place de la 

Cryo-ET ainsi que son intérêt et ses contraintes. On montrera que c’est la seule 

technique qui nous a permis d’obtenir une information volumétrique d’un MOF et dont 

tirer des données numériques. 

 

VI.1) La Cryo-tomographie : son principe 

 

De plus en plus de matériaux synthétisés et étudiés sont à la frontière entre 

l’organique et l’inorganique, ce qui leur confère de nouvelles propriétés mais entraîne 

aussi de nouvelles difficultés pour les caractériser. En effet, la microstructure de ces 

nanomatériaux est de plus en plus complexe. Nous sommes obligés de développer 

de nouveaux outils pour être capable d’analyser et d’optimiser ces microstructures. 

D’autre part, la complexité des dispositifs nanométriques ne cessera de croitre 

jusqu’à obtenir des assemblages composés de plusieurs types de matériaux et dont 

l’ensemble est maintenu par toutes sortes d’interactions dont les plus faibles. Une 

technique de choix pour fournir des informations résolues dans les trois directions de 

l’espace sur ces structures complexes et sensibles est la Cryo-ET. Comme pour la 

tomographie classique, la reconstruction du volume s’effectue à partir d’une série de 

projections en deux dimensions (figure 1), la différence étant le fait que les 
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projections sont enregistrées en mode Cryo-EM ; elle permet d’obtenir une résolution 

inferieure à la dizaine de nanomètres et même en deçà du nanomètre pour les plus 

résistants au faisceau d’électrons du microscope. Étant donné que la profondeur de 

champ en microscopie est assez grande et l’échantillon mince, la mise au point 

s’effectue en première approximation sur toute l’épaisseur de l’échantillon, surtout si 

l’on travaille en mode parallèle TEM. L’image obtenue est donc une projection de 

l’échantillon dans un plan perpendiculaire à la direction d’observation. En inclinant 

l’échantillon à l’aide du goniomètre du microscope à différents angles d’inclinaison 

(angles de tilt) et en réajustant à chaque reprise la mise au point de la projection, on 

obtient une série d’images de ce même objet. Puis à partir de cette série on peut 

réaliser une reconstruction 3D de l’objet à l’aide de différents algorithmes. La 

résolution finale dans le volume reconstruit dépend essentiellement du nombre de 

projections acquises et de l’angle de tilt maximum, mais également des 

caractéristiques de l’objet. Finalement l’analyse du volume consiste à visualiser et 

extraire les parties à analyser à et calculer les paramètres d’intérêt. 

                                        

Figure 1 : Schéma de principe pour l’acquisition d’une série de projections en tomographie électronique  

 

IV.2) Défi pour le développement de Cryo-ET. 

 

La tomographie MET à froid (Cryo-ET)1 est une technique d'imagerie connue et très 

utilisée dans de nombreux sous-domaines de la biologie.4 Ceci grâce à sa capacité à 

imager des cellules intactes, des virus et de grands complexes moléculaires dans 

leur état quasi-natif d'hydratation congelée.5 Cette technique permet de combler 

l'écart de résolution entre les technologies d'imagerie à basse résolution, telles que la 

microscopie en fluorescence, et les technologies à haute résolution, telles que la 

cristallographie aux rayons X et la spectroscopie RMN.15,16 Grâce à ses 
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particularités, la Cryo-ET a été largement utilisée pour révéler l'organisation 

moléculaire des structures cellulaires dans les cellules bactériennes et les virus.17 

Par conséquent, la Cryo-ET est un outil idéal pour étudier ces structures presque 

intactes et leur relation avec leur environnement natif dans les reconstructions 3D 

(connues sous le nom de tomogrammes) à une résolution pouvant descendre jusqu’à 

4 nm (même 2 nm dans les situations les plus favorables).18 Cependant, seuls les 

laboratoires de microscopie dédié aux matériaux biologiques pouvaient prétendre à 

ces caractéristiques grâce à leurs MET dédiés à la cryo-microscopie. Grace aux 

nombreux développements instrumentaux et méthodologiques, ils ont réussi à 

préparer et à acquérir presque de façon automatique des tomogrammes de leurs 

échantillons biologiques par congélation ultrarapide (inferieure à la milliseconde) 

sous très haute pression. Les échantillons vitrifiés peuvent être transférés dans le 

microscope à l’aide d’une cryo-canne sans jamais être en contact avec l’air ambiant. 

Les systèmes d’enregistrement de données sont très rapides et se font dans des 

espaces de stockage des données très volumineux. Dans notre laboratoire on ne 

dispose pas de toutes ces facilités, cependant nos matériaux d’études ne 

présentaient pas les mêmes caractéristiques que ceux issus de la biologie ; ce sont 

des matériaux hybrides, souvent hydratés, qui peuvent présenter une meilleure 

résistance aux dégâts d’irradiation et nous a permis d’explorer la matière hybride et 

fragile et d’en quantifier certains paramètres utiles. La seule différence entre une 

étude Cryo-EM standard et une étude en Cryo-ET est le temps d’exposition. Pour 

l’acquisition des images 2D aux différents angles il faut au minimum 30 minutes. 

Souvent après les premières images, environ une dizaine, l’échantillon présente des 

signes de dégradation. A noter qu’en tomographie électronique standard ces effets 

de dégradation apparaissent plus rapidement dès la deuxième image et de façon 

bien plus importante. Nonobstant, plus nous progressons sur l’acquisition des images 

plus les dégâts sur la structure de la particule deviennent importants. Pour résoudre 

ce problème nous avons d’abord mesuré le dose d’électrons que peut supporter le 

matériau. Ensuite, nous avons mis en œuvre l’acquisition en respectant cette 

condition soit en jouant sur le temps d’acquisition soit en diminuant la dose 

d’électrons d’exposition par image selon plusieurs protocoles, qu’on détaillera par la 

suite. Pour finir, si malgré ces précautions notre échantillon présentait des dégâts 

nous utilisions des filtres lors de la reconstruction pour diminuer l’influence de ces 

dégâts lorsqu’ils ne sont pas très importants, dans le sens qu’ils n’affectent que la 

surface et qu’ils ne modifient pas la morphologie générale de l’échantillon.  
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Figure 2 : méthode utilisé pour obtenir un volume 3D représentative de l’échantillon, en partant de la 

préparation jusqu’à l’analyse des données.  

 

La méthodologie est résumée dans la figure 2 ci-dessus. Il faut noter que nous avons 

utilisés tous les modes de travail (MET, STEM, EFTEM…) que nous offre nos 

microscopes pour réaliser la Cryo-ET. Cependant dans ce chapitre nous détaillerons 

uniquement le mode STEM. Car pour plusieurs raisons, décrite dans le tableau 2 ci-

dessous, ce mode permet d’obtenir une meilleure mise en évidence des 

caractéristiques des différents matériaux étudiés. Nous avons décrit brièvement 

chaque étape de la méthodologie présentée à la figure 2 lors de notre étude sur un 

MOF. 

 

IV.3) Étude par Cryo-ET d’un MOF : détermination de la localisation des 

NPs 

 

Pour illustrer le développement de la Cryo-Et et sa mise en œuvre nous avons choisi 

un matériau hybride de type MOF. Ces derniers ont été beaucoup explorés pour une 

large gamme d'applications différentes, notamment la séparation, le stockage, la 

catalyse et plus récemment, la biomédecine.20 Les bio-applications nécessitent que 

les éléments constitutifs (métal, ligand) des MOFs soient peu toxiques pour les 

mammifères.21 À cet égard, des études récentes ont proposé le couplage direct d'un 

cation non toxique et biocompatible à des lieurs endogènes ou thérapeutiquement 

actifs pour créer des MOF bioactifs.22 En collaboration avec les chercheurs Nathalie 

Steunou de l’institut Lavoisier de Versailles et Nicolas Menguy de l'Université Pierre 

et Marie Curie de Paris nous avons étudié la structure de MOF par Cryo-ET dans le 
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but de déterminer la morphologie globale et le positionnement des nanoparticules 

(NPs) en surface ou à l’intérieur, leurs nombres et le pourcentage volumique. La 

problématique posée était de résoudre le positionnement exact des NPs dans le 

réseau métallo-organique qui pourrait expliquer les propriétés de ces structures. 

Dans ce cas, il s’agissait plus précisément du développement d'un nanovecteur 

multifonctionnel basé sur les MOF avec des propriétés de délivrance de médicament 

et d'imagerie. 

 

IV.3.1) Présentation de l’échantillon : 

 

Le matériau que nous avons étudié était composé d’une partie organométallique le 

FeIII
3O(H2O)2F{C6H3(CO2)3}2-nH2O appelé « MIL-100(Fe) »23 et de nanoparticules de 

maghémite. Il est présenté ci-dessous, figure 3, la réaction de formation du MIL-

100(Fe). 

 

Figure 3 : Structure de MIL-100 (Fe). (a) Un trimère d'octaèdres de fer et (b) acide benzène-1,3,5-

tricarboxylique (acide trimésique). (c) Vue schématique d'une cellule unitaire de MIL-100 (Fe). À droite 

les deux types de cages en mode polyédrique. (d) Fenêtres hexagonales et (e) pentagonales.23 

 

Deux approches peuvent être utilisées pour la formation du réseau avec les 

nanoparticules de maghémites (γFe2O3). Soit les NPs sont ajoutées après formation 

du MOF, avec une probable localisation en périphérie. Soit la formation du MIL-

100Fe se fait en présence de NPs de γFe2O3 et la probabilité est forte que ces 

dernières soient au cœur du MOF, voir figure 4.  
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Fi

gure 4 : représentation des deux approches de synthèse : (a) absorption des NPs de maghémite en 

surface du MOF et (b) croissance du MOF sur les maghémites (système cœur-coquille). 

 

Le but de la Cryo-ET était de déterminer avec précision le positionnement de ces 

NPs dans le réseau. Ceci devait permettre de valider ou non l’une ou les deux 

approches. 

 

IV.3.2) Préparation d’échantillon  

 

Les échantillons pour la tomographie peuvent être préparés par diverses méthodes. 

Pour la Cryo-ET, les échantillons se présentaient en milieu liquide ; il est prélevé une 

goutte qui est déposée sur une fine membrane de carbone avec des trous réguliers 

supportée par une grille de cuivre. Cette grille est ensuite congelée à l'aide d'éthane 

liquide. La chute brutale de la température empêche les molécules d’eau de se 

réorganiser en cristaux et ainsi de la glace amorphe se forme, ce qui préserve les 

échantillons hydratés dans leur état d'origine avec un minimum d'artefacts.  

Cette préparation est exactement la même que pour une observation en Cryo-EM 

standard (chapitre 1, paragraphe II.2.1.1.1). Il est également possible de partir de 

sections minces réalisées par cryo-ultramicrotomie, dans ce cas les coupes sont 

gardées dans l’azote liquide et transférées directement dans le porte objet froid 

préalablement placé à la température de l’azote liquide. Ce porte objet spécifique 

dispose d’un système de refroidissement dont la température peut descendre jusqu’à 

la température de l’azote liquide (environ -195°C) et qui permet de plus d’avoir une 

amplitude angulaire jusqu’à ± 70°.  
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IV.3.3) Mesure de la dose maximum : 

 

Comme chaque matériau a une réaction différente à l’exposition au faisceau 

d’électrons, l’étape de mesure de la dose d’électrons totale supportée par 

l’échantillon est importante. Elle permet d’avoir une information sur la résistance et la 

fragilité de l’objet étudié. Par ailleurs cela permet de mettre en place les précautions 

pour préserver sa structure des dégâts d’irradiations. En effet, les dégâts après une 

acquisition peuvent être plus au moins importants selon le temps d’acquisition, la 

dose d’électrons ou encore le mode de travail utilisé. Le choix de travail en mode 

STEM permet une meilleure maitrise de la dose d’électrons totale, de plus le 

contraste sur les matériaux hybrides est meilleur que dans le mode MET standard et 

enfin il permet d’obtenir deux reconstructions simultané une en champ clair (BF) et 

l’autre en champ sombre HAADF, le dernier permettant de s’affranchir de l’effet de la 

diffraction des nanoparticules cristallisées. Cependant, nous avions un problème lors 

de l’utilisation de ce mode de travail : le temps d’acquisition était beaucoup plus 

important que dans le cas d’une acquisition en mode MET. Et ceci avait pour effet de 

dégrader l’objet étudié après seulement quelques degrés d’inclinaisons, souvent 

après une dizaine d’images. Ici, nous présentons les conséquences de l’irradiation 

électronique, lors de l’acquisition en mode STEM, sur un nano-objet MOF avec les 

NPs de maghémites (figure 5). 

 

Figure 5 : Images à 0 degré avant (gauche) et après (droite) le processus d’acquisition tomographique. 
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Après l’acquisition des projections, l’échantillon présente des dommages importants. 

Sur cet exemple, on observe les premiers signes de détérioration à partir de l’angle 

d’inclinaison de 32,5° et à 10° la surface du matériau est totalement changée (figure 

6).  

 

 

Figure 6 : suivi de la dégradation durant le processus d’acquisition. 

 

La structure est relativement bien maintenue de 70° à 32,5°, ce qui représente 1660 

secondes (en moyenne 100 secondes par projection), avec un grandissement de 

300Kx et une densité de courant de 7,9 pA/cm2. La dose électronique reçue en une 

seconde est d’environ 5.107 e/s donc la dose totale maximum est de 8,3.1010 

électrons8 voir tableau 1 ci-dessous. 

                

Tableau 1 : récapitulatif des relations et données utilisées pour le calcul de la dose électronique totale 

maximal supportée par l’échantillon. 

Dans ce cas on a remarqué que la morphologie globale est relativement intacte, 

cependant il y a une diminution du volume total. Grace à la mesure de dt-max, la limite 

de résistance à l’irradiation de l’échantillon est connue et permet de prendre les 

précautions nécessaires lors de l’acquisition pour préserver la structure de l’objet 

étudié. 

 

 

 

IV.3.4) Acquisition : Développement d’une méthode pour réduire les 

effets des électrons  
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La Cryo-ET sur les échantillons biologiques est presque exclusivement réalisée en 

mode parallèle soit sur des coupes d’ultramicrotomie à froid ou sur des spécimens 

marqués pour augmenter le contraste.6,7 Les microscopistes en biologie travaillent 

avec une illumination très faible en deçà de 100 e-/nm2.s,9 d’où la nécessité de 

prendre un nombre considérable d’images à chaque angle et un temps d’acquisition 

très long d’une série pouvant aller jusqu’à plusieurs jours. Pour nous le mode STEM 

a des avantages indéniables pour obtenir les informations essentielles sur nos 

échantillons hybrides (tableau 2). En conséquence, pour réduire la dose d’électrons 

et le temps d’exposition nous avons mis en place une méthode d’acquisition 

spécifique (figure 7). Pour ce faire, lors de l’expérimentation nous réalisons en 

premier le repérage de plusieurs nano-objets bien situés avec des angles 

d’inclinaison de ± 70 degré, dans la mesure du possible. Ensuite, nous choisissons 

un objet, autre que celui d’intérêt, le long de l’axe d’inclinaison pour y faire les 

réajustements des paramètres d’acquisition lors de de l’enregistrement de la série 

des projections. Par conséquent, nous réduisions le temps d’exposition sur l’objet, ce 

dernier n’étant exposé aux électrons 

 

           

Tableau 2 : schéma comparative des avantages et inconvénients de la Cryo-ET selon le mode STEM et 

TEM sur le matériaux hybrides. 

 

que lors de l’enregistrement des « vraies » images. Ainsi l’échantillon n’était illuminé 

qu’un quart du temps par rapport à une acquisition standard, avec les corrections des  
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Figure 7 : Méthodologie d’acquisition d’une série de projections Cryo-ET en mode STEM. 

 

paramètres d’acquisition réalisées sur l’objet d’étude. Ce protocole nous a permis de 

minimiser l’exposition de l’échantillon aux électrons et d’être en dessous de la limite 

de destruction de la morphologie de la particule. 

IV.3.5) Acquisition et alignement : critère d’acceptabilité de la série 

 

Ces séries de tilt ont été acquises en mode STEM et l’échantillon a été incliné entre 

+70° et –60° avec un incrément de 1,5°. Si l'acquisition des images était parfaite, il 

serait possible d’obtenir directement un tomogramme à partir des données brutes. 

Cependant, ceci est presque impossible à cause des différentes imperfections 

mécaniques du goniomètre et du porte-objet, lors du suivie de l’acquisition. Donc il 

est nécessaire d’aligner la série d'images inclinées afin de corriger toutes ces 

imperfections. Pour ce faire, il est impératif d’identifier et faire correspondre un seul 

axe de coordonnées aux différentes projections. La plupart des méthodes 

disponibles exécutent cette étape de manière semi-automatique en utilisant des 

algorithmes basés sur la fonction de corrélation croisée entre deux images qui sont 

implémentés dans divers logiciels (tomoJ, IMOD…).10,11 Il est aussi possible de 

placer des marqueurs tel que des billes d’or sur l’échantillon (repères de contraste 

élevé appelé « fiducials markers » en anglais) afin d’augmenter la précision de 

l’alignement.10 Ces marqueurs sont utilisés pour suivre l’alignement d’une projection 

à la suivante. Ceci a pour effet de créer un modèle géométrique donnant un 

alignement beaucoup plus précis à appliquer à la série de projections. Cependant 

dans notre cas nous n’avons pas utilisé de marqueur pour ne pas les confondre avec 

les NPs de l’échantillon.  
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Après l’acquisition nous avons enregistré les images à 0 degré, pour pouvoir les 

comparer à celles de départ (figure 8) et ainsi juger de l’acceptabilité de la série de 

projections. 

 

 

Figure 8 : présentation des images à 0 degré avant et après acquisition de la série d’images. 

 

La première remarque est que, en utilisant les paramètres d’acquisition pré-définis, la 

morphologie globale à bien été préservée dans l’ensemble. On n’observe pas de 

détérioration notable de la structure, en exceptant le fait qu’une très fine couche de 

contamination s’est formé autour du grain choisi. Ces résultats nous ont permis de 

conclure que la série était acceptable et qu’on pouvait passer aux étapes suivantes, 

notamment l’alignement et la reconstruction.  

 

 

IV.3.6) Reconstruction : 
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Une fois les images alignées, l’étape suivante est la reconstruction de l’objet. Pour ce 

faire, des algorithmes mathématiques analytiques itératifs basés sur la 

rétroprojection filtrée (Weighted Backprojection en anglais),12 telles que la méthode 

de reconstruction itérative simultanée (SIRT)13 et la méthode de reconstruction 

algébrique (ART)14 ont été implémentées dans différents logiciels pour générer des 

cartes de densité moyenne 3D.5,6 Toutes les méthodes de reconstruction dépendent 

de la réalisation préalable d'un alignement fin, dans le but d’obtenir  une 

reconstruction avec la résolution théorique espérée. Du point de vue mathématique, 

la reconstruction d'un objet à partir de la connaissance de ses projections a été 

proposée par Radon. En effet, la densité massique locale de l’objet (qui est 

proportionnelle à l’intensité) peut être définie en chaque point par une fonction 

tridimensionnelle f(x,y,z). L’ensemble des projections de l’objet correspond à la 

transformée de Radon de cette fonction, qui est une famille de fonctions Rp(xi,yi,qp). 

La reconstruction tomographique consiste à inverser la transformée de Radon pour 

revenir à la fonction f(x,y,z) de départ correspondant à la densité locale moyenne.19  

Pour la reconstruction nous avons choisi d’utiliser l’algorithme ART avec plus d’une 

vingtaine d’itérations.  

 

 

Figure 9 : coupes xy par le volume du tomogramme reconstruit.  

 

Finalement, grâce à la segmentation, on peut mettre en évidence le positionnement 

des nanoparticules dans ce volume. En effet on a pu remarquer, voir la figure 9, que 

l’objet présentait deux parties. Dans la première les NPs de maghémites étaient à 

l’intérieur du MOF et dans l’autre partie en périphérie (figure 10). La figure ci-dessous 

montre à titre illustratif quelques coupes par le volume reconstruit, dans des 

directions orthogonales, pour mettre en évidence cette disparité. 
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Figure 10 : coupes typiques par la reconstruction dans trois directions perpendiculaires (xy, yz et xz) (A) 

La partie où les NPs sont à l’intérieur du MOF et (B) la partie où les maghémites sont en surface. 

 

 

Figure 11 : à gauche la modélisation du volume 3D, au centre deux coupes « xz » de la partie B (en 

haut) et de la partie A (en bas) et à droite une section « xy » du volume traversant les deux parties. 

Pour confirmer le positionnement des NPs, nous avons analysé la reconstruction 

coupe par coupe dans différentes directions (voir la figure 11). L’analyse de 

l’ensemble du volume a confirmé la présence de particules de maghémites à 

l’intérieure de la partie A et en périphérie de la partie B (figure 11). 

IV.3.7) Analyse des données : 
 

Comme précisé précédemment, une fois que le volume du nano-objet calculé, il peut 

être analysée en passant par des étapes de segmentation et de quantification. 

L'objectif de la segmentation est d'isoler l'arrière-plan d'un ensemble de pixels 

contenant des caractéristiques structurelles spécifiques. Cette étape indispensable 

pour obtenir des informations quantitatives (volume, surface spécifique, localisation 

etc.…) d'un volume reconstruit. Il est également possible d’obtenir une 

représentation schématisée à 3D « visuelle » en attribuant une couleur à chaque 
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composant du matériau hybride, cette dernière étape est communément appelée la 

modélisation 3D de l’objet.  

 

 

Figure 12 : quantification du volume : (a) identification et numérotation de chaque nanoparticule, (b) 

calcul du volume des NPs et (c) représentation et quantification du volume total de l’objet MIL-

100Fe@γFe2O3. 

 

Une fois les deux partie d’intérêt isolées, l’analyse quantitative est immédiate, car on 

a accès à la position 3D du centre de gravité de l’objet et de chaque NP et également 

de leurs volumes et de leurs surfaces. Plus particulièrement, pour obtenir ces 

données quantitatives il suffit de compter en première approximation les voxels 

situés à l’intérieur de l’objet sélectionné ou situés sur sa surface. À partir du volume 

segmenté, nous avons obtenu une représentation volumétrique de l’objet considéré à 

travers l’interface d’un logiciel de visualisation (figure 12). Le calcul total du volume 

occupé par les nanoparticules était d’environ 11 674 nm3 et celui de l’objet entier 

était de 35 000 nm3. Donc les particules représentaient environ 30% du volume total. 

 

IV.4) Conclusion 

 

Nous avons montré la possibilité de réaliser des études en tomographie électronique 

en transmission sur des matériaux fragiles. Cela a nécessité de développer une 

méthodologie pouvant être appliquée pour tout type d’échantillon présentant une 
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sensibilité aux électrons. Dans notre étude, la Cryo-ET nous a permis d’avoir accès à 

la quantification, à la localisation de chaque partie du matériau et aux 

caractéristiques structurales dans les trois directions de l’espace. Ceci démontre que 

la formation de MOF est gouvernée par les deux approches et seul la Cryo-ET 

pouvait valider la voie utilisée. En effet, nous avons eu accès à plusieurs donnés 

numériques de chaque NP, comme le volume, la surface, le positionnement et 

l’interaction avec le MOF.  

Cette méthodologie nous a permis d’étudier d’autres échantillons pour en obtenir des 

informations structurales, de location et distribution relative des différents 

constituants, et ceci de manière quantitative, tel que des nanostructures hybrides 

constituées d’un cœur sphérique de silice sur lequel se trouvent des satellites de 

nanoparticules (ferrite, Au, Ag, Pd…) de différentes morphologies. En effet, dans une 

étude en tomographie classique, sans l’utilisation du mode cryo, la structure de la 

bille de silice s’effondre ce qui a pour conséquence de perdre le volume et les NPs 

se détachent.  

De manière générale, la cryo-tomographie nous a permis de compléter notre savoir-

faire dans l’utilisation des techniques de tomographie. Jusque-là, essentiellement 

utilisée dans le domaine de la biologie, sa transposition au domaine des matériaux 

ouvre de nombreuses perspectives d’application aux échantillons sensibles difficiles 

à étudier par tomographie électronique conventionnelle, comme par exemple la 

matière molle et les nanostructures hybrides qui sont de plus en plus développées 

dans notre institut ou dans les laboratoires partenaires.
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V) La microscopie électronique environnementale 

en milieu liquide : la nucléation et la croissance de 

nanoparticules à base de fer dans un milieu 

organique. 
 

Grâce aux récents développements techniques en microscopie électronique en 

transmission (MET), l’étude de matériaux et de leur évolution en mode dynamique 

dans des environnements réels est désormais possible. L’étude et la compréhension 

de phénomènes de formation et de croissance de matériaux en milieu liquide par 

MET est un véritable enjeu et l’on arrive maintenant à obtenir un aperçu direct et en 

temps réel des mécanismes de réaction dans des processus tels que la formation, 

l’agrégation ou la nanostructuration de complexes, molécules ou atomes 

individuels.1,2 Ceci est particulièrement important pour comprendre et contrôler les 

propriétés et les caractéristiques structurelles des nanoparticules qui sont très 

sensibles à tout changement subtil dans les conditions de réaction. La maîtrise des 

propriétés physico-chimiques des nanomatériaux implique un contrôle de leur 

structure (taille, forme, composition, structure atomique) et de leur organisation 2D 

ou 3D. Au cours de ces vingt dernières années, une très grande diversité de 

nanomatériaux et de super-cristaux composés de briques élémentaires 

nanométriques a été fabriquée par voies chimique ou physique. Cependant, en 

l’absence d’une compréhension complète des mécanismes de nucléation, de 

croissance et des phénomènes d’auto-organisation de nano-objets, l’obtention de 

nanomatériaux technologiquement innovants se fait de manière empirique et les 

rôles respectifs des paramètres de synthèse restent parfois très flous. Le principal 

verrou scientifique provient de la difficulté de sonder en solution ou sous flux de 

vapeur la nature dynamique de la formation des nanomatériaux aux échelles spatiale 

et temporelle adéquates. 

Pour rappel, dans les chapitres précédents nous avons présenté des méthodes pour 

conserver les matériaux et réduire les dommages d’irradiation causés par le faisceau 

d’électrons. Pour cela, nous avons utilisé la Cryo-EM et les techniques de 

préparations associées pour préserver la morphologie et la structure de l’échantillon 

dans son environnement natif ou d’évolution mais à un temps donné fixe. Le but 

recherché était de réduire l’influence des électrons sur l’échantillon tout en essayant 

d’obtenir un minimum de signal pour enregistrer une image. Alors que dans ce 

chapitre, il est question de se servir des électrons pour initier la réaction pour suivre 

en direct les différentes étapes de synthèse de nanoparticules. La particularité de ces 

expériences est leur réalisation en milieu organique. Jusqu’à maintenant la quasi-

totalité des publications dans le domaine de la microscopie environnementale en 
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milieu liquide (in-situ liquide) fait état de résultats en milieu aqueux. Dans ce chapitre, 

on discutera d’abord de la mise en place de l’in-situ liquide et de ses défis y compris 

une brève présentation du porte-objet liquide. Puis on exposera les résultats obtenus 

sur l’étude de la nucléation et la croissance de nanoparticules d’oxyde de fer dans un 

solvant organique en temps réel selon la synthèse par décomposition thermique.  

 

V.1) Développement de la microscopie MET in-situ liquide 

 

Au cours des dernières décennies, il y a eu un grand intérêt à développer et à 

modifier les techniques permettant une analyse à l’échelle atomique de la matière, 

tels que la microscopie électronique à balayage,7 la diffusion de rayons X à petits 

angles en incidence rasante (SAXS / GISAXS)8 ainsi que les microscopies à sondes 

locales (AFM, STM)9 pour y implémenter le mode environnemental. C’est tout 

naturellement que la MET à pris part à ce développement afin d’ouvrir la voie à 

l’analyse des matériaux biologiques ou synthétique à l’échelle nanométrique dans 

leurs milieux natifs ou de réactions. En effet, les études en mode in-situ liquide 

permettent de suivre et d’observer en temps réel aux échelles de la seconde et du 

nanomètre la dynamique de la matière dans un environnement liquide ou gazeux 

bien contrôlé. Contrairement aux études dites ex-situ (ou post-mortem) qui 

permettent uniquement la comparaison entre deux états de la matière (avant et après 

contrainte), les études in-situ donnent accès aux états intermédiaires. La cellule 

environnementale fermée, présentée ci-dessous a été développée pour permettre 

ces études in-situ liquide. De plus, compte tenu de la complexité des phénomènes 

observables il est important de contrôler certains processus tels que la radiolyse et la 

résolution.  

 

V.1.1) Cellule environnementale fermée : système dédié in-situ liquide 

 

La production et la propagation des électrons dans un microscope électronique 

nécessitent l’ultravide. Dans un liquide, les résolutions spatiale et spectrale de 

l'instrument sont très vite dégradées.3,5 Pour conserver les performances de 

l’instrument, il faut confiner l'environnement liquide dans la région des pièces polaires 

de la lentille objectif où se trouve l'échantillon. Cela consiste à confiner 

l’environnement liquide dans une zone restreinte autour de l'échantillon en utilisant 

une cellule environnementale fermée. Le développement de ces dernières a été 

mené par les équipes de Williamson et Ross,6 qui ont mis au point une cellule liquide 

personnalisée fabriquée sur mesure utilisant deux micro-puces de Si avec une 

fenêtre Si3N4 de 100 x 100 μm. La faible distance parcourue par les électrons dans 
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l’environnement liquide (modulable de 50 nm à 5 µm) permet d’observer la 

dynamique de nano-objets dans de très nombreux solvants. La composition de 

l’environnement est finement contrôlable via un système micro-fluidique qui permet 

d’injecter les liquides réactifs au niveau de la fenêtre d’observation. Enfin, ces 

cellules micro-fabriquées peuvent intégrer des électrodes pour sonder les réactions 

électrochimiques, ainsi qu’accessoirement un système de chauffage très stable et 

ultra-rapide qui permet de contrôler la température. Une telle cellule se compose 

généralement de deux fenêtres en nitrure de silicium amorphe suffisamment minces 

pour être transparentes aux électrons et suffisamment résistantes pour supporter de 

fortes pressions de gaz et des températures élevées, ou contenir un liquide (figure 

1).  

               

Figure 1 : représentation du système de porte-objet permettant les expériences en milieu liquide. (a) 

Système de Protochips Poseidon 510, (b) cellules en Si fermées avec fenêtres Si3N4 transparentes aux 

électrons, (c) cellule électrochimique et (d) cellules liquides statique et avec circulation. 

 

Pour nos études nous avons utilisé un système Poseidon 510 fabriqué par la société 

Protochips (figure 1). Cette configuration en sandwich se situe à la pointe du support 

TEM (figure 1b) et en fonction de l'épaisseur de l'échantillon, il est possible de choisir 

des puces avec des espaces de différentes tailles (50 nm, 150 nm, 500 nm, 1 μm ou 

5 μm) ce qui permet de faire varier le volume de liquide reçu. De plus on peut 

travailler en mode circulation (flow), surtout utilisé dans le cas d’études 

électrochimique ou lors d’expérience de réaction entre deux réactifs.  
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V.1.2) La radiolyse 

 

L’interaction du faisceau électronique avec l’échantillon est un facteur clé de toute 

expérience en microscopie électronique. Pour une interprétation rigoureuse des 

résultats obtenus sur des échantillons liquides, il est nécessaire de bien comprendre 

les effets du faisceau. Cela peut être compliqué par la diversité des interactions 

possibles et par la nécessité de modèles quantitatifs pour les interactions 

faisceau/liquide. Pour les études sur la nucléation et la croissance décrites ci-

dessous, nous avons pris en compte divers effets du faisceau, thermiques et non 

thermiques. En ce qui concerne le chauffage dû à l’irradiation électronique (les effets 

thermiques), les diverses études et calculs10 ont montré qu’il se produisait qu'une 

faible élévation de température (quelques degrés ou moins) en raison de la bonne 

conductivité thermique des échantillons de cellules liquides épaisses. Dans notre cas 

en milieu organique avec des chaines de carbone longue (octadécène) la 

température maximum calculée est de 4°C, valeur calculée en utilisant la formule 

(équation 1) donnée par Schneider et al.13 Néanmoins, le chauffage du faisceau peut 

altérer la diffusion et les vitesses de réaction par convection, tandis qu'une légère 

hausse de température altère la cinétique électrochimique.14 Cependant les effets 

non thermiques sont plus importants et plus complexes dans notre système. Les 

électrons de haute énergie dans l'eau produisent des espèces ayant une vie 

relativement longue, telles que les radicaux OH et les électrons hydratés (e-
aq).11 

Dans un milieu organique, d’autres types de radicaux se forment selon la 

composition du solvant organique et des différentes molécules qui y sont présentes. 

Toutes ces espèces peuvent jouer un rôle clé dans le processus de germination et 

croissance de nanoparticules induits par un faisceau d'électrons à partir d'espèces 

solvatées.12,13 La connaissance de la chimie des solutions est très importante car des 

espèces qui se chargent en solution peuvent éteindre les radicaux et réduire leur 

réactivité.  

Tableau 1 : (a) équation pour calculer la différence de température induit par le faisceau électronique. 

(b) Tableau avec les propriétés thermo-physiques du n-octadécane16. (c) Paramètre pour le calcul de 

l’augmentation de température maximum dans le cas de l’octadécene. 
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De plus, il faut savoir que des espèces réactives peuvent également être générées 

par des interactions entre le faisceau et le substrat. Ces espèces chargées peuvent 

également influencer les courants mesurés dans une expérience électrochimique.14 Il 

est clair que des expériences dans différentes conditions de tension d'accélération 

ou d'intensité de faisceau sont nécessaires pour évaluer l'effet du faisceau sur tout 

phénomène en phase liquide étudié. 

 

V.1.3) La résolution 

 

La résolution des images MET est un paramètre fondamental pour les études in-situ 

sur des liquides. La résolution dépend d'abord de l'épaisseur de liquide dans la 

cellule in-situ assemblée. Les électrons doivent passer à travers les fenêtres de 

nitrure de silicium (Si3N4) et l’épaisseur du liquide. Il convient de noter que le volume 

supplémentaire introduit par la courbure des fenêtres sous vide peut également 

réduire la résolution. L'effet de courbure se produit car les fenêtres Si3N4 se gonflent 

vers l'extérieur ce qui a pour effet d’augmenter l'écart entre les membranes 

supérieure et inférieure.18 De plus, la position de l'échantillon à l’intérieur entre les 

deux puces est également cruciale pour la résolution de l'image. À ce sujet, De 

Jonge et Ross19 ont développé une équation analytique pour la résolution en fonction 

de l'épaisseur du liquide (figure 2). Puis en 2014, De Jonge et Schuh17 ont montré 

que la position d'un échantillon dans la cellule liquide selon le mode utilisé avait une 

influence importante sur la résolution. En effet, ils ont remarqué le fait intéressant 

que la meilleure résolution en mode STEM était obtenue avec des nanoparticules sur 

la fenêtre supérieure, alors que la meilleure résolution pour le mode MET l’était avec 

les particules situées sur la fenêtre inférieure. Ensuite, ils ont noté qu’il se produisait 

un mouvement des nanoparticules avec un grossissement supérieur à 1200kx, ce 

qu’ils attribuaient au transfert d’électrons dans les particules.17 Cependant, il est 

important de reconnaître que l'imagerie à fort grossissement est beaucoup plus 

sensible à la détection du mouvement des nanoparticules dans un liquide. Enfin, il 

est important de souligner que la plupart des auteurs ont totalement négligé tout effet 

de chauffage du faisceau dans leurs analyses. 
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Figure 2 : résolution maximale théorique en fonction de l'épaisseur de l'eau pour le MET et le STEM. La 

résolution a été calculée pour des paramètres typiques, en considérant une énergie de faisceau de 200 

keV, pour l’imagerie de nanoparticules d’Au sur la fenêtre inferieure dans une couche d’eau pour le 

mode MET et sur la fenêtre supérieure dans la couche d’eau pour le modeSTEM.19 

 

Dans nos études selon le mode d’observation choisi, on adaptera la préparation pour 

être dans les meilleures conditions permettant d’obtenir la meilleure résolution 

possible. 

 

V.2) Étude par MET in-situ liquide des processus de nucléation - 

croissance de particules à base de fer dans des milieux organiques 

 

Les nanoparticules magnétiques sont l’objet de nombreuses études ces dernières 

décennies du fait de leurs propriétés magnétiques particulières dépendant fortement 

de leur taille, de leur composition, et de leurs interactions. Elles trouvent des 

applications dans de nombreux domaines, tels que les fluides magnétiques, la 

catalyse, la biomédecine ou pour la dépollution des eaux. Les nanoparticules 

présentent également un potentiel d’application élevé quant à la fabrication de futurs 

dispositifs miniaturisés. En effet, de par leur taille à l’échelle du nanomètre, elles sont 

maintenant considérées comme des briques élémentaires utilisables dans le cadre 

de l’approche « ascendante » (bottom-up) des nanotechnologies. D’autre part, dans 

le cas particulier des nanoparticules d'oxyde de fer, elles sont de plus en plus 

utilisées en tant qu'agent de contraste en imagerie par résonance magnétique 

(IRM)20,21 et peuvent être également utilisées en tant qu'agents thérapeutiques pour 

l'hyperthermie magnétique notamment lorsqu’elles présentent une anisotropie 

magnétique élevée.22,23 Compte tenu de l’importance de l'effet de la forme des 

nanoparticules sur l'anisotropie magnétique, le contrôle de celle-ci et de sa  

reproductibilité est une difficulté de synthèse. La méthode la plus utilisée et qui a 
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donné les meilleurs résultats sur le contrôle des caractéristiques de forme est la 

décomposition thermique.24 Effectivement, en optimisant les conditions et les 

paramètres de réaction, comme par exemple la structure du précurseur de fer, sa 

teneur en eau, mais également la quantité de tensioactif (oléate de sodium) il est 

possible de contrôler la forme. Par conséquence, des nanoparticules d'oxyde de fer 

de forme et de composition différentes ont été obtenues tel que des nano-plaquettes, 

des sphères, des cubes ou encore des aiguilles.24 Il est par conséquent très 

important de comprendre les mécanismes de synthèse et les processus dynamiques 

qui régissent les caractéristiques les plus importantes de tout réaction chimique en 

solution. Bien que cette technique ait permis de dévoiler différents aspects de la 

synthèse de nanoparticules dans des solutions aqueuses, très peu d'études ont été 

consacrées aux phénomènes se déroulant dans les solvants organiques, ceci en 

raison de la difficulté de telles expériences, comme la dégradation de la résolution 

due aux l'épaisseur du liquide organique et sa haute viscosité, ainsi que la difficulté 

de quantifier l'effet du faisceau.1 Au cours de ce chapitre, nous présentons d’abord 

les résultats obtenus lors de la nucléation des NPs de ferrite puis on montre 

l’influence de la dose électronique sur leur croissance et morphologie finale. 

 

V.2.1) Décomposition thermique : synthèse ex-situ d’oxyde de fer  

 

La décomposition thermique de stéarate de fer (organométalique) en présence 

d’acide oléique dans l’octadécène (figure 3) permet d’obtenir des NPs de ferrite avec 

des tailles et des formes maitrisées. 24 La particularité de cette réaction est de se 

produire aux températures de décomposition des organométalliques (plus de 250°C) 

donc le solvant doit avoir impérativement une température d’ébullition supérieure.  

Figure 3 : (a) La réaction pour la formation de NPs d’oxydes de fer par la méthode de décomposition 

thermique du précurseur de stéarate de fer avec un surfactant d’acide oléique dans l’octadécène et (b) 

le montage de synthèse ex-situ. 

La synthèse de nanoparticules d'oxyde de fer par ce procédé de décomposition 

thermique a connu un essor considérable après la publication de Park et al,27 car elle 

permet d’obtenir des NPs hautement monodispersés suivant une méthode 

relativement simple et évolutive. Dans une configuration typique présentée dans la 

figure 3, la réaction se déroule dans un ballon chauffant où un précurseur 
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organométallique, le stéarate de fer, est introduit dans un solvant à point d'ébullition 

élevé. Des tensioactifs d’acide oléique, sont ajoutés au mélange réactionnel pour 

affiner la cinétique de croissance et personnaliser la taille et la morphologie (figure 

4).28 Il a été démontré que le surfactant avait un effet sur le précurseur de stéarates 

de fer et pouvait orienter la croissance selon des directions bien définie permettant 

d’avoir un ou plusieurs types de morphologie, de plus ces études ont confirmé l’effet 

négatif de l’eau sur la forme par comparaison de précurseurs avant et après 

déshydratation. Lorsqu’il est introduit un mélange d’oléate de sodium avec l’acide 

oléique selon des rapports de concentration entre les deux (oléate de sodium/acide 

oléique) bien définit, cela a pour conséquence l’obtention de formes particulières. Par 

exemple avec un rapport de 1:1 la synthèse donne principalement des nanocubes.25 

De plus ces derniers n'ont été obtenus qu'avec des précurseurs déshydratés.25 Avec 

un rapport de concentration oléate de sodium / acide oléique de 4:1 les réactions ont 

conduit préférentiellement à la formation de nanoplaquettes. Cette morphologie est 

plus rarement rapportée dans la littérature, elle a été confirmée par tomographie 

MET. Un autre effet a été rapporté, celui sur la taille et la dispersion des NPs ; en 

effet l’utilisation d’un tensioactif avec le précurseur a montré qu’il était possible de 

contrôler la taille des NPs.24 En effet, l’évolution du rapport de concentration entre le 

stéarate de fer et le tensioactif a pour conséquence de faire évoluer la taille des NPs 

de ferrites.24 Pour activer la nucléation et la croissance des nanoparticules, la 

température est montée de manière contrôlée jusqu'à la température de 

décomposition des précurseurs de stéarates de fer (250°C).  

           

Figure 4 : différentes morphologies des NPs d’oxyde de fer obtenues par décomposition thermique avec 

différentes conditions de synthèse. (a) NPs cubiques, (b) NPs sphériques et (c) NPs plaquettes. 

 

 

 

 

V.2.2) Synthèse in-situ en milieu liquide des nanostructures d’oxyde de 

fer par décomposition thermique  
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Comme mentionné avant, l'étude post-mortem des mécanismes de synthèse a 

confirmé le rôle majeur du ligand, du surfactant et de la vitesse de montée en 

température dans la formation de nanoparticules de différentes formes et tailles.  

 

 

Figure 5 : (a) mélange réactionnel (stéarate de fer avec un mélange d’oléate de sodium/ acide 

d’oléique) dans l’octadécène, (b) étapes de préparation pour l’étude in-situ par TEM en utilisant la 

cellule environnementale liquide. 

 

En ce qui concerne les études TEM in-situ, les mélanges réactionnels utilisés dans 

ces expériences ont été ceux déjà optimisés pour la synthèse par décomposition 

thermique de nanoparticules d'oxyde de fer en milieu organique dans notre 

laboratoire (en collaboration avec l’équipe de Sylvie Begin). Dans un premier temps, 

2,32 mmol de stéarate de fer ont été mélangés à 3 mmol de surfactant, mélange 

d’acide oléique et d’oléate de sodium, dans 15 mL d'octadécène utilisé comme 

solvant. Le mélange a été agité et chauffé à 130° C pendant 90 min sans réfrigérant 

afin de dissoudre les réactifs et d'éliminer les résidus d'eau. Dans la figure 5b, nous 

présentons les différentes étapes de la préparation de la cellule environnementale 

fermée. Préalablement les deux membranes de la cellule environnementale 

(supérieure et inférieure) sont lavées dans de l'acétone, du méthanol et de l'éthanol 

de qualité HPCL successivement pour éliminer le revêtement protecteur. Ensuite, 1 

µl de la solution de mélange réactionnel est déposé sur la fenêtre d'observation en 

nitrure de silicium en mode statique. Après vérification de l’étanchéité par un système 

de pompage secondaire de la cellule fermée, le système PO est introduit dans le 

MET. Les expériences de nucléation et de croissance sont suivies par capture 

continue des images afin de produire des séquences de vidéo de leurs dynamiques. 

La dose d'électrons a été calculée comme décrit par Woehl et al.29  

 

 

V.2.2.1) Dose d’électron 
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Il est important de bien définir la dose d’électron, car c’est un paramètre clé dans la 

réalisation de nos expériences in-situ liquide MET opérando. En effet, l’utilisation de 

l’énergie des électrons nous permet d’activer la réaction de nucléation et de contrôler 

la croissance selon l’une de morphologies choisies. Les microscopistes expriment la 

dose d’électrons « d » par le nombre d’électrons par surface irradiée exprimé en 

nanomètre carré ramené à une seconde « e– /nm2s ». En mode STEM, cela 

correspond directement à la zone imagée (résolution de l’image). Alors que dans le 

mode MET, il faut prendre en considération la surface réelle de la cellule irradiée. 

 

                     

Tableau 2 : exemple de calcul de la dose d’électrons et comparaison entre le mode MET et STEM. 

 

Dans le tableau 2, on montre un exemple de calcul de la dose d’électrons dans les 

deux modes MET et STEM avec des courant de faisceau proches. On remarque que 

la dose d’électrons reçu par l’échantillon en STEM et presque 10 fois moins 

importante MET parallèle.  

 

V.2.2.2) Étude de la nucléation : 

 

Pour activer la nucléation dans la réaction de décomposition thermique, il faut une 

élévation de la température, c’est-à-dire augmentation de cette dernière jusqu’à la 

température de décomposition des précurseurs qui a lieu à environ 250°C. Dans 

notre cas, nous ne pouvons pas chauffer notre système in-situ liquide donc la 

quantité d’énergie nécessaire au déclenchement de la décomposition est fournie par 

l’irradiation du faisceau d’électrons. Dans le procédé typique de la décomposition 
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thermique, il y a d’abord la formation de monomères dictée par l’augmentation de la 

température imposée au milieu réactionnel qui est à l’origine de la formation 

d’espèces oxygénées intermédiaires.30 Nous avons identifiés trois processus qui 

peuvent avoir lieu, probablement au même moment : i) réduction induite par le 

faisceau d'électrons, ii) clivage direct du précurseur et iii) décomposition due à 

l'élévation de température du solvant par le faisceau. La réduction des ions de fer 

dans le précurseur organométallique due au faisceau d'électrons pourrait être la 

première source de monomère. Simultanément, le clivage direct du précurseur dû au 

faisceau d'électrons peut également contribuer à la présence d'espèces plus labiles 

pouvant ultérieurement participer à la nucléation. Enfin, la chaleur induite localement 

sur le support pendant l'observation pourrait être similaire à l'énergie thermique 

provenant du ballon chauffant. Cependant, comme vu précédemment, la montée de 

la température dépendra du pouvoir d’arrêt du support et de l’épaisseur du liquide. 

Nous pensons que l’approvisionnement en monomère provient principalement des 

deux premiers procédés, car l’augmentation de la température due au faisceau 

calculée pour l’octadécène est très limitée (inférieure à 4°C). 

 

Figure 6 : (A-G) Séquence d'images enregistrées in-situ par MET en milieu liquide à partir du mélange 

réactionnel dans l'octadécène. (H) Évolution de la taille des globules avec le temps. 

 

Dans la figure 6, l’analyse détaillée de la séquence d'images acquise au début de 

l’étude in-situ liquide a montré que la nucléation ne se produisait pas immédiatement 

au début de l'irradiation par les électrons. En effet, on observe préalablement à la 

nucléation la formation de structures semblables à des globules dans la solution. La 

figure 6 illustre le comportement général de ces structures particulières, en particulier 

la rapidité avec laquelle elles se déplacent dans le mélange et subissent une 

coalescence et une maturation semblables à celles d'Ostwald jusqu'à ce qu'elles 
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éclatent pour former les germes de nucléation et enfin les nanocristaux, comme 

illustré dans la figure 7. 

 

Figure 7 : schéma représentatif des processus de pré-nucléation et de nucléation. Dans la phase initiale 

de pré-nucléation, la présence de structures vésiculaires et micellaires métastables a été observée. De 

telles structures subissent des processus de coalescence et de maturation d'Ostwald qui donnent lieu à 

des germes d’oxyde de fer. 

 

La présence de ce type de structures globulaires n’était pas du tout attendue dans la 

mesure où la nucléation des NPs de fer en solution a été décrite par le mécanisme 

de LaMer.31 Selon ce mécanisme, le monomère, provenant de la décomposition du 

précurseur, circulerait librement et de manière aléatoire dans le milieu jusqu'à ce que 
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la nucléation soit déclenchée lorsqu'une concentration critique de monomères est 

atteinte (figure 8a).  

 

Figure 8 : représentation schématique du (a) mécanisme de LaMer et (b) murissement d’Ostwald. 

 

Alors qu’en in-situ liquide nous observons en temps réel qu’il y a d’abord une 

organisation des monomères dans une sorte de structure globulaire avant la 

nucléation. Ce type de comportement pourrait s'expliquer par un processus de pré-

nucléation expliqué précédemment, qui adopte un mécanisme en deux étapes.32 

Le mécanisme en deux étapes suggère qu’il existe un état intermédiaire entre la 

solution homogène et le cristal final correspondant à une particule dans son état de 

croissance naissant. Un tel mécanisme a été principalement attribué à la 

cristallisation de protéines et de certaines molécules organiques.32,33 Cet état serait 

une mésophase appelée « liquide dense » et serait formé par une goutte saturée à 

l'endroit où la graine de cristal commence à se développer. Cette mésophase peut 

être assez stable en fonction du support et des précurseurs. Dans la littérature nous 

trouvons des études qui expliquent des phénomènes semblables. Par exemple, 

Vivarès et al ont suivi in-situ, en microscopie confocale, la cristallisation du glucose 

isomérase dans des gouttelettes denses.34 Le même type de comportement a été 

détecté lors de la nucléation de nanoparticules d'or en solution. En effet Mikhlin et al 

ont étudié la formation d'états intermédiaires lors de la synthèse de nanoparticules 

d'or avec du citrate. Ils ont observé par AFM in-situ dans un liquide la présence 

d'agrégats globulaires de 200 à 300 nm composés de globules de 30 à 50 nm. Par 

ailleurs, ils ont montré par des mesures DLS que le volume dynamique des globules 

était compris entre 60 et 125 nm, en fonction du rapport de concentration entre les 

citrates et l’or. Cependant, il est difficile de corréler la présence de ces structures 

globulaires aux nanoparticules synthétisées uniquement sur la base de ces études 

antérieures. Plus récemment, une étude en in-situ liquide MET a montré que la 

présence d’une matrice biomimétique, à savoir le polystyrène sulfonate, a conduit à 

la formation de globules amorphes de CaCO3 où la cristallisation de la vatérite n’avait 

lieu que sur la surface des globules et pas ailleurs dans la solution.36 Cet état 

intermédiaire pourrait être un exemple de mécanisme de pré-nucléation en deux 

étapes activé par le milieu organique dans la matrice biomimétique. Cependant, 

aucune étude similaire n’a été réalisée sur un mélange réactionnel dans un milieu 



CHAPITRE V  In-situ liquide MET 

154 

 

organique avec des solvants à haut point d’ébullition dans le cas de la réaction de 

décomposition thermique. En revanche, d’autres études in-situ ont été réalisées par 

d’autres techniques, tel que celle de Lassenberger et al qui ont utilisé le SAXS pour 

suivre la nucléation et la croissance de NPs d’oxyde de fer par décomposition 

thermique ; cependant cette étude comme d’autres n’ont toujours pas permis de 

confirmer la présence d’un tel état intermédiaire.37 Nos observations nous amènent à 

penser que les parois des globules vésiculaire sont formées par une matrice 

composée du monomère stabilisé par le tensioactif. Le monomère, très 

probablement, un réseau de grappes avec du fer reste stable jusqu'à ce que le 

régime de sursaturation soit atteint et que la nucléation commence. Ainsi, nos 

observations valident le mécanisme en deux étapes de la nucléation des 

nanoparticules d’oxyde de fer dans l’octadécène en fournissant des informations 

sans précédents sur la microstructure du milieu réactionnel sur pré-nucléation des 

particules, en relation avec la localisation et les caractéristiques des germes 

inorganiques. Ce mécanisme est décrit sur la figure 7 et comprend deux types 

différents de mésophases, « vésiculaire » et « micellaire inversée », qui ont été 

observés dans différents mélanges réactionnels. 

 

V.2.2.2.1) Mésophase vésiculaire : 

 

D'un point de vue quantitatif les vésicules décrites par la vidéo de la figure 9, met en 

évidence un processus de pré-nucléation avec un diamètre initial de telles structures 

de 10 à 20 nm. Ensuite, leur taille augmente à plusieurs dizaines de nanomètres une 

fois que les globules fusionnent entre eux.  

                    

Figure 9 : (D-F) séquence d'images in-situ liquide MET à partir du mélange réactionnel dans 

l'octadécène. Image agrandie sur la paroi de la structure vésiculaire. 

En regardant de plus près les parois de ces structures globulaires, nous pouvons 

observer des zones plus denses et plus contrastées à l'intérieur. On peut sans 

ambiguïté associer ces zones plus sombres aux germes de nucléation qui 

déclenchent plus tard la formation de nanoparticules plus grosses en suivant l’un des 

mécanismes de croissance typiques largement discutés dans plusieurs 

publications.39-43 
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V.2.2.2.2) Mésophase micellaire inversée : 

 

Sur la figure 10, on peut facilement observer qu’à l’intérieur des globules associés à 

des « micelles inversées » plusieurs zones contrastées (point noires) se forment qui 

subissent ensuite une coalescence entre eux et leur taille augmente tandis que les 

micelles fusionnent entre elles, mais leur taille reste presque identique.  

 

Figure 10 : (a-f) suivie d’un globule dit « micelle directe ». La taille de micelle reste assez stable alors 

qu’à l’intérieur de celle-ci on observe la formation de germes et de leurs coalescences pour donner une 

particule plus grande. 

 

V.2.2.2.3) Conclusion : 

 

Ces observations révèlent un autre aspect remarquable du mécanisme, ce qui 

correspond à la coexistence d'entités vésiculaires et micellaires inverses dans le 

milieu réactionnel simultanément (figure 11). Dans la figure 9 des gouttelettes moins 

contrastées sont observées, où le « liquide dense » semble ne se situer que sur les 

parois des globules. Alors que dans la figure 10, le « liquide dense » semble être 

encapsulé à l'intérieur de globules de forme sphérique et plus contrastés. De plus, 

comme mentionné précédemment, même si les globules les plus sombres subissent 

un processus de coalescence, leur taille reste assez stable autour de leur taille 

initiale d'environ 15 nm (figure 11). Le fait qu'ils se combinent sans changer de taille 

implique que la concentration de monomère à l'intérieur augmente jusqu'à atteindre 

le point critique pour former le germe cristallin. De tels grains de nucléation peuvent 

en fait être observés à l'intérieur de la micelle inverse, comme le montre la figure 11 

H. Les grains de nucléation de l'un, des vésicules ou des micelles inverses ont une 

taille d'environ 2 à 3 nm. 
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Figure 11 : (A-F) Séquence d'images in situ liquide TEM du mélange réactionnel. (G) Évolution des 

mésophases vésiculaires et micellaires. (H) Image agrandie des deux morphologies présentes 

simultanément. 

 

V.2.2.3) Étude de la croissance des oxydes de fer en fonction de la dose 

d’électrons : 

 

Nous avons vu précédemment que la nucléation passe par deux états intermédiaires 

qui peuvent apparaitre simultanément. Une fois que le « liquide dense » atteint une 

taille critique (rayon critique)31 les globules (micelles inversées et vésicules) 

« explosent » pour libérer le germe cristallisé. Après cette étape de nucléation, nous 

avons suivi la croissance de ces germes pour former des nanoparticules d’oxyde de 

fer. On a remarqué que la dose d’électron a une influence importante sur la cinétique 

de formation et la morphologie des NPs. En effet, la croissance des nanoparticules 

d’oxyde de fer est simultanément dictée par des effets cinétiques et 

thermodynamiques difficile à distinguer. La dose d'électrons fournit un contrôle direct 

du taux de croissance qui permet de quantifier les effets cinétiques sur la formation 

de nanoparticules. 

 

 

V.2.2.3.1) Mode MET : d=9364 e-/nm2.s (dose élevée) 
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Dans le mode MET parallèle, la dose d’électrons peut être importante et le liquide est 

irradié en continu. Pour cette première étude nous commençons par une dose 

importante. En effet le courant de faisceau utilisé est de 150 pA ce qui correspond à 

une dose d’électron de 9364 e-/nm2.s. 

 

Figure 12 : (A) séquence d’images enregistrées par   MET in-situ en milieu liquide du mécanisme de 

croissance de NPs d’oxyde de fer. (B) Évolution dans le temps de la taille d’une NP. 

 

Avec cette dose d’électron la croissance est très rapide, l’étape de nucléation se 

déroule en moins de 10s. Rapidement les NPs croissent jusqu’à atteindre un rayon 

critique, c’est-à-dire le rayon à partir duquel il n’y a plus de croissance et il y a une 

stabilité de la taille des NPs ; ce phénomène est bien expliqué par LaMer31 (voir 

figure 8a). En effet, l’énergie fournit au milieu réactionnel est très importante donc la 

cinétique de croissance est également rapide. Néanmoins, l’arrêt de la croissance 

peux également être due à un apprivoisement du milieu réactionnel en monomères.40 

On remarque qu’à ce niveau d’énergie on ne contrôle ni la morphologie et ni la 

dispersion en taille. 
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V.2.2.3.2) Mode MET : d=6870 e-/nm2.s (dose « moyenne ») 

 

Dans la deuxième étude de croissance nous diminuons la dose d’électrons à une 

valeur de 6870 e-/nm2.s presque un tiers de moins que précédemment. On remarque 

un fait intéressant, celui de l’augmentation du temps de nucléation. 

 

Figure 13 : (A) séquence d’images enregistrées par MET in-situ en milieu liquide de la croissance d’une 

NP à partir d’un globule (vésicule). (1-8). (B) représentation schématique du processus de croissance. 

 

Cette expérience nous permet de mettre en évidence le mécanisme de LaMer. En 

effet, en partant d’un globule (une vésicule) on peut suivre en temps réel la formation 

de monomères qui coalescent pour former des particules plus grandes jusqu’à 

atteindre le rayon critique et puis on observe une diminution de la taille des NPs 

formées vers un diamètre stable.  

 

 

 

V.2.2.3.3) Mode MET : d=2500 e-/nm2.s (dose faible) 
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Pour cette expérience, la dose d’électrons que nous utilisons est trois fois plus faible 

que précédemment. En effet, cette étude nous permet de mettre en évidence le 

murissement d’Ostwald. 

  

Figure 14 : (1) séquence d’images obtenues par MET in-situ en milieu liquide. (a-h) Suivie de l’évolution 

de deux nanoparticules (NP1 et NP2) et en (2) représentation graphique de cette évolution en taille de 

ces deux NPs en fonction du temps. 

 

Dans la figure 14 on compare l’évolution de deux nanoparticules en fonction du 

temps. Les courbes qui représentent cette évolution montrent trois régimes. Dans la 

première période les deux NPs (NP1 et NP2) voient leurs tailles croitre, cependant la 

NP2 plus vite que la NP1. La deuxième période fait état d’une relative stabilité alors 

que la dernière étape la NP1 voit sa taille décroitre rapidement et au bénéfice de la 

NP2 dont le diamètre augmente. Ce comportement est typique d’un murissement 

d’Ostwald (voir figure 8b). 

 

V.2.2.3.4) Mode STEM : comparaison entre deux doses d’électrons  

 

Comme mentionné avant, le mode STEM permet en principe un meilleur contrôle de 

la dose d’électrons et est caractérisé par une meilleure résolution théorique (figure 

2).19 Cependant lors de l’utilisation du mode STEM directement, même après deux 

heures d’irradiation, la réaction n’a pas lieu. Car l’énergie apportée par la sonde lors 

du balayage est rapidement dissipée et donc insuffisante pour dépasser le seuil de la 

réaction de décomposition thermique du stéarate de fer. Pour débloquer ce verrou 

nous utilisons le mode spot, que nous positionnons pendant quelque seconde au 

centre de l’image. Ceci a pour conséquence de démarrer la réaction et de nous 

permettre de réaliser une étude in-situ en mode STEM de la croissance de 

nanoparticule d’oxyde de fer. En effet, nous réalisons deux expériences avec deux 

doses d’électrons différentes, une avec d=900 e-/nm2.s et la deuxième avec un 

d=230 e-/nm2.s. 



CHAPITRE V  In-situ liquide MET 

160 

 

 

Figure 15 : (A) séquence d’image enregistrées par STEM in-situ en milieu liquide avec deux doses 

d’électron différentes. (A-1) La dose est de 900 e-/nm2.s et donne naissance à une NP sphérique alors 

que dans le cas du (A-2) la dose utilisée est de230 e-/nm2.s et a pour conséquence l’obtention d’une NP 

de morphologie anisotrope. (B) représentation schématique de l’évolution de la morphologie en 

fonction de la dose d’électrons. 

 

Cette étude montre que le mode STEM permet d’étudier l’influence des paramètres 

de réaction sur la morphologie. Effectivement, dans notre cas lorsque nous utilisons 

une dose d’électrons de 900 e-/nm2.s nous orientons la croissance des NPs d’oxyde 

de fer vers une morphologie sphérique. Alors que quand nous abaissons cette dose 

à 230 e-/nm2.s une croissance anisotrope est favorisée comme le montre la figure 15 

B. Un fait intéressant est que dans ce mode nous observons presque uniquement la 

croissance d’une seule NP. Par conséquence, la taille de la particule est stabilisée 

lorsque le milieu réactionnel devient pauvre en monomère. Il est important de 

signifier que lorsque la réaction démarre au point choisi, seul le germe crée en ce 

lieu croît et selon la dose d’électron la morphologie peut être choisie. De plus, nous 

pensons qu’une dose d’électron importante a une influence sur la création rapide de 

monomères donc le taux critique d'approvisionnement en monomères de fer peut 

avoir un effet sur la formation de NP et favoriser une morphologie plutôt sphérique. 

Alors qu’à faible dose d'électrons, la croissance est gouvernée plutôt par la 

thermodynamique d’où la formation de NPs anisotropes tel que les nano-bâtonnets. 
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V.2.2.3.5) Analyse ex-situ : vérification par HRTEM et diffraction des 

électrons 

 

Finalement, après avoir arrêté la synthèse en cessant l'irradiation, nous avons 

récupérer les échantillons avec leur support pour les analyser par HR-TEM. Des 

nanoparticules d'oxyde de fer d'environ 7 nm ont pu être visualisées. Les distances 

des plans mesurés mettent en évidence la présence de la magnétite (Fe3O4), mais 

nous avons également observé des NPs métallique de Fe (figure 16). Probablement, 

la présence de nanoparticules de fer métalliques provient du manque d'oxygène 

dans le milieu réactionnel, car la cellule environnementale est fermée et confinée. 

Donc, lorsque l'oxygène contenu initialement dans le solvant est consommé, la 

nucléation et la croissance continuent à ne former que des nanoparticules 

métalliques.  

                              

Figure 16 : Images HRTEM post-mortem de nanoparticules à base de fer produites lors de la synthèse 

in-situ en cellule liquide MET (A-B). Diffraction électronique de nanoparticules de Fe3O4 et de α-Fe 

métallique indexée avec la base de données JCPDS (C et D, respectivement) 

V.3) Conclusion : 
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L’étude de la nucléation et de la croissance d’oxyde de fer en se basant sur la 

réaction de décomposition thermique fournit un aperçu dynamique direct sans 

précédent du mécanisme de pré-nucléation en deux étapes pour la cristallisation de 

nanoparticules à base d’organométallique dans un milieu organique. Nous avons 

montré que le processus de nucléation passe par la formation de globules sursaturés 

ou de gouttelettes constituées par un arrangement des monomères, où des germes 

cristallins commencent à se développer. Ces résultats inédits dans la formation de 

nanoparticules d'oxyde de fer dans des milieux organiques expliqueraient la 

similitude des produits finaux issus de la méthode de la synthèse par décomposition 

thermique qui n’est que partiellement comprise jusqu'à présent. Ces résultats 

saisissants confirment le grand avantage de la microscopie électronique à 

transmission in-situ liquide pour élucider certains processus dynamiques dans les 

étapes naissantes de la croissance ou de synthèse de structures inorganiques et 

même hybrides. En outre, cette technique ouvre la voie à un meilleur contrôle des 

propriétés des nanoparticules par une compréhension plus aboutie de leurs 

mécanismes de croissance complexes qui impliquent des processus physiques et 

chimiques tels que la dissociation, la diffusion et l'arrangement des molécules. 

D'un point de vue plus général, le développement de la microscopie 

environnementale dans notre laboratoire nous permet d’étudier et de comprendre 

l’évolution structurale de matériaux dans leurs environnements de synthèse ou 

d’application. Par exemple en collaboration avec l’université fédérale de Rio, dans le 

cadre d’un laboratoire international associé (LIA), nous étudions à l’aide de la 

microscopie en milieu liquide les processus de minéralisation de l’hydroxyapatite ou 

encore la synthèse de la calcite. Ceci nous permettra de comprendre les 

phénomènes de nucléation, de croissance et d’agrégation de ces nanoparticules 

minérales avec ou sans l’action de molécules organiques qui peuvent intervenir dans 

ces processus de minéralisation. De plus, dans un cadre plus applicatif, on étudie 

l’effet de l’hydratation du ciment pour mettre en évidence grâce aux observations in-

situ les processus de transformation et de formation des feuillets de silicates pour en 

comprendre les effets et proposer des solutions d’amélioration. Dans un cadre 

différent, nous réalisons des études in-situ d’électrochimie en mode opérando, pour 

comprendre et améliorer l’activité d’électrocatalyseurs. Il est donc devenu impératif 

de créer des milieux artificiels reproduisant au plus près les environnements naturels, 

synthétiques ou même biologiques. 
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Le travail présenté dans ce manuscrit a permis de mettre en évidence l’importance 

du développement méthodologique et technique pour débloquer les verrous 

empêchant l’analyse de certains matériaux se dégradant sous irradiation par un 

faisceau d’électrons et difficiles à préparer à cause de leur grande fragilité. Nous 

avons vu que des dégâts sur l’échantillon produits par le faisceau d'électrons 

n’apparaissent qu’au-dessus d'un certain seuil de densité de courant électronique qui 

dépend de la nature du matériau et de ses caractéristiques morphologiques et 

structurales. Cette dégradation dépend à la fois de la dose instantanée et de la dose 

accumulée. Il est donc nécessaire de connaitre les différentes interactions et les 

énergies mises en œuvre dans l’interaction électron-matière avant de développer et 

d’appliquer des techniques spécifiques de préparation et d’observation minimisant la 

dégradation de l’échantillon étudié en microscopie électronique en transmission. 

 

L’étude du chapitre 2 nous a permis de mettre en place la Cryo-EM par vitrification. 

Dans la première partie de ce chapitre nous avons réussi à préparer un modèle 

multifonctionnel, le système "His6-tagSWNT", construit par fonctionnalisation 

chimique non-covalente de nanotubes de carbones monoparoi (SWNTs). Puis nous 

avons caractérisé la structure par Cryo-EM. L’analyse de ce système hybride dans 

un état proche de son milieu natif a fourni des informations directes sur la présence 

de molécules organiques intactes sur l’architecture de l’ensemble. Au moyen de la 

fonctionnalisation chimique non-covalente et non-destructive des SWNTs, nous 

avons démontré grâce à la Cryo-EM que His6-tagSWNT représente un modèle 

unique doté de propriétés chimiques remarquables et polyvalentes induites par les 

propriétés du polypeptide. Les observations à haute résolution à froid ont montré la 

formation d’auto-assemblages induits soit par des liaisons hydrogènes, soit par des 

liaisons de coordination avec le nickel ou encore des liaisons covalentes. La 

deuxième partie de ce chapitre concerne le développement d’une nouvelle approche 

d’élaboration et de caractérisation de systèmes fonctionnels basés sur la chimie 

cavitationnelle (ultrason) en utilisant des conditions douces. Pour leur analyse, nous 

avons montré que la Cryo-EM est indispensable pour échapper à la grande fragilité 

du marqueur Hexhistidine-pyrène. Avec cette technique, on a mis en évidence la 

fonctionnalisation et l’exfoliation du graphène avec la molécule hexahistidine-pyrène. 

De plus, elle nous a permis de mesurer statistiquement le nombre de feuillets de 

graphène et de démontrer que le processus de fonctionnalisation mis en place est 

efficace. En effet, en utilisant des conditions douces basées sur l’utilisation des 

ultrasons à faible fréquence, nous avons réussi à exfolier le graphite pour l’obtention 

de monofeuillets de graphène. De manière générale, cette étude nous a permis 

l’optimisation de la technique de préparation de différents systèmes architecturaux et 

de son couplage avec les analyses par Cryo-EM. La vitrification a permis de 

conserver l’échantillon dans son état naturel « figé » durant l’analyse TEM et par la 

suite de mettre en évidence les architectures des matériaux hybrides et des 

nanocomposites. 
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Dans le chapitre 3, il est question du développement de protocoles spécifiques de 

préparation des échantillons et d’observation ainsi que de l’utilisation de la 

techniques Cryo-EM en mode STEM pour la réalisation de cartographies chimiques. 

Ce chapitre porte sur l’étude de deux types de matériaux. Dans la première partie, 

nous avons mis en évidence la structure de l’espacement inter-lamellaire, composé 

d’une matrice et d’une zone intermédiaire, ainsi que son épaisseur pour différents 

échantillons de pérovskites Aurivillius. De plus nous avons montré que seule la 

distance de la zone intermédiaire changeait lors de l’introduction de cuivre. Par la 

suite, l’analyse quantitative des résultats obtenus nous a permis de déduire le 

positionnement des différents éléments chimiques composant le matériau, surtout la 

localisation des atomes de cuivre. En perspective, il reste à réaliser des expériences 

supplémentaires de haute résolution et à utiliser la diffraction électronique pour le 

positionnement des atomes bismuth. Ensuite, il reste à terminer les analyses pour 

l’échantillon poudre « bleu » (cuivre avec une polyamine), pour lequel il faudra mettre 

en place une approche de cartographie chimique à basse tension (80kV) pour 

préserver encore plus la structure du matériau. Dans la seconde partie, le 

développement des techniques de préparation a permis de mettre en œuvre les 

études par Cryo-STEM couplées à la cartographie chimique pour avoir accès à la 

morphologie, à l’organisation, à la structure et à l’arrangement des différents 

éléments constituants des matériaux de type « cristaux moléculaires ». Dans cette 

partie, nous avons dû résoudre deux problèmes. Le premier, le plus difficile, était le 

développement de protocoles de préparation spécifiques permettant l’obtention d’une 

couche mince de l’interface entre cristaux de fer et de ruthénium. D’où le 

développement d’une méthode nouvelle, relativement facile à mettre en œuvre, la 

méthode à la membrane, qui a permis d’obtenir des sections ultrafines (70 nm) et de 

garder l’échantillon intact. La caractérisation par Cryo-EM en mode STEM a permis 

d’obtenir des cartographies chimiques du cristal moléculaire. En effet, nous avons 

réussi à mettre en évidence l’interface entre le Fe et Ru sans détériorer le matériau. 

De plus, nous avons montré que la diffusion du Ru dans la matrice de Fe était plus 

importante que sa réciproque ; enfin, nous avons réalisé la mesure de la largeur de 

cette interface. Grâce à ces développements, en perspective il sera plus facile, par la 

suite, de réaliser des études sur des cristaux moléculaires plus complexes avec 

plusieurs étages de monocristaux et de différentes compositions. 

 

Dans le chapitre 4, nous avons montré la possibilité de réaliser des études en 

tomographie électronique en transmission sur des matériaux fragiles. Cela a 

nécessité de développer une méthodologie pouvant être appliquée pour tout type 

d’échantillon présentant une sensibilité aux électrons. Dans notre étude, la Cryo-ET 

nous a permis d’accéder à la quantification, à la localisation de chaque partie du 

matériau hybride étudié, constitué ici des nanoparticules et d’un réseau de type 

« MOF » ; ainsi qu’aux caractéristiques structurales dans les trois directions de 
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l’espace. Cette analyse nous a permis d’accéder à plusieurs donnés numériques de 

chaque NP, comme le volume, la surface, le positionnement et l’interaction avec le 

MOF. De manière générale, la Cryo-tomographie nous a permis de compléter notre 

savoir-faire dans l’utilisation des techniques de tomographie. Jusque-là 

essentiellement utilisée dans le domaine de la biologie, sa transposition au domaine 

des matériaux ouvre de nombreuses perspectives d’application aux échantillons 

sensibles difficiles à étudier par tomographie électronique conventionnelle, comme 

par exemple la matière molle et les nanostructures hybrides qui sont de plus en plus 

développées dans notre institut ou dans les laboratoires partenaires. 

 

Le dernier chapitre a porté sur l’étude in-situ de la nucléation et de la croissance 

d’oxyde de fer en se basant sur la réaction de décomposition thermique. Il fournit un 

aperçu dynamique direct sans précédent du mécanisme de pré-nucléation en deux 

étapes pour la cristallisation de nanoparticules à base d’organométalliques dans un 

milieu organique. Nous avons montré que le processus de nucléation passe par la 

formation de globules sursaturés ou de gouttelettes constituées par un arrangement 

des monomères, où des germes cristallins commencent à se développer. Ces 

résultats inédits dans la formation de nanoparticules d'oxyde de fer dans des milieux 

organiques expliqueraient la similitude des produits finaux issus de la méthode de 

synthèse par décomposition thermique qui n’est que partiellement comprise jusqu'à 

présent. Ces résultats saisissants confirment le grand avantage de la microscopie 

électronique à transmission in-situ liquide pour élucider certains processus 

dynamiques dans les étapes naissantes de la croissance ou de synthèse de 

structures inorganiques et même hybrides. En outre, cette technique ouvre la voie à 

un meilleur contrôle des propriétés des nanoparticules par une compréhension plus 

aboutie de leurs mécanismes de croissance complexes qui impliquent des processus 

physiques et chimiques tels que la dissociation, la diffusion et l'arrangement des 

molécules. 
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Résumé 

Le travail présenté dans ce manuscrit a montré l’importance du développement 
méthodologique et technique pour identifier et débloquer les verrous empêchant 
l’analyse de matériaux hybrides et complexes qui se dégradent sous irradiation par un 
faisceau d’électrons. Nous avons mis en évidence que des dégâts sur l’échantillon 
produits par les électrons n’apparaissent qu’au-dessus d'un certain seuil de densité de 
courant électronique qui dépend de la nature du matériau et de ses caractéristiques 
morphologiques et structurales. Ces développements couplés à la Cryo-EM, nous ont 
permis de mettre en évidence l’architecture des matériaux hybrides à base de 
carbone, la variation de la distance lamellaire dans une pérovskite en fonction de la 
molécule insérée et le positionnement du métal, d’identifier les interactions à 
l’interface entre deux cristaux moléculaires et la quantification 3D de la 
fonctionnalisation d’un MOF.  Dans la dernière partie, nous avons mis en évidence les 
processus de nucléation et de croissance d’oxyde de fer par MET in-situ en phase 
liquide. 

Mots clés : Microscopie électronique en transmission, matériaux sensibles, irradiation, 
développement méthodologie et techniques, Cryo-EM, Cryo-Tomographie, environnemental, in-situ 

 

Abstract 

The present manuscript shows the importance of methodological and technical 
development to identify and to unblock locks preventing the analysis of hybrid and 
complex materials that undergo degradation under electron beam irradiation. We have 
shown that beam-induced damage to the sample only appears above some specific 
threshold of current density. Such a threshold depends on the nature of the material 
and on its morphological and structural characteristics. These developments in 
synergy with the use of Cryo-EM, allowed us to expose the architecture of carbon-
based hybrid materials, measure the variation of the lamellar distance in a perovskite 
according to the molecular spacer and to the positioning of the metal, identify the 
interactions at the interface between two molecular crystals, and the 3D quantification 
of the functionalization within a MOF. Lastly, we brought to light the processes of 
nucleation and growth of iron oxide by in-situ liquid phase TEM. 

Keywords: Transmission electron microscopy, sensitives materials, irradiation, methodology and 
techniques development, Cryo-EM, Cryo-Tomography, environmental, in-situ 
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