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Résumé — La stabilité colloidale définit les applications des
nanoparticules dans les systémes aqueux et non aqueux, les
fluides biologiques constituant un cas particulier. Le concept
d'oxydation de surface ou de revétement non covalent des
nanoparticules pour une application réussie dans les fluides
aqueux a un coiit en termes de pollution, de devenir et de toxicité.
Les composants coexistants in vitro ou in vivo peuvent influencer
le comportement colloidal des nanoparticules et affecter leur
transport. La décoration des nanoparticules par le lysozyme crée
une combinaison des propriétés électriques, mécaniques,
thermiques et optiques des nanotubes de carbone avec I'activité
antibactérienne inhérente au lysozyme. Par exemple, Horn et al.
ont rapporté l'existence de fibres antimicrobiennes constituées
de nanotubes de carbone recouverts de lysozyme et présentant
une résistance quatre fois supérieure a celle de la soie d'araignée.
L'interaction entre le nano-TiO2 et les nanotubes de carbone a
paroi simple oxydés avec le lysozyme dans un systéme aqueux est
examinée a l'aide de la diffusion dynamique et électrophorétique
de la lumiére. Les dispersions obtenues ont été soumises a une
coagulation avec des électrolytes afin d'examiner les effets des co-
composants in vivo et in vitro. Les données empiriques
fournissent une justification pour les stratégies de revétement de
surface visant a faciliter leur stabilité, leur biocompatibilité et
leur respect de l'environnement, ainsi que pour une conjugaison
ultérieure avec d'autres molécules telles que des molécules cibles,
des médicaments, des polyméres, etc.

Mot clés — nanotube, nano-TiO:, lysozyme, coagulation,
potentiel zéta, diffusion dynamique de la lumiére.
1. INTRODUCTION

L'intérét pour les nanotubes de carbone, NTC, repose sur
leurs propriétés physiques et chimiques uniques ainsi que sur
leurs nombreuses applications commerciales et industrielles
[1]. Les NTC sont bien connus pour leurs propriétés
morphologiques, physiques, électriques et magnétiques
exceptionnelles. IIs ouvrent la voie a de nombreuses
applications, notamment dans le domaine médical pour
l'administration de médicaments, dans les dispositifs de
stockage de données et dans les batteries lithium-ion. De plus,
les NTC possédent des caractéristiques mécaniques
extraordinaires, des propriétés thermiques élevées et
d'excellentes propriétés optiques [2, 3].

Le TiO; a démontré un potentiel prometteur dans le domaine
du génie biologique, notamment dans les domaines suivants :
antimicrobiens, agents d'administration de médicaments,
thérapie photodynamique, biocapteurs et biomatériaux. Il est
largement utilis€ comme complément alimentaire et
cosmétique, ainsi que dans le traitement des €aux usées. En
particulier, le TiO, est reconnu comme un photocatalyseur
potentiel [4]. L'absorption de la lumiere par les €lectrons dans
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la bande de valence du TiO; génere des paires électron-trou :
I'électron excité saute vers la bande de conduction, formant
ainsi un trou dans la bande de valence. Par exemple, deux de
ces ¢lectrons peuvent favoriser la réduction de l'oxygene et les
trous peuvent oxyder I'eau adsorbée [5]. Les polymorphes de
TiOz en vrac ont des bandes interdites couvrant une petite
gamme de photons solaires a énergie relativement élevée (>3
ev)[6], ce qui entraine de faibles rendements photovoltaiques
(seulement ~10 % des photons du rayonnement solaire
atteignant la surface de la Terre) [7]. La génération de défauts
intrinséques tels que des lacunes d'oxygéne tout en conservant
l'activité intrinséque du matériau a conduit a des
nanomorphologies cceur-coquille présentant de nouvelles
propriétés physiques dues a la géométrie confinée de la
propagation des excitations quantiques. Ces nano especes « noir
TiO, » a base d'anatase ont des bandes interdites réduites en
raison de I'élargissement des bords de bande induit par la
couche externe, ce qui leur confére également une photoactivité
améliorée [7].

L'application du nano-TiO; et des nanotubes de carbone
stimule leur production a grande échelle. La production
mondiale annuelle de TiO, a des fins scientifiques et
industrielles devrait atteindre 2,5 millions de tonnes en 2025,
contre plusieurs milliers de tonnes pour les nanotubes de
carbone, par exemple [8-10]. La production de nanoparticules
entraine inévitablement leur rejet dans des systémes
principalement aquatiques. Par exemple, aux Etats-Unis, on
estime que le dentifrice contribue chaque année a hauteur de 4
100 tonnes de TiO; aux eaux usées [11]. La toxicité des
nanotubes a ¢été abordée dans Réf. [12]. Les processus
environnementaux peuvent modifier 1'état des nanoparticules,
affectant leur transport, leur devenir et leur toxicité.

La large application du TiO, en médecine et en
cosmétologie repose sur ses propriétés particuliéres et son
inertie chimique. Cependant, la toxicité des nanoparticules peut
augmenter considérablement ou apparaitre lors d'une
modification de surface, ciblée ou non, en raison d'interactions
avec des composants de sécrétions biologiques. Sous forme
nanométrique, un exces d'énergie de surface génere des effets
qui doivent étre pris en compte dans le concept d'application et
d'utilisation. Les composants coexistants in vitro ou in vivo
peuvent influencer le comportement colloidal des
nanoparticules et affecter leur transport.

La stabilité colloidale et la coagulation du nano-TiO; et des
nanotubes a paroi simple recouverts de lysozymes liés de
maniére non covalente sont étudiées. Les échantillons de
nanotubes de carbone a paroi simple oxydés (D15L1-5—
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COOH, NanoLab, Inc., Etats-Unis) ont une longueur de 1 a 5
mm, un diamétre de 1,5 nm, une teneur en groupes COOH de 2
a7 % en poids et une surface spécifique de 220 m?%g ; et la
nanopoudre de TiO, utilisée dans I'expérience a une taille de
particules (BET) < 100 nm et une teneur en métaux traces de

99.5 % selon les informations fournies par le fournisseur
(Sigma-Aldrich, code produit : 677469).

Le lysozyme, LSZ, se caractérise par un point isoélectrique
~11 [13, 14]. Dans l'eau distillée avec un pH de 5,7, le LSZ
porte une charge positive formelle. A une concentration de
LSZ de 2 a 5 mg/ml, les nanotypes de taille hydrodynamique
1,2+0.2 nm, déterminée par diffusion dynamique de la lumiére
(DLS), et de mobilité électrophorétique 1,3+0.1 pmxcmxV~-
Ixs7! existent [15].

En ce qui concerne l'approche de recherche, l'analyse du
comportement  colloidal sera basée sur la taille
hydrodynamique des particules et le potentiel zéta, qui
constituent de bons indices de I'ampleur de l'interaction entre
les particules colloidales, ainsi que sur les interactions entre les
nanoparticules et 1'¢lectrolyte, basées sur les données
cinétiques de coagulation.

La diffusion dynamique de la lumiére et 1'électrophorese
laser Doppler ont été réalisées a I'aide d'un appareil Zetasizer
Nano ZS Malvern Instrument. Le contexte est 1'application de
ces méthodes a I'étude des systémes hydrophobes des
nanodiamants de détonation, des nanoparticules de manganite
de perovskite La-Sr et de 1'argile [16-18].

Le concept repose sur le fait que les interactions avec les
sécrétions biologiques et les électrolytes provoquent (i) une
répulsion stérique empéchant le contact entre les surfaces des
nanoparticules a courte distance et (ii) une coagulation
électrolytique par compression de 1'épaisseur de la double
couche électrique.

Les co-composants peuvent provoquer une coagulation
indésirable. Un cas particulier se produit lorsque le passage
d'un systéeme biphasique a un systéme colloidal sous
l'influence des sécrétions biologiques peut entrainer la
diffusion des nanoparticules dans tout le corps, ce qui peut
produire des effets imprévisibles. Les résultats seront
également utiles dans la stratégie de développement des bio-
implants & base de titane en fournissant des données sur
l'interaction de la surface du TiO, avec les composants
biologiques.

II. RESULTATS ET DISCUSSIONS

Contrairement aux nanotubes de carbone décorés de
groupes COO-, le nano-TiO: est colloidalement instable dans
l'eau distillée a un pH = 5,7 [19, 20]. La stabilité colloidale des
nanotubes de carbone oxydés est due aux charges négatives a
la surface dans 1'eau distillée.

La taille des particules et le potentiel z€éta dans les
systemes aqueux de TiO, de différentes valeurs de pH dans
la Ref [19]. attribuent la faible stabilité colloidale au faibl e
potentiel zéta et a I'agglomération des particules a un pH
compris entre 4 et 7 [19, 20] ; la taille des particules positives
et négatives a un pH de 3 et 10, respectivement, est restée
inchangée aprés un mois d'observation [19]. Le potentiel { des
nanotubes d'un diamétre équivalent a celui d'une sphére
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d'environ 190 nm est de 48 mV a un pH aqueux de 5,7. En
termes de théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et
Overbeek), le potentiel électrique et 1'épaisseur de la double
couche électrique ainsi que les constantes de Hamaker de
TiO-TiO; (2,5-10 x107%° J [21, 22]), nanotube—nanotube
(4+60x10720 J [23, 24]) et eau—eau (3.7+5.5x1072° J [25])
déterminent principalement la hauteur de la barriére
énergétique; a son maximum, la répulsion dépasse
l'attraction. Autour du point de charge zéro, 1'énergie
superficielle des particules aprés dispersion n'est pas
stabilisée par I'énergie cinétique thermique et 1'énergie
d'interaction avec l'eau, et est compensée par la réduction de
la surface spécifique due a la cohésion des nanoparticules.

L'autre mode affectant la stabilit¢ de la dispersion
colloidale hydrophobe est l'encombrement stérique
impliquant un revétement de surface pour empécher les
particules de se rapprocher a des distances ou l'attraction
prévaut. De cette maniére, le LSZ a été injecté dans le
systéme biphasé « nanoparticules + eau » a un pH = 5,7 avant
un traitement par ultrasons. En plus du revétement, le LSZ
génere une charge superficielle et contribue a la formation de
la double couche.
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Figure. 1. Dépendances du potentiel zéta en fonction des concentrations de

NaCl (a), CaCl, (b) et Na,SO4 (c) dans des dispersions aqueuses de TiO,
(triangle) et de NTC (cercle) avec du lysozyme.

La taille des particules dans le systeme «TiO,+LSZ» était
Zave = 13842 nm (indice de polydispersité 0,17+0,02), d (par
intensité) = 14245 nm, d(par volume) = 164+7 nm, d (par
nombre de particules) = 79+2 nm. L'échantillon initial de TiO2
¢tait caractérisé par une taille de 74 nm d'apres les images de
microscopie ¢électronique en transmission et de 75 nm (par
nombre de particules, diffusion dynamique de la lumiére) avec
{=-52 mV a pH ~7 [5]. Le coefficient de diffusion des



nanotubes de carbone augmente également légérement,
correspondant a Zyye de 225 + 15 nm (indice de polydispersité
0,29 + 0,01). La diffusion électrophorétique de la lumicre a
indiqué un changement de direction de la migration des
nanoparticules dans 1'électrophorése, correspondant a un { de
+29+3 mV et +27+£3 mV (+ est inséré pour distinction) pour le
TiO; etle NTC, respectivement. Cela indique une modification
efficace des nanotubes par revétement de la surface avec
l'enzyme.

Les effets de I'électrolyte sur le comportement colloidal ont
été étudiés en détail (Fig. 1 et 2). A certaines concentrations, lgy
NaCl, le CaCl, et le NaySO4 déstabilisent les systémes et
induisent une coagulation. Les concentrations critiques de
coagulation pour le NaCl, le CaCl, et le Na;SO4 sont plus
élevées dans le systéme « TiOx+LSZ » que dans le systéme «
NTCHLSZ ». L'effet de I'électrolyte correspond a I'influence de
la force ionique sur la compression de la double couche
électrique, a la faible influence du Ca?" et a une certaine
adsorption du SO 2~ résultant d'une diminution de la diffusion
des contre-ions dans la phase volumique, ce qui réduit la valeur
du potentiel zéta et la répulsion des particules.
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Figure. 2. Taille des particules dans une suspension aqueuse de (a) CNT et
(b) TiO2 avec modification de la concentration en NaCl (3 minutes aprés
création ; analyse cumulante des données de diffusion dynamique de la
lumiére, Zetasizer Nano ZS Malvern). Les valeurs indiquées représentent des
nombres relativement arbitraires obtenus a partir d'une dispersion aqueuse
instable. Le Z dépend fortement du temps et manque de reproductibilité.

Les concentrations critiques de coagulation pour le NaCl
dans le systtme NTC avec lysozyme par rapport au systéme
NTC d'origine indiquent une diminution de la stabilité
colloidale. La surface initiale des nanotubes est oxydée, dans
cet état, les concentrations critiques de coagulation pour le
NaCl sont considérées comme élevées. Compte tenu de la
structure du LSZ avec 129 résidus, la conclusion était que dans
I'état natif, 83 % de la surface est hydrophob [26, 27]. Les
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groupes carboxyles des nanotubes peuvent interagir avec le
groupe fonctionnel du LSZ, exposant ainsi la partie
hydrophobe a l'interface. Cela peut réduire la stabilité
colloidale des nanotubes oxydés [28]. Cela explique également
la capacité réduite a suspendre les NTC dans le LSZ aqueux
[29].

La mobilité électrophorétique négative pour la dispersion
de nanotubes avec LSZ apres 0,4 mol/L de NaCl correspond a
la concentration en sel a laquelle I'agrégation susmentionnée a
été observée dans le systéme LSZ natif.

CONCLUSION

Les nanotubes de carbone hydrophobes sont oxydés
intentionnellement pour permettre leur utilisation dans un
systéme aqueux. La stabilit¢ du nano-TiO, dépend du pH. A
I'état colloidal, elles subissent d'autres modifications en
interagissant avec les composants du systéme. In vivo, les
nanoparticules sont exposées a toute une série de protéines, et
ce sont les complexes de nanoparticules avec des polypeptides,
plutét que les nanoparticules natives, qui déterminent le
comportement du colloide. Diverses modifications de surface
trouvent leur application d'une maniére ou d'une autre, par
exemple, la modification covalente et non covalente avec du
lysozyme conduit a des structures uniques ayant des propriétés
antimicrobiennes ; la compression de I'épaisseur de la couche
double électrolytique par des électrolytes inorganiques qui
réduisent la stabilité colloidale est utilisée pour la
sédimentation des ions métalliques lourds et radioactifs ; etc.
L'application rationnelle des nanotubes modifiés dans les
systémes aqueux nécessite de prendre en compte et de contréler
la morphologie de I'interface et les effets qu'ils générent.

Le lysozyme est adsorbé de maniére non covalente sur la
surface des nanotubes in vitro. La modification de la surface a
été observée empiriquement en surchargeant la surface des
particules en dispersion, qui est restée stable au niveau
colloidal pendant plusieurs semaines d'observation. Ainsi,
changer la direction de 1a migration des nanoparticules dans un
systéme contenant du lysozyme, par exemple, est essentiel dans
les applications d'électrophorése ; la charge formelle positive
de la surface modifiée est utile pour charger des formes
anioniques de métaux de transition, de médicaments, etc.
L'encombrement stérique de la surface revétue suggére
généralement une protection contre l'attraction a courte portée
des nanoparticules. Cependant, les concentrations critiques de
coagulation étaient inférieures a celles du systéme sans
lysozyme. Ce résultat est prévisible si I'on accepte le fait que 83
% du lysozyme natif est hydrophobe et que l'interaction avec
les groupes carboxyles des nanotubes dirige la partie
hydrophobe vers l'interface.
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