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Introduction générale

Précieux, I'or I'est aussi par les caractéristiques optiques, thermiques et chimiques qu’il
présente a 1’échelle nanométrique. Une taille qui n’altére pas son caractére inoxydable et
qui fait naitre des propriétés que 'on ne retrouve pas a une échelle macroscopique. Le
matériau noble posséde a I’échelle nanométrique des propriétés uniques et inattendues qui
en font le candidat parfait pour de nombreuses applications.

I’intérét de la science pour ce corps inaltérable et inoxydable est ancien. LLa médecine
antique, en Egypte, en Chine ou en Inde, en aurait fait usage pour soigner des ulcéres
de la peau ou certaines maladies infectieuses. Mais I'or se pare aujourd’hui de nouveaux
attraits en raison des progrés des nanosciences. Cet élément acquiert en effet lorsqu’il est
réduit en particules de la taille de quelques nanométres, des propriétés trés intéressantes.
Il change tout d’abord de couleur, virant du jaune au rouge. Ce changement spectaculaire
vient de ce que, dans les nanoparticules, les atomes adoptent un comportement collectif,
si bien qu’ils n’absorbent pas les mémes longueurs d’onde du spectre de la lumiére visible
que I'or massif. Ces propriétés optiques sont utilisées depuis I’Antiquité pour la décoration
mais aujourd’hui on sait les expliquer et surtout les exploiter.

Les nanoparticules fonctionnalisées [1| ont regu, grace a leurs propriétés physiques
et chimiques, un intérét considérable pour des applications dans une gamme diverse de
domaines incluant la biomédecine [2, 3] (avec le relargage de médicaments [4, 5], le biodiag-
nostique [6, 7, 8], les thérapies ciblées [9], I'imagerie biomédicale), mais aussi la catalyse
[10], l'optique et le stockage d’information.

La synthése de nanoparticules d’or (AuNPs) est maintenant bien décrite dans la lit-
térature, mais leur auto-assemblage en 3D reste un défi [11, 12, 13]. Dans cette optique,
des polyméres thermo-répondants biocompatibles, de type LCST avec des copolyméres
poly(oxyde d’éthyléne-st-oxyde de propyléne) ou de type UCST avec des polyzwitterions,
ont été greffés a la surface de nanoparticules d’or. L’objectif de cette thése a été dans
un premier temps d’optimiser la synthése des polyméres et de caractériser leur comporte-
ment en solution aqueuse avec la température, puis dans un deuxiéme temps optimiser la
synthése et la purification des nanoparticules, et enfin dans un troisiéme temps, étudier
I’assemblage des nanoparticules avec la température et comprendre les paramétres qui

gerent l'agrégation.
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Chapitre 1
Assemblage de nanoparticules

Depuis son émergence, 'auto-assemblage apparait comme une technique puissante
pour le controle de la structure et des propriétés des ensembles de nanoparticules NPs
inorganiques [14]. L’intérét actuel de ces assemblages est motivé par la capacité d’exploiter
leurs propriétés collectives et la possibilité d’utiliser ces propriétés pour des applications
bien ciblées. L’auto-assemblage apporte une méthode simple et peu coiiteuse pour la
production d’ensembles de nanoparticules de facon contrélable.

L’objectif de cette thése a été d’étudier 'assemblage réversible en solution de nanopar-
ticules d’or avec la température par I'intermédiaire de polyméres thermosensibles greffés
a leur surface.

Au vu de la quantité de publications relatives a ’assemblage de NPs, nous présentons
dans ce premier Chapitre une liste non exhaustive de méthodes d’assemblages, que nous

illustrerons par des exemples choisis.

1. Image d’apres Euliss et al. [15].



2 CHAPITRE 1 : Assemblage de nanoparticules

Sommaire

1.1 Assemblage de nanoparticules & ’aide de polyméres . .. .. 3
1.1.1 Interactions électrostatiques . . . . . . . . . . ... ... ... 3
1.1.2 Interactions spécifiques . . . . . . . . . . .. ... ... 4
1.1.3 Interactions solvophobes . . . . . . . . . . ... ... ... ... 5
1.2 Application a 'assemblage de nanoparticules anisotropes 5

1.3 Assemblage de NPs via des polyméres stimuli-
répondants . . . . . . L Lo L e e e e e e e e e e e e e e e 6
1.31 LepH ... . o 7
1.3.2 Lalumiére. . . . . . . . . . . . e 8
1.3.3 Latempérature . . . . . . . . ... o 9
1.3.3.1 Les polyméres a LCST . . ... ... ... .. .... 10
1.3.3.2 Les polyméres 3 UCST . . ... ... ... ...... 13

1.4 Butdelathése . . . . . .. @ @ @ i i i i i i i i ittt teeenen. 13




1.1 Assemblage de nanoparticules a I’aide de polyméres 3
1.1 Assemblage de nanoparticules a ’aide de polyméres

Comment des NPs recouvertes de polymére peuvent-elles s’agréger ?

Les principales méthodes déja existantes d’assemblages de nanoparticules via des poly-
meéres greffés a leur surface ou en solution, sont basées sur des interactions électrostatiques
(complexation entre ligands de charges opposées), sur des reconnaissances biospécifiques

(lien ADN), ou encore sur des interactions solvophobes.

1.1.1 Interactions électrostatiques

[’agrégation de nanoparticules induite par complexation est couramment utilisée pour
I'obtention de matériaux nanostructurés [16]. Les agrégations attractives entre des poly-
électrolytes et des espéces métalliques de charges opposées sont reconnues comme per-
mettant la formation d’un nouveau type de colloides [17]. Les copolyméres diblocs poly-
électrolyte-neutre possédent un bloc complexant permettant I’agrégation et un bloc neutre
qui assure une stabilisation stérique. L’interaction de ce type de copolymeéres et des NPs
de charge opposée a permis la formation d’assemblages supramoléculaires en solution
aqueuse. Les agrégats colloidaux de NPs en présence de ces polymeéres se forment sponta-
nément par complexation électrostatique dés le mélange des deux solutions et présentent
une structure de type coeur-couronne ot le coeur est constitué d’un complexe polyélectro-
lyte/NPs et la couronne de polyméres neutres maintenant les agrégats en suspension.

Nous présentons ici les travaux de Berret et al. [18, 19]. A partir de nanoparticules
d’oxyde de fer possédant une charge négative et de copolyméres diblocs cationique-
neutre poly(éthylacrylate de triméthylammonium)-b-poly(acrylamide) PTEA-b-PAm, ils
ont formé des clusters de nanoparticules stables dans une gamme de tailles de 20 a 100

nm (Figure 1.1).
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FIGURE 1.1 — Représentation schématique et images Cryo-MET d’agrégats obtenus par
complexation de PTEA-b-PAm et de nanoparticules d’oxyde de fer [19].

La forme des agrégats préparés en solution n’est pas du tout controlée comme le
montre la Figure 1.1. Le non-controle de la forme peut s’expliquer par le fait que les
assemblages supramoléculaires se forment spontanément dés le contact entre les NPs et

les copolymeéres. En revanche, la taille des agrégats peut étre modulée par le rapport bloc
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complexant sur NP. Plus ce rapport est important et plus la taille des agrégats formés est
petite.

Ces assemblages supramoléculaires basés sur des interactions électrostatiques peuvent
étre dissociés en écrantant ces interactions par une augmentation de la force ionique du

milieu. Sans purification, cette dissociation reste alors irréversible.

1.1.2 Interactions spécifiques

Les polyméres peuvent également interagir de maniére spécifique. L’ADN en est un
trés bon exemple, ainsi que les autres biopolymeéres, comme les protéines, dont leur recon-
naissance est basée principalement sur des liaisons hydrogéne [20, 21, 22|. Ces matériaux
polymeéres sont trés intéressants pour les applications biomédicales. De plus, ils présentent
la possibilité d’assembler des nanoparticules de maniére réversible.

Proposé en 1996 par Mirkin 23] et Alivisatos [24], le concept d’assemblage de nano-
particules controlé par TADN a extrémement gagné en popularité [25, 26, 27|. Dans ce
processus, des NPs stabilisées par des brins d’ADN non complémentaires s’assemblent

avec d’autres NPs fonctionnalisées par les brins d’ADN complémentaires (Figure 1.2).

—
l Linking DNA strands

- . )
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FIGURE 1.2 — Assemblages de NPs par complémentarité de brins d’ADN. Images MET
tirées respectivement des références |27, 23, 26, 25].

Les nanoparticules peuvent étre fonctionnalisées par de grands nombres de brins
d’ADN, donnant lieu & des agrégats macroscopiques de NPs d’or (Figure 1.2 (B)). Il
est également possible de contréler ces assemblages pour obtenir des agrégats colloidaux
en limitant le nombre de brins d’ADN a la surface de la particule (Figure 1.2 (A)-(C-D)).
Les exemples donnés montrent une dissymeétrie de taille avec des nanoparticules de silice
entourées de nanoparticules d’or. Les agrégats de NPs d’or peuvent étre aisément redis-

sociés en augmentant la température, ce qui a pour effet de casser les liaisons hydrogéne.
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Cette particularité de pouvoir agréger des NPs d’or de maniére controlée et réversible par
la température est intéressante, cependant le controle du greffage et la purification restent

des étapes difficiles.

1.1.3 Interactions solvophobes

En combinant le comportement d’auto-assemblage des copolymeéres amphiphiles et la
nature hydrophobe des nanoparticules, des vésicules ou des micelles hybrides peuvent étre
préparées (groupe de Taton [28]). Dans ce systéme, les blocs hydrophobes fournissent la
compatibilité avec les nanoparticules hydrophobes. Lorsqu’ils sont exposés a des solvants
polaires, comme ’eau, les blocs hydrophobes s’assemblent avec les NPs, alors que les blocs
hydrophiles se répartissent a I'extérieur pour former des structures hybrides dispersables
dans I'eau (Figure 1.3). Parmi les copolyméres amphiphiles, le copolymeére le plus répandu
pour les assemblages est le polymeére dibloc polystyréne-poly(acide acrylique) PS-PAA
(Eisenberg [29]).

DMF/THF DMF/THF/H,0 H,0
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FIGURE 1.3 — Représentation et imagerie MET de I’encapsulation de nanoparticules Fe,O4
dans des micelles de PS-PAA [28].

Les composés possédent un coeur de NPs et de PS stabilisé par une couronne hy-
drophile. La taille des agrégats est controlée en modifiant les fractions volumiques poly-
mére/NP et la vitesse d’injection de I'eau. En formant de telles structures, des micelles
hybrides & partir de NPs hydrophobes de métaux variables (Au [30]), d’oxydes métal-
liques (oxydes de fer [31, 32, 33|) et de semi-conducteurs (quantum dots [34, 35]) sont

construites.

1.2 Application a assemblage de nanoparticules ani-

sotropes

Les différentes interactions que nous venons d’exposer pour la formation d’agrégats de
NPs isotropes peuvent étre transposées a ’assemblage de nanoparticules anisotropes.
Le greffage de polyméres sur des NPs anisotropes permet de développer des assemblages

plus complexes. Par exemple, les nanobatonnets sont des nanoparticules qui possédent
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différents rayons de courbure. Le greffage différentiel et régiosélectif des polymeéres a la
surface des nanobatonnets permet de cette maniére d’obtenir des assemblages particuliers
et de controler leur directionnalité.

Pour illustrer I'assemblage de nanoparticules anisotropes, nous présentons I'exemple
de nanobatonnets d’or dont les extrémités sont fonctionnalisées par du polystyréne. Une
stratégie importante utilisée pour ’assemblage de nanobatonnets repose sur la solubi-
lité réduite de ligands attachés aux cotés ou aux extrémités des batonnets. La solubilité
réduite des ligands régiosélectifs induit leur attraction et permet de contréler la direc-
tionalité dans l'assemblage de batonnets. Les mélanges de solvant peuvent moduler les
forces hydrophobes également pour des nanoparticules anisotropes, comme 1’a exploité le
groupe de Kumacheva [36].

Des nanobatonnets d’or ont été assemblés a partir de mélanges de DMF ou THF dans
I’eau par des interactions hydrophobes causées par un changement de la fraction volumique
de I'eau, donnant lieu & des structures en chaines ou des agrégats sphériques (Figure 1.4).
Les paramétres qui influencent ’assemblage sont la masse du PS et la fraction volumique
des différents solvants. La réversibilité de tels assemblages est uniquement possible en

modifiant 'affinité du solvant pour les polymeéres.

CTAB-coated gold nanorod
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FIGURE 1.4 — Auto-assemblage de nanobatonnets d’or fonctionnalisées par du polymére
en solvant sélectif : (a) anneaux, (b) chaines (DMF/H,O a 6 et 20 % en eau), (¢) paquets
de batonnets, (d) nanosphéres (THF/H,O & 6 et 20 % en eau), (e) paquets de batonnets
en chaines (DMF/THF /H,0 a 42,5 :42.5 :15) [36].

1.3 Assemblage de NPs via des polyméres stimulz-

répondants

Une facon originale pour générer I'agrégation de NPs consiste a greffer a leur surface

des polymeéres stimuli-répondants [37, 38, 39, 40, 41]. De tels polymeéres sont habituel-
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lement choisis pour leurs changements de conformation en réponse a un stimulus externe
tel que le pH, la lumiére ou encore la température. Cela leur donne la capacité de controler
des systémes particuliers. Dans les paragraphes qui suivent, nous présentons les principes
généraux concernant ’agrégation de NPs induite par des stimuli environnementaux par

I'intermédiaire des polyméres greffés a leur surface (voir Figure 1.5).

+ Stimulus

\ 4

<
~
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FIGURE 1.5 — Structure schématique de chaines de polymére stimuli-répondants sur une
surface solide. L’effondrement des chaines de polymére sur le coeur dur diminue 'espace
occupé et les propriétés de surface. D’apreés Li et al. [42].

1.3.1 Le pH

La stabilité colloidale de nanoparticules métalliques fonctionnalisées par des ligands
possédant des groupements ionisables (comme des groupes carboxyliques ou amine) dé-
pend trés fortement du pH de la solution environnante. Ce type d’assemblage induit par
un changement de pH est dicté via des interactions de type liaison hydrogéne fortes pour
I'agrégation et des interactions électrostatiques répulsives pour la dissociation (Figure
1.6).

o

FIGURE 1.6 — Illustration schématique du mécanisme d’assemblage réversible de NPs
stabilisées par du poly(4-vinylpyridine) PVP en fonction du pH [43].

La réversibilité de ces assemblages est donc fortement dépendante de la force ionique

du milieu, ce qui signifie que le cyclage n’est plus possible dés lors que les charges portées
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par les polyméres greffés sont écrantées. En revanche, 'agrégation n’est pas controlée et
aboutit & des objets possédant une structure fractale. Ce concept a été appliqué pour

’assemblage réversible de nanoparticules sphériques [44, 45, 46] et anisotropes [47].

1.3.2 La lumiére

Une attention grandissante est également portée sur ’assemblage de nanoparticules
induit par la lumiére [48]. Certaines molécules organiques changent leurs propriétés phy-
siques lorsqu’elles sont irradiées sous une longueur d’onde spécifique. Un exemple rapporté
dans la littérature est celui des composés organiques azobenzénes qui changent de pola-
rité suivant la longueur d’onde d’éclairement : initialement non polaires, ils deviennent
polaires sous irradiation de lumiére UV, alors que sous lumiére visible, ils retournent a
leur état initial. Des polymeéres possédant des fonctions azobenzénes comme groupements
pendants de la chaine principale peuvent étre utilisés pour assembler des NPs. La lumiére
UV induit une transition d’un état "trans" plus stable en 'isomére "cis", facilitant ainsi
les attractions intermoléculaires. Par conséquent, greffées a la surfaces des NPs, ces poly-
meéres permettent ’assemblage de nanoparticules, lorsqu’elles sont irradiées sous lumiére
UV (Figure 1.7).
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FIGURE 1.7 — Représentation schématique de I’assemblage photo-induit de NPs stabilisées
par des composés azobenzénes [49].

La lumiére est un stimulus avantageux dans le sens ot il ne nécessite pas de modifica-
tion de la solution contrairement au pH ol ’ajout d’un acide ou d’une base en solution
est nécessaire. C’est un processus totalement réversible mais l'agrégation est également

non-controlée comme dans le cas du pH.
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1.3.3 La température

Dans la derniére décennie, plusieurs auteurs se sont concentrés sur la préparation de
NPs stabilisées par des polyméres thermosensibles qui subissent des changements confor-
mationnels en réponse a la température [50]. Nous avons choisi dans cette thése de
travailler sur 'assemblage de nanoparticules d’or recouvertes de polyméres ther-

mosensibles. Nous commencons tout d’abord par présenter le principe de ces polymeéres.

Nous nous focaliserons exclusivement sur les polyméres thermosensibles en solution
aqueuse. Dans I'étude de polyméres solubles en milieu aqueux, la température est un pa-
rameétre trés important. Lorsqu’une solution de polymeére présente une séparation de phase
lors d'un changement de température, cela signifie que le polymére subit une transition
de phase réversible, d’un état hydrophile & un état hydrophobe. Il existe deux types de
polyméres thermosensibles (voir Figure 1.8) :

e les polyméres A LCST (Lower Critical Solution Temperature ou température critique
inférieure de solubilité en frangais), dans la majeure partie des cas,

e les polyméres & UCST (Upper Critical Solution Temperature ou température cri-

tique supérieure de solubilité), dans des cas plus rares.

T(T) 1 & T(T) 1 |
o Point de
2 phases UCST f---> 1 troljble
LCST p===-
1 phase
Concentration Concentration

FIGURE 1.8 — Diagrammes de phase de polyméres thermosensibles de type LCST (a
gauche) et UCST (a droite).

Le polymeére devient insoluble lors d'une augmentation ou d’une diminution de la tem-
pérature. Cette transition de phase est généralement marquée par une augmentation de la
turbidité de la solution suivie de 'apparition d’un précipité macroscopique : la tempéra-
ture de transition de phase est désignée par un point de trouble. De plus, la transition de
phase varie avec la concentration en polymére et le diagramme de phase évolue en fonc-
tion de la masse molaire du polymére. Lorsqu’il posséde un minimum (respectivement
maximum), ce point de trouble critique correspond a la LCST (respectivement UCST).
Le phénoméne de séparation de phase d’un polymére sous 'effet de la température tout

comme le phénoméne de dissolution de ce méme polymére sont deux mécanismes qui



10 CHAPITRE 1 : Assemblage de nanoparticules

reposent sur les interactions polymére-solvant.

1.3.3.1 Les polymeéres a LCST

Dans le cas de polyméres possédant un comportement de type LCST, ce sont les
liaisons hydrogéne qui promeuvent la solubilité du polymére en solution aqueuse. Ces
liaisons hydrogéne sont la force motrice de la solubilité de polymeére dans I’eau. En dessous
de la température de transition de phase, ce sont les interactions polymére-solvant, basées
sur la formation de liaisons hydrogéne, qui prédominent : le polymére est soluble dans
I'eau et gonflé. Au-dela de la température de transition de phase, il y a un affaiblissement
des liaisons hydrogéne, qui entraine une déshydratation des chaines de polymeére et facilite
les interactions attractives hydrophobes polymeére-polymeére au détriment des interactions
polymére-solvant. Les chaines de polymére deviennent alors hydrophobes et insolubles
dans I'eau. Elles expulsent ’eau et se replient sur elles-mémes afin de présenter une surface
minimale a ’eau. Ce changement de conformation rend la solution turbide et entraine la

précipitation du polymére (voir Figure 1.9).
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FIGURE 1.9 — Représentation schématique de la transition de phase du PNiPAm d’aprés
Dimitrov et al. [51].

Les polymeéres a LCST sont variés [52] mais nous nous intéresserons uniquement

e aux poly((méth)acrylamide)s et particuliérement au poly(N-isopropyl acrylamide)
PNiPAm qui a une LCST de ~ 32 °C [53],

e aux poly(ether)s comme le poly(oxyde d’éthyléne) PEO qui posséde une LCST vers
100 °C.

Le cas du PNiPAm

Jusqu’a maintenant, les nanoparticules recouvertes de polyméres thermosensibles ont
été préparées avec le polymére le plus commun, le PNiPAm [54, 55, 56, 57]. Le principe de
lagrégation de NPs stabilisées par du polymére thermosensible PNiPAm est présenté a
travers 'exemple reporté dans la littérature par Yusa et al. [58|. En greffant du PNiPAm

a la surface de NPs, les auteurs ont produit des nanoparticules hybrides thermosensibles
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qui s’agrégent réversiblement en augmentant la température au-dessus de la LCST du

polymeére (Figure 1.10). Une fois encore, I'agrégation est macroscopique comme dans le
cas du pH et de la lumiére.

25°C 40 °C

FIGURE 1.10 — Représentation de I’assemblage thermosensible de nanoparticules d’or re-
couvertes par des chaines de PNiPAm en dessous et au-dessus de la LCST du PNiPAm
[58].

La principale limitation du PNiPAm est que sa température de transition de phase
est identique sur une large gamme de concentrations et dépend peu de la masse molaire.
Heskins et Guillet [59] ont été les premiers a présenter un diagramme de phase du PNiPAm
dans ’eau sur une gamme de concentration trés large. La Figure 1.11 montre I'existence
d’une température de transition de phase relativement constante sur un large domaine de

concentration (T = 30-35 °C pour des fractions massiques de 0,01 a 0,4).
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FIGURE 1.11 — Diagramme de phase du PNiPAm dans l'eau d’aprés Heskins et Guillet
[59].

Alternatives au PNiPAm
Pour le PNiPAm, et plus généralement pour les polyméres thermosensibles, il est

possible de controler ou d’ajuster la température de transition de phase du polymeére
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en jouant sur la balance hydrophile-hydrophobe du polymére par ajout de groupements
hydrophiles (respectivement hydrophobes) qui ont pour effet d’augmenter (d’abaisser)
cette température |60, 61|. La localisation du groupement incorporé dans la chaine de
polymeére peut également influer sur la température de transition de phase du polymeére
[62].

Dans le cas du PNiPAm, il est possible d’ajuster sa température de transition par copo-
lymérisation avec des monomeéres hydrophiles ou hydrophobes [63, 64|. Par exemple, Shan
et al. ont rapporté la synthése d’oligomeéres de NiPAm terminés par du 2-hydroxyethyl
acrylate (HEA) [65] (voir Figure 1.12). Ils ont mentionné que la température de transition
de phase de ces oligoméres NiPAm peut étre ajustée a la fois par la masse molaire de la

chaine de polymeére ou par la concentration.
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FIGURE 1.12 — Structure chimique du PNiPAm-HEA. D’aprés Shan et al. [65].

Récemment, une nouvelle classe de copolyméres thermosensibles tend a remplacer le
PNiPAm [66, 67, 68, 69]. Ce sont des polyméres constitués d’oligomonoméres d’oxydes
d’éthyléne de différentes masses molaires, ¢’est-a-dire di(oxyde d’éthyléne) (EO,), oligo-
(oxyde d’éthyléne) (EOg_g), de structure analogue au PEO (voir Figure 1.13). La tem-
pérature de transition de phase de ces copolyméres thermosensibles (EOs),-co-(EOg_g),

peut étre modulée de 15 & 90 °C en changeant le ratio d’oligomonomeéres EO [68, 70, 71].

P(MEO,MA-co-OEGMA) P(DEG-co-OEG) PPEGMA

FIGURE 1.13 — Structure chimique des polyméres synthétisés par Lutz et al. [69] (2-
(2-méthoxyéthoxy)éthyl méthacrylate-oligo(éthyléne glycol) méthacrylate), Boyer et al.
[70] (di(éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate-oligoéthylene glycol méthacrylate) et
Gibson et al. [72] (poly(poly(éthyléne glycol)mono-méthyléther)méthacrylate)).
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1.3.3.2 Les polymeéres & UCST

La seconde classe de polyméres thermosensibles est celle des polyméres présentant
un comportement a UCST. Ce ne sont plus les liaisons hydrogéne mais les interactions
électrostatiques qui gouvernent la solubilité du polymeére en solution auqueuse. De plus, la
situation est inversée : le polymére devient insoluble par une diminution de température.
Le polymeére est soluble au-dessus de la température de transition de phase. En dessous
de la température de transition de phase, les chaines de polymére interagissent entre elles

par association de paires d’ions (voir Figure 1.14).
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FIGURE 1.14 — Association de paires d’ions entre monoméres zwitterioniques. D’aprés
Cheng et al. [73].

En solution aqueuse, comme évoqué précédemment, trés peu de polymeéres arborent
un diagramme de phase de type UCST. Les polyméres a UCST les plus connus sont les
polyzwitterions |74, 75|. Ces polymeéres possédent sur chacune de leurs unités monomeéres
une charge positive et une charge négative.

La grande stabilité des particules stabilisées par des ligands zwitterioniques a déja été
illustrée dans de nombreuses publications. Des nanoparticules stabilisées par des mono-
sulfobétaines montrent une trés grande stabilité et une grande résistante a I'agrégation
[76, 77, 78, 79]. Cette propriété remarquable fait ’objet de nombreuses applications dans le
domaine biomédical. En revanche, dans le cas de polymeéres zwitterioniques, les propriétés
de stabilité colloidale en fonction de la température de NPs fonctionnalisées par des

polymeéres & UCST ne sont pas bien établies, contrairement au cas de polymeére a LCST
[80, 81, 82.

1.4 But de la thése

Mon travail de thése consiste a étudier I'agrégation de nanoparticules d’or protégées
par des polyméres thermosensibles de type LCST et UCST. Le schéma suivant représente
la stratégie globale de I’étude.
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Nanoparticules d’or comme particules modéle

Pourquoi avons-nous choisi 'or 7 L’or est un élément chimique inerte. Il est caractérisé
par sa résistance a 'oxydation, ce qui en fait un métal qui ne se dégrade pas.

L’or, a I’échelle nanométrique, posséde des propriétés optiques extrémement intéres-
santes. Les nanoparticules d’or possédent une résonance plasmon de surface dont la lon-
gueur d’onde se situe dans le visible. L’assemblage des nanoparticules d’or peut donc étre
parfaitement caractérisé par spectroscopie d’absorbance UV-visible. La section efficace
d’absorption de l'or est grande, ce qui permet de travailler en milieu trés dilué.

La synthése des nanoparticules d’or est maintenant connue et bien maitrisée dans la
littérature [1]. De plus, la chimie de surface de l'or est intéressante. Le soufre posséde une
grande affinité avec I'or et permet ainsi un accrochage trés fort a la surface de 'or de
molécules a base de soufre, comme les thiols.

Les nanoparticules d’or anisotropes, comme les nanobatonnets, ont des propriétés op-
tiques supplémentaires. En plus de la résonance plasmon de surface dans le visible, elles
en possédent une seconde dans le proche infra-rouge.

Pour toutes ces raisons, les nanoparticules d’or AuNPs sont utilisées comme parti-
cules modéles dans cette thése, pour mieux comprendre les paramétres qui influent sur

I’agrégation des nanoparticules.

Ce manuscrit est divisé en quatre parties.

Le Chapitre 2 est consacré a 1’étude de I'agrégation de nanoparticules d’or stabilisées
par des polyméres thermosensibles & LCST. Nous avons choisi un polymére statistique

composé de motifs d’oxydes d’éthyléne EO et d’oxydes de propyléne PO, EO,-st-PO,,
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appelé Jeffamine. Sa température de transition de phase varie avec la concentration. De
plus, son diagramme de phase peut étre modulé sur une large gamme de températures
de 0 a 100 °C en jouant sur la masse molaire du polymére ainsi que la proportion des
deux motifs EO et PO [83]. Nous disposons de deux polyméres thermosensibles terminés
par une fonction amine. Ces deux polymeéres, Jeffamine M600 et M1000, possédant des
rapports EO/PO différents, modulant ainsi leurs températures de transition de phase.
Nous modifierons chimiquement ces polyméres par une fonction dithiol permettant leur
greffage a la surface des nanoparticules. Dans un méme temps, des nanoparticules sphé-
riques de taille différente seront préparées. Le greffage des polyméres fonctionnalisés a
la surface des nanoparticules d’or nous permettra d’obtenir des nanoparticules hybrides
thermosensibles. Nous étudierons 'agrégation réversible des nanoparticules en solution
aqueuse en fonction de la température et des paramétres physico-chimiques du systéme
comme la composition du polymeére greffé, la force ionique de la solution, la concentration

en particules, la composition de la couronne de polymére et la taille des nanoparticules.

Le Chapitre 3 nous permet d’étendre les connaissances acquises sur les nanoparticules
isotropes fonctionnalisées par des Jeffamines, & des nanoparticules de forme anisotrope,
telles que les nanobatonnets d’or. Nous montrerons que les différences de courbure le long

et a I'extrémité des batonnets sont a l'origine d’assemblages orientés.

Une des limitations évoquée en introduction est ’agrégation macroscopique non contro-
lée que provoque une augmentation de la température. Cette précipitation macroscopique
des nanoparticules s’explique par I’absence d’interaction répulsive a longue distance sta-
bilisant les agrégats en croissance. Pour parvenir & controler la croissance des agrégats
de nanoparticules fonctionnalisées par des Jeffamines, nous ajouterons en solution des
copolymeéres triblocs de type Pluronic. Ce polymére posséde un bloc ayant une bonne
affinité pour la surface des nanoparticules d’or et deux blocs apportant une stabilisa-
tion stérique. Le Pluronic, poly(oxyde d’éthyléne)-poly(oxyde de propyléne)-poly(oxyde
d’éthyléne) PEO-PPO-PEO, de méme composition chimique que le polymére greffé sur
les NPs et connu pour former des micelles en solution aqueuse, posséde les caractéris-
tiques physico-chimiques pour jouer le role de surfactant [84, 85]. L’étude des paramétres
physico-chimiques, tels que la température d’agrégation des NPs, la température critique
de micellisation CMT des Pluronics et le rapport Pluronic/NP, sur la taille des agrégats
fera 'objet du Chapitre 4.

Le Chapitre 5 sera consacré a I'agrégation en solution aqueuse de nanoparticules sta-
bilisées par des polyméres & UCST de type zwitterioniques. Dans un premier temps, des
polymeéres zwitterioniques de différentes masses molaires seront synthétisés par polymé-
risation radicalaire controlée. I’agent de transfert utilisé pendant la synthése permettra
d’obtenir un groupement d’accroche pour la surface des nanoparticules d’or. Dans un se-

cond temps, nous étudierons 'agrégation des ces nanoparticules hybrides par abaissement
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de la température et nous tenterons d’expliquer les phénoménes observés par un modéle
de déplétion.

Nous conclurons ce travail en présentant les collaborations directement liées a 1’éla-
boration de ces nanoparticules hybrides ainsi que les nombreuses perspectives pour ces

matériaux.



Chapitre 2

Agrégation de nanoparticules d’or par

des polymeéres a LCST

Dans ce Chapitre, nous présentons les propriétés de 'agrégation de nanoparticules
d’or induite par une augmentation de température, par 'intermédiaire de ligands greffés
a leur surface qui sont des polyméres thermosensibles de type LCST. Nous commencerons
par décrire les ligands et la fagon dont ils ont été préparés puis nous étudierons en détail
leur effet sur les nanoparticules avec la température et nous établirons les paramétres

physico-chimiques qui influent sur Pagrégation des AuNPs [86].

C—/ €<—> @
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2.1 Le ligand

2.1.1 Description des polyméres de départ

Deux copolyméres statistiques poly(oxyde d’éthyléne-st-oxyde de propyléne), fonc-
tionnalisés par un groupement amine a l'une de leurs extrémités, sont utilisés comme

polyméres de départ (voir Figure 2.1).

FIGURE 2.1 — Structures chimiques des Jeffamines M1000 (a gauche) et M600 (a droite).

Les deux polymeéres EO,-st-PO, terminés amine, appelés Jeffamines M1000 et M600,
de masse molaire respective 1000 et 600 g.mol™!, ont été caractérisés par spectrosco-
pie RMN !H, spectroscopie Infra-Rouge, MALDI-TOF et chromatographie d’exclusion
stérique SEC (voir Annexe B). Leurs caractéristiques principales sont reportées dans le
Tableau 2.1.

TABLE 2.1 — Résumé des caractéristiques des polymeéres Jeffamines M 1000 et M600 utilisés
dans cette étude.

ratio M, runN®| Mopvi—7¢| My cpc® LCST*
Jeffamine HLB“ I,cpct
EO/PO* (g.mol~!)| (g.mol™!)| (g.mol™!) (°C)
M600 1/9 2,0 580 580 - - 26
M1000 19/3 17,0 990 960 1020 1,03 > 80

% Donné par Hunstman@, b Déterminé par RMN 1H, ¢ Déterminé par MALDI-TOF, ¢ Déterminé par SEC aqueuse (LiNOg4

0,5 M), ¢ Déterminé par des mesures de turbidité en spectroscopie UV-visible.

Constituée de 19 unités monoméres oxydes d’éthyléne EO et de 3 unités monoméres
oxydes de propyléne PO, la Jeffamine M1000 est principalement composée de motifs
oxydes d’éthyléne. Par sa composition, ce polymére est trés proche du poly(oxyde d’éthy-
léene) PEO, qui ne montre pas de transition de phase dans 'eau pour des températures
inférieures a 80 °C [87, 52].

La Jeffamine M600 contient une proportion importante d’unités monomeéres oxydes
de propyléne, 9 motifs PO contre un seul EO. Ce polymeére est trés semblable au poly(oxyde
de propyléne) PPO, qui est soluble dans I'eau a température ambiante uniquement pour
des faibles masses molaires (M < 400 g.mol™' [52]). La Jeffamine M600 présente alors
un diagramme de phase & LCST (Lower Critical Solution Temperature) dans I'eau, c’est-
a-dire qu’a basse température, les chaines de polymeére adoptent une conformation de

pelotes statistiques solvatées ol les interactions polymeére-solvant prédominent. Lorsque
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la température augmente, les interactions polymére-polymére se renforcent aux dépens
des interactions polymeére-eau. Ces interactions induisent alors un repliement progressif
des chaines macromoléculaires sur elles-mémes avant de s’effondrer au-dela des conditions
critiques (point de trouble). A cette température, les chaines de polymére sont déshy-
dratées et forment des globules denses. Cette transition conformationnelle pelote/globule
(interactions intra) s’accompagne d’une agrégation plus ou moins importante des chaines
macromoléculaires (interactions inter), c’est le phénoméne de séparation de phases.

Le diagramme de phase de la Jeffamine M600 dans I’eau a été déterminé par spectro-
scopie UV-visible par la méthode de "point de trouble" et a été construit dans la gamme
de concentration de 0,2 & 48 % en masse (Figure 2.2). Pour cela, I'intensité transmise est
mesurée en fonction de la température. Pour une concentration donnée (en pourcentage
massique), nous définissons le point de trouble, ¢’est-a-dire la température de transition
de phase T., comme étant la température a laquelle I'intensité transmise atteint 50 % de
l'intensité incidente (voir Annexe A). La LCST correspond au minimum du diagramme
de phase et est donc associée a un pourcentage massique particulier. Dans le cas de la
Jeffamine M600, la LCST est de ~ 26 °C et est obtenue pour une solution a 25 % en

masse de polymeére.

80 r T T T T 80 r T T T T ]
70 L (A) 70 r (B) ;
P 1 ]
60 p = EREY ;
) [ | b 5
50 [, 2 phases ® E 50 l4, V600 ;
—~ X \ ~~ L ‘ ° ]
2 af N\, es] 2200y - A
= [ L ® .° =° [ o e, ]
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FIGURE 2.2 — (A) Diagramme de phase de la Jeffamine M600 en phase aqueuse, (B)
comparaison avec le diagramme de phase de la Jeffamine M2500 d’aprés [88].

Klara Podhajecka |88| avait construit pendant sa thése le diagramme de phase de la
Jeffamine M2500 EO7-st-PO37-NHy, par calorimétrie différentielle a balayage (DSC). Ce
polymére de masse molaire moyenne 2500 g.mol™! posséde un caractére hydrophobe tres
proche de celui de la Jeffamine M600, sa balance hydrophile-lipophile HLB est de 2,8
contre 2 pour la Jeffamine M600. Les compositions de ces deux Jeffamines sont compa-
rables puisque le rapport EO sur PO est trés proche ainsi que la proportion en masse de
PO (86 % pour la Jeffamine M2500 contre 87 % pour la Jeffamine M600). Les diagrammes
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de phase en phase aqueuse des Jeffamines M600 et M2500 sont reportés sur la Figure 2.2
(B). Le diagramme de phase de la Jeffamine 2500 est décalé par rapport a celui de la
Jeffamine M600 vers les basses températures : LCST ~ 10 °C. Ce résultat est cohérent
avec la théorie de Flory-Huggins des polyméres en solution, a savoir que la LCST diminue
avec la masse du polymeére [89].

Le parametre d’interaction de Flory-Huggins a la température critique x{, est relié

avec le nombre de segments du polymére my (~ DP, ~ M,) de la maniére suivante :

o = % (1 4 \/1%) (2.1)

X{o traduit la solubilité du polymeére en solution, ainsi si la masse du polymére aug-

mente, x{, augmente et donc la solubilité diminue.
De plus, a la LOST notée 177,

B
Xio=A+ T avec B <0 (2.2)

C

Ainsi, augmentation de la masse du polymeére induit bien une diminution de la LCST.

C’est ce caractére thermosensible du polymére en solution aqueuse que nous avons
voulu appliquer dans le cadre de 'agrégation de nanoparticules d’or. Cependant, pour
assurer le greffage de ce polymére a la surface des AuNPs, le polymére nécessite une

modification chimique par I'ajout d’une fonction d’accroche.

2.1.2 Synthése du ligand

Le ligand joue un réle primordial dans la stabilité de nanoparticules. Dans le cadre
de AuNPs, les molécules a base de soufre sont des excellents ligands pour l'or [1]. Les
Jeffamines M 1000 et M600 ont été modifiées dans le but de substituer la fonction amine
terminale par une fonction dithiol qui présente une trés bonne affinité avec la surface d’or
et une énergie de liaison supérieure & celle des monothiols [90, 91, 92|.

La modification des Jeffamines M1000 et M600 s’effectue en deux étapes, comme le
montre le schéma réactionnel de la Figure 2.3.

La premiére étape est le couplage peptidique [93] de la Jeffamine avec I'acide thioctique
(TA) dans le dichlorométhane, selon un protocole expérimental bien décrit dans la litté-
rature [94] (voir Annexe C). Les produits obtenus sont alors les amides correspondants,
TA-M1000 et TA-M600 respectivement, terminés par une fonction dithiolane.

Aprés purification du polymeére sur colonne de chromatographie de gel de silice, la ré-
duction du groupement 1,2-dithiolane terminal en dithiol, conduisant aux ligands DHLA-
M1000 et DHLA-M600 (DHLA pour acide dihydrolipoique), est obtenue :

e soit en utilisant comme réducteur le borohydrure de sodium (NaBH,) dans un mé-
lange eau/méthanol pour le TA-M1000 (eau/éthanol pour le TA-M600) avant 1’échange
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FIGURE 2.3 — Représentation schématique de la fonctionnalisation des Jeffamines M 1000

(x=19, y=3) et M600 (x=1, y=9) en TA-Jeffamines puis en DHLA-Jeffamines correspon-
dantes.

sH HS

DHLA-Jeffamine

de ligands sur les AuNPs,
e soit en méme temps que la synthése des AuNPs & partir du chlorure d’or, en uti-
lisant du borohydrure de tétrabutylammonium (TBAB) comme agent réducteur (voir

paragraphe 2.2.1.1).

2.1.3 Caractérisation et propriétés en solution aqueuse

La formation de la liaison amide ainsi que 'ouverture du cycle du groupe dithiolane des
différents polymeéres fonctionnalisés ont été caractérisées et confirmées par spectroscopie
IR et RMN 'H (voir Annexe C).

Le diagramme de phase du nouveau polymére TA-M600 en solution aqueuse a été
construit de la méme maniére que précédemment pour le polymére M600 (Figure 2.4).

La fonctionnalisation de la Jeffamine M600 par 'acide thioctique modifie considéra-
blement son diagramme de phase en solution aqueuse. Dans la gamme de concentration
étudiée dans ce travail, le diagramme de phase du polymére TA-M600 est décalé vers les
basses températures. Ce décalage est principalement dii & l'incorporation d’une chaine

alkyle hydrophobe provenant de I’acide thioctique.

Comme le montre la Figure 2.3, les ligands synthétisés sont donc constitués d’une part
d’un polymére thermosensible et d’autre part d’une terminaison thiolane qui posséde une
forte affinité avec l'or, et donc permet un fort ancrage a la surface des AuNPs. Par la

suite, ces polymeéres fonctionnalisés vont étre greffés a la surface des nanoparticules d’or.
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FIGURE 2.4 — Diagramme de phase du polymére TA-M600 en phase aqueuse.

2.2 Nanoparticules d’or stabilisées par des DHLA-

Jeffamines

2.2.1 Synthése

Des nanoparticules d’or AuNPs, stabilisées par les ligands Jeffamines précédemment
modifiées, le DHLA-M1000 et/ou le DHLA-M600, ont été préparées en utilisant deux
méthodes distinctes, comme indiqué sur la Figure 2.5 (voir Annexe D pour les protocoles
expérimentaux) :

e par synthése directe de nanoparticules d’or en présence d’un surfactant, le bromure
de didécyldiméthylammonium (DDAB) et du polymeére,

e par échange de ligands & partir de nanoparticules d’or stabilisées par de 'acide
décanoique, du bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) ou des ions citrates (voir
Annexe D).

(A) AUCl

+
DDAB (,C,
TA- Jeffamlne 0’7 ZL&

@M

DHLA-Jeffamine S

eo‘(\a ‘\é
8 é\) /

D

FIGURE 2.5 — Voies de synthése des AuNPs : (A) synthése directe dans le toluéne, (B)
échange de ligands.

Par la suite, les nanoparticules d’or stabilisées par du polymére seront notées
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AuNPx@DHLA-M1000 et AuNPx@QDHLA-M600, ou x désigne le diamétre moyen du

coeur de la nanoparticule exprimé en nanomeétres.

2.2.1.1 Synthése directe

Les AuNP2@DHLA-M1000 et AuNP2@DHLA-M600 ont été directement synthétisées
par réduction simultanée, par le borohydrure de tétrabutylammonium (TBAB), du sel
d’or AuCly, dissous dans une solution de surfactant DDAB, et du polymeére modifié TA-
Jeffamine, c’est-a-dire terminé par le groupement dithiolane, en milieu organique (Figure
2.5 (A)). Un rapport molaire élevé ligand:Au de 3:1 est fixé pour assurer un large excés
de ligands libres et garantir la passivation compléte de la surface des nanoparticules d’or
ainsi qu’une croissance trés limitée des nanoparticules.

En effet, Oh et al. [95] ont récemment proposé une méthode similaire & la notre pour
la synthése de AuNPs stabilisées par du poly(oxyde d’éthyléne) par réduction du PEO
fonctionnalisé avec de lacide thioctique (TA-PEO de masse molaire de 550 ou 750 g.mol ')
et de HAuCl, dans I'eau en utilisant NaBH, comme réducteur. Ils ont montré que la taille
de la nanoparticule peut étre controlée en faisant varier le rapport ligand TA-PEO sur or.
Lorsque le ratio ligand:Au diminue de 10:1 & 1:4000, le diamétre des AuNPs augmente de
1,5 & 18 nm. Dans notre étude, nous n’avons pas cherché a optimiser la taille des AuNPs

en faisant varier le rapport ligand sur Au.

2.2.1.2 Synthése par échange de ligands

Dans la seconde voie de synthése, des AuNPs stabilisées par du DHLA-Jeffamine ont
été préparées par échange de ligands (Figure 2.5 (B)) sur des nanoparticules préalablement,
synthétisées, a partir de différents procédés dans le but d’obtenir des AuNPs de taille
différente (voir Annexe D).

e Des AuNPs fonctionnalisées par de I'acide décanoique (AuNP6@C ) ont été synthé-
tisées par réduction par TBAB de sel d’or dans le toluéne en présence d’acide décanoique
[96].

e Des AuNPs stabilisées par du CTAB (AuNP7@CTAB) ont été préparées en solution
aqueuse via une approche de croissance de noyaux [97].

e Des AuNPs stabilisées par des ions citrates (AuNP13@Citrate et AuNP17QCitrate)

ont été préparées en solution aqueuse en suivant la méthode classique de Turkevich [98].

L’acide décanoique, le CTAB et les ions citrates sont des ligands faibles pour l'or
comparés aux molécules soufrées et peuvent étre facilement échangés par les ligands Jef-
famines terminés dithiol. L’ensemble des protocoles de synthése des AuNPs est résumé
dans le Tableau 2.2.

e La procédure d’échange de ligands pour les AuNP7QCTAB et les AuNPs@QCitrate

est effectuée directement dans une dispersion aqueuse de nanoparticules d’or préalable-
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ment synthétisées. La température d’échange sur les AuNPs@Citrate est maintenue & une

température proche de 4 °C afin d’éviter la précipitation des ligands DHLA-M600 trés

hydrophobes (voir Section 2.1.3).

e Pour les AuNP7@QCTAB, le large excés de CTAB permet la solubilisation du DHLA-

Jeffamine en phase aqueuse et la réaction d’échange est effectuée avec succés a température

ambiante.

e Enfin pour les AuNP6@QC,(, ’échange de ligands est réalisé dans le toluéne, qui est

un bon solvant pour les DHLA-Jeffamines.

TABLE 2.2 — Résumé des modes opératoires de la synthése et de la purification des diffé-

rentes AuNPsQDHLA-Jeffamines.

AuNPs ou sel | solvant| température purification précision
AuCl,
Synthése ultrafiltration coupure
toluene 25 °C
directe dans 'EtOH de 5k MW
. ultracentrifugation | 300k g (80k rpm)
Echange AuNP6@C toluéne 25 °C
dans 'EtOH pendant 30 min
ultrafiltration coupure
de AuNP7@QCTAB eau 25 °C
dans ’EtOH de 10k MW
centrifugation
25 °C avec DHLA-M1000 17k g (13k rpm)
ligands | AulNPs@Citrate eau dans l'eau
4 °C avec DHLA-M600 pendant 20 min
a25o0ud-°C

2.2.2 Purification

Toutes les dispersions de nanoparticules d’or ont été soigneusement purifiées des
chaines de copolyméres libres non greffées par des cycles répétés de centrifugation et
lavage, et finalement redispersées dans une solution aqueuse de chlorure de potassium
(KC1) & 10 mM refroidie & 0 °C (voir Annexe D pour plus de détails). Un protocole d’op-
timisation de la purification des AuNPs a été établi pour déterminer au mieux, selon le
type et la taille des nanoparticules, la méthode adéquate de lavage parmi 'ultrafiltration
sur membrane de dialyse en Polyethersulfone PES (Vivaspin), la centrifugation ou 1'ul-
tracentrifugation. Les méthodes de purification utilisées sont également résumées dans le
Tableau 2.2.

Ces dispersions sont stockées a 4 °C et montrent une trés bonne stabilité dans le temps
(plusieurs mois) sans aucun signe d’agglomération, a I'exception des AuNP17@QDHLA-
M600 qui ont tendance a précipiter en quelques jours (voir plus loin le paragraphe 2.2.3.4

pour la discussion).
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Le greffage des DHLA-Jeffamines sur les nanoparticules est confirmé qualitativement
par les propriétés de dispersion des nanoparticules dans ’é¢thanol et dans 'eau a 4 °C.
En effet, I’éthanol est un mauvais solvant pour les AuNPQC,,, les AuNPQCTARB et les
AuNPs@Citrate. De plus, les AuNP@QC,, précipitent dans I'eau. Tandis que I'ajout de sel
en grande quantité (~ 100 mM) entraine une précipitation rapide des AuNP@Citrate par
écrantage électrostatique, les particules échangées par des DHLA-Jeffamines sont stables
en présence de sel. Les expériences de DLS et d’ATG présentées par la suite confirmerons

I’échange de ligands.

2.2.3 Caractérisation

Toutes les AuNPs stabilisées par du polymére ont été caractérisées par MET, par
analyse thermogravimétrique (ATG), par diffusion dynamique de la lumiére (DLS pour
Dynamic Light Scattering en anglais), et par spectroscopie UV-visible (voir Annexe A

pour plus de détails).

DLS
diamétre hydrodynamique D,

MET
diameétre de cceur D

C

UV-vis
longueur d'onde  Agpg

ATG
densité de greffage Dg

2.2.3.1 Microscopie électronique en transmission

La Figure 2.6 montre les images de MET des nanoparticules d’or stabilisées par du
DHLA-M600 préparées soit par la synthése directe (Figure 2.6 A) soit par échange de
ligands (Figure 2.6 B-E).

Ces images MET nous permettent de mesurer la taille moyenne ainsi que la polydis-
persité en taille des AuNPs@DHLA-MG600 préparées. Les nanoparticules sont sphériques,
a lexception des AuNP13@DHLA-M600 et AuNP17@DHLA-M600 synthétisées a partir
de nanoparticules stabilisées par des ions citrates qui sont légérement facettées. De plus,
toutes les dispersions de AuNPs présentent une distribution en taille étroite.

La synthese directe aboutit a des nanoparticules de 2 nm. Cette taille est due au large
excés de ligands utilisé lors de la synthése et le résultat est en accord avec ceux de Oh et
al. [95] (2,4 £ 0,3 nm pour un rapport ligand/Au de 3:1 contre 2,0 £+ 0,3 nm dans notre
cas).

Dans le cas de la synthése par échange de ligands, la taille et la forme des nanoparticules
d’or stabilisées par les polyméres DHLA-Jeffamines ainsi préparées n’évoluent pas pendant
la réaction d’échange, ce que nous avons vérifié par observation au MET avant échange.

Les tailles de ’ensemble des AuNPs synthétisées sont reportées dans le Tableau 2.3.
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FIGURE 2.6 — Images de MET et distributions en taille correspondantes des AuNPs
préparées par les deux méthodes : (A) synthése directe, (B-E) échange de ligands.
(A) AuNP2@DHLA-M600, (B) AuNP6@DHLA-M600, (C) AuNP7@DHLA-M600, (D)
AuNP13@DHLA-M600, (E) AuNP17@DHLA-M600.
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2.2.3.2 Analyse thermogravimétrique

La densité de greffage, c’est-a-dire le nombre de chaines de polymeére attachées a la
surface d’une nanoparticule (exprimée en chaines.nm™?2), est calculée a partir des données
d’analyse thermogravimétrique (ATG). Le principe de mesure est détaillé en Annexe A. La
Figure 2.7 présente les pertes de masse des nanoparticules stabilisées par le DHLA-M1000
ainsi que du polymeére seul, TA-M1000.
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FIGURE 2.7 — Evolution de la perte de masse (%) en fonction de la température déterminée
par ATG du TA-M1000 et des AuNP6@DHLA-M1000.

Les mesures d’ATG indiquent que le polymere EO,-st-PO, modifié en TA-M1000 se
décompose dans la gamme de température de 350 a 400 °C, valeurs cohérentes avec celles
reportées dans la littérature pour le PEO et le PPO[99]. Nous observons un léger décalage
de la perte de masse du ligand lorsque celui-ci est greffé a la surface des nanoparticules
d’or.

La densité moyenne de greffage des chaines de polymeére a la surface des nanoparticules
d’or est estimée a D, = 4,0 = 0,5 chaines.nm™? (voir Annexe A). Cette valeur est quasi
constante et est indépendante a la fois de la taille de la nanoparticule d’or et de la nature
de la Jeffamine. Ces valeurs élevées de densité de greffage sont cohérentes avec la faible
masse molaire du ligand et la forte affinité de la fonction dithiol avec la surface d’or. Du
fait du large excés de ligands utilisés lors des synthéses (échange de ligands ou syntheése
directe), nous anticipons sur le fait que toutes les AuNPs ont leur surface totalement
passivée par les ligands dithiols. Ceci est en accord avec le fait que la densité de greffage
soit indépendante de :

e la méthode employée pour la préparation des AuNPs,

e la courbure des AulNPs,

e la masse molaire des polymeéres EO,-st-PO,, utilisés dans cette étude.

Des valeurs similaires de densité de greffage ont également été observées pour des
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AuNPs stabilisées par des ligands ou des polymeéres thiolés. L’équipe du Pr Tenhu |54,
55, 57, 56, 58| a synthétisé des AuNPs stabilisées par du PNiPAm-SH de M,, = 5 400 et
4 700 g.mol~! et avec des densités de greffage de 1,8 & 2,5 chaines.nm~2 respectivement.
De méme, Corbierre et al. [100] ont aussi étudié des AuNPs stabilisées par des ligands de
faibles masses molaires, PEO,;—SH, PS;;—SH et C,,—SH, et ont obtenu des densités de
greffage de 2,0, 4,2 et 5,5 chaines.nm ™2 respectivement. La valeur de la densité de greffage
que nous avons trouvée pour les AuNPsQDHILA-Jeffamines semble donc en bon accord

avec ce qui est reporté dans la littérature.

2.2.3.3 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible est la technique de choix pour I'étude de dispersions
aqueuses de nanoparticules d’or, due a la bande de résonance plasmon de surface (SPR)
caractéristique, qui est trés sensible a la taille, a la forme et a I’environnement local des
nanoparticules d’or [101, 102, 103].

La Figure 2.8 montre les spectres d’absorption UV-visible caractéristiques de disper-
sions de nanoparticules d’or dans une solution aqueuse de KC1 & 10 mM. Les spectres ont
été réalisés & une température en dessous de la température de transition de phase du
polymeére greffé, afin d’assurer un état suffisamment hydraté du polymére et une bonne
dispersion des nanoparticules. Dans le cas des AuNPs stabilisées avec du DHLA-M600,
la température expérimentale est fixée a 4 °C. Pour les AuNPs@DHLA-M1000, puisqu’il
n’y a pas ou tres peu d’effet de la température sur I'état d’hydratation des polymeéres en

surface des nanoparticules, les mesures ont été effectuées a 25 °C.

(A) AUNPS@DHLA-M1000 (B) AUNPS@DHLA-M600

A (ua.)
A (u.a)

2 nm

300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800

A (nm) A (nm)

FIGURE 2.8 — Spectres d’absorption UV-visible des AuNPs dans une solution de KCI a 10
mM de (A) AuNPs@DHLA-M1000 mesurés a 25 °C et (B) AuNPs@DHLA-M600 mesurés
a 4 °C, normalisés & 400 nm. Photos des dispersions de AuNP2@DHLA-M1000 (& gauche)
et de AuNP6@DHLA-M1000 (& droite).
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Les AuNPs présentent en solution, une bande de résonance plasmon de surface intense
avec un maximum a ~ 524 nm, qui est caractéristique de nanoparticules d’or sphériques,
dispersées individuellement dans une gamme de taille de 3 & 50 nm [104, 103, 105].

Les AuNP2QDHLA-M600 et AuNP2QDHLA-M1000 présentent une bande plasmon
trés atténuée, ce qui indique que la taille des nanoparticules est inférieure & 3 nm [106],
comme le confirment les images de MET (voir paragraphe 2.2.3.1). Cette variation de
I’absorbance de la bande plasmon explique le changement de couleur de rouge a marron

foncé lorsque la taille des nanoparticules diminue de 17 & 2 nm (voir sur la Figure 2.8).

2.2.3.4 Diffusion dynamique de la lumiére

En complément des expériences de MET et de spectroscopie UV-visible, les diamétres
hydrodynamiques moyens D, des nanoparticules d’or ont été déterminées par DLS & 4 °C
pour les AuNPs@DHLA-M600 et a 25 °C pour les AuNPs@QDHLA-M1000 (voir Annexe
A pour plus de détails). Les résultats sont reportés dans le Tableau 2.3 avec les diamétres

de coeur D. déterminés par MET.

TABLE 2.3 — Résumé des tailles moyennes des AuNPs@DHLA-Jeffamine obtenues en MET
et en DLS.

DHLA-M600 DHLA-M1000
D. (nm)® Dy, (nm)® h (nm)? | D. (nm)® Dj, (nm)© h (nm)?
AuNP2 | 2,0+0,3 6,3 + 0,1 22+02| 20£05 8,1+ 0,3 3,1 + 0,4
AuNP6 | 5.6+ 0,7 121402 |33+05| 60«07 15,6 + 0,3 48 405
AuNP7 | 73+£0,6 149 £ 1,2 38+£09 | 7,3+0,5 15,6 £ 0,1 42 +0,3
AuNP13 | 128 +1,2| 248+19 |60+1,6 | 134409 24,4 + 0,2 55+ 0,6
AuNP17 | 172419 | 422430 ; 16,7 + 1,7 29.7 + 0.6 6,5+ 1,2

@ Diamétres de coeur déterminés par MET, ® Diamétres hydrodynamiques déterminés par DLS 4 4 °C dans une solution
de 10 mM en KCI, ¢ Diamétres hydrodynamiques déterminés par DLS & 25 °C dans une solution de 10 mM en KClI, ¢
h = (D, — D.)/2.

Les D), sont plus grands que les diamétres homologues mesurés par MET du fait que
la DLS est sensible non seulement au coeur inorganique mais également aux chaines de
polymére hydratées qui sont liées a la surface. Des mesures de Dy, pour les AuNPs@DHLA-
M600 et les AuNPs@DHLA-M1000 montrent des valeurs similaires pour toutes les tailles
des particules et confirment ainsi 'absence d’agrégat en solution. Cependant, pour les
AuNPs de taille la plus élevée, stabilisées avec du DHLA-M600 (D, = 17 nm), la valeur
de Dy, (Dy, = 42 nm) est incohérente avec celle obtenue avec le DHLA-M1000 (D), = 30
nm). Cette valeur inattendue est probablement due & la présence d’une faible fraction
de petits agrégats en solution. En effet, puisque I'intensité de la lumiére diffusée dépend
de la taille a la puissance 6, le signal DLS est trés sensible & la présence de gros objets,

méme en petites quantités. Quoi qu’il en soit, nous pensons que la proportion d’agrégats
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en solution est minime comparée aux particules dispersées car nous n’observons pas de
décalage de la bande plasmon vers les grandes longueurs d’onde, qui est caractéristique
de la présence d’agrégats.

En combinant les résultats de DLS et de MET, nous avons estimé I'épaisseur h = (D,
- D.)/2 de la couche de polymeéres hydratés localisés autour de la nanoparticule (voir Ta-
bleau 2.3). Nous observons que cette épaisseur augmente avec la taille de la nanoparticule
d’or, passant respectivement de ~ 2 4 6 nm (~ 3 4 6 nm) pour les AuNPs@DHLA-M600
(pour les AuNPs@DHLA-M1000), lorsque la taille du coeur croit de 2 & 17 nm. Il est inté-
ressant de comparer ces valeurs aux dimensions caractéristiques des chaines de polymeéres,

afin de se représenter la conformation de la chaine a la surface des AuNPs.

Calcul théorique des dimensions caractéristiques des chaines de polymeére
greffées, R, et Ly :
e Le rayon de giration R, en solvant 6 peut étre calculé d’aprés la formule suivante :
n.?,,,.Co
R’ = — (2.3)
avec C'», = 5 pour le PPO et 4 pour le PEO (d’aprés le Polymer Handbook [107]), n
le nombre de segments n = 3DP,, pour le PEO et le PPO, ou le degré de polymérisation
DP,, = 10 pour la Jeffamine M600 et 22 pour la Jeffamine M1000, et [,,,, la longueur
moyenne entre deux atomes voisins de la chaine de polymére :

2lc_o+lc-c
oy = =2

Avec [c_o= 0,143 nm et lc_¢ =0,154 nm, [,,,,, = 0,147 nm. On néglige dans ce calcul la
fonction dithiolane.
D’ou R, = 0,7 nm pour le M600 et B, = 1,0 nm pour le M1000.

e La longueur d'un polymére totalement étiré Lg;,.¢ est estimée a :

0
Leive = d‘nsegments avecd = 2lmoy sin (5) (24)

d SH HS,
H +—>
/O\/\eo/\ﬁgN\’(\@e/\/K}
(o]

ol 0 = 109°28 = 1,91 rad et Ngegments — 19 pour le DHLA-M600, 37 pour le DHLA-
M1000.

D’ou Lgjir¢ = 4,5 nm pour le DHLA-MG600 et Ly« = 8,9 nm pour le DHLA-
M1000.

Les valeurs des épaisseurs de la couche de polymére, mesurées expérimentalement pour

les différentes AuNPs, sont comprises entre les valeurs théoriques des rayons de giration
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FIGURE 2.9 — Comparaison des épaisseurs de couronne de polyméres sur les AuNPs avec
les longueurs caractéristiques des polymeéres. D, est le diamétre de coeur des particules

(calculées en condition theta uniquement pour les Jeffamines de départ non modifiées) et
des longueurs de chaines de polymére étirées (voir Figure 2.9). Les chaines de polymére
tendent de plus en plus vers une conformation étirée avec la taille de la nanoparticule.
Cette évolution signifie donc un changement de conformation du polymere greffé a la
surface des AuNPs lorsque la taille des nanoparticules augmente. Ce point important sera

discuté ultérieurement.

En conclusion préliminaire, différentes méthodes ont été décrites pour la préparation
de AuNPs stabilisées par des polyméres de type EO,-st-PO,, sphériques et monodisperses
dans la gamme de taille de 2 a 17 nm. Les nanoparticules AuNPs@QDHLA-Jeffamine se
trouvent dans un état bien dispersé et présentent une excellente stabilité en solution

aqueuse.

2.3 Thermosensibilité des AuNPsQDHLA-Jeffamine

2.3.1 Deétermination de la température d’agrégation des AuNPs

Le caractére thermosensible des nanoparticules d’or induit par les polymeéres greffés a

la surface de l'or a été établi par spectroscopie UV-visible et par DLS.

Nous venons de montrer que les nanoparticules d’or, recouvertes des polyméres ther-
mosensibles DHLA-Jeffamines, sont bien dispersées lorsque la température est inférieure
a la température de transition de phase du polymére. En effet, les polyméres greffés a la
surface des AuNPs se trouvent dans un état hydraté et procurent une stabilité stérique
des AuNPs (voir Figure 2.10 4 5 °C).
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Lorsque la température est supérieure a la température de transition de phase des po-
lyméres, ’eau devient un mauvais solvant pour les chaines de polymeére greffées, induisant
I'effondrement des polyméres déshydratés sur la surface de la particule. Puis, des interac-
tions hydrophobes apparaissent et conduisent a la formation de gros agrégats (voir Figure
2.10) [58], qui peuvent étre facilement dissociés en refroidissant la suspension, comme

nous le verrons par la suite.

dispersion agrégation
Température .

BHE

FIGURE 2.10 — Représentation schématique de la formation d’agrégats de nanoparticules
d’or AuNP6@DHLA-MG600, induite par des polymeéres thermosensibles en solution aqueuse
avec la température. Photos et images MET correspondantes.

2.3.1.1 AuNP6@DHLA-M1000

La spectroscopie d’absorption UV-visible ne montre pas de preuve d’agglomération
pour les AuNPs stabilisées par le DHLA-M1000 lorsque la température augmente jusqu’a
70 °C (Figure 2.11). En effet, puisque la Jeffamine M1000 ne présente pas de transition
de phase en dessous de 80 °C, les nanoparticules AuNP6@DHLA-M1000 présentent un
état dispersé dans la gamme de températures étudiée (10-70 °C), ou tous les spectres
UV-visible se superposent. Aucun déplacement de la bande de résonance plasmon n’est

observé.

2.3.1.2 AuNP6@DHLA-M600

Cette situation est trés différente dans le cas de dispersions de nanoparticules stabili-
sées par du DHLA-M600, pour lesquelles une augmentation de la température induit la
formation d’agrégats. En effet, 'agglomération de nanoparticules d’or se traduit par un

changement de couleur de rouge a violet (Figure 2.10). Ce changement de couleur est di
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FIGURE 2.11 — Spectres d’absorbance UV-visible des AuNP6@DHLA-M1000 dans une
solution de KCI a 10 mM en fonction de la température.

au déplacement de la bande plasmon vers les plus grandes longueurs d’onde, induit par une
interaction dipdle-dipdle entre les plasmons de nanoparticules voisines [108|. La Figure
2.12 (A) montre les spectres d’absorption UV-visible des dispersions de AuNP6@DHLA-

M600 mesurés a différentes températures.
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FIGURE 2.12 — (A) Spectres d’absorption UV-visible des AuNP6@DHLA-M600 dans une
solution de KCI 4 10 mM en fonction de la température de 8 a 20 °C (par pas de 2 °C
toutes les 5 min), (B) Distributions de taille déterminées par DLS des mémes particules
en fonction de la température (par pas de 2 °C toutes les 20 min).

Les spectres UV-visible se superposent jusqu’a 12 °C, puis un décalage vers les grandes
longueurs d’environ 25 nm (de 524 a 550 nm) apparait lorsque la température atteint
14 °C. Ce déplacement est de plus en plus prononcé lorsque la température augmente,

traduisant ’agrégation des nanoparticules d’or. Nous définissons alors la température
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d’agrégation 7,4, des nanoparticules comme étant la température a partir de laquelle le
maximum de la bande plasmon commence a se décaler vers les grandes longueurs d’onde.
Dans le cas des AuNP6@DHLA-M600, T4 vaut 12 °C.

Le mécanisme d’agrégation des nanoparticules en fonction de la température a été
confirmé par des expériences de DLS (voir Figure 2.12 (B)). En dessous de 12 °C, les
profils d’intensité en fonction du diamétre moyen sont identiques. A 12 °C, le léger dé-
calage de la distribution de taille vers les plus grandes tailles correspond au début de la
formation d’agrégats. Au-dessus de 14 °C, le profil de distribution de taille se décale de
plus d’une décade en nm. Le maintien des dispersions de AuNPs@QDHILA-M600 au-dessus
de la température d’agrégation pendant plusieurs heures conduit & une précipitation ma-
croscopique.

Par I'excellente corrélation entre ces deux techniques, nous pouvons déterminer préci-

sément la température d’agrégation 7T',,, des AuNPs thermosensibles de notre étude.

Dans les paragraphes suivants, la réversibilité de 1’agrégation des nanoparticules et
les différents parameétres qui affectent T',,, seront examinés (concentration, force ionique,

taille des AuNPs, composition de la couronne).

2.3.2 Réversibilité

Le phénomeéne d’agrégation des nanoparticules stabilisées par les polyméres thermo-
sensibles est un processus totalement réversible, comme le montre la Figure 2.13 ou des
cycles complets de chauffage /refroidissement en spectroscopie UV-visible ont été effectués
sur des AuNP6@DHLA-M600.

En partant d’une dispersion de AuNP6@DHLA-M600 a 4 °C (avec une bande de ré-
sonance plasmon de surface centrée a 524 nm), le maximum de la bande plasmon Agpr
se décale vers 550 nm a 14 °C et revient exactement & 524 nm en redescendant la tem-
pérature (voir Figure 2.13 (A)). La température de dissociation des AuNPs apparait a
une température légérement plus faible (hystérésis de 1-2 °C) que celle observée pour leur
agrégation. Cette hystérésis est comparable a ce qui a déja été observé avec des poly-
méres & LCST de type PEO pur [67]. Le processus d’agrégation-dissociation peut étre
répété plusieurs fois sur des cycles de chauffage/refroidissement sans le moindre signe

d’agglomération irréversible (voir Figure 2.13 (B)).

La thermo-réversibilité des AuNPs peut également étre suivie par des expériences de
DLS (voir Figure 2.14).

En effet, le retour a 8 °C de la solution de AuNP6@DHLA-MG600 aprés un cycle en
température, montre une légére persistance de quelques agrégats d’apres la distribution
des tailles aprés 3 h a 8 °C, mais ces derniers disparaissent totalement aprés 12 h laissés

a froid, sans aucune refiltration de la solution.
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FIGURE 2.13 — (A) Evolution du maximum de la bande de résonance plasmon de surface
Aspr en fonction de la température pour les AuNP6@QDHLA-M600 dans une solution de
KCI1 & 10 mM pour un cycle complet de chauffage/refroidissement (par pas de 2 °C toutes
les 5 min), (B) Variation de Agpr pour plusieurs cycles de chauffage/refroidissement du
méme échantillon (par pas de 8 °C toutes les 15 min).
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FIGURE 2.14 — Distributions de taille (déterminées en DLS) des AuNP6@DHLA-M600
dans une solution de KCl & 10 mM sur un cycle de chauffage /refroidissement.

2.3.3 Influence de la concentration en AuNPs

Il est bien connu que la température de transition de phase d'un polymeére dépend
de la concentration totale en polymére en solution. En effet, pour un polymére & LCST,
lorsque la concentration en polymére augmente ou diminue, la température de transition
de phase augmente de part et d’autre de la LCST.

L’effet de la concentration totale en polymére en solution sur la température de tran-

sition de phase du polymeére, et par conséquent sur 7,4, a été indirectement étudié en
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faisant varier la concentration totale en AuNP6@DHLA-MG600 en solution (voir Figure
2.15).

570 T T T T

T (%)

FIGURE 2.15 — Evolution du maximum de la SPR (déterminé par spectroscopie UV-
visible) en fonction de la température pour les AuNP6@DHLA-M600 dans une solution
de KC1 a 10 mM avec différentes concentrations en AuNPs (C = Cyp = 1,7 pmol.L ™! qui
correspond & une concentration totale en polymére de ~ 0,7 mmol.L™1).

Sur la gamme de concentrations étudiée (environ une décade), T',4, reste constante a
12 °C, indépendemment de la concentration totale en AuNPs en solution. Par conséquent,

T .44 ne dépend pas de la concentration totale en polymeére en solution.

2.3.4 Influence de la force ionique du milieu

Avant de rentrer dans les détails de 'influence de la taille de la nanoparticule sur 1’4,
nous voulons présenter 'effet du sel sur la thermosensibilité des AuNPs stabilisées avec
du DHLA-M600.

Une différence du comportement de thermo-association avec ou sans sel a parfois été
observée sur les AuNP6@DHLA-MG600, selon le lot de synthése des ligands. En effet,
certaines nanoparticules ne s’agrégent pas dans ’eau pure en chauffant la solution. Nous
retrouvons le mécanisme d’agrégation décrit précédemment en augmentant légérement la
force ionique (10 mM en KCl). Ce comportement a déja été décrit dans la littérature. En
effet, Yusa et al. [58] ont trouvé que des nanoparticules d’or stabilisées par du PNiPAm
(M,, ~ 10* g.mol™!) ne s’agglomérent pas lorsque la température est supérieure a la
LCST du PNiPAm dans I'eau pure (~ 32 °C), tandis qu’une association réversible des
nanoparticules est observée dans une solution de NaCl & 50 mM. Les auteurs expliquent
ce phénomeéne par l'existence en solution aqueuse au-dessus de la LCST, de répulsions
électrostatiques provenant de charges résiduelles a la surface de I'or nu, qui inhiberaient

Iagrégation des chaines de polymére PNiPAm déshydratées. En présence de sel, les charges
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seraient, écrantées et la floculation serait dictée par la transition de phase du polymeére
thermosensible.

A la différence de Yusa et al., nous pensons que les charges proviennent plutét des
ligands que de l'or nu. Aprés synthése et purification des polyméres, il peut rester du
DHLA. Au cours de I’échange sur les particules, une fraction de DHLA pourrait se greffer

et apporter quelques fonctions carboxylates en surface des particules. !

Pour appuyer cette hypothése, nous avons vérifié 1'effet du pH de la solution sur
lagrégation des particules. L’ajout d’acide chlorhydrique HCl pour diminuer le pH a
4 permet la protonation des groupements acides. L’ajout de sel permet d’écranter les

charges. Dans tous les cas, nous retrouvons ’agrégation des nanoparticules.

D’autre part, nous avons étudié l'effet de la concentration en sel sur T4, (voir Figure
2.16).
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FIGURE 2.16 — Evolution du maximum de la SPR (déterminé par spectroscopie UV-
visible) en fonction de la température pour les AuNP6@DHLA-M600 dans différentes
concentrations en KCI (par pas de 2 °C toutes les 5 min).

Lorsque la concentration en sel augmente de 10 a 500 mM, la température d’agrégation
T agg des AuNP6@DHLA-M600 se décale vers les plus faibles températures de 12 a 8 °C.
Dans une solution de KCl1 a1 M a 4 °C, la couleur de la dispersion des AuNPs est déja

violette, ce qui indique que T4y, est inférieure a 4 °C. Cet effet de la concentration en sel sur

1. Un potentiel zeta trés légérement négatif (-5,5 mV) a été mesuré pour les AuNP6@DHLA-M1000.
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la température de transition est bien connu pour les chaines de polymére linéaire comme
le PEO, pour lequel I'interaction entre I’électrolyte et ’eau induit une déshydratation plus

rapide des chaines de polymére [109].

Jusqu’a maintenant, nous avons étudié I'influence de changements de ’environnement
des nanoparticules sur leur température d’agrégation, comme la force ionique du milieu
ou la concentration en nanoparticules dans la solution. Maintenant, nous allons voir I'in-
fluence de parameétres propres a la nanoparticule sur son agrégation, comme la taille du

coeur ou la composition de la couronne de polymeére.

2.3.5 Influence de la taille des AulNPs

Nous avons pour l'instant traité uniquement le comportement thermosensible des
AuNP6@DHLA-M600. Des comportements similaires ont été reportés pour toutes les
AuNPs@DHLA-M600. La valeur de la température d’agrégation 7,44 des AuNPs est tou-
jours bien corrélée avec les mesures de DLS. Dans le cas des dispersions de AuNP2@QDHLA-
M600, la température d’agrégation n’a pu étre déterminée que par DLS du fait de la trop
faible intensité de la SPR.

Les mesures de DLS, reportées sur la Figure 2.17, en fonction de la température pour
des AuNPs de différentes tailles, montrent trés clairement que la température d’agrégation

de ces derniéres varie avec la taille du coeur.
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FIGURE 2.17 — Variation du diamétre hydrodynamique Dj, (mesuré par DLS) avec la
température des AuUNP2@DHLA-M600, AuNP6@DHLA-M600 et AuNP13@DHTLA-M600
dans une solution de KCl & 10 mM (par pas de 2 °C toutes les 5 min).

La Figure 2.18 résume la dépendance de T4, avec le diametre de coeur D, des nano-

particules d’or.
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FIGURE 2.18 — Dépendance de la température d’agrégation 7,4, en fonction du diametre
de coeur D, estimé par MET.

La température d’agrégation diminue de 15 & 8 °C pour les petites AuNPs (de 2 a 6

puis 7 nm) et atteint un plateau a 8 °C pour les grosses nanoparticules d’or (13 et 17 nm).

Pour expliquer ce comportement, nous avons confronté deux idées :
e les interactions attractives de Van der Waals, sensibles a la taille du coeur de la
particule,

e la conformation du polymeére a la surface des particule.

2.3.5.1 Interactions de Van der Waals

La premiére explication qui vient naturellement & ’esprit est l'interaction attractive
coeur dur-coeur dur qui augmente lorsque la taille du coeur augmente.

Pour comprendre qualitativement les caractéristiques de solubilité, nous avons calculé
le potentiel attractif di aux forces de Van der Waals entre deux sphéres de coeur dur de
méme rayon R., dont les surfaces sont séparées d’une distance d, en utilisant la formule

suivante :

v Aw[ 2R 2R AR (25)
VIW= "6 | +4R.d = &+ 4R..d + AR? & + 4R..d + AR? ‘

d

ot Ay est la constante de Hamaker (Ay = 4.107 J pour l'or dans I’eau) [110].
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Nous avons assumé que les deux spheéres sont séparées par la longueur des chaines
des polymeéres attachés aux particules d’or en supposant que les couronnes de polymeére
de deux particules d’or adjacentes ne sont pas inter-pénétrables. La valeur minimale du
potentiel dans le cas des AuNPs@QDHLA-Jeffamines correspond a d = 2h, ou h est I'épais-
seur de la couronne de polymére. Le tableau 2.4 résume les valeurs des potentiels pour les

différentes nanoparticules.

TABLE 2.4 — Potentiels de Van der Waals pour d = 2h des différentes AuNPs@DHLA-
Jeffamines comparés a I'énergie thermique kg 7.

DHLA-M600 | DHLA-M1000
AuNP2 | 0,003 kpT 0,001 kpT
AuNP6 0,04 kT 0,01 kT
AuNP7 0,06 kpT 0,04 kpT
AuNP13 | 0,09 kpT 0,13 kpT
AuNP17 0,15 kp T

kp est la constante de Boltzmann, kg = 1,38.10723 J.JK—1, T = 277 K pour DHLA-M600 et 298 K pour DHLA-M1000.

Le potentiel de Van der Waals augmente avec le rayon de coeur dur R. mais dans
tous les cas, 'énergie d’attraction est inférieure a 'agitation thermique (~ kpT), ce qui
montre bien que les interactions de Van der Waals coeur-coeur sont négligeables quelle
que soit la taille du coeur. L’hypothése de I'influence du coeur dur sur la stabilité des

nanoparticules et sur le phénoméne d’agrégation n’est donc pas envisageable.

2.3.5.2 Changement de conformation du polymeére avec la taille des AuNPs

Au paragraphe 2.2.3.4, nous avons observé que I’épaisseur de la couronne de polymére
a la surface de l'or augmentait avec la taille des AuNPs et qu’il existe un changement
de conformation des chaines de polymére a la surface des nanoparticules d’or suivant la
taille du coeur. Pour les petites nanoparticules d’or possédant une courbure importante,
les chaines de polymére, qui sont attachées par leur extrémité a la surface, sont gonflées
par le solvant et adoptent une conformation en "cone". A densité de greffage constante,
lorsque la taille de la nanoparticule augmente, la courbure devient plus faible, ce qui induit
une compression et un étirement des chaines de polymére adjacentes, a la surface de 'or
(voir les schémas sur la Figure 2.19). Cet étirement est confirmé par une augmentation
de I'épaisseur de la couche de polymére h a la surface des AuNPs, estimée a partir des
mesures de diametres hydrodynamiques de DLS et de diameétres de coeur dur de MET
(voir Tableau 2.3).

Comme le montre la Figure 2.19, la compression latérale des chaines de polymeére
conduit & une diminution de I’état d’hydratation des unités monomeére le long des chaines

de polymeére, ce qui induit une diminution de la température de transition de phase du
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polymeére, et par conséquent une diminution de la température d’agrégation des AuNPs.

FIGURE 2.19 — Représentation schématique des différentes conformations du polymére a
la surface de la particule. Les ronds bleus schématisent les molécules d’eau.

La formation d’une brosse dense de polymeére a la surface des AuNPs lorsque la taille
de la nanoparticule augmente peut étre également validée par le calcul de la concentration
en polymére en périphérie de la brosse de polymére en fonction de la taille des AuNPs
en utilisant le modéle des polyméres en étoile de Daoud et Cotton [111], illustrée sur la
Figure 2.20.

FIGURE 2.20 — Représentation du modéle de Daoud et Cotton et du profil de concentration
en polymére correspondant [111].

La variation radiale de la concentration en monomeéres dans la couronne ¢(r) s’exprime
en fonction de f, le nombre de branches, et de [, la longueur associée & un monomeére (I =
0,25 nm) :

o) = (5) s (26)

[ r
ou r est la distance depuis la surface du coeur (voir Figure 2.21). Dans notre cas, nous
assimilerons f au nombre de chaines de polymeére greffées & la surface de la nanoparticule :
f = Snp.Dy = 47R2D,.
La concentration en polymeére a la périphérie de la couche de polymeére (r = Dy, /2)

rapportée a la concentration en polymére a la surface du coeur (r = D./2) a été estimée
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FIGURE 2.21 — Concentration en polymeére calculée a la surface externe ¢(r) (r = Dp,/2)
rapportée a la concentration en polymere a la surface du coeur ¢y en fonction du diamétre
de coeur D..

en assumant que la concentration a la surface du coeur ¢y (r = D.) est constante pour
toutes les particules puisque g est proportionnel a la densité de greffage. ¢/po augmente
avec la taille des AuNPs pour les deux polymeéres, c¢’est-a-dire AuNPs@DHLA-M600 et
AuNPs@DHLA-M1000.

Selon la théorie [112], le paramétre d’interaction de Flory-Huggins x12 augmente avec
. X12 représente la solubilité du polymeére en solution : la solubilité diminue lorsque x12

augmente. De plus, y12 est inversement proportionnel a la température :

B
X12:A+T

avec B < 0 pour un polymeére & LCST.

La valeur de x5 critique conduisant a ’agrégation sera atteinte pour une température
plus basse lorsque ¢, donc D, augmente. Ainsi, T4, diminue bien avec ¢ et D, ce qui est
bien en accord avec nos données expérimentales (Figure 2.18). Pour appuyer le modéle,
nous pouvons noter que, lorsque la taille de la particule augmente, ¢/ atteint une valeur
asymptotique (mode étiré), en accord avec la saturation de la valeur de la température

d’agrégation.

Gibson et al. [72]| ont publié peu de temps aprés nos travaux le méme résultat, a savoir
la dépendance de la température des AuNPs avec la taille de ces derniéres. Ils ont greffé un
polymeére & LCST de masse molaire moyenne M,, = 16 800 g.mol~!, du poly(poly(éthyléne
glycol)monométhyléther)méthacrylate) PPEGMA, sur des nanoparticules d’or stabilisées
par des ions citrates, de différentes tailles. Leur valeur de densité de greffage est constante
quelle que soit la taille des particules et est égale & 0,3 chaines.nm™2. La température

d’agrégation des AulNPs varie de 93 & 75 °C pour des tailles hydrodynamiques de AuNPs
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stabilisées par le polymére allant de 15 a 70 nm. Ils expliquent cette tendance par la
variation de la fraction massique en polymeére (masse en polymére par rapport a la masse
totale en matiére, & savoir polymére et or) avec la taille du coeur : la diminution de la
fraction massique en polymeére conduirait, d’aprés les auteurs, a une dispersion colloidale
moins stable et donc a une température d’agrégation plus basse. Il est logique que la
masse de polymeére greffé sur la masse totale de la nanoparticule diminue avec la taille
de la nanoparticule, a densité de greffage constant, mais cela n’apporte pas de réponse
claire quant & la dépendance de la température d’agrégation des nanoparticules avec la
taille du coeur. Ce raisonnement n’est pas en accord avec le notre puisque d’aprés leurs
données, 1’épaisseur de la couronne de polymére augmente de 4,7 a 11,2 nm avec la taille
du coeur, ce qui irait plus dans le sens d’un étirement des chaines de polymeére comme
nous le montrons.

Revenons pour finir au cas des AuNPs de 17 nm qui sont les particules de plus grande
taille synthétisées dans cette étude. Ces particules greffées par du DHLA-M600 ont ten-
dance a s’agréger lentement, méme a basse température (4 °C). Ces particules synthétisées
par réduction de sel d’or par des ions citrates ont des surfaces facettées. Le polymére greffé
se trouve dans la conformation la plus étirée qui soit, pour un taux de greffage donné.
De plus, nous ne pouvons vraisemblablement plus négliger les interactions de Van der
Waals, qui deviennent trées fortes dans le cas de surfaces planes en vis-a-vis. Nous pensons

donc que cette morphologie facettée, associée a une taille de coeur de plus en plus grande,
limite considérablement la stabilité colloidale des AuNP17@DHLA-MG600.

2.3.6 Influence de la composition de la couronne

Nous venons de montrer que la température d’agrégation des AuNPs@QDHLA-M600
pouvait étre modulée dans une gamme de températures de 8 a 15 °C en ajustant la
force ionique du milieu mais aussi la taille de la nanoparticule. Cette étroite gamme de
température représente un frein dans I’élaboration et I’étude de matériaux constituées de
ces nanoparticules. La cause principale de cette limitation est due au faible nombre de
Jeffamines disponibles commercialement. Pour contourner ce probléme, nous avons essayé
de moduler T4, en greffant un mélange de deux ligands Jeffamines modifiés, ayant un
comportement & LCST différent (proche de 28 °C pour la Jeffamine M600 et supérieure
a 80 °C pour la Jeffamine M1000), comme proposé dans la littérature [113]. Ces deux
copolyméres modifiés, DHLA-M600 et DHLA-M1000, ont été mélangés ensemble, dans des
rapports molaires différents (75/25, 60/40 et 50/50), puis greffés aux AuNP6@C,, (voir
Annexe D pour le protocole expérimental). La Figure 2.22 montre I’évolution de Agpg en
fonction de la température de ces solutions de nanoparticules d’or, notées AuNP6@x /y,

ou x/y est le rapport molaire de DHLA-M600 sur DHLA-M1000.

Nous observons que la température d’agrégation des AulNPs stabilisées par des mé-
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FIGURE 2.22 — (A) Evolution du maximum de la SPR (déterminé par spectroscopie UV-
visible) en fonction de la température pour les AuNP6@x/y dans une solution de 10 mM
en KCl avec différents ratios molaires x/y : 100/0, 75/25, 60/40 et 50/50 (par pas de 2 °C
toutes les 5 min), (B) Résumé des différentes T',,, mesurées, en fonction de la composante
hydrophile de la couronne de polymeére.

lange de polymeéres se décale vers les hautes températures lorsque la proportion de DHLA-
M1000, quasiment similaire au PEO, augmente dans le mélange de polyméres. Les
AuNP6@x /y s’agrégent a 12, 22, 36 et 44 °C pour des rapports molaires x/y de 100/0,
75/25, 60/40 et 50/50 respectivement, avec des transitions trés similaires les unes aux
autres. Cependant, la transition apparait moins abrupte pour les mélanges de ligands que
pour le DHLA-M600 pur. Ceci pourrait étre relié a la fluctuation de la distribution des
deux polymeéres greffés d’une particule a I'autre.

Boyer et al. |70] ont greffé & des AuNPs stabilisées par des ions citrates de 20 nm des
mélanges de polymeéres poly(di(oxyde d’éthyléne)-co-oligo(oxyde d’éthyléne)) poly(DEG-
co-OEG) de masse molaire M, variant de 18 500 & 22 300 g.mol™!, qui présentent des
températures de transition de phase variant de 15 & 90 °C selon leurs compositions en
motifs DEG et OEG. Les AuNPs ainsi obtenues ont une double réponse a la température.
Ils ont observé deux températures de transition de phase, correspondant a celles des diffé-
rents polymeéres thermosensibles greffés. La température d’agrégation est principalement
controlée par le polymére greffé le plus hydrophile (température de transition de phase la
plus élevée), qui est capable de stabiliser les nanoparticules, et ce malgré Peffondrement
du polymére le moins hydrophile a la surface du coeur.

A Dinverse du travail de Boyer, nos nanoparticules stabilisées par un mélange de co-
polymeéres montre une température intermédiaire 1’54, entre les LOST des deux DHLA-
Jeffamines. Le mélange des deux polyméres, constituant la couronne de polymeére autour
de la nanoparticule, semble se comporter comme un copolymére statistique EO,-st-PO,,

de composition intermédiaire, possédant une unique transition.
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FIGURE 2.23 — Evolution de la température d’agrégation T'q4q en fonction de la concen-
tration en KCI1 pour les différentes AuNP6@x/y.

La composition de la couronne de polymeére apporte ainsi une autre variable qui permet
de moduler la température d’agrégation de ces nanoparticules dans une large gamme de
température de 12 a 60 °C. L’influence de la force ionique démontrée au paragraphe 2.3.4
permet également d’ajuster la température d’agrégation des AuNPs pour une composition
de couronne donnée. Ainsi, comme le résume la Figure 2.23, il est possible de choisir le
systéme adéquat (composition de la couronne et force ionique) pour avoir I'agrégation de
AuNPs a la température désirée. Ceci pourrait étre trés intéressant pour des applications

biologiques ol le milieu est trés riche en sel et requiert des températures spécifiques (~
37-40 °C).
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Conclusion

Deux copolymeéres & LCST terminés amine poly(oxyde d’éthyléne-st-oxyde de propy-
léne) EO,-st-PO,, M600 et M1000, avec des ratios oxyde d’éthyléne EO sur oxyde de
propyléne PO différents, respectivement 1/9 et 19/3, ont été couplés par I'acide thioc-
tique afin d’obtenir une fonction dithiol, présentant une forte affinité avec la surface de

l'or. Leurs comportements thermosensibles en solution aqueuse ont été étudiés.

Les copolyméres statistiques fonctionnalisés dithiol, DHLA-M1000 et DHLA-M600,
ont ensuite été greffés a la surface de nanoparticules d’or de différentes tailles. Les AuNPs
thermosensibles ont été préparées de deux facons :

- soit en une seule étape par réduction directe du sel d’or en présence des polyméres
stabilisants,

- soit en deux étapes (par échange de ligands sur des nanoparticules d’or préalablement,
synthétisées).

Les AuNPs ainsi obtenues sont stables en milieu aqueux et monodisperses avec une

taille variant de 2 & 17 nm selon la synthése utilisée.

Les AuNPs présentent un comportement d’agrégation réversible, sensible a la tempé-
rature et bien controlé. Les paramétres principaux controlant les assemblages des AuNPs
ont été identifiés :

e la force ionique de la solution,

e le ratio EO/PO dans la couronne de polymeére et

e la courbure des nanoparticules.

Nous avons d’abord démontré qu’il est possible de moduler la température d’agrégation
Tagg de 15 a 8 °C des AuNPs recouvertes par le méme polymeére uniquement en modifiant
la courbure de la nanoparticule et donc la taille des AuNPs de 2 a 17 nm. Ce résultat est
interprété par la diminution du volume d’hydratation par groupement hydrophile dans
la couronne, due au changement de la conformation de la chaine de polymeére greffé a la
surface de la nanoparticule.

De plus, une température d’agrégation unique entre 12 et 60 °C peut étre obtenue
par mélange de copolymeéres de ratio EO/PO différents. Ainsi, la couronne, constituée
d’un mélange de copolyméres, se comporte comme une couronne composée d’un copoly-
mére statistique moyen de composition intermédiaire. Le mélange de polymeéres greffés
se comporte comme un seul copolymere statistique EO,-st-PO, avec une composition
intermédiaire, menant a une température de transition de phase modulée par le rapport
moyen EO/PO.






Chapitre 3

Agrégation de nanobatonnets d’or par

des polymeéres a LCST

Dans le Chapitre 2, nous avons montré que la courbure des nanoparticules influence
fortement la température d’agrégation dans le sens ol plus la courbure est importante, plus
la température d’agrégation est faible. Nous avons voulu tirer parti de cette propriété en
greffant les deux polyméres thermosensibles & LCST, le DHLA-M1000 et le DHLA-M600
a la surface des nanobatonnets d’or, particules anisotropes qui possédent deux courbures
trés distinctes (sur la longueur du batonnet et a 'extrémité du batonnet) et en étudiant

leur agrégation en fonction de la température.

49
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3.1 Description 51
3.1 Description

Les nanobéatonnets d’or AuNRs (NRs = NanoRods en anglais) présentent des réso-
nances plasmon de surface transversales et longitudinales qui correspondent & des oscilla-
tions dipolaires induites par la lumiére, orientées perpendiculairement ou parallélement au
grand axe des batonnets [114, 115, 116, 117|. Ces deux résonances plasmon peuvent étre
influencées par la présence d’autres AuNRs dans son voisinage immédiat : lorsque deux
AuNRs sont suffisamment proches, les électrons oscillants dans un batonnet sont affectés
par le champ électrique induit par les oscillations des électrons dans le second [118]. Les
oscillations de plasmons collectives dans I’ensemble des AuNRs et le couplage plasmonique
résultant ménent & un déplacement de la longueur de résonance des ensembles de AuNRs.
Ce décalage est influencé par la distance entre les AuNRs, leur orientation relative et le
nombre de AuNRs dans I’ensemble.

Le couplage de plasmons de surface entre des AuNRs assemblés "bout-a-bout" produit
un déplacement de la bande plasmon longitudinale vers les fortes longueurs d’onde, en
raison du couplage dipolaire attractif. L’assemblage "coté-par-coté" de AuNRs induit un
déplacement de la bande plasmon longitudinale A, vers les faibles longueurs d’onde et
un déplacement de la bande plasmon transversale \;.q,.s vers les fortes longueurs d’onde.
Le décalage et la force du couplage plasmonique augmentent avec le nombre de AuNRs

interagissant et la réduction de 'espace entre les AuNRs [119].

C’est grace aux propriétés optiques des AuNRs que nous avons essayé d’étudier I'ar-
rangement des nanobatonnets d’or stabilisées par des DHLA-Jeffamines sous 'effet de la

température.

3.2 Synthése

La méthode de croissance de noyaux est la méthode la plus courante pour la synthése
de nanobatonnets d’or colloidaux [120]. Ce protocole inclut deux étapes :

e La synthése de solution de noyaux par la réduction d’acide aurique HAuCl, en pré-
sence de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) avec une solution de borohydrure
de sodium NaBH,.

e L’addition de la solution de noyaux dans une solution de Au™, obtenue par réduc-
tion de HAuCl, en solution aqueuse par l'acide ascorbique, en présence de CTAB et de
nitrate d’argent AgNO,. Les ions argents permettent un bon controle de la forme des

nanobitonnets.

Comme le montre la Figure 3.1, des nanobatonnets d’or, stabilisés par les ligands
DHLA-Jeffamines, ont été préparés par échange de ligands a partir de nanobatonnets
d’or stabilisés par une bicouche de CTAB, AuNRQCTAB (voir Annexe D).
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FIGURE 3.1 — Voie de synthése des AuNRs stabilisés par les DHLA-Jeffamines.

La procédure d’échange de ligands est directement effectuée dans la dispersion aqueuse
de nanobatonnets d’or (Murphy [120]). Le large excés de CTAB permet la solubilisation
du DHLA-Jeffamine et la réaction d’échange est effectuée avec succés a température am-

biante.

3.3 Purification

Les dispersions de nanobatonnets d’or ont été purifiées soigneusement des chaines de
polymeéres libres non greffées et du CTAB en excés par des cycles répétés d’ultrafiltration
sur membrane de dialyse en Polyethersulfone PES (Vivaspin) et lavage dans 1’éthanol,
et finalement redispersées dans une solution de KCl & 10 mM refroidie dans un bain de
glace. La redispersion dans I’éthanol indique que ’échange de ligands et le greffage des
DHLA-Jeffamines & la surface des batonnets ont bien eu lieu. En effet, I’éthanol est un
mauvais solvant pour les AuNRQCTAB.

Ces dispersions stockées a 4 °C, montrent une trés bonne stabilité pendant plusieurs

mois, sans aucun signe d’agglomération.

Dans ce qui suit, les nanobatonnets d’or stabilisés par du polymére seront notés
AuNR@x/y, ou x/y est le rapport molaire de DHLA-M600 sur DHLA-M1000.

3.4 Caractérisation

Tous les AuNRs stabilisés par du polymeére ont été caractérisés par MET et par spec-
troscopie UV-visible (voir Annexe A pour plus de détails).

La Figure 3.2 (B) montre une image MET acquise pour les nanobéatonnets d’or stabi-
lisés par un mélange DHLA-M600 et DHLA-M1000 dans un rapport 75/25. La longueur
des nanobatonnets est de 'ordre de 28 nm et le diamétre d’environ 7 nm. Quelques na-
noparticules de forme cubique sont présentes dans le mélange.

La Figure 3.2 (A) montre le spectre d’absorption UV-visible des mémes nanobatonnets
d’or AuNR@75/25 en solution aqueuse. Le spectre a été mesuré a 6 °C, c’est-a~dire a une
température au-dessous de la température de transition des polyméres greffés, afin d’as-

surer un état suffisamment hydraté des polymeéres et une bonne dispersion des batonnets.
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FIGURE 3.2 — (A) Spectre d’absorption UV-visible des AuNR@75/25 dans une solution
de KCI & 10 mM mesurés a 6 °C (Photo des dispersions de AuNRs a 6 °C). (B) Image de
MET des AuNR@T75/25 préparées.

Comme décrit précédemment, les AuNRs présentent deux bandes de résonance plasmon
de surface, une faible vers 510 nm correspondant & Ay.q,s €t une intense avec un maximum
a ~ 790 nm correspondant a A, . Tous les nanobatonnets stabilisés par du DHLA-M600
ou du DHLA-M1000 (ou un mélange des deux) présentent le méme spectre d’adsorption

a 6 °C et sont donc bien dispersés & basse température.

3.5 Thermosensibilité

Le caractére thermosensible des nanobatonnets d’or induit par les polymeéres greffés a

la surface de l'or a été établi par spectroscopie UV-visible et par MET.

3.5.1 AuNR@DHLA-M1000

Comme dans le cas des particules isotropes AuNPs@DHLA-M1000, I’'absorption UV-
visible ne montre pas de preuve d’agglomération pour les AuNRs stabilisés par le DHLA-
M1000 lorsque la température augmente jusqu’a 70 °C (Figure 3.3), puisque le polymére

reste hydraté dans la gamme de température étudiée (6-70 °C).

3.5.2 AuNR@DHLA-M600/DHLA-M1000
3.5.2.1 Spectroscopie UV-visible

La Figure 3.4 (A) montre les spectres d’absorption UV-visible des dispersions de
AuNR@75/25 en fonction de la température.
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FIGURE 3.3 — Spectres d’absorption UV-visible des AuNR@0/100 dans une solution de
KCl & 10 mM en fonction de la température de 6 & 70 °C (par pas de 4 °C toutes les 10

min).
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FIGURE 3.4 — (A) Spectres d’absorption UV-visible des AuNR@75/25 dans une solution
de KCI & 10 mM en fonction de la température de 6 a 70 °C (par pas de 4 °C toutes les
10 min), (B) Evolution des longueurs d’onde maximales correspondantes Ajong €t Airans

en fonction de la température.

Lorsque la température augmente, la longueur d’onde longitudinale se déplace vers
les faibles longueurs d’onde (Ajpny = 790 & 6 °C jusqu’a 715 nm & 44 °C) puis se déplace
a nouveau vers les grandes longueurs d’onde (740 nm a 70 °C). Ce décalage s’accom-
pagne d’'une diminution trés claire de 'absorbance qui rend compte de la précipitation
des AuNRs. Parallélement, la longueur d’onde transversale se déplace vers les grandes
longueurs d’onde (Ayqns = 510 & 6 °C jusqu’a 545 nm a 70 °C). Ces évolutions de lon-

gueurs d’onde sont reportées sur la Figure 3.4 (B). Les résultats obtenus en spectroscopie
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UV-visible mettent en évidence un premier mécanisme d’agrégation "coté-par-coté" suivi,
lorsque la température augmente, d’'une agrégation "bout-a-bout", comme schématisé sur

la Figure 3.5.

AUNRs isolées Agrégation Agrégation
"cOté-par-coté"” “bout-par-bout"”
Tagg 1
Tagg2 —— $gzeiiiiti ViR seEiiiiiy]

T

agg 1 agg 2
1 1

FIGURE 3.5 — Représentation schématique de l’assemblage des nanobatonnets d’or
AuNR@DHLA-Jeffamine avec la température.

Ce comportement est a relier a la différence de courbure moyenne le long et aux
extrémités du batonnet. En admettant un taux de greffage homogéne sur toute la surface
des batonnets, les ligands ont une conformation plus étirée le long du batonnet qu’a ses
extrémités. Par conséquence, et d’aprés les résultats obtenus sur les nanoparticules (cf
Section 2.3.5), nous pensons que 'augmentation de la température conduit :

e dans un premier temps, a la déshydratation des ligands greffés le long des batonnets
menant a une agrégation "coté-par-coté",

e dans un deuxiéme temps, a la déshydratation des polyméres greffés au bout des
particules menant a une agrégation "bout-a-bout".

Il faut noter au vu du caractére diffus des transitions d’agrégation, qu’il est difficile de
définir avec exactitude les températures distinctes de changements de phase des polyméres
suivant leur localisation sur la nanoparticule. L’agrégation "coté-par-coté" apparait dés
que la température dépasse 6 °C et la température d’agrégation "bout-a-bout", assimilé a
la température ol A,y commence & se décaler vers les grandes longueurs d’onde, apparait
vers 45 °C.

3.5.2.2 Microscopie électronique en transmission

Nous avons voulu confirmer le mécanisme d’agrégation des nanobatonnets en fonction
de la température par MET (voir Figure 3.6).

Les trois clichés MET ont été pris a partir de grilles préparées a des températures
bien spécifiques par rapport aux résultats de spectroscopie UV-visible, ¢’est-a-dire a 6
°C lorsque les nanobatonnets sont bien dispersés, a 40 °C lorsque les AuNRs s’agrégent
"coté-par-coté" et enfin & 60 °C pendant 'agrégation "bout-a-bout".

Ces images ne permettent pas de conclure quant & la maniére dont les AuNRs s’as-

semblent et de distinguer un assemblage majoritairement "coté-par-coté" a 40 °C suivi
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FIGURE 3.6 — Images de MET des AuNR@75/25 & 6, 40 et 60 °C.

d’un assemblage "bout-a-bout", mais le phénoméne d’agrégation est cependant bien réel.

Ce travail nécessite une étude plus approfondie.

3.5.3 Réversibilité

Le procédé réversible d’agrégation thermosensible des nanobatonnets stabilisés par
des polyméres a été étudié sur un cycle de chauffage/refroidissement en spectroscopie
UV-visible.
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FIGURE 3.7 — Spectres d’absorption UV-visible des AuNR@75/25 dans une solution de
KCl a4 10 mM & 6 °C avant et aprés un cycle de chauffage/refroidissement.

Aprés un cycle de chauffage/refroidissement, la solution de AuNRs ne revient pas a
son état initial de nanobatonnets dispersés, méme aprés plusieurs jours. Nous pensons que
les interactions de Van der Waals entre les batonnets sont plus grandes que dans le cas de
sphéres, et ne permettent pas la redispersion des particules méme lorsque les polymeéres

greffés se réhydratent avec une augmentation de la température.
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3.5.4 Influence de la composition de la couronne

La Figure 3.8 montre I’évolution de la longueur d’onde maximale );,,4 en fonction de la
température, ainsi que I’absorbance correspondante, pour les solutions de nanobatonnets
d’or avec différents ratios en DHLA-M600 et DHLA-M1000 greffés a la surface de l'or.
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FIGURE 3.8 — Evolution (A) de la longueur d’onde maximale Aiong €t (B) de 'absorbance
correspondante (déterminées par spectroscopie UV-visible) en fonction de la température
pour les AuNR@x/y dans une solution de 10 mM en KCl avec différents ratios molaires
x/y : 0/100, 10/90, 20/80, 30/70, 50/50 et 75/25 (par pas de 4 °C toutes les 10 min). Les
absorbances a 6 °C sont normalisées.

Nous retrouvons les résultats obtenus précédemment, a savoir ’absence de décalage de
la A\jong avec la température pour les nanobatonnets recouverts d'une couche de polymere
totalement hydrophile, AuNP@DHLA-M1000 et un déplacement de la Xy lorsque la
couche de polymére DHLA-M1000 est mélangée avec du DHLA-M600. Un résultat inté-
ressant est que le décalage vers les plus faibles longueurs d’onde, qui correspondrait a un
assemblage des AuNRs "coté-par-coté", est d’autant plus marqué avec des proportions
plus importantes de DHLA-M600 a la surface des batonnets. Cela signifierait que dans le
cas de rapport DHLA-M600/DHLA-M1000 faible, la quantité de polymére hydrophobe ne
suffirait pas a 'assemblage directionnel des AuNRs et aboutirait plutot a des assemblages
aléatoires. Des quantités plus importantes de DHLA-M600 a la surface des batonnets
permettrait une déshydratation plus nette des polyméres le long des AuNRs et ainsi un
assemblage controlé.

De plus, la diminution de 1’absorbance traduisant la précipitation des AuNRs (Figure
3.8 (B)) se produit & des températures de plus en plus basses lorsque 'hydrophilie de la
couronne de polyméres greffés a la surface des AuNRs diminue, comme nous ’avons déja
observé dans le cas des nanoparticules d’or (cf Section 2.3.6).

Une méme étude a été menée au niveau de la résonance plasmon transversale (voir
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Figure 3.9). La encore, le décalage de la \yqns et la diminution de I'absorbance dépendent

de la composition de la couronne de polymére des AuNRs.
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FIGURE 3.9 — Evolution (A) de la longueur d’onde maximale \y.qns et (B) de absorbance
correspondante (déterminées par spectroscopie UV-visible) en fonction de la température
pour les AuNR@x/y dans une solution de 10 mM en KCI avec différents ratios molaires
x/y : 0/100, 10/90, 20/80, 30/70, 50/50 et 75/25 (par pas de 4 °C toutes les 10 min). Les
absorbances a 6 °C sont normalisées.
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Conclusion

Des nanoparticules d’or protégées par des copolyméres statistiques thermosensibles a
LCST, EO,-st-PO,, ont été étudiées dans le Chapitre 2. Nous avons démontré qu’il est
possible de moduler la température d’agrégation T',45 des AuNPs :

e en modifiant la courbure de la nanoparticule : T4, diminue lorsque le diameétre des
AuNPs,

e en modifiant la composition de la couronne de polymére a la surface des AuNPs
par des mélanges différents des deux copolyméres DHLA-M600 et DHLA-M1000 : T,

diminue lorsque la quantité du polymeére le plus hydrophile augmente.

Dans ce Chapitre, des expériences sur des AuNRs avec les mémes polymeéres confirment
les résultats trouvés pour les nanoparticules isotropes dans le Chapitre précédent et
ouvrent des perspectives trés prometteuses. Des mesures en spectroscopie UV-visible
montrent une agrégation des batonnets d’abord "coté-par-coté" et ensuite "bout-a-bout",
ce qui illustre bien la dépendance de la température d’agrégation avec la courbure de la

surface de la particule.

Le greffage sur des nanobatonnets d’or de Jeffamines fonctionnalisés dithiol donne
des résultats trés encourageants pour la compréhension du greffage des ligands et de
I’assemblage des AuNRs.






Chapitre 4

Controle de I’assemblage de
nanoparticules d’or stabilisées par les

polymeéres a LCST

Nous avons vu dans le Chapitre 2 que des polymeéres thermosensibles greffées en sur-
face de nanoparticules permettent de passer réversiblement d’une état dispersé a4 un état
agrégé. Nous montrons dans ce Chapitre que 'ajout de polymeére amphiphile dans la
suspension de nanoparticules permet un controle de 'assemblage des particules. Ce mé-
canisme d’agrégation controlé par la température via les interactions particules-polymére
libre est totalement réversible. Aprés un bref rappel sur les résultats des AuNPs ther-
mosensibles, nous décrirons les polyméres triblocs utilisés puis nous étudierons en détail

leur effet sur 'agrégation des nanoparticules et nous établirons les paramétres physico-

chimiques qui permettent le controle de I'agrégation des AuNPs [121].
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Dans le Chapitre 2, nous avons vu la synthése et la préparation de suspensions de nano-
particules d’or stabilisées par des polymeéres thermosensibles EO,-st-PO, fonctionnalisés
par un groupement dithiol en solution aqueuse et également étudié leur comportement en
solution. A basse température, toutes les suspensions de nanoparticules d’or stabilisées
par les polyméres thermosensibles présentent un spectre d’absorption UV-visible carac-
téristique de nanoparticules d’or bien dispersées avec une bande de résonance plasmon
de surface (SPR) caractéristique centrée & ~ 520 nm. Lorsque la température augmente,
les chaines de polymére thermosensible greffées subissent une transition de phase, c’est-
a-dire qu’elles tendent a se déshydrater et deviennent ainsi hydrophobes. Ensuite, & une
température critique nommée T,4,, une agrégation des AuNPs, caractérisée par un dé-
placement de la SPR vers les plus grandes longueurs d’onde, est observée. La température
d’agrégation des AuNPs dépend de plusieurs paramétres, a savoir la taille des nanopar-
ticules, la force ionique du milieu et la composition du mélange de polyméres greffés, et
tend & diminuer avec le rapport DHLA-M600/DHLA-M1000. Nous avons montré que le
processus d’agrégation est totalement réversible est que le maximum de la SPR revient a

sa valeur initiale lorsque la température diminue en dessous de 7,4, [86].

L’une des principales limitations de I'assemblage de nanoparticules induit par la tem-
pérature comme reporté ci-dessus, est qu’il n’existe pas d’interaction répulsive capable de
limiter le mécanisme d’agrégation. Nous observons donc une précipitation macroscopique
des nanoparticules, caractérisée par une diminution rapide de I’absorbance (voir Figure
4.1).

Absorbance

0 1 1 1 1
300 400 500 600 700 800
longueur d'onde (nm)

FIGURE 4.1 — Cinétique en UV-visible a 35 °C de AuNP6@75/25 (T4, = 22 °C) dans
une solution de KCl a 10 mM. Les spectres UV-visible ont été enregistrés toutes les 2
min pendant 1 h. A t = 0, la solution refroidie dans un bain de glace est directement
introduite dans une cuve UV thermostatée a 35 °C.

Pour limiter la croissance des agrégats et donc controler les mécanismes d’assemblage,

nous proposons d’ajouter un polymeére amphiphile qui, en s’absorbant sur les particules
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a la transition de phase du polymeére greffé, va limiter le grossissement des agrégats et va
permettre une stabilisation de ceux-ci. Nous avons choisi d’utiliser un polymeére tribloc
poly(oxyde d’éthyléne)-poly(oxyde de propyléne)-poly(oxyde d’éthyléne), dont la chimie

se rapproche de celle des ligands de surface (Jeffamines).

4.1 Description du polymeére amphiphile

/E\/ O}é)\ 9/6\/()}\
HO o H
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FIGURE 4.2 — Structure chimique du Pluronic P123.

Le Pluronic P123 |, représenté sur la Figure 4.2, est un copolymére tribloc poly(oxyde
d’éthyléne)-poly(oxyde de propyléne)-poly(oxyde d’éthyléne) PEO-PPO-PEO de formule
EO5p-POgs-EO4 et de masse molaire moyenne M,, = 5 750 g.mol~!. Sa nomenclature
P123 suit un code trés précis : P pour pate, 12 pour la masse molaire du bloc PPO
(environ 4 000 g.mol™') et 3 pour la fraction massique de PEO dans le copolymére, soit
30 %. Le Pluronic P123 posséde donc un rapport massique PEO/PPO de 30/70.

Les Pluronics PEO-PPO-PEO sont bien connus pour former des micelles & 1’équilibre
thermodynamique en solution aqueuse. Un échange réversible s’effectue entre les unimeéres
(chaines individuelles) contenus dans les micelles et ceux se trouvant dans la solution|84,
85, 122, 123, 124]. Dissous en solution aqueuse sous la forme d’uniméres, ils peuvent s’auto-
assembler pour former des micelles thermodynamiquement stables, constituées d’un coeur
hydrophobe de PPO et d'une couronne hydrophile de blocs terminaux hydratés PEO,
comme représenté sur la Figure 4.3. La micellisation a concentration fixe a lieu au-dessus
d’une Température Critique de Micellisation (CMT) ou & température fixe au-dessus d'une

Concentration Critique de Micellisation (CMC)

CMT /CMC

FIGURE 4.3 — Représentation schématique de 1’équilibre thermodynamique entre les uni-
meéres et les micelles de P123.

Alexandridis et al. [85, 84] ont mesuré ces valeurs caractéristiques pour des Pluronics
de compositions différentes et en particulier pour le P123. Nous avons reporté sur la
Figure 4.4 les valeurs des CMT en fonction du pourcentage massique en P123 en solution.

Dans la gamme de concentrations que les auteurs ont étudiée, la relation est linéaire par
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rapport au logarithme du pourcentage massique en P123 et nous permettra pour la suite

d’extrapoler & d’autres concentrations.
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FIGURE 4.4 — CMT en fonction de la concentration en P123 d’aprés [85].

Les différentes formes du P123 en solution, unimére et/ou micelle, peuvent étre carac-

térisées trés précisément par DLS, comme le montre la Figure 4.5.
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FIGURE 4.5 — Diamétres hydrodynamiques déterminés en DLS des unimeéres et des micelles
d’une solution de P123 4 1 % en masse (CMT = 16 °C) a 5 et a 25 °C, respectivement.

Les deux populations observées en dessous et au-dessus de la CMT sont trés mono-
disperses avec un diamétre hydrodynamique de 4,6 nm pour les uniméres et de 19 nm

pour les micelles de P123 respectivement, en accord avec les valeurs observées dans la

littérature [125, 126].

C’est cette propriété que posséde le Pluronic de pouvoir s’auto-assembler en micelles

avec la température que nous avons voulu exploiter dans le cadre du controle de 1’as-
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semblage des AuNP6@QDHLA-Jeffamines. La Figure 4.6 représente la stratégie envisagée
qui n’est autre que la stabilisation de 'agrégation des AuNPs par le P123 avec un coeur
hydrophobe constitué des nanoparticules déshydratées et d’une couronne hydrophile sta-

bilisante composée des blocs de PEO du Pluronic.
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FIGURE 4.6 — Représentation schématique de la formation d’agrégats induite par des
Pluronics.

Pour cette étude, nous avons exclusivement travaillé avec les nanoparticules de 6 nm
de diamétre. Pour plus de simplicité, nous désignerons dorénavant par AuNP@x/y les
nanoparticules de 6 nm étudiées dans ce Chapitre, ou x/y est le rapport molaire de
DHLA-M600 sur DHLA-M1000.

4.2 Meélange de nanoparticules d’or AuNPQDHLA-

Jeffamines avec du Pluronic P123

Des solutions de copolymeéres PEO-PPO-PEO P123 sont préparées dans des solutions
de KCI a 10 mM, ultrasonifiées pendant 15 min dans un bain de glace et stockées pendant
24 h a4 °C." Les solutions de AuNP@DHLA-Jeffamines sont mélangées avec les solutions
de P123, en maintenant une température inférieure & 4 °C. Les concentrations de nano-

particules d’or et les pourcentages massiques de P123 dans les mélanges sont reportés
dans le Tableau 4.1.

4.3 Caractérisation des agrégats

4.3.1 Influence de la présence de Pluronic P123 sur la stabilité
des solutions de AuNPs

Nous commencons par décrire les propriétés d’une suspension contenant 60 nM de
AuNP@100/0 et 107! % en masse de Pluronic P123 (voir Figure 4.7).

1. La quantité de sel utilisée pour la préparation des solutions de Pluronic ne modifie pas la CMT du
P123.
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TABLE 4.1 — Résumé des concentrations et des températures caractéristiques des nano-
particules protégées par du polymére AuNP@DHLA-M600/DHLA-M1000 (T ,,,) et des
solutions de Pluronic P123 utilisées (CMT).

AuNP@x/y Cxp (M) | Tuyy (“C)" solutions de P123 (% CMT (°C)!
massique)

AuNP@60/40 50 38 107* % 36
1073 % 31
1072 % 26
AuNP@75/25 85 22 1071 % 21
1% 16
AuNP@100/0 60 12 5% 12,5

@ Valeurs reportées au Chapitre 2, ® Valeurs extraites de la Ref [85], excepté pour les valeurs a 1072 et 10~* % en masse

obtenues par extrapolation (cf Figure 4.4).
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FIGURE 4.7 — Cinétique a 6, 16 et 35 °C en UV-visible des AuNP@100/0 dans une solution
de KCl & 10 mM (T4, = 12 °C) avec 107! % en masse de P123 (CMT = 21 °C). Les
spectres UV-visible ont été enregistrés toutes les 2 min pendant 30 min. A t = 0, la
solution refroidie dans un bain de glace est directement introduite dans une cuve UV
thermostatée a 6, 16 ou 35 °C. Photos des solutions prises apreés la cinétique.

Le mélange est préparé a 4 °C, température inférieure aux deux températures caracté-
ristiques du systéme, c’est-a-dire la température d’agrégation des AuNPs 7', , (12 °C) et
la température critique de micellisation CMT du P123 (21 °C) & cette concentration (voir
Tableau 4.1). Puis la suspension est rapidement portée a une température fixe de 6, 16 ou
35 °C et caractérisée optiquement par des mesures de spectres d’absorbance UV-visible
enregistrés toutes les 2 minutes.

A 6 °C, tous les spectres UV-visible se superposent et il n’y a aucun signe apparent

d’agrégation. En effet, a cette température, d’'une part les polymeéres greffés a la surface
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des AuNPs sont bien hydratés et assurent une bonne dispersion des nanoparticules d’or,

et d’autre part les chaines de P123 restent sous forme d’unimeéres en bon solvant.

Lorsque la solution est chauffée a une température entre 7,4, et la CMT, les nano-
particules s’agrégent de maniére incontrolée puis précipitent (voir Figure 4.7 B). En effet,
dans cette gamme de températures, le polymére greffé est principalement dans un état
déshydraté, ce qui entraine I’agrégation des AuNPs, et les chaines de P123 n’ont pas com-
mencé & s’auto-assembler. ? Tiberg et al. ont montré que 'adsorption de PEO-PPO-PEO
a lieu sur des substrats de silice hydrophobe en dessous de la CMC [122|. Ainsi, il est
probable que des chaines de P123 interagissent avec les nanoparticules d’or entre 7'y, et
la CMT, mais la quantité de surfactant absorbé est probablement trop faible pour éviter

Iagrégation des AuNPs.

Lorsque les cinétiques UV-visible sont réalisées a 35 °C (température supérieure aux
deux températures du systéme), aucune précipitation macroscopique n’a lieu, comme le
montre la Figure 4.7 C. Dans ce cas, seul un léger déplacement du maximum de la réso-
nance plasmon de surface de 520 nm & 531 nm est observé pendant ’élévation de tem-
pérature (~ 1 min) et I'absorbance des spectres reste constante. Maintenues a 35 °C, ces
suspensions montrent une grande stabilité pendant une semaine. De plus, les spectres
d’absorption sont toujours identiques quelle que soit la température finale atteinte (de
30 a 50 °C). Le décalage de Agpr et I'absence de précipitation suggérent la formation
d’agrégats colloidaux de taille limitée dans la solution pendant le saut de température.
Comme décrit au-dessus, 'augmentation de la température au-dela de T',44 conduit & une
hydrophobisation des polyméres greffés, suivie d’une agrégation des nanoparticules. Ce-
pendant, lorsque la température atteint la CMT du surfactant, les blocs PPO du Pluronic
se trouvent dans un état déshydraté et s’associent entre eux pour former des micelles. Une
partie des surfactants se condense également sur la surface hydrophobe des nanoparticules
[122]|. En se condensant sur la surface des nanoparticules, le polymeére amphiphile va li-
miter la croissance des agrégats de particules d’or et stabiliser stériquement ceux-ci via
une chevelure de blocs PEO. Il est bon de noter qu’en plus du déplacement de la bande
de résonance plasmon de surface vers les grandes longueurs d’onde, une augmentation de
I’absorbance est également observée au cours de la rampe en température, qui provient
vraisemblablement de I'effondrement du polymére a la surface de la nanoparticule, et qui

induit une augmentation de I'indice de réfraction local [127].

Le processus d’assemblage controlé est donc uniquement réalisé lorsque la température
est portée au-dela de T4, et de la CMT.

2. On suppose que la valeur de la CMT n’est pas affectée par la présence des nanoparticules d’or.
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4.3.2 Thermo-réversibilité : réversibilité de ’agrégation

Tout comme la réversibilité de 1'agrégation des AuNPs (Chapitre 2), les clusters de
AuNPs, formés par interactions entre les AuNPs et les chaines de P123, sont totalement
redispersés par une simple diminution de la température en dessous de la température
de transition de phase du polymeére greffé et de la CMT du Pluronic. En refroidissant la
solution, Agpg revient a sa valeur initiale autour de 520 nm, ce qui indique une redispersion
compléte des nanoparticules d’or. En effet, lorsque la température diminue, les chaines
de polymére thermosensible greffées se regonflent en condition de bon solvant et des
séparations spontanées surfactant-nanoparticule et nanoparticule-nanoparticule ont lieu.
Cette réversibilité a été démontrée expérimentalement en UV-visible pendant plusieurs

cycles de chauffage/refroidissement, comme le montre la Figure 4.8.
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FIGURE 4.8 — Cycles de chauffage/refroidissement de 15 & 35 °C en UV-visible des
AuNP@75/25 dans une solution de KCl & 10 mM (T',,, = 22 °C) avec 107! % en masse
de P123 (CMT = 21 °C), temps d’attente 15 min.

4.3.3 Influence de la longueur du bloc PPO

Dans le Pluronic P123, la partie hydrophobe PPO représente une proportion impor-
tante du copolymeére (70 % en masse). Nous avons voulu étudier I'influence de la proportion
du bloc PPO sur I'assemblage des AuNPs. Pour cela, nous avons substitué le P123 par
un Pluronic un peu plus hydrophile, le L64 (HLB = 15 contre 7 pour le P123).

Le Pluronic L64, de formule EO13-PO3p-EO;3 et de masse molaire moyenne deux fois
plus faible que le P123 (M, — 2 900 contre 5 750 g.mol™'), est un liquide (L) et la
proportion du bloc PPO par rapport au bloc PEO est de 60 %. Les valeurs de CMT de
ce Pluronic L64 ont également été déterminées par Alexandridis et al. [85] : 39,5, 31,5 et

26,5 °C a 0,1, 1 et 5 % en masse respectivement.
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Tout comme dans le cas de mélange des AuNPs avec du P123, nous avons étudié par
spectroscopie UV-visible la cinétique d’agrégation des AuNP@75/25 dans une solution

aqueuse & 1 % en masse de L64.
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FIGURE 4.9 — Cinétique a 35 °C en UV-visible des AuNP@75/25 dans une solution de
KCl & 10 mM (T4, = 22 °C) avec 1 % en masse de L64 (CMT = 31,5 °C). Les spectres
UV-visible ont été enregistrés toutes les minutes pendant 30 min. A t = 0, la solution
refroidie dans un bain de glace est directement injectée dans la cuve UV thermostatée a
35 °C.

Comme le montre la Figure 4.9, le maximum de la bande de résonance plasmon de
surface se déplace fortement vers les plus grandes longueurs d’onde (de 520 a 535 nm)
avant de diminuer pour se stabiliser vers 525 nm. Le Pluronic semble 1a encore stabiliser
les AuNPs mais la cinétique de micellisation s’avére plus lente avec le L64 qu’avec le P123.
Le processus d’agrégation passe par un état intermédiaire qui pourrait correspondre a un
stade ot les clusters d’or grossissent rapidement, avant de voir leurs tailles se réduire et

s’équilibrer par adsorption du polymeére.

4.3.4 Influence de la quantité de P123 : modulation de la taille
des agrégats avec le rapport P123 /AuNP
Nous cherchons dans ce paragraphe a étudier I'influence de la quantité de P123 sur

les agrégats colloidaux formés. Pour cela, les agrégats sont caractérisés par spectroscopie
UV-visible, DLS et MET.

4.3.4.1 Spectroscopie UV-visible

Nous avons vu que le mécanisme d’agrégation est affecté par les interactions des chaines
de copolymeére et des AuNPs. Il devient donc possible de controler la taille des clusters

des nanoparticules d’or en faisant varier le rapport P123/AuNP. Sur la Figure 4.10, nous
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montrons les spectres UV-visible mesurés a 40 °C des AuNP@100/0 mélangées avec des
solutions de P123 de rapports P123/AuNP allant de 2,4 & ~ 120 000.

" P123/AUNP 550 . : , : :
(A) —1.2.10° (B)
—2.4.10* 545 - 1

— —2.4.10° 540
I —2.4.10° .
=]
= —2.4.10" —~ 535
3 —24 S N
c AN SAA A SA sopdl
g — = = AUNPs | = 530 ST
2 +P123 34T &
2 < 525
Q0
<
520 P123/AuNP
515 = 24 24102 —2.4.10%]
. = 510 _9_2.'4'101 . +2|.4.1o3 . _’_:LI.2.105
300 400 500 600 700 800 0 5 10 15 20 25 30
longueur d'onde (nm) temps (min)

FIGURE 4.10 — (A) Spectres d’absorbance UV-visible (normalisés a 400 nm) des
AuNP@100/0 dans une solution de KCl 4 10 mM (7',,, = 12 °C) avec différentes concen-
trations en P123 aprés 30 min a 40 °C. Photo des solutions de AuNP@100/0 correspon-
dantes avec 5, 1, 1071, 1072, 1073, 107 % en masse de P123 de gauche a droite. (B)
Cinétique en UV-visible a 40 °C des mémes solutions. Les valeurs de Agpr ont été enre-
gistrées toutes les minutes pendant 30 min. A t = 0, la solution refroidie dans un bain de
glace est directement introduite dans une cuve UV thermostatée a 40 °C.

Cette température de mesure de 40 °C a été choisie pour assurer la micellisation du
P123 pour toutes les concentrations étudiées. Par comparaison, un spectre d’une suspen-
sion de AuNP@100/0 mélangés avec du P123, mesuré en dessous de T4, et de la CMT, est
reporté sur la méme Figure 4.10.3 Lorsque la concentration en polymére libre augmente,
le décalage du maximum de la SPR du a Pagrégation des AuNPs tend a diminuer. En
particulier, pour le plus grand rapport P123/AuNP, Aspr atteint une valeur trés proche de
celle obtenue pour des nanoparticules isolées. Le déplacement de Agpgr peut également étre
corrélé a la couleur des différentes solutions qui change graduellement du violet au rouge
(voir sur la Figure 4.10 (A)) lorsque la concentration en surfactant augmente. Les spectres
d’absorption de ces suspensions n’évoluent pas avec le temps en maintenant la tempéra-
ture & 40 °C, ce qui suggére que le systéme se trouve dans un état de (pseudo)équilibre
(voir Figure 4.10 (B)).

Au vu de ces résultats, nous pouvons anticiper qu’il existe une corrélation forte entre
Aspr et la taille des agrégats qui serait dépendante du rapport P123/AuNP : plus le
décalage de Agpg est élevé, plus la taille des agrégats serait grande. Pour confirmer cette

hypothése, la taille des agrégats formés a été étudiée par DLS.

3. AT < Tagq et CMT, les spectres sont totalement superposables quelle que soit la concentration
en P123.
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4.3.4.2 Diffusion dynamique de la lumiére

Avant d’étudier les agrégats formés a partir des mélanges de AuNPs et de P123,
nous avons d’abord caractérisé les tailles hydrodynamiques des différents constituants du

systéme individuellement.
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FIGURE 4.11 — Diamétres hydrodynamiques déterminés par DLS d’une solution de 1 %
en masse de P123 (CMT = 16 °C) a 5 et 25 °C, et des AuNP@75/25 dans une solution
de KCl 4 10 mM a 5 °C.

D’apres la Figure 4.11, les diamétres hydrodynamiques des unimeéres et des micelles de
P123 sont de 4,6 nm et 19 nm respectivement, en accord avec ce qui est reporté dans la
littérature [125, 126]. Les nanoparticules d’or stabilisées par le polymére ont un diamétre
hydrodynamique d’environ 13 4+ 1 nm quelle que soit la nature du mélange de polymeéres

thermosensibles greffés.

Les mesures de DLS a 40 °C pour les mélanges de AuNPs et de P123 avec différents
rapports P123/AuNP sont reportées Figure 4.12.

Pour un rapport de 2,4, la distribution en taille des agrégats est dominée par une
population unique centrée a ~ 1 300 nm, indiquant la présence d’une classe unique de
gros agrégats. Une augmentation de la quantité du polymére libre conduit a un dépla-
cement des tailles des agrégats vers des plus petites tailles. Cela confirme que la taille
des clusters d’or est bien dictée par une compétition entre 'agrégation des nanoparticules
et 'adsorption des polyméres amphiphiles qui apportent une stabilisation stérique contre
la croissance des agrégats. Dans le cas du mélange avec le rapport P123/AuNP le plus
élevé, les mesures de DLS montrent une population importante centrée a ~ 20 nm ainsi
qu’une petite population secondaire a 200 nm. Cependant, la contribution en nombre de
la seconde population est négligeable. Par conséquent, les données de DLS suggérent que
cet échantillon, avec une grande quantité de polymeére libre, contient essentiellement des

micelles de P123 pures et des nanoparticules d’or isolées, ou des agrégats de trés petites
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FIGURE 4.12 — Distributions de taille (déterminées par DLS) des AuNP@100/0 dans une
solution de KCl a 10 mM (7,4, = 12 °C) avec différentes concentrations en P123 aprés 1
h a 40 °C.

tailles stabilisés par des chaines de P123. Cette conclusion est cohérente avec les données
obtenues en spectroscopie UV-visible comme mentionné ci-dessus, ot un faible décalage
de Agpgr a été observé pour une dispersion de AuNPs mélangées avec une grande quantité

de polymeére libre au-dessus de T4, et de la CMT.

4.3.4.3 Microscopie électronique en transmission

Le controle de la taille des agrégats de AuNPs avec I'addition de P123 a également
été observée par MET, comme le montre la Figure 4.13.

Pour un faible rapport P123/AuNP, les agrégats observés sont de trés grande taille,
et plus il y a de polymére amphiphile, plus la taille des agrégats diminue. Comme déja
observé en DLS, pour la plus forte concentration en P123, nous observons uniquement
des nanoparticules d’or individuelles mélangées a des micelles de P123.

L’observation en MET des solutions d’agrégats de AuNPs stabilisées par du Pluronic
s’est avérée étre trés délicate et peu reproductible. En effet, nous ne savons pas dans quelle
mesure le séchage des suspensions a une influence sur la réorganisation des agrégats. De
plus, la forte concentration en polymeére libre n’aide pas a I’observation des échantillons.
Nous pouvons conclure & une diminution globale de la taille des agrégats avec la teneur

en P123, mais il est difficile de mesurer avec précision leurs tailles.

Des mesures en diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) ont été réalisées pour
essayer de mieux caractériser les petits assemblages obtenus pour des solutions de AuNPs
avec une grande quantité de P123 (1 et 5 % en masse). Malgré la densité électronique élevée
des AuNPs, le signal de diffusion est dominé entiérement par la diffusion des micelles de

Pluronic. Il n’a donc pas été possible d’extraire de la mesure de diffusion, la contribution
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FIGURE 4.13 — Images de MET des agrégats de AuNP@100/0 en fonction de la quantité
de P123 en solution.

des agrégats de AuNPs.

Une observation des échantillons en Cryo-MET a également été effectuée afin de s’af-
franchir de tout probléme induit par le séchage de la solution sur la grille de MET et rendre
compte de 'état des agrégats tels qu’ils sont en solution. les résultats obtenus n’ont pas
été a la hauteur de nos espérances. La mise au point de cette technique nécessite des essais

supplémentaires.

4.3.5 Influence de la couronne de polymére greffé

Le rapport initial DHLA-M600/DHLA-1000 utilisé pour 1’échange de ligands affecte
de maniére significative la température d’agrégation (voir Chapitre 2). Ainsi, en faisant
varier la nature du polymeére greffé et la quantité de P123, nous pouvons indépendam-
ment moduler 7',,, et la CMT. En particulier, pour les AuNP@100/0, T, (de 12 °C)
est toujours inférieure a la CMT dans la gamme de concentrations en P123 (107* - 5
% en masse), alors que la situation opposée se produit pour les AuNP@G60/40, ot T 444
= 38 °C (voir Tableau 4.1). Pour les AuNP@75/25, la position relative de 1,4, (de 22

°C) par rapport a la CMT dépend de la concentration en Pluronic. Pour les mélanges de
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nanoparticules et de P123 telles que la CMT est inférieure & T4y, aucune agrégation n’est
observée a une température intermédiaire entre la CMT et T',,,. L’agrégation se produit
dés que la température est supérieure a T,4,. Cette agrégation est caractérisée comme
précédemment (voir paragraphe 4.3.4.1) par un léger décalage de la bande plasmon. Nous
avons cherché a comprendre dans quelle mesure la position relative de la CMT par rap-
port a T,y influencait la taille finale des agrégats formés, en chauffant les suspensions a
une température supérieure a T o4, et & la CMT. Les valeurs du maximum de la bande
plasmon en fonction du rapport P123/AuNP mesurées pour les trois différentes natures
de nanoparticules sont représentées sur la Figure 4.14. Nous constatons que Agpg suit une
relation linéaire avec le logarithme du rapport P123/AuNP, indépendamment de la nature
des nanoparticules donc de la valeur de T',,,. Nous pouvons conclure que le décalage de
la bande plasmon, qui est corrélée avec la taille des agrégats formés, ne dépend que du
rapport P123/AuNP.
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FIGURE 4.14 — Evolution du maximum de la bande de résonance plasmon de surface
Aspr (déterminé par UV-visible) en fonction du rapport P123/AuNP, pour différentes
AuNP@x /y. Les mesures ont été réalisées & une température supérieure a la CMT et a
T

agg:

Pour confirmer cette tendance, nous avons également réalisé quelques mesures de taille
des agrégats par DLS (voir Fig 4.15). Nous constatons, en accord avec les mesures d’ab-
sorption, que la taille des agrégats est indépendante de la nature de la couronne de poly-
mére (donc de T'4,), et dépend exclusivement de la quantité relative de P123 par rapport

aux nanoparticules d’or.
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FIGURE 4.15 — Comparaison des tailles des agrégats (déterminées par DLS) des mélanges
de AuNP@100/0 (7T 49y = 12 °C) ou AuNP@75/25 (T4, = 22 °C) et de P123, en fonction
du rapport P123/AuNP.

4.3.6 Discussion
4.3.6.1 Meécanisme de controéle de ’assemblage

Sur la base de nos observations, il apparait que ’agrégation controlée des AuNPs en
présence de P123 a uniquement lieu lorsque la température est supérieure a la température
d’agrégation des AuNPs et la CMT du copolymeére P123, et cela quelle que soit la position
relative de ces deux températures critiques.

Hecht et al. ont étudié la cinétique de micellisation des chaines de P123 et ont montré
que le temps de relaxation attribué a l’association des uniméres dans une micelle est de
I'ordre de la milli-seconde [128]. Par conséquent, il est évident que le saut de température
appliqué aux mélanges de AuNPs et de P123 est lent, comparé au processus de micellisa-
tion. Le surfactant se trouve en permanence dans un état d’équilibre et la concentration
en unimeéres suit la valeur de la CMC lorsque la température augmente, quelle que soit la
quantité initiale en Pluronic. Si 'assemblage des particules était exclusivement controélée
par des interactions unimeére-nanoparticule, la taille des agrégats devrait étre indépen-
dante de la concentration en P123. Comme nos observations vont a I’encontre de cette
hypothése, nous pensons que ’assemblage est essentiellement controlé par un équilibre de
dissociation des uniméres des micelles de P123 vers la surface des AuNPs.

Une autre question se pose concernant les cinétiques relatives d’agrégation des na-
noparticules (incluant la déshydration du polymére adsorbé et 'agrégation qui en suit)
et d’adsorption du surfactant a la surface des particules. De notre point de vue, le pre-
mier mécanisme est moins rapide que le second. En effet, pour les mélanges tels que T4,
< CMT, une agrégation rapide des nanoparticules devrait conduire a une précipitation

macroscopique avant que la température n’atteigne la CMT et ’état final devrait étre re-
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lativement indépendant de la concentration en polymére. Or la taille des clusters semble
étre dictée uniquement par le rapport P123/AuNP. Nous pouvons conclure que 1’agré-
gation est un processus relativement lent, comparé a la cinétique de dissociation d’un

unimére de la micelle vers la surface des nanoparticules.

4.3.6.2 Equilibre thermodynamique

Il est bien connu que les Pluronics PEO-PPO-PEQO appartiennent & une classe de
surfactants neutres, capables de former dans l’eau des micelles stables thermodynami-
quement, du fait d’un échange réversible entre les uniméres contenus dans les micelles
et ceux se trouvant dans la solution [122, 123, 124|. Il est probable que cette réversibi-
lité a lieu aussi dans le cas de ’adsorption de P123 sur les nanoparticules stabilisées par
des Jeffamines. Puisque les tailles des agrégats résultent d’un compromis mutuel entre
les interactions nanoparticule-nanoparticule et 'adsorption du surfactant, nous pouvons
nous interroger sur I’éventualité d’échanges a température fixe d’un agrégat a un autre,
conduisant a un état d’équilibre d’agrégation.

Pour répondre a cette question, nous sommes partis d’un état contenant des agrégats et
nous avons ensuite perturbé le systéme en augmentant la concentration totale en Pluronic
P123, sans changer de maniére significative a la fois le volume total de la solution et la
concentration en AuNPs. Cette expérience a été conduite & une température fixe et des
spectres UV-visible ont été enregistrés a intervalles réguliers avant et apres la perturbation
(voir Figure 4.16). Un réarrangement des agrégats devrait induire un déplacement de Aspr
vers les plus faibles longueurs d’onde, du fait de la diminution de la taille des agrégats avec
laugmentation de la quantité de P123. En fait, nous n’avons pas observé de changement
de couleur, méme aprés plusieurs semaines. Pour observer un décalage vers la couleur
rouge, correspondant a la nouvelle concentration en P123, la solution doit étre refroidie a
4 °C pour redisperser les nanoparticules et rechauffée ensuite pour reformer des nouveaux
agrégats plus petits. Cette expérience nous indique que les réarrangements entre agrégats
et polyméres libres n’ont pas lieu et que les agrégats de AuNPs formés avec le P123 ne
sont pas des assemblages a 1’équilibre thermodynamique.

Nous venons de voir que les agrégats ne sont pas a 1’équilibre thermodynamique. Nous
avons alors voulu tester la stabilité des agrégats par lavage, dans le but d’éliminer les
unimeéres ou les micelles de Pluronic en surnombre, qui génent a la caractérisation des
agrégats en DLS, en SAXS ou encore en MET. Des tests de lavage des solutions n’ont pas
été concluants. En effet, que ce soit par centrifugation ou par ultrafiltration, les agrégats
ne se redispersent pas totalement et ont tendance a coller entre eux, ce qui semble indiquer
que le Pluronic qui stabilise les agrégats tend a se désorber au cours du lavage.

Pour stabiliser les micelles de Pluronic, certains auteurs ont suggéré d’utiliser du
pentaerythritol tétra-acrylate (PETA). Ce monomeére multifonctionnel est soluble dans

le coeur hydrophobe des micelles. Sous l'effet d'un rayonnement UV, il réticule et limite
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FIGURE 4.16 — Cinétique a 30 °C en UV-visible des AuNP@75/25 dans une solution de
KCl & 10 mM (7,4 = 22 °C) avec 107* % en masse de P123 (CMT = 36 °C). Aprés 10
min, la concentration en P123 en solution est augmentée : 20 pL. d’une solution de P123
4 10 % en masse sont ajoutés pour atteindre une concentration finale en P123 de 107!
% en masse (CMT — 21 °C). Les valeurs de Agpr ont été enregistrées toutes les 2 min
pendant 1 h. A t = 0, la solution refroidie dans un bain de glace est directement injectée
dans la cuve UV thermostatée a 30 °C.

toute dissociation de la micelle [129]. Nous avons tenté d’appliquer cette méthode pour
geler totalement les agrégats de particules d’or. Les résultats obtenus se sont avérés dé-

cevants car les conditions expérimentales sont délicates a mettre en oeuvre.
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Conclusion

Des nanoparticules d’or protégées par des copolyméres statistiques thermosensibles a
LCST, EO,-st-PO,, ont été étudiées dans le Chapitre 2. Les AuNPs s’agrégent lorsque la
température est supérieure a la température de transition de phase du polymére, condui-
sant a une précipitation macroscopique. Les solutions de AuNPs thermosensibles sont

donc instables lorsque la température est supérieure & la température d’agrégation T',4,.

Des nanoparticules d’or stabilisées par des copolyméres statistiques thermosensibles a
LCST, EO,-st-PO,, ont été mélangées avec des chaines de copolymeéres triblocs Pluronic
P123 EO9-POgs-EO5q en solution aqueuse. La présence de chaines de Pluronic en solution
permet de controler I'assemblage des AuNPs et d’éviter la précipitation macroscopique
des nanoparticules au-dessus de la température de transition de phase du polymeére greffé.

Au cours de la transition de phase, les chaines de P123 s’adsorbent sur la surface des na-
noparticules devenues hydrophobes et limitent les interactions attractives entre particules.
Pour étre efficace, le mélange doit étre porté a une température supérieure a la tempéra-
ture critique de micellisation CMT du P123. Nous avons observé que 1’état final caractérisé
par une taille des agrégats ne dépend que du rapport polymére amphiphile /nanoparticule
P123/AuNP. Cet état est indépendant de la valeur relative de la température d’agréga-
tion des nanoparticules par rapport a la CMT. Enfin, cet état d’agrégation controlée est

parfaitement réversible en modulant la température.






Chapitre 5

Agrégation de nanoparticules d’or par

des polymeéres a UCST

Dans ce Chapitre, nous étudions ’agrégation de nanoparticules d’or induite par une
diminution de température, par I'intermédiaire de ligands greffés a leur surface qui sont
des polyméres thermosensibles de type UCST. Nous commencerons donc par décrire la
stratégie de synthése des polymeéres ainsi que leur comportement en solution, puis nous
présenterons en détail leur effet sur les nanoparticules avec la température et nous éta-
blirons les paramétres physico-chimiques qui permettent le controle de I'agrégation des
AuNPs.

L
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5.1 Le ligand

5.1.1 Description

Les matériaux zwitterioniques sont trés prometteurs comme biomatériaux nouvelle-
génération pour une large gamme d’applications biomédicales, du fait de leur excellentes
propriétés "d’anti-fouling" dans des milieux complexes [130]. Grace a une hydratation
induite électrostatiquement, les surfaces recouvertes par des groupes zwitterioniques sont
extrémement résistants a ’adsorption de protéines non spécifiques, & I’adhésion de bacté-
ries ou de micro-organismes, ou encore a la formation de biofilms.

Les polyzwitterions sont des polyméres qui possédent sur chacune de leurs unités mo-
nomeéres, une charge positive et une charge négative, ce qui les rend par conséquent glo-
balement électriquement neutres. Les propriétés des polyzwitterions en solution aqueuse
sont dominées par des interactions électrostatiques entre les unités monomeéres. Ce com-
portement dépend fortement de la température, de la force ionique et de la masse molaire,
qui influencent les interactions paires d’ions inter- et intra-chaines, comme illustré sur la
Figure suivante [131, 74, 75| :

FIGURE 5.1 — Différents états de conformation de polyzwitterions : de chaines non-
associées totalement hydratées (a gauche), a des chaines effondrées avec associations inter-
chaines (au milieu) et intra-chaines (a droite). D’aprés Cheng et al. [73].

Cette auto-association réversible se manifeste en solution aqueuse par un diagramme
de phase 4 UCST (Upper Critical Solution Temperature). A basse température, les chaines
sont effondrées sur elles-mémes a cause des interactions électrostatiques et la solution de
polymeére apparait turbide. Lorsque la température augmente et dépasse une température
critique, les interactions disparaissent et le polymére se trouve en condition de bon solvant.
La solution devient alors limpide.

En général, les propriétés des polymeéres chargés (polyélectrolytes, polyampholytes et
polyzwitterions) dépendent fortement de la force ionique du milieu. Les polyzwitterions
présentent un effet "anti-polyélectrolyte" en fonction de la force ionique [132]. Ce phéno-
meéne repose sur la capacité du sel & faire diminuer la température de transition, et ainsi
rendre plus solubles les polyzwitterions. Ce mécanisme est généralement interprété comme
un effet d’écrantage de Coulomb. I’ajout de sel a pour conséquence de faire diminuer la
longueur de Debye [p. Cette grandeur est définie macroscopiquement en fonction de la

concentration en sel ¢g et de la longueur de Bjerrum dans I'eau pure Ip :
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1
lp = —\/m (5.1)
Cette longueur [p représente la portée de 'interaction Coulombienne électrostatique,
comme étant la distance caractéristique a laquelle deux charges interagissent. Mary et
al. [133] ont montré que le passage du polymére de mauvais & bon solvant pour une
concentration critique de sel correspond exactement a une valeur de [p égale a la distance

moyenne entre les motifs de charges opposées dans la pelote de polymeére.

Dans la famille des polyzwitterions, les polysulfobétaines sont des polyméres portant
un groupe ammonium quaternaire cationique N* et un groupe sulfate anionique SO
sur chaque unité monomére. Nous avons choisi de travailler avec un polysulfobétaine,
obtenu & partir du monomére bétaine N,N-diméthyl-N-(3-méthacrylamidopropyl)-N-(3-
sulfopropyl)ammonium) ou encore du propylsulfonate diméthylammonium propylmétha-

crylamide (SPP), dont la formule est donnée ici :

O

H/\/\/ g,\/\/\sos-

FIGURE 5.2 — Structure chimique du monomeére SPP.

Nous commencerons tout d’abord par la description de la méthode de polymérisation
employée pour la synthése des polyzwitterions. Puis nous étudierons la solubilité des
polymeéres synthétisés dans I’eau. Enfin, nous décrirons le comportement de nanoparticules

d’or stabilisées par des polyzwitterions avec la température.

5.1.2 Synthése du ligand

La polymérisation radicalaire controlée est fondée sur I'établissement d’un équilibre
entre espéces "actives" propageantes et espéces "dormantes" non propageantes [134]. Cet
équilibre permet de réduire la concentration instantanée en radicaux propageants et ainsi,
de facon cinétique, de diminuer la probabilité de 'occurrence de réactions de terminaison
irréversible, comme c’est le cas dans la polymeérisation radicalaire conventionnelle.

Parmi les trois principales méthodes existantes (polymérisation radicalaire par trans-
fert d’atome ATRP, polymérisation par les nitroxydes NMP et transfert réversible par
addition-fragmentation RAFT/MADIX pour Design Macromoleculaire via des Inter-
changes de Xanthate), nous avons opté pour la derniére qui implique un transfert ré-
versible, et non pas une terminaison réversible comme pour les deux autres. La méthode

RAFT utilise un agent de transfert de chaine porteur d’un groupement thiocarbonylthio
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(R-S(C=S)-Z). Tout le succeés d'une polymérisation RAFT réside dans le choix judicieux
d’un agent adapté au monomeére considéré. Aprés une étape d’amorcage conventionnel,
les radicaux en croissance réagissent rapidement avec 'agent RAFT par addition sur la
double liaison C=S. Un radical intermédiaire est formé et subit ensuite une [-scission
(fragmentation) qui libére soit les réactifs initiaux, soit un nouveau radical amorceur et
une chaine dormante (Figure 5.3). Le monomére est donc inséré entre la fonction thiocar-
bonylthio (-S(C=S)-) et le groupe partant R.

(a) Amorcage : Initiateur » I M » M » P
. addition f ragmentation .
(b) Transfert de chaines : Pn + Y _— Pn_SYS_R — P— SYS + R
fragmentatlon J addition 7
. . M . M M .
(c) Réamorcgage : R » R-M » » Pm
B R . addition fragmentation .
(d) Equilibre de chaines : Pm + SYS_R . Pm—S\rS—Pn W Pn_SYS + Pn
fragmentation addition
M z z z M
especes espéces
dormantes dormantes
(e) Terminaison : Pn + Pn _M> chaines mortes

FIGURE 5.3 — Mécanisme général de polymérisation RAFT

Ce procédé permet :

e un bon controéle de la masse du polymére avec des indices de polymolécularité faibles

e une fonctionnalisation en bout de chaines grace a la fonction thiocarbonylthio de
I'agent RAFT.

La polymérisation du monomére SPP est représentée sur la Figure 5.4.

S CN CN
PPN _VS50.H:0
S COOH + :éz n COOH
© Ny 70 T o
HN

HN€
W W
SO3 SO3

FIGURE 5.4 — Représentation schématique de la stratégie de synthése des polymeéres PSPP.

Elle est réalisée en solution aqueuse a 70 °C sous atmosphére inerte, pour éviter 1'oxy-
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dation de I'initiateur. La croissance des chaines est d’une part amorcée thermiquement par
un amorceur de polymeérisation conventionnelle le 2,2’-azobis(2-méthylpropionamidine) di-
hydrochlorure (V50), et est d’autre part controlée par un agent de transfert de chaine,
un dithioester, I’acide 4-cyanopentanoique dithiobenzoate, tous deux solubles dans 1’eau.
Une fois la polymérisation terminée, le polymére est purifié par dialyse. Les détails de la

synthése sont reportés dans I’Annexe C.

5.1.3 Caractérisation et comportement en solution aqueuse

Les polyzwitterions ont été synthétisés dans une large gamme de masses molaires
allant de 25 000 a 230 000 g.mol™!. Ils ont été caractérisés par spectroscopie RMN 'H
(voir Annexe C), SEC (voir Annexe B) et DLS. Leurs caractéristiques principales sont

reportées dans le Tableau 5.1.

TABLE 5.1 — Résumé des principales caractéristiques des polymeéres PSPP synthétisés.

M, M.,“° Ry UCSTd
Polymeére I,° )
(g.mol~1)| (g.mol™ 1) (nm) (°C)

PSPP25k 20 900 23 400 1,12 71 - -
PSPP40k | 35 600 40 600 1,14 121 48 18
PSPP70k 50 800 72 700 1,43 173 6,4 21
PSPP100k| 73 600 106 100 1,44 251 7,2 26
PSPP230k| 136 000 227 700 1,67 464 - 33

@ Déterminé par SEC aqueuse (NaNO, 0,5 M), DP,, = (Myn — Mpapr)/Mspp ¢ Déterminé par DLS a 35 °C, ¢ Déterminé

par des mesures de turbidité en spectroscopie UV-visible.

5.1.3.1 Diagramme de phase des PSPP en solution aqueuse

De la méme fagon que pour les Jeffamines, les diagrammes de phase des PSPP syn-
thétisés ont été déterminés par spectroscopie UV-visible avec la méthode de "point de
trouble" et ont été construits en solution aqueuse dans la gamme de concentration de
0,01 4 20 % en masse (voir Annexe A). La UCST correspond au maximum du diagramme
de phase et est donc associée & un pourcentage massique particulier. Les diagrammes de
phase sont représentés sur la Figure 5.5 et les UCST sont reportées dans le Tableau 5.1.

La modification des bouts de chaines des PSPP (fonction acide d’un coté et fonction
benzéne de 'autre) ne modifie pas les diagrammes de phase des polyméres. Des mesures
en fonction du pH de la solution de polymére et aprés réduction de la fonction thiocarbo-
nylthio en thiol le confirment.

Nous observons que la UCST augmente avec la masse molaire du polymeére : de 18 &

33 °C pour des masses allant de 40 000 a 230 000 g.mol™!. Ce résultat, bien connu dans la
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FIGURE 5.5 — Diagrammes de phase des différents PSPP synthétisés en solution aqueuse en
fonction (A) du pourcentage massique en polymeére et (B) du logarithme du pourcentage
massique en polymeére.

littérature [89], est en accord avec la théorie de Flory-Huggins. Le paramétre d’'interaction
de Flory-Huggins a la température critique 9, est relié avec le nombre de segments du

polymeére my (~ DP, ~ M,) de la maniére suivante :

e 1] (5.2)
X12 = 9 \/m_Q :
X{s traduit la solubilité du polymeére en solution, ainsi si la masse du polymere aug-
mente, x{, augmente et donc la solubilité diminue.

De plus, a la UCST notée 17,

B
X§2:A+ﬁavecB>0

c

(5.3)
Ainsi, 'augmentation de la taille du polymére induit bien une augmentation de la UCST.

5.1.3.2 Détermination de la température theta Ty par la méthode de Schultz-

Flory.

La température theta Ty, définie comme étant la température critique d’une solution
de polymeére de masse infinie, a été déterminée par la méthode de Schultz-Flory [135], qui
relie la UCST notée T, au degré de polymérisation moyen en nombre DP,, du polymére

par la relation linéaire suivante :

L L, )] (5.4)
: ~ “\DPB, " 2DR,) T, '

Sur la Figure 5.6, le tracé de la fonction ci-dessus donne une droite d’ordonnée a
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lorigine 1/ T, ¢’est-a-dire pour une masse infinie, de 3,10.10~* K~!. Ainsi, la température
theta d’'un PSPP dans l'eau est de Ty = 49 °C.

3,5 T T
e
34+ 0// g
9//
a e
'\% 33+ // -
= A
§ 32 L / i
! e
- e
e
e
3,1 ¢ g
~y=3,1047 + 3,5992x R’=0,97814
3

0 002 004 006 008 01
1/DP '+ 1/(20P )

FIGURE 5.6 — Représentation de Schultz-Flory obtenue pour les PSPP.

Nous avons comparé nos résultats avec les travaux de Mary et al. [133]. Ils ont synthé-
tisé par polymeérisation radicalaire conventionnelle un polymére PSPP de masse molaire
M, = 1000 000 g.mol™! avec un I, — 5,7. La distribution des masses est trés large car
la méthode de polymérisation utilisée est non-controlée. Ils ont construit le diagramme de
phase du polymeére et en ont déduit une UCST a T = 46 °C. Ainsi, la température T’y
que nous avons trouvée égale a 49 °C parait cohérente en comparaison a la UCST de 46

°C du précédent polymére, dont la masse molaire est trés élevée.

C’est ce caractére thermosensible du polymére détaillé au paragraphe 5.1.3.1, que nous
avons voulu appliquer dans le cadre de 'agrégation de nanoparticules d’or. Le PSPP ainsi

synthétisé est le polymére thermosensible qui va maintenant étre greffé aux AuNPs.

5.1.3.3 Variation de la taille du polymére avec la température

Nous avons étudié la variation de la taille du PSPP avec la température par des
mesures de DLS, comme le montre la Figure 5.7.

Le PSPP100k & 10~ % en masse dans I’eau pure ne montre aucune modification de la
taille avec la température en DLS. Le rayon hydrodynamique a été mesuré de 60 a 28 °C,
c’est-a-dire au-dessus de la température de transition de phase du polymeére (~ 10 °C).

Niu et al. [136] ont trouvé par DLS un léger effet de la température sur Ry, d’un autre
polyzwitterion prés proche, le poly(N,N-diméthyl((méthacrylamido)propyl)ammonium
propiolactone)) poly(DMMPAPL) de masse molaire M,, = 52 000 g.mol™! : de 2 nm
a 25 °C (associations intra-chaines), jusqu’a 10 & 9 nm de 50 a 40 °C (chaines indivi-

duelles). Cependant, dans cet article, la température de transition de phase du polymeére
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FIGURE 5.7 — Diamétres hydrodynamiques (déterminés par DLS) du PSPP100k 4 1 % en
masse dans l'eau pure (7. = 20 °C) en fonction de la température.

n’est pas spécifiée. Nous pouvons supposer que la température de 25 °C est trés proche
du point de trouble, alors que dans notre cas, les mesures ont été effectuées au-dessus de

la transition de phase.

5.2 Nanoparticules d’or stabilisées par des PSPP

5.2.1 Synthése

Comme le montre la Figure 5.8, des nanoparticules d’or AuNPs, stabilisées par les
ligands polyzwitterions PSPP, ont été préparées par échange de ligands & partir de na-
noparticules d’or stabilisées par des ions citrates AuNP@Citrate d’environ 20 nm (voir
Annexe D).

&
% Y UAVEY
S %@@ NaBH4 o)
(A) on s, Ho =
8 %%‘@%3:
(0]
232 o\ Wl f8 2" 8 f
®) owl@er o GV échange, 57 @ 3
o § 00 ) H,O = 3Oy
o PSPP BN U
AuNP@oCitrate % oo 560
&~ @

FIGURE 5.8 — Voie de synthése des AuNPs hybrides.

Les PSPP sont préalablement réduits par un léger exceés de NaBH, afin de cliver
I'agent RAFT et obtenir une fonction thiol terminale. Les ions citrates sont des ligands

faibles pour l'or et sont facilement échangés par les ligands PSPP terminés monothiol,
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comme précédemment vu dans le Chapitre 2. La procédure d’échange de ligands pour les
AuNPs a été directement effectuée dans une dispersion aqueuse de nanoparticules d’or
préalablement synthétisées. La température pendant I'échange a été maintenue prés de

35 °C pour éviter la précipitation des polyméres PSPP.

5.2.2 Purification

Les dispersions de nanoparticules d’or ont été soigneusement purifiées des chaines de
polymeéres libres non greffées par des cycles répétés de centrifugation et lavage a chaud
(38 °C), et finalement redispersées dans ’eau pure.

Une seconde méthode de purification a consisté a effectuer des cycles de centrifugation
a température ambiante en redispersant les suspensions dans une solution saline (100 mM
en chlorure de sodium NaCl) afin de faciliter la dispersion des nanoparticules et la solubi-
lité du PSPP libre. Les AuNPs sont ensuite dialysées afin d’éliminer le sel introduit. On
estime la quantité de sel aprés élimination & 0,01 mM (correspondant & une conductivité
de ~ 1 nS).

De méme que dans le cas des AuNP@QDHLA-Jeffamines du Chapitre 2 (cf paragraphe
2.2.2), nous vérifions aprés purification la résistance au sel de nos suspensions. Ce test
prouve que I’échange des ions citrates par les polyméres PSPP a bien eu lieu comme

Iatteste la Figure 5.9.

FIGURE 5.9 — A gauche, suspension de nanoparticules avant échange de ligands
(AuNP@Citrate) et aprés échange et purification (AuNP@PSPP40k). Par ajout de NaCl
(a droite), on constate la précipitation des nanoparticules stabilisées par les ions citrates
(la suspension passe du rouge au bleu), alors que les particules échangées par le PSPP ne
précipitent pas (méme couleur).

Dans la suite du Chapitre, les nanoparticules d’or stabilisées par du polymeére seront
notées AuNP@QPSPPx,ou x est la masse molaire moyenne M, du polymére déterminée
par SEC (cf Tableau 5.1).

5.2.3 Caractérisation

Toutes les AuNPs stabilisées par du polymére ont été caractérisées par MET, par DLS

et par spectroscopie UV-visible (voir Annexe A pour plus de détails).
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5.2.3.1 Microscopie électronique en transmission

La Figure 5.10 montre les images de MET acquises pour les nanoparticules d’or sta-
bilisées par du PSPP.
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FIGURE 5.10 — Images de MET et distributions de taille correspondantes des
AuNP@PSPP : (A) AuNP@PSPP40k et (B) AuNP@PSPP100k.

Les particules présentent une distribution de taille de I’ordre de 18 + 2 nm de diamétre
et sont légérement facettées. En revanche, la couronne de polymeére n’est pas suffisamment

contrastée pour étre mise en évidence.

5.2.3.2 Spectroscopie UV-visible

La Figure 5.11 montre les spectres d’absorption UV-visible des nanoparticules d’or
stabilisées par du PSPP en solution aqueuse. Les spectres ont été mesurés a une tempéra-
ture au-dessus de la température de transition de phase du polymeére greffé, afin d’assurer
un état suffisamment hydraté du polymeére et une bonne dispersion des nanoparticules.
La température expérimentale a été fixée a 50 °C pour toutes les AuNPs.

Les AuNPs présentent une bande de résonance plasmon de surface intense avec un
maximum a Agpgr ~ 525 nm, quelle que soit la masse molaire du polymére greffé a la
surface de l'or. Les nanoparticules stabilisées par du PSPP sont bien dispersées en solution

a haute température.

5.2.3.3 Diffusion dynamique de la lumiére

En complément des expériences d’UV-visible, les diamétres hydrodynamiques moyens

D, des nanoparticules d’or ont été déterminées par DLS a 60 °C (voir Annexe A pour
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FIGURE 5.11 — Spectres d’absorption UV-visible des AuNP@PSPP en solution aqueuse
mesurés a 50 °C, normalisés a 300 nm.

plus de détails). Les résultats sont donnés dans le Tableau 5.2. Les différentes valeurs des

Dy, des AuNP@PSPP montrent bien 'absence d’agrégats de nanoparticules en solution.

TABLE 5.2 — Résumé des tailles moyennes des AuNPs stabilisées par le polymére obtenues
en DLS et des dimensions caractéristiques des PSPP.

DP,* | D, (nm)® | h (nm)¢ | R, (nm)? | Lsr¢ (nm)¢ | rapport h/R,
AuNP@PSPP25k | 71 34,6 8,3 2.4 17,9 3,5
AuNP@PSPP100k | 251 48,4 15,5 4,5 63,1 3,5
AuNPQPSPP230k | 464 56,2 19,1 6,1 116,7 3,2

@ DPp, = (My, — MrarT)/Mspp, ® Diamétres hydrodynamiques déterminés par DLS 4 60 °C, ¢ h = (D}, — D.)/2 avec D,
=18 nm, ¢ R2 =2DPy 1% _5.Coo/6, ¢ Lepirs = 2lo—c.sin(6/2).DPy.

En combinant les résultats de DLS avec la valeur du diamétre de coeur de D, ~ 18 nm
obtenue en MET (voir paragraphe 5.2.3.1), nous avons estimé I'épaisseur h = (Dy, - D.)/2
de la couche de polyméres hydratés localisés autour de la nanoparticule. Nous observons
que cette épaisseur augmente logiquement avec la masse du polymére & la surface des
nanoparticules, passant de ~ 8 a 20 nm pour les AuNPQPSPP lorsque la masse du poly-
meére greffé croit de 25 000 & 230 000 g.mol~!. Comme pour les AuNPs@DHLA-Jeffamines
(cf paragraphe 2.2.3.4), il est intéressant de comparer ces valeurs aux dimensions carac-
téristiques des chaines de polyméres en solution, adoptant une conformation de pelote

statistique (R,) ou une conformation totalement étirée (Leyre).

e Le rayon de giration R, en solvant ¢ s’exprime, dans le cas du PSPP, par la formule

suivante :

R = ndz_o.Cx

’ 5 (5.5)
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avec C o est attribué a 10 pour le PSPP (C s’échelonnant généralement de 4 a 11, et
étant d’autant plus important que le groupement pendant est volumineux), n le nombre
de segments n — 2DP,, pour le PSPP, ot le degré de polymérisation DP,, est reporté dans
le Tableau 5.1, et [c_¢ la longueur moyenne entre deux atomes de carbone voisins de la
chaine de polymeére : [o_¢ = 0,154 nm.

e La longueur d'un polymeére totalement étiré Lgy;.¢ vaut :

0
Leétire = d-Nsegments avec d = 2lc_¢ sin (5) (5.6)

ol 6 = 109°28 = 1,91 rad et nggments = DP.

L’épaisseur de la couronne de polymeére h est encadrée par les valeurs de R, et de
Legire reportées dans le Tableau 5.2. D’aprés les résultats, la couronne de polymére semble
davantage tendre vers une conformation de pelote que vers une conformation étirée. Le
rapport de I'épaisseur de la couche de polymeére greffé sur la particule sur le rayon de
giration du polymeére en solution est quasiment constant quelle que soit la masse du
PSPP. Nous pouvons donc conclure que I'état de solvatation du polymeére est similaire

pour les différentes masses.

5.2.3.4 Potentiel zeta

Ces AuNPs sont chargées négativement puisqu’il a pu étre mesuré un potentiel zeta
de -19,8 mV & 50 °C et de -23,8 mV a 25 °C pour les AuNPQPSPP100k.

Ce résultat est plutot étonnant puisque le polyzwitterion est un polymére globalement
neutre. La valeur négative du potentiel zeta pourrait s’expliquer soit par des impure-
tés chargées présentes dans les monomeéres SPP, soit par le groupement terminal acide
carboxylique du polymére greffé (voir Figure 5.4).

Concernant la charge des polyzwitterions, la littérature présente des résultats contra-
dictoires. En effet, des potentiels zeta négatifs pour le polymére voisin, le poly(propyl-
sulfonate diméthylammonium éthylméthacrylate) PSPE, avaient déja été mesurés aupara-
vant par Polzer et al. [80]. Mary et al. [133] expliquent cet effet par une hydrolyse partielle
de la liaison ester du motif SPE en motif acide acrylique pendant la synthése du polymeére.

En revanche, ces mémes auteurs ont également observé des charges positives dans le cas
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du PSPP. Enfin, Niu et al. [136] ont trouvé des valeurs de potentiel zeta positives pour
un autre polyzwitterion prés proche, le poly(N,N-diméthyl((méthacrylamido)propyl) am-
monium propiolactone)) poly(DMMPAPL) de masse molaire M,, = 52 000 g.mol™* (cf
paragraphe 5.1.3.3).

Ainsi, les publications a ce sujet se contredisent et les valeurs de potentiel zeta pour

les polyzwitterions restent difficiles & discuter.

5.3 Stabilité des AuNP@QPSPP

5.3.1 Avec la température

Le caractére thermosensible du polymeére étant bien décrit au paragraphe 5.1.3.1, nous
avons voulu 'appliquer dans le cadre de ’agrégation de nanoparticules d’or.

La Figure 5.12 (A) montre les spectres d’absorption UV-visible des dispersions de
AuNPQ@QPSPP70k réalisés a différentes températures.
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FIGURE 5.12 — (A) Spectres d’absorption UV-visible des AuNP@PSPP70k purifiées dans
I'eau pure en fonction de la température de 50 a 10 °C (par pas de 10 °C toutes les 2
min), (B) Diamétres hydrodynamiques déterminées par DLS des AuNP@PSPP70k de 50
a 10 °C ((par pas de 10 °C toutes les 10 min).

Les spectres d’absorption se superposent totalement de 10 & 50 °C avec une bande
plasmon centrée vers 525 nm. Il n’y a aucune modification du spectre UV-visible quelle
que soit la température de la mesure.

Aucune agrégation des nanoparticules stabilisées par les PSPP dans I'eau pure (avec
une estimation de la teneur en sel de 0,01 mM) n’a été observée, et ce quelle que soit
la masse du polymére greffé, méme aprés plusieurs heures dans un bain de glace, & une

température inférieure a la température de transition de phase du polymeére libre.
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La non-agrégation des nanoparticules en fonction de la température a été¢ confirmée
par des expériences de DLS (voir Figure 5.12 (B)). Le diamétre hydrodynamique des
AuNP@PSPP70k ne subit aucune variation sur une gamme de températures de 10 et a

50 °C, ce qui confirme la encore 'absence d’agrégats.

Dans de telles conditions (& basse température et a trés faible concentration en sel), le
polymeére greffé se trouvant en mauvais solvant, nous nous attendions & des interactions
électrostatiques entre les motifs de charge opposée. Or nous n’observons aucune évolution
de taille des AuNP@PSPP en spectroscopie UV-visible ou en DLS. Il s’agirait donc a
priort uniquement d’interactions paires d’ions intra-particules et non inter-particules. Il
est important de noter également qu’il reste peut-étre un certain nombre de charges
résiduelles sur les nanoparticules qui expliquent les valeurs de potentiel zeta non nulles
(cf paragraphe 5.2.3.4). La stabilité des AuNP@PSPP pourrait étre expliquée par une

répulsion électrostatique entre particules, due a la présence de ces charges résiduelles.

5.3.2 Avec la force ionique

Le comportement des polyméres PSPP en solution aqueuse est trés dépendant de la
force ionique, c’est pourquoi nous avons étudié I'effet de la concentration en sel sur la
stabilité des AuNP@PSPP (voir Figure 5.13).
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FIGURE 5.13 — Diamétres hydrodynamiques déterminés en DLS des AuNPQPSPP dans
des solutions aqueuses de NaCl & différentes concentrations a 20 (symboles vides) et a 60
°C (symboles pleins).

Il n’y a pas d’augmentation notable du diamétre hydrodynamique des AuNPQPSPP
avec 'ajout de sel jusqu’a 1 mM en NaCl. Nous n’observons qu’un léger gonflement de
la couronne zwitterionique pour des concentrations en sel au-dessus de 100 mM, et ceci
quelle que soit la température et uniquement pour des masses molaires supérieures a 100k

g.mol~!. Aucune agrégation n’est visible méme pour des concentrations en sel supérieures
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a 1 M. Nous confirmons par ces expériences que les polyzwitterions sont des ligands trés
efficaces, comparés aux polyélectrolytes en milieu trés salin [136].

A notre connaissance, aucune étude concernant la stabilité colloidale de nanoparticules
recouvertes de polyzwitterions ne fait état de I'existence d’une température critique en
dessous de laquelle les particules s’agrégent. Polzer et al. [80] ont synthétisé des particules
colloidales avec un coeur d’environ 100 nm en PS-co-DVB, polystyréne réticulé avec du
divinylbenzéne, et une couronne de chaines de PSPE de masse molaire moyenne M, =
60 000 g.mol~!. L’augmentation de température entraine un gonflement de la couche de
polymeére et ce comportement, totalement réversible, peut étre accentué par ’ajout de sel.
Néanmoins, les auteurs ne mentionnent pas ’existence d’une transition de phase entre un

état agrégé et un état dispersé.

5.4 Thermosensibilité des AuNPQPSPP en présence

de polymeére en solution

Nous venons de montrer que les nanoparticules protégées pour les polyméres ther-
mosensibles PSPP synthétisés dans cette étude ne présentent aucun signe d’agrégation
avec ou sans sel quelle que soit la température de la solution. Malgré cela, nous avons
tout de méme observé le phénoméne d’agrégation sur les nanoparticules stabilisées par du
PSPP. Cette observation a été faite dans le cas de AuNP@QPSPP non purifiées, ¢’est-a-dire
contenant un excés de polymeére libre, que nous avons vu les nanoparticules s’agglomérer.
Nous avons donc étudié la thermosensiblité des nanoparticules stabilisées par du PSPP,

soigneusement purifiées au préalable, puis mélangées avec des chaines de PSPP libre.

5.4.1 Détermination de la température d’agrégation des AuNPs

Le caractére thermosensible des nanoparticules d’or induit par la présence de polymeére

en solution a été établi par spectroscopie UV-visible et par DLS.

La Figure 5.14 (A) montre les spectres d’absorption UV-visible des dispersions de
AuNPQ@QPSPP100k purifiées dans une solution contenant 1 % en masse de PSPP100k,
mesurés en abaissant la température.

Les spectres se superposent jusqu’a 40 °C, puis un décalage vers les grandes longueurs
d’environ 25 nm (de 525 & 550 nm) apparait lorsque la température atteint 38 °C. Ce
déplacement est de plus en plus prononcé lorsque la température diminue et s’accompagne
d’une diminution de I'absorbance, traduisant ’agrégation des nanoparticules d’or. Nous
avons alors défini la température d’agrégation 7,4, des nanoparticules comme étant la
température en dessous de laquelle le maximum de la bande plasmon commence & se
décaler vers les grandes longueurs d’onde. Dans le cas des AuNP@QPSPP100k avec 1 %



5.4 Thermosensibilité des AuNPQPSPP en présence de polymeére en solution 97

0,8 : : : : 580 . . . T 3
44C A B
0,7 f ——42<C ( ) g 570 ¢ ( )
—40<C
0,6} —38C
—36T T 560
g 05} ——34C {1 >
c € 550 @
] ) c o
2 04| 30T 1= 3
2 —28C =/ % 540 2
< 03} —26T ] < 3
530
0,2 +
01l 1 520
0 I 1 ! 1 510 L L L 1 0
300 400 500 600 700 800 20 25 30 35 40 45
longueur d'onde (hm) T(C)

FIGURE 5.14 — (A) Spectres d’absorption UV-visible des AuNP@PSPP100k dans une
solution aqueuse de PSPP100k 4 1 % en masse en fonction de la température de 44 a
24 °C (par pas de 2 °C toutes les 6 min), (B) Evolution de la longueur d’onde maximale
Aspr et de 'absorbance en fonction de la température pour la méme solution.

en masse de PSPP100k libre, T4, vaut 40 °C. A 22 °C, le point trouble est atteint,
di a la précipitation du polymére libre, en accord avec le diagramme de phase établi

précédemment (voir Figure 5.5).

Le phénomeéne d’agrégation des nanoparticules en fonction de la température a égale-
ment été observé par des expériences de diffusion de la lumiére (voir Figure 5.15). Nous
présentons ici les résultats pour les AuNP@QPSPP40k dans une solution contenant 1 % en
masse de PSPP40k.

Une premiére rampe descendante en température (de 24 & 4 °C) a permis de déterminer
la température d’agrégation des AuUNPQPSPP40k & T,,, — 22 °C par spectroscopie UV-
visible (Figure 5.15 (A)). Ensuite des mesures de diamétres hydrodynamiques en DLS ont
été effectuées au-dessus et en dessous de 7'y, (Figure 5.15 (B)). Le profil de distribution
de taille fait apparaitre de gros objets lorsque la température diminue de 25 a 15 °C. Ces
objets ne sont pas dus au polymeére libre qui n’a pas encore passé son point de précipitation
a cette température. Ils correspondent donc & la formation d’agrégats de nanoparticules.
Lorsque la dispersion est refroidie en dessous de 22 °C, le profil de distribution de taille
est décalé de plus d'une décade en nm vers les plus grandes tailles, correspondant a la

formation d’agrégats.

5.4.2 Reéversibilité

La réversibilité de ’agrégation des nanoparticules a été confirmée par un cycle complet
de refroidissement /chauffage en spectroscopie UV-visible, comme le montre la Figure 5.16.
En partant d’une dispersion de AuNP@QPSPP70k dans 1 % en masse de PSPP70k &
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FIGURE 5.15 — (A) Spectres d’absorption UV-visible des AuNP@QPSPP40k dans une so-
lution aqueuse de PSPP40k & 1 % en masse en fonction de la température de 24 a 4 °C

(par pas de 2 °C toutes les 6 min),(B) Distributions de taille déterminées par DLS a 40,
25 et 10 °C.
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FIGURE 5.16 — (A) Evolution de la longueur d’onde maximale Agpr en fonction de la
température des AuNP@QPSPP70k dans une solution aqueuse de PSPP70k a 1 % en masse
pour un cycle de refroidissement /chauffage (par pas de 2 °C toutes les 6 min), (B) Variation
de la longueur d’onde maximale pour différents cycles de refroidissement/chauffage des
AuNP@PSPP70k (par pas de 25 °C toutes les 15 min).

46 °C (avec une bande de résonance plasmon de surface & 530 nm), le maximum de la
bande plasmon Agpg se décale jusqu’a 560 nm a 30 °C et revient exactement & 530 nm en
remontant la température (voir Figure 5.16 (A)). Comme dans le cas des AuNPs@DHLA-
M600, la température de dissociation des AuNPs est 1égérement plus élevée (hystérésis de
1-2 °C) que la température observée pour leur agrégation. Le phénoméne d’agrégation-

dissociation peut étre répété plusieurs fois sur des cycles de refroidissement /chauffage sans
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le moindre signe d’agglomération irréversible (voir Figure 5.16 (B)).
Cette réversibilité est également observée pour toutes les AuNPQPSPP en présence

de polymére libre.

5.4.3 Agrégation induite par un phénoméne de déplétion

Les AuNPs stabilisées avec un polymére & UCST s’agrégent avec la température a
condition qu’elles soient en présence de polymeére libre. Une hypothése particuliére se
présente pour expliquer le mécanisme d’agrégation et nous allons tenter de démontrer qu’il
pourrait s’agir d’un phénomeéne de déplétion [137]. Pour essayer de comprendre un peu plus
le processus d’agrégation des AuNPQPSPP en présence de polymeére, nous avons étudié
I'influence de divers paramétres, comme la quantité et la masse molaire de polymére libre

en solution, et enfin la masse molaire du polymeére greffé a la surface des nanoparticules.

5.4.3.1 Influence de la quantité de polymére libre en solution

La Figure 5.17 représente 1’évolution de Agpr des AuNP@QPSPP70k en fonction de
la température pour différentes concentrations en PSPP70k libre en solution. Il apparait
trés nettement que la température d’agrégation des AuNPs se décale vers les basses tem-
pératures lorsque la quantité de polymeére libre en solution passe de 1 4 0,01 % en masse,

jusqu’a disparaitre totalement.
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FIGURE 5.17 — Evolution de la longueur d’onde maximale (déterminée par spectroscopie
UV-visible) en fonction de la température des AuNP@QPSPP70k avec différentes concen-
trations en polymere libre PSPP70k (par pas de 2 °C toutes les 6 min).

Nous avons effectué des mesures similaires pour les différentes AuNPQPSPP et nous
avons ainsi reporté la température d’agrégation des AuNPs@PSPP mélangées a une so-

lution du méme polymére PSPP que celui greffé sur l'or, en fonction du pourcentage
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massique en polymeére libre. Ces résultats sont résumés dans la Figure 5.18, ol sont éga-
lement reportés les diagrammes de phase des différents polyméres PSPP construits au

paragraphe 5.1.3.1.
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FIGURE 5.18 — Diagrammes de phase des AuNP@PSPP en présence de polymére libre
(en trait plein) et ceux des PSPP seuls (en pointillés).

Le diagramme de phase des mélanges de AuNP@QPSPP avec le méme PSPP comprend
deux régions distinctes :

e A faible concentration, la température d’agrégation augmente avec la concentration
en polymeére PSPP libre jusqu’a ~ 1 % en masse.

e A plus forte concentration (> 1 %), T4y, diminue.

Quelle que soit la masse du polymeére considéré, le maximum de ’agrégation des nano-
particules en présence de polymeére est situé & une température plus élevée que la UCST

du polymeére libre et a plus faible concentration que celle du polymeére libre correspondant
a la UCST.

5.4.3.2 Influence de la masse molaire du polymeére greffé ou du polymére
libre

Nous avons étudié I'influence de la nature (masse molaire) du polymére greffé sur la
température d’agrégation lorsque les nanoparticules sont mélangées avec le méme poly-
mére en solution, a savoir le PSPP100k (Figure 5.19).

Dans la Figure 5.19 (A), sont représentées les évolutions des Agpr en fonction de la
température pour différents mélanges de AuNPQPSPP et de PSPP libre & 1 % en masse.
En bleu, sont représentées les évolutions des AuNP@QPSPP avec des polyméres greffés de
masses molaires différentes mais en présence du méme polymére PSPP100k. Nous pouvons
observer que T',,, augmente légérement de 34 & 40 °C en fonction de la masse molaire du

polymeére a la surface de la particule.
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FIGURE 5.19 — Evolution de la longueur d’onde maximale (déterminée par spectrosco-
pie UV-visible) en fonction de la température pour les AuNPQPSPP dans une solution
de PSPP100k & 1 % en masse avec des polymeéres greffés de différentes masses et les
AuNP@QPSPP100k dans une solution a 1 % en masse de PSPP de différentes masses mo-
laires (par pas de 2 °C toutes les 6 min), (B) Résumé des températures d’agrégation des
AuNP@PSPP en fonction de la masse du polymeére greffé ou libre pour un pourcentage
massique en polymeére libre de 1 %.

Nous avons également étudié 'influence de la masse molaire du polymeére libre sur la
température d’agrégation pour les mémes nanoparticules AuNPQPSPP100k. Ces résultats
sont reportés pour 1 % en masse de polymeére libre sur la méme Figure 5.19 (A). Ty
augmente plus brutalement avec la masse molaire du polymére libre, passant de 24 °C
en présence de PSPP40k (en vert), & 42 °C avec le PSPP100k (en bleu). En présence de
PSPP230k (en rouge), la température des AuNP@PSPP100k n’a pas pu étre déterminée,

la solution restant violette méme au-dessus de 60 °C.

Les T .4, mesurées pour les différents mélanges de AuNPs et de polymére sont reportées
Figure 5.19 (B) en fonction de la masse molaire soit du PSPP greffé (en bleu), soit du
PSPP libre (en noir). Il apparait trés clairement que la température d’agrégation des
AuNP@QPSPP est nettement plus sensible & la masse molaire du polymeére libre en solution

qu’a celle du polymére greffé a la surface des nanoparticules.

Des mesures similaires ont été faites sur des mélanges de AuNP@PSPP avec 0,1 % en

masse de polymeére libre (Figure 5.20).

Nous retrouvons la méme tendance que précédemment, a savoir la plus grande sensi-
bilité de T',44 a la masse molaire du polymeére libre qu’a la masse molaire du polymere
greffé : de 34 a 52 °C pour les AuNP@QPSPP100k avec 0,1 % en masse de PSPP100k et
PSPP230k respectivement contre 34 a 36 °C pour les AuNP@PSPP avec 0,1 % en masse
de PSPP100k.
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FIGURE 5.20 — Evolution de la longueur d’onde maximale (déterminée par spec-
troscopie UV-visible) en fonction de la température pour les AuNP@QPSPP100k ou
les AuNP@PSPP230k dans une solution de PSPP100k & 0,1 % en masse et les
AuNP@PSPP100k dans une solution & 0,1 % en masse de PSPP100k ou de PSPP230k (par
pas de 2 °C toutes les 6 min), (B) Résumé des températures d’agrégation des AuNP@QPSPP
en fonction de la masse du polymeére greffé ou libre pour un pourcentage massique en po-
lymeére libre de 0,1 %.

5.4.4 Discussion : modéle de déplétion

Nous allons tenter d’expliquer les différentes observations a travers le modéle de dé-

plétion.

5.4.4.1 Théorie du modéle de déplétion

Pour deux particules sphériques de rayon de coeur dur R., séparées par une distance
brosse-brosse de d et immergées dans une solution de polymeére, de pression osmotique P,
I’énergie attractive de déplétion est donnée, d’apres la théorie de Scheutjens-Fleer-Vincent

(SFV) pour des sphéres dures [138], par :

d\? 2A d
E,. =2tR.P|A—= 1 .
dep ’ﬂ'Rc ( 2) ( + 3Rc + GRC) (5 7)

ot A est I'épaisseur de la couche de déplétion. C’est une "zone de déplétion" proche

d’une surface en contact avec une solution de polymére non-adsorbant, dans laquelle la
concentration en polymére est plus faible que celle dans la solution.
Lorsque les particules sont en contact (c’est-a-dire d = 0), ’énergie de déplétion se

simplifie par :

2A
Eepmin = 27 R P.A? (1 n 3Rc) (5.8)
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Pour A < R,

Epin = 27 R,.P.A2 (5.9)

Jones et Vincent [139] ont démontré que l'interaction de déplétion devenait plus faible
lorsque la couche de polymére greffé est plus molle pour une taille de coeur donnée. Cela
est di & une interpénétration des chaines de polymeére libre dans la périphérie de la couche
greffée. D’aprés les auteurs, I’énergie minimale de déplétion entre deux particules molles

en contact et en présence de polymeére non-adsorbant s’exprime de la maniére suivante :

Eppin = 21 R..P(A — p)? (5.10)

ol p est la largeur de pénétration des chaines de polymére libre dans la couronne de

polymeére.

5.4.4.2 Influence de la qualité du solvant

Vincent et al. [140] ont montré que E,,;, dépend du paramétre d’interaction de Flory
X qui caractérise les interactions entre le polymeére et le solvant, a savoir la qualité du
solvant pour le polymeére libre (voir Figure 5.21).

Dans le cas de sphéres molles, il n’y a pas de déplétion en solvant 6, F,,;, passe par
un maximum a x ~ 0,5. Dans ces conditions, les chaines de polymeére interagissent aussi
bien avec I'eau qu’avec les autres chaines. Le polymére est totalement interpénétrable et
il ne peut donc pas y avoir déplétion.

Lorsque la solution s’éloigne des conditions 6 vers des conditions soit de bon solvant (y
< 0,5) soit de mauvais solvant (x > 0,5), Pénergie de déplétion augmente. Pour des valeurs
de y faibles, les interactions polymeére-solvant sont favorisées, les chaines de polymére ne
s'interpénétrent pas entre elles, il y a déplétion. Pour des valeurs de y élevées, les chaines
de polymeére se trouvent en mauvais solvant, les particules se comportent comme des

sphéres dures. F,,;, est alors important et la déplétion est possible.
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FIGURE 5.21 — Vypin (= Ein) en fonction de y pour des sphéres molles (en trait plein) et
pour des sphéres dures équivalentes (en pointillés), avec R. = 50 nm, masse du polymeére
libre M5 = 10 000 g.mol~*. D’aprés Vincent et al. [140].

Dans notre cas, a haute température, les polymeéres se trouvent en bon solvant. Il n’y a
donc pas de déplétion. Lorsque la température diminue, nous supposons que le polymére
greffé passe en mauvais solvant plus rapidement que le polymére libre (Xgreffé > Xiibre)
car les chaines greffées sont plus compactes que les chaines libres. La mesure de ’épaisseur
de la couronne de polymére greffé montre que les chaines sont dans une conformation trés
légérement étirée. Il peut se produire des interactions polymeére-polymeére intra-particules.
La couronne de polymére greffé devenant impénétrable, I’énergie de déplétion augmente-

rait et favoriserait I'agglomération des particules.

Nous pensons donc que le phénoméne de déplétion qui intervient entre les AuNPQPSPP
et le PSPP libre, est induit par la qualité du solvant qui modifie la solubilité des chaines
de polymeére greffées, et par conséquent leur interpénétrabilité. Nous allons justifier notre
raisonnement grace a des expériences réalisées en modifiant la nature des polymeéres et la
force ionique qui a une grande influence sur la qualité du solvant dans le cas des polyz-

witterions.

5.4.4.3 Influence de la force ionique

La force ionique influe considérablement sur la température de transition de phase
d'un polyzwitterion. Nous avons cherché a voir comment la température d’agrégation
d’une solution de nanoparticules stabilisées par du PSPP et en présence de PSPP libre,
se comportait par ’ajout de sel en solution.

Pour cela, nous avons pris des AuNP@PSPP100k dans une solution a 1 % en masse de
PSPP100k, qui présentent une To4, & 40 °C et une Ty & 22 °C (cf paragraphe 5.4). La
méme solution en présence de 10 mM en NaCl ne présente plus d’agrégation en fonction
de la température. De plus, la température de transition de phase du polymeére libre de 22

°C dans ’eau pure est passée a 14, = 16 °C. Cette derniére observation est l'illustration
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méme de 'effet du sel sur la température de transition de phase du polymére. Cet aspect
a déja été observé dans le paragraphe 5.3.2 : le sel fait gonfler le polymeére, ce qui a pour
conséquence d’abaisser sa UCST.

Nous observons donc qu’une trés faible quantité de sel en solution (10 mM) inhibe
totalement le phénoméne d’agrégation des AuNPs en présence de polymére libre alors
que nous nous serions attendus a une diminution de la température d’agrégation du méme
ordre de grandeur que la diminution de la température de turbidité du polymeére libre.
Le phénomeéne de déplétion, et donc d’agrégation des nanoparticules, semble ainsi étre

davantage dicté par la solubilité du polymére greffé que par celle du polymére en solution.

5.4.4.4 Influence de polymeére neutre en solution ou a la surface des AulNPs

Nous nous sommes également intéressés a 1’éventuelle interaction des AuNP@QPSPP
avec des polyméres neutres et nous avons a 'inverse étudié 'influence de polymére neutre
greffé & la surface des AuNPs en présence de polymére zwitterionique. Pour cela, nous
avons préparé deux solutions différentes :

- des AuNP@PSPP40k dans une solution a 1 % en masse de PEO de masse proche du
polymeére greffé sur la particule (M, = 35 000 g.mol™1).

- des AuNP17@DHLA-M1000 (du Chapitre 2) avec une solution & 1 % en masse de
PSPP100k.

Les résultats de spectroscopie UV-visible sont reportés sur la Figure 5.22.
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FIGURE 5.22 — Evolution de la longueur d’onde maximale Agpgr en fonction de la tempé-
rature des AuNP@QPSPP70k dans une solution aqueuse de PEO35k a 1 % en masse et des
AuNP17@DHLA-M1000 dans une solution de 1 % en masse de PSPP100k (par pas de 2

°C toutes les 6 min),

Dans le cas ou le polymére neutre est en solution (AuNP@QPSPP40k + PEO35k),

les nanoparticules s’agrégent lorsque la température diminue. Dans I'autre cas, a savoir le
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polymeére neutre greffé a la surface des particules (AuNP17@DHLA-M1000 + PSPP100k),
il n’y a pas d’agrégation quelle soit la température. Ces résultats prouvent bien que la

déplétion est sensible au polymeére a la surface des AuNPs, et non au polymére en solution.

En conclusion préliminaire, nous observons dans notre systéme un phénomeéne de dé-
plétion induit par la température. Le polymére greffé passe en mauvais solvant lorsque la
température diminue et facilite ainsi le phénoméne de déplétion. En présence de sel, cette
température d’agrégation disparait et les particules restent dispersées quelle que soit la

température.

5.4.4.5 Influence de la quantité de polymére libre

D’aprés Jones et Vincent [140], il existe un minimum dans 'énergie totale d’interaction
causé par l'interaction de leffet de déplétion (attractif) et I'effet stérique (répulsif) en

fonction de la fraction volumique en polymeére libre, comme le montre la Figure 5.23.

FIGURE 5.23 — Vi (= Enin) en fonction de la fraction volumique en polymére libre
¢% pour des sphéres molles (en trait plein) et pour des sphéres dures équivalentes (en
pointillés), avec R. = 50 nm, masse du polymére libre M5 = 10 000 g.mol~! et x = 0,4.
D’aprés Vincent et al. [140].

D’apres ’équation 5.8, I'énergie de déplétion dépend de la pression osmotique P et du
carré de I’épaisseur de la couche de déplétion A2. Pour des solutions diluées en polymeére,A
est assimilée au rayon de giration R, des chaines de polymere libre [137]. Ainsi, 'énergie
de déplétion augmente quasi-linéairement avec la concentration en polymeére libre.

A plus forte concentration, le terme A? dans I’équation 5.8 prédomine par rapport a
la pression osmotique de la solution de polymére. En effet, en augmentant la concentra-
tion en polymeére libre au-dela de la concentration critique de recouvrement ¢* pour des
chaines enchevétrées, A diminue considérablement, comme le montre la Figure 5.24. A
ces concentrations élevées, la dimension de la chaine de polymeére, a savoir le rayon de gi-
ration R,, est remplacée par une distance caractéristique § qui correspond a la dimension
d’un blob de polymeére et qui est fonction de la concentration en polymére dans le régime

semi-dilué.
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FIGURE 5.24 — Evolution de I’épaisseur de la couche de déplétion en fonction de la concen-
tration en polymeére libre. Représentation schématique des chaines de polymére en régime
dilué, enchevétré et semi-dilué. D’aprés Rubinstein et al. [89).

Cette diminution importante du terme A? a pour conséquence 1’apparition d'un maxi-
mum dans ’énergie de déplétion, a partir duquel I'énergie d’interaction diminue a nouveau
pour des fortes concentrations en polymére. La théorie SF'V explique ainsi la restabilisation
de la déplétion a partir de la diminution rapide de A a des concentrations en polymére
élevées (voir Figure 5.23). Cela se retrouve qualitativement dans notre cas (voir para-
graphe 5.4.3.1), ou T4, augmente avec la concentration en polymeére libre PSPP jusqu’a
atteindre un maximum a ~ 1 % en masse puis rediminue pour des concentrations en

polymeére libre plus élevées.

Nous observons également un décalage du maximum de I'effet de déplétion des AuNPs
vers les concentrations plus faibles par rapport aux maxima observés dans les diagrammes
de phase des polymeéres libres. Ce décalage trouve son explication dans I’évolution méme
de la concentration critique de recouvrement ¢* en fonction de la température. Cette
concentration est définie comme la valeur a laquelle la concentration moyenne en segments
dans la solution devient égale a la concentration des segments au sein de la chaine isolée.
C’est également la concentration de polymeére associée a la transition du régime dilué
au régime semi-dilué, comme le montre la Figure 5.25 qui représente le diagramme de
phase d’un polymeére & UCST. L’évolution de la concentration ¢* avec la température est

également reportée.

Il apparait trés clairement que pour des concentrations en polymeére libre inférieures
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FIGURE 5.25 — Diagramme de phase de solutions de polymére avec une UCST. La sépa-
ration de phase a lieu en dessous de la courbe en trait plein. La courbe en pointillé est

la frontiére en température du régime dilué en bon solvant au régime semi-dilué. D’apreés
Rubinstein et al. [89).

a la concentration a la UCST du polymeére, ¢* diminue lorsque la température augmente,

ce qui explique le décalage des maxima observés dans les diagrammes de phase (Figure
5.18).

5.4.4.6 Influence de la masse molaire du polymére greffé et du polymére libre

Nous avons trouvé au paragraphe 5.4.3.2 que la température d’agrégation des
AuNP@PSPPx avec 1 % en masse de PSPP100k augmente légérement lorsque la masse
du polymeére greffé augmente. Pour expliquer cela, il faut se reporter aux diagrammes de
phase des polymeéres. La température de transition de phase est d’autant plus importante
que la masse molaire de polymére est grande. Le passage de bon & mauvais solvant du
polymeére greffé, qui induit le phénoméne de déplétion comme nous ’avons vu au para-
graphe 5.4.4.2, a donc lieu a plus haute température lorsque la masse du polymeére est
grande.

Pour comprendre l'influence de la masse molaire du polymére libre observé au para-
graphe 5.4.3.2 sur la température d’agrégation des AuNPQPSPP100k avec 1 % en masse
de PSPPx, il est utile de se reporter a I'expression de 1’énergie de déplétion de la formule
5.9. E,in varie avec le carré de I'épaisseur de la couche de déplétion AZ. De plus, pour
des solutions diluées en polymeére, A est assimilée au rayon de giration R, des chaines de
polymeére libre. Ainsi, pour une méme masse molaire en polymeére greffé, lorsque la masse
molaire du polymeére libre augmente, F,,;, augmente en R; . La température d’agrégation

est donc plus élevée avec des polymeéres libres de plus grande masse molaire.
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Ainsi, le modéle de déplétion nous permet de rendre compte de tous les résultats
présentés pour ce systéme. Cependant, des mesures propres de coefficients de Viriel des
nanoparticules hybrides et du polymeére libre par exemple, pourraient appuyer nos inter-
prétations et surtout l'influence de la solubilité du polymeére greffé sur le mécanisme de

déplétion.
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Conclusion

Des polymeéres thermosensibles & UCST de type zwitterioniques (polysuflobétaines)
ont été synthétisés par polymérisation radicalaire controlée RAFT a partir du mono-
mére propylsulfonate diméthylammonium propylméthacrylamide SPP. Les polyméres de
masses molaires allant de 25 000 & 230 000 g.mol~! ont été obtenus avec des indices de
polymolécularité trés étroits. Leurs comportements thermosensibles en solution aqueuse
ont été étudiés.

Les polyzwitterions PSPP fonctionnalisés monothiol ont ensuite été greffés a la surface
de nanoparticules d’or de 18 nm. Les AuNPs thermosensibles ont été préparées par échange
de ligands sur des nanoparticules d’or préalablement synthétisées et stabilisées par des

ions citrates. LLes AuNPs ainsi obtenues sont trés stables dans le temps en milieu aqueux.

Les nanoparticules purifiées sont insensibles & la température et ne montrent aucun
signe d’agrégation que ce soit dans ’eau pure ou en milieu salin. Un léger gonflement des
chaines de polymére zwitterionnique est observé jusqu’a des concentrations de 1 M en

NaCl, traduisant bien la propriété anti-polyélectrolyte de ces polymeéres.

Cependant, mélangées a une solution de chaines de polymeére libre PSPP, elles pré-
sentent un comportement d’agrégation réversible, sensible a la température. Les para-
métres qui influent sur 'agrégation des AuNP@QPSPP en présence de polymére libre sont :

e la concentration en polymeére libre,

e la force ionique du milieu,

e les masses molaires respectives des polyméres greffé et libre en solution.

Ce mécanisme d’agrégation a été interprété a partir d’un mécanisme de déplétion.
Celui-ci est induit par la qualité du solvant qui modifie la solubilité des chaines de polymeére
greffées, et par conséquent leur interpénétrabilité, rendant la particule "dure". Le modéle
de déplétion décrit de facon correcte les différents paramétres qui influencent I'agrégation

des nanoparticules.
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Nous avons présenté dans ce manuscrit la synthése et 1’agrégation de nanoparticules

d’or protégées par des polyméres thermosensibles en solution aqueuse.

Nous avons d’abord abordé une nouvelle méthode pour préparer des nanoparticules
d’or stabilisées par un polymeére thermosensible & LCST. Il s’agit d’un polymeére statistique
(Jeffamine) composé de motifs oxydes d’éthyléne EO et d’oxydes de propyléne PO, EO,-
st-PO, de faible masse molaire. La température de transition de phase de ce polymere peut
étre modulée en ajustant le rapport entre groupements EO et PO. La Jeffamine M1000 de
rapport EO/PO de 19/3 a une LCST supérieure a 80 °C alors que la Jeffamine M600 de
rapport EO/PO de 1/9 a une LCST vers 26 °C. Ces polyméres terminés par une fonction
amine ont été modifiés par 'acide thioctique pour donner une fonction dithiolane, qui est
ensuite réduite en dithiol. Cet excellent groupe d’ancrage apporte une grande stabilité du
ligand sur la surface des nanoparticules d’or.

Dans le méme temps, des nanoparticules d’or monodisperses dans la gamme de tailles
de 2 & 17 nm ont été synthétisées. Des AuNPs stabilisées par les polymeéres thermosensibles
DHLA-M1000 et DHLA-M600 ont été préparées via deux méthodes :

- par un échange de ligands,

- par la synthése directe de nanoparticules d’or en présence du polymére.

Aprés purification et transfert en solution aqueuse, les AuNPs stabilisées par les poly-
méres DHLA-Jeffamines sont stables dans le temps et présentent une densité de greffage
constante quelle que soit la taille de la nanoparticule.

Les nanoparticules hybrides présentent alors une agrégation thermosensible et réver-
sible. Par une augmentation de la température, les polyméres greffés a la surface des
AuNPs deviennent hydrophobes, provoquant I’agrégation des nanoparticules caractérisée
en spectroscopie UV-visible par un décalage de la bande de résonance plasmon de surface
vers les plus grandes longueurs d’onde et en DLS par une augmentation de la taille des
agrégats. De plus, la température d’agrégation des nanoparticules d’or protégées par le
polymeére, c’est-a-dire la température de transition de phase du polymére a la surface des
nanoparticules, peut étre ajustée de différentes maniéres :

- Pour un méme polymeére greffé a la surface des AuNPs, la température d’agrégation a

été modulée entre 8 et 15 °C en modifiant la courbure de la surface des AuNPs, c’est-a-dire
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la taille des nanoparticules d’or, de 17 & 2 nm. Ce résultat est interprété par la diminution
du volume d’hydratation dans la couronne, due au changement de la conformation de la
chaine de polymeére greffé a la surface de la nanoparticule.

- Le greffage d’un mélange de polymeéres, possédant des hydrophilicités différentes, a
la surface de la nanoparticule, nous permet de moduler la température d’agrégation dans
la gamme de température de 12 a4 60 °C, lorsque le rapport DHLA-M600/DHLA-M1000
diminue de 100/0 a 50/50. Le mélange de polymére & la surface des AuNPs se com-
porte comme une couronne composée d’un copolymeére statistique moyen de composition
intermédiaire.

- Enfin, dans tous les cas, la force ionique de la solution permet également de moduler
la température d’agrégation des AuNPs puisqu’elle influe directement sur la température

de transtion de phase du polymeére.

Ces propriétés thermosensibles ont été appliquées a des particules anisotropes, telles
que les nanobatonnets d’or. Il a été montré un mécanisme d’assemblage des nano-objets
relativement bien ordonné, dii & des courbures différentes a la surface des AuNRs. Lorsque
la température augmente, le polymére greffé le long des batonnets passe en mauvais solvant
avant celui greffé a 'extrémité des batonnets, dii a la diminution de la courbure. Par
conséquent, les nanobatonnets adoptent d’abord un arrangement "coté-par-coté", suivi
d’un autre "bout-a-bout". Mais ce mécanisme lent ne montre pas d’aussi bons résultats

de réversibilité que dans le cas des nanoparticules.

L’agrégation de nanoparticules en solution aqueuse induite par ces polyméres thermo-
répondants conduit généralement & une précipitation macroscopique sans aucun controle
de la taille et de la forme des agrégats, et représente une difficulté dans de tels systémes. La
capacité de controler ’assemblage de nanoparticules est un souci constant dans beaucoup
de domaines d’application, incluant le biodiagnostique, le relargage de médicaments, la
thérapie photothermale ou encore la catalyse.

Nous avons reporté une stratégie originale qui consiste a controler finement ’agrégation
de nanoparticules d’or stabilisées par le polymére a LCST en ajoutant en solution un
copolymeére tribloc Pluronic, qui a la méme composition chimique que le polymére greffé
sur les AuNPs.

La présence de Pluronic P123 en solution inhibe la précipitation macroscopique des
AuNPs agrégées. Le controle de 1'agrégation des nanoparticules s’effectue lorsque la tem-
pérature est supérieure a la température d’agrégation des nanoparticules et a la tempé-
rature critique de micellisation du P123. La taille, la stabilité colloidale et les propriétés
optiques des agrégats de AuNPs sont modulées en fonction du rapport P123/AuNP et
sont indépendantes du polymére greffé a la surface des nanoparticules. L’agrégation des
AuNPs est totalement réversible et constitue une voie simple pour la formation d’agrégats

de nanoparticules bien controlés et de tailles bien définies.
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Afin d’utiliser les agrégats formés ci-dessus quelle que soit la température, il sera né-
cessaire de geler ces assemblages. Une idée envisagée serait la post-polymérisation dans
les parties hydrophobes des agrégats d’un monomére tétra-fonctionnel. A plus long terme,
il serait intéressant de pouvoir controler de maniére plus précise le nombre de nanopar-
ticules présentes dans les agrégats (diméres, trimeéres...). Pour parfaire cette proposition,
nous envisageons de travailler sur 'agrégation des AuNPs avec de fortes concentrations

en Pluronic de fagon & inhiber rapidement la croissance des agrégats.

Enfin, nous avons présenté dans le dernier Chapitre, la synthése de nanoparticules d’or
stabilisées par des polymeéres thermosensibles & UCST de type zwitterionnique. Pour cela,
des polysulfobétaines PSPP de masse molaire variant de 25 000 a 230 000 g.mol™!, ont
été synthétisés par polymérisation radicalaire controlée RAFT et leurs comportements de

phase en solution aqueuse ont été étudiés.

L’étude de I'assemblage des AuNPs en solution aqueuse a montré que celles-ci pré-
sentent une trés grande stabilité dans ’eau pure et en milieu salin, sans aucun signe
d’agrégation.

Par contre, ces mémes nanoparticules s’agrégent lorsqu’elles sont en présence de poly-
meére zwitterionique libre en solution. Lorsque la température diminue, la solution passe
dans un premier temps du rouge au violet, traduisant l'agrégation des nanoparticules,
puis elle devient turbide du fait du polymeére libre en solution. Cet assemblage réversible

est sensible & différents paramétres :

e [’augmentation de la force ionique du milieu supprime totalement I'agrégation des

nanoparticules.

e La température d’agrégation des AuNPs augmente avec la concentration en po-
lymeére libre jusqu’a atteindre un maximum correspond a la concentration critique de

recouvrement du polymeére libre, avant de diminuer.

e La température d’agrégation des AuNPs augmente avec la masse molaire du poly-

mére libre ou du polymére greffé.

Le mécanisme d’agrégation est expliqué par la déplétion et est induit par la qualité

du solvant qui modifie la solubilité des chaines de polymére greffées.

Dans le cas des nanoparticules hybrides stabilisées par des polyméres polyzwittero-
niques, une suite immédiate a ce travail serait d’étudier plus précisément les interactions
mises en jeu dans ces systémes complexes. Comme évoqué dans ce manuscrit, 'étude des
interactions interparticules en présence de chaines de polymére libre nous permettrait de
confirmer 'utilisation du modéle de déplétion pour 'agrégation induite par la température

des nanoparticules hybrides.



114 Conclusion générale

Modulation

deT. de8 . Assemblage
ﬂ'r AE0 T P:;’{cz’g'c "coté-par-coté”

Polymere puis "bout-a-bout"
aLCsT

$—§ % AuNPs AuNRs
¢7

Polymére

\l/ aucst polymére
libre

#

Perspectives

Outre son caractére fondamental, ce travail de thése a déja fait 'objet de quelques

applications.

Le greffage des polyméres DHLA-M1000 sur les AuNPs a fait 'objet d’une étude en
RMN par Hanen Ben Sassi et Frangois Ribot (du Laboratoire de Chimie de la Matiére
Condensée de Paris). Ils ont étudié les coefficients de diffusion des AuNPs ainsi que des
polymeéres seuls et ont prouvé le fort ancrage de la fonction dithiol & la surface des AuNPs
forte, en montrant la non-présence de ligands libres en solution, comme observé dans le

cas de monothiol.

Les nanoparticules d’or sont aujourd’hui envisagées dans de nombreuses applications
biomédicales, pour le marquage et 'imagerie, le diagnostic, la thérapie par hyperthermie,
radiothérapie, la délivrance de médicaments. Grace a leurs propriétés physiques et leur
"inertie" biologique, les AuNPs d’or sont aujourd’hui considérées comme des outils na-
nométriques de choix dans le domaine biomédical, non seulement pour l'imagerie, mais
aussi pour la thérapie.

Dans ce but, des collaborations sont en cours avec différents laboratoires :

e le Laboratoire de Photonique Quantique et Moléculaire a I'Ecole Centrale Paris —
Bruno Palpant et Simona Laza, pour I’étude thermique des nanoparticules d’or en solution,

e le Laboratoire de Chimie Physique & I’Université Paris 11 — Cécile Sicard-Roselli et
Hind Remita, pour la radiosensibilisation des AuNPs,

e le Laboratoire de Thermocinétique & I’'Université de Nantes — Philippe Ben Abdallah,
pour la modélisation du transfert de chaleur via la vouronne de polymére,

e le Laboratoire Pierre Siie au Commissariat & I’Energie Atomique de Saclay — Marie

Carriére, pour les tests de toxicité des nanoparticules d’or hybrides.
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Le projet Nan’Onsen a pour but d’étudier la conversion de lumiére en chaleur dans
des nanoparticules d’or fonctionnalisées par des polyméres thermosensibles et d’exploiter
ce phénoméne pour des applications biologiques comme la thérapie par hyperthermie lo-
cale. Cette technique permet de détruire de maniére ciblée des cellules malades grace a
un rayonnement amené de I'extérieur. L’énergie lumineuse visible ou proche infrarouge
est transmise & travers les tissus puis absorbée par les AuNPs métalliques qui la trans-
forment en chaleur, celle-ci diffusant alors localement et détruisant les cellules en gardant
intacts les tissus sains. L’étude portera également sur des nanobatonnets dont la longueur
de résonance plasmon de surface se situe dans le proche infrarouge, dans la fenétre de
transparence des tissus biologiques (~ 750-900 nm).

Habituellement, les AuNPs sont fonctionnalisées par une molécule spécifique qui sert de
vecteur permettant de cibler 'objet biologique visé. Cette étape indispensable peut néan-
moins réduire Uefficacité du traitement, voire présenter un risque de toxicité. L’objectif
dans ce projet est d’exploiter le mécanisme d’auto-assemblage des nano-objets hybrides
en milieu liquide afin de minimiser la proportion de AuNPs fonctionnalisées par les molé-
cules de ciblage. Le changement du caractére hydrophile en hydrophobe du polymeére lors
de son élévation photo-induite de température est mis en avant pour expliquer ’ancrage
des nanohybrides sur la membrane cellulaire et leur auto-agrégation.

En vue d’applications biologiques des particules hybrides, une premiére étape d’étude
toxicologique a été réalisée. Ces premiers résultats mettent en évidence une toxicité des
polymeéres qui semble diminuer lors du greffage sur les nanoparticules.

A terme, 'or pourrait remplacer la chimiothérapie dans le traitement de certains can-

cers et ainsi éviter les effets secondaires de cette derniére.
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Annexe A

Techniques expérimentales utilisées

A.1 Spectroscopie UV-visible

Les mesures d’absorbance ont été effectuées a différentes températures dans une cuve
en quartz de 10 mm de trajet optique avec un spectrophotométre UV-visible Hewlett-
Packard 8453, dans une gamme de longueurs d’onde de 200 a 1100 nm et équipé d’un

pelletier controlant la température (£ 0,1 °C).

Calcul de la concentration en nanoparticules a partir du spectre UV d’une
solution de AulNPs :

Les informations suivantes sont entrées sur le site de Mie Scattering Calculator [141].

— Diamétre de sphére = diamétre des AuNPs en pm (mesuré en MET),

Longueur d’onde = 0,400 pm,

Indice de réfraction dans le milieu = 1,34 pour l'eau,

Indice réel de sphére = 1,47,
— Indice imaginaire de réfraction de 'or = -1,952.

Avec toutes ces données, le programme calcule la section efficace d’extinction ten pm?2.
Nous calculons ensuite la concentration molaire C np en utilisant la formule de Beer-

Lanbert :

A.ln10
N,.t

ot N, est le nombre d’Avogadro (N, = 6,02.10%® mol™!) et A est 'absorbance a 0,400

pm, pour une épaisseur de cuve de 1 cm.

Cyp = 10" (A1)

Relation entre la concentration en or C 4, et la concentration en nanopar-
ticules Cyp :

N Ay m Ay

Cay = v AVEC N gy = et Mmay = day.-Vay

Au
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day.Va
CAU = == £ avec VAu = npr.VNp et npr = TZNP.Na

M,V

B dau-nnp.-Vp.N,

nNp
Cau =
4 Ma,.V

avec Vyp = gsz et Cyp = S

o 47TR§.dAu.Na
N 3M 4,

avec M 4, — 196,97 g.mol™!, N, = 6,02.10%3 mol~!, d 4, — 19300 g.dm 3 et R, en dm.

Cau Cnp (A.2)

Détermination d’un point de trouble :

Les diagrammes de phase des polymeéres a LCST ou & UCST dans l'eau ont été dé-
terminés par spectroscopie UV-visible avec la méthode de "point de trouble". Pour cela,
I'intensité transmise est mesurée en fonction de la température. Pour une concentration
donnée (en pourcentage massique), nous définissons le point de trouble, correspondant a la
température de transition de phase T'., comme étant la température a laquelle 'intensité
transmise atteint 50 % de 'intensité incidente.

100 100
80 80

S S

g 60 g 60

c c

8 8
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FIGURE A.1 — Transmittance en fonction de la température pour différents pourcentages
massiques en polymeére pour (A) la Jeffamine M600 (LCST), (B) le PSPP70k (UCST).

A.2 Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

Les mesures de Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) ont été obtenues sur un
chromatographe Viscotek GPCMax VE2001, équipé d’un détecteur UV Viscotek 2501 et
d’un triple détecteur Viscotek TDA 302. Les masses molaires absolues (M,) mesurées
ont été utilisées pour évaluer l'indice de polymolécularité (I,) des différents polyméres.

Les mesures de SEC des Jeffamines dans une solution aqueuse de LiNO; a 0,5 M et
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des polyzwitterions dans une solution aqueuse de NaNO; a 0,50 M ont été effectuées a
25 °C avec un systéme de libération de solvant programmable Waters 590, équipé d’un
réfractométre différentiel Waters 410 (colonnes de gel de silice Shodex et calibration par

des étalons de poly(oxyde d’éthyléne).

A.3 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN 'H)

Les spectres RMN 'H ont été enregistrés sur un appareil Bruker de 400 MHz dans le
chloroforme deutéré (CDCI;) pour les Jeffamines et dérivés, et dans I'eau deutérée (D,0)

pour les polyzwitterions.

A.4 MALDI-TOF

La spectroscopie de masse couplant une source d’ionisation laser assistée par une
matrice (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation) et un analyseur a temps
de vol (TOF, Time-Of-Flight) a été effectuée sur un spectrométre de masse a temps de
vol PerSeptive Biosystems Voyager Elite avec un potentiel d’accélération de 20 kV, équipé

d’un laser N (337 nm). Des standards de polystyréne ont été utilisés pour la calibration.

A.5 Spectroscopie Infra-Rouge (IR)

Les spectres Infra-Rouge (IR) ont été effectués avec un spectromeétre FTIR Magna-IR
560, équipé d’une source haute énergie Ever-Glo, un miroir semi-réfléchissant XT-KBr
pour une gamme spectrale de 11000 & 375 cm™!, et un détecteur MCT. Les spectres ont

été enregistrés avec une résolution de 4 cm™! et une accumulation de 32 scans.

A.6 Analyse ThermoGravimétrique (ATG)

[’analyse thermogravimétrique (ATG) a été effectuée a partir d’'un analyseur SDT
2960 de TA Instruments, équipé d’un systéme de flux de gaz. Les AuNPs ont été traitées
sous flux d’azote avec une rampe de température de 10 °C.min~! jusqu’a 600 °C, aprés

un isotherme & 100 °C pour éliminer le solvant.

Calcul de la densité de greffage du polymeére greffé sur la nanoparticule :

TNch
D, = =
Stot

oll n., est le nombre total de chaines de polymeére greffées :

Mypol

Mo

Nep = Na
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(mypor est la masse de polymeére greffé, M,, la masse molaire du polymeére greffé, et
N, le nombre d’Avogadro)

et Sy est la surface totale d’or : S;,; = nbyp.Syp, avec Syp la surface d’or d’une
nanoparticule : Syp = 4nR?, R, est le rayon de la nanoparticule en nm, mesuré en MET,

et nbyp le nombre total en nanoparticules :

nb . ‘/tOt
NP =
Vnp
V np est le volume d’une sphére d’or :
4
VNP = —TERE
3
Vot est le volume total en or :
may
‘/to —
' dAu

(m A, est la masse en or et d 4, est la densité de l'or, d4, = 19 300 g.L™1).

Finalement, la formule de la densité de greffage se simplifie par :

_ ot No-Re-daa
3Mpol.mAu

D (A.3)

g

L’ATG mesure la masse initiale des nanoparticules d’or, ¢’est-a-dire la masse de I'or
avec le polymeére greffé, ainsi que la masse des nanoparticules aprés décomposition du
polymeére. Ces deux données permettent ainsi de remonter & m 4, et & m,,, et de calculer
D

g-

A.7 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) a été effectuée sur un goniométre CGS-3
équipé d’un laser HeNe a 633 nm et d’un corrélateur ALV /LSE-5003. Tous les échantillons
ont été filtrés avec des filtres Millipore de 0,2 pm. Les échantillons ont été équilibrés dans
Pappareil & différentes températures pendant 10 min, avant la mesure. Les données ont
été collectées en mesurant les fluctuations de l'intensité de la lumiére diffusée a un angle
de 90°. La distribution de taille hydrodynamique a été obtenue en utilisant un algorythme

CONTIN et représentée en pourcentage de 'intensité diffusée.

Détermination du rayon hydrodynamique par la loi de Stockes-Einstein :
exemple des AuNP6@DHLA-M1000

Des mesures de 120 s d’autocorrélation de l'intensité diffusée du laser sont effectuées a
25 °C pour des angles de 30° a 150° avec un pas de 15°, sur une solution de AuNP6@DHLA-

M1000. Par le modéle exponentiel, nous déterminons ensuite le temps de corrélation t de
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la fonction d’auto-corrélation pour chaque angle. Ce temps peut étre relié au vecteur

d’onde ¢ (en nm™!) qui est défini par :

dmn . (0
¢ = ——sin (§> (A.4)

ou n est l'indice de I'eau (n = 1,332), A la longueur d’onde du laser (A = 632,8 nm)
et @ langle de diffusion (en rad).

25 32000
31800 1
(A) y = 31085x (B)
20 R?=0,999 31600
31400 1 y = -2E+09x + 31187
— . 2 _
~ 15 @ 31200 1 R™=00557
2] &~
3 £ 31000
- =2
= 10 A S 30800 1
30600 1
5 1 30400 1
30200 1
0 . . . . . . 30000 . . . . . . .
0 0,0001 00002 00003 00004 00005 00006  0,0007 0,0E+00 5,0E-09 1,0E-08 15E-08 2,0E-08 2,5E-08 3,0E-08 3,5E-08 4,0E-08
g% (nm?) C (molL™)

FIGURE A.2 — (A) Inverse du temps de corrélation en fonction du vecteur d’onde, (B)
Coefficient de diffusion en fonction de la concentration de la solution de AuNP6@DHLA-
M1000.

Sur la Figure A.2 (A), le tracé de 1/t en fonction de g* donne une droite de pente
Do = 31094 nm?.ms~! pour une concentration en particules de 3,47.10~® mol.LL=!, ce qui

correspond & un régime diffusif :

1

La méme procédure est suivie pour deux autres concentrations en AuNPs. Puis le
coefficient de diffusion moyen est déterminé par extrapolation a concentration nulle (voir

Figure A.2 (B)). Nous trouvons Dy = 31187 nm?.ms™".

Le rayon hydrodynamique R, (en nm) est ainsi déduit par la formule suivante :

k. T10%

R, = A.6
" 67n. Dy (4.6)

ot kp est la constante de Boltzman (kg = 1,38.1072% J.K™1), T la température (en
K) et n la viscosité de I'eau (n = 0,89 c¢p a 295 K).
Nous obtenons R;, = 7,9 nm pour les AuNP6@DHLA-M1000.

Par la suite, toutes les mesures sont réalisées & un seul angle 8 = 90°, sans effectuer

de dilution.
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A.8 Microscopie électronique en transmission (MET,
HRMET)

Les images de Microscopie Electronique en Transmission (MET) ont été acquises sur
un microscope JEOL 100CX, opérant a une tension d’accélération de 80 kV.

Les images de Microscopie Electronique a Transmission Haute Résolution (HRMET)
ont été effectuées avec un microscope a canon de champ d’électrons JEOL 2010n opérant
a une tension d’accélération de 200 kV. Les échantillons ont été préparés en déposant
une goutte de solution sur une grille de cuivre ultrafine (300 mesh) recouverte de Form-
var/carbone, puis séché a lair. Les distributions de taille de particules ont été calculées a

I’aide du logiciel ImageJ sur une centaine d’objets.

A.9 Zetapotentiométrie

Les mesures de potentiels zeta ({) des AuNPs ont été déterminés a 'aide d’un Nano-
sizer ZS (Malvern, Worcestershire, UK).



Annexe B

Caractérisation des polymeéres

B.1 MALDI-TOF

( A) 576 (B) 962
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FIGURE B.1 — Spectres MALDI-TOF de (A) la Jeffamine M600 et (B) la Jeffamine M1000.
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FIGURE B.2 — Distributions des volumes d’élution, déterminés en SEC, (A) de la Jeffamine
M1000 et (B) des polyzwitterions PSPP synthétisés.
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Annexe C

Synthése des ligands

C.1 DHLA-Jeffamine

TA-M1000.
Réactifs.
Nom du produit Formule Notation | M (g.mol™!) Origine
M1000 EO19-5t-PO3-NH, M1000 1000 Huntsman
M600 EO-5t-POgo-NH, M600 600 Huntsman
4-(N,N-diméthylamino)-pyridine C,H;( N, DMAP 122,17 Sigma-Aldrich
N,N’-dicyclohexycarbodiimide Ci3Hy, N, DCC 206,33 Sigma-Aldrich
Acide thioctique CgH,,0,S, TA 206,22 Sigma-Aldrich
Borohydrure de sodium NaBH, NaBH, 37,83 Alfa Aesar

Mode opératoire. Le couplage peptidique de ’acide thioctique avec les polymeéres Jef-

famines M1000 et M600 est préparé selon la procédure décrite par Mei et al. [94].
Typiquement, 20 g de M1000 (20 mmol, 1 eq), 1,22 g de DMAP (10 mmol, 0,5 eq),
4,13 g de DCC (20 mmol, 1 eq) et 150 mL de CH,Cl, sont mélangés dans un ballon de
500 mL surmonté d'une ampoule de coulée. Le tout est agité a 0 °C dans un bain de glace
sous N, pendant 15 min. 4,12 g de TA (20 mmol, 1 eq), dissous dans 15 mL de CH,Cl,,
sont ajoutés goutte a goutte a 1’aide de 'ampoule de coulée (pendant 30 min). Le mélange
réactionnel est laissé sous agitation pendant 2 h & 0°C, puis il est lentement réchauffé a

température ambiante, et laissé sous agitation tout la nuit sous N,.

Purification. Le mélange est filtré sur papier filtre pour éliminer 1'urée. Aprés évapora-
tion du solvant a ’évaporateur rotatif (25 °C, 350 mbar), le mélange réactionnel est dilué
avec 100 mL d’une solution saturée de NaHCO, et le produit brut est extrait par CH,Cl,
(3 x 100 mL). Les phases organiques extraites sont réunies, séchées sur MgSO, et filtrées,
puis le solvant est évaporé (60 °C, 350 mbar). Le produit brut est purifié sur colonne

chromatographique sur gel de silice, suivie en chromatographie sur couche mince (CCM),
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avec d’abord I'éluant acétate d’éthyle:hexane (90:10 v/v) pour éliminer rapidement un
premier sous-produit et ensuite avec I'éluant CH,Cl,:MeOH (90:10 v/v) pour éliminer la
Jeffamine M1000 libre afin d’obtenir une huile jaune (rendement ~ 60 %). La CCM du
produit (éluant CH,Cl,:MeOH (90:10 v/v)) donne Ry ~ 0,55.

Caractérisation. RMN 'H (400 MHz, CDCl,;) : § 3,66-3,40 (m), 3,35 (s, 3H), 3,18-
3,05 (m, 2H), 2,48-2,32 (m, 3H), 1,92-1,84 (m, 1H), 1,75-1,59 (m, 4H), 1,50-1,42 (m, 2H),
1,24-1,05 ppm (m).

TA-M600.

La méme procédure est utilisée pour préparer TA-M600.

Caractérisation. RMN 'H (400 MHz, CDCl;) : § 3,68-3,38 (m), 3,35 (s, 3H), 3,21-
3,00 (m, 2), 2,50-2,27 (m, 3I), 1,95-1,90 (m, 111, 1,75-1,67 (m, 411), 1,51-1,46 (m, 211),
1,22-1,16 ppm (m).

DHLA-M1000.

1 g de TA-M1000 (0,83 mmol, 1 eq) est redispersé dans un mélange de 3 mL de MeOH
et de 6 mL de H,O dans un ballon de 50 mL. Le tout est agité sous N, et refroidi a 0 °C
dans un bain de glace. 62,8 mg de NaBH, (1,66 mmol, 2 eq) sont dissous dans 6 mL de
H,O. La solution est injectée lentement dans le mélange réactionnel, qui est laissé sous

agitation pendant 2 h a 0 °C puis 1 h & température ambiante.

Purification. Le mélange est extrait par CH,Cl, (3 x 50 mL). Les phases organiques
sont réunies, séchées sur MgS0, et filtrées, puis le solvant est évaporé pour obtenir une

huile transparente (rendement ~ 81 %).
Caractérisation. RMN 'H (400 MHz, CDCl;) : § 3,67-3,77 (m), 3,35 (s, 3H), 3,17-

3,05 (m, 2H), 2,95-2,85 (m, 1H), 2,75-2,60 (m, 1H), 2,50-2,35 (m, 1H), 1,92-1,83 (m, 1H),
1,78-1,60 (m, 4H), 1,52-1,42 (m, 2H), 1,36-1,27 (m, 2H), 1,22-1,06 ppm (m).

DHLA-M600.

1 g de TA-M600 (1,25 mmol, 1 eq) est redispersé dans 10 mL de EtOH dans un ballon
de 50 mL. Le tout est agité sous N, et refroidi a 0 °C dans un bain de glace. 141,9 mg
de NaBH, (1,36 mmol, 3 eq) sont dissous dans 7,5 mL de H,O. La solution est injectée
lentement dans le mélange réactionnel, qui est laissé sous agitation pendant 2 h & 0 °C

puis 1 h & température ambiante.

Purification. Le mélange est extrait par CH,Cl, (3 x 50 mL). Les phases organiques
sont, réunies, séchées sur MgSO, et filtrées, puis le solvant est évaporé pour obtenir une

huile transparente (rendement ~ 93 %).
Caractérisation. RMN 'H (400 MHz, CDCl,) : § 3,68-3,47 (m), 3,43 (s, 3H), 3,25-3,1

(m, 2H), 2,9-2,7 (m, 1H), 2,55-2,45 (m, 1H), 2,35-2,25 (m, 1H), 2,0-1,9 (m, 1H), 1,77-1,65
(m, 4H), 1,52-1,48 (m, 2H), 1,40-1,30 (m, 2H), 1,28-1,11 ppm (m).




C.1 DHLA-Jeffamine 137

2,345

7,11,13 8912
c)

/6\

2345 N
a) WL NH,

64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 1.8 1.6 14 1.2 10 0.8 ppm

FIGURE C.1 — Spectres RMN 'H de (a) Jeffamine M1000, (b) TA-M1000 et (¢) DHLA-
M1000 dans CDCls.
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FIGURE C.3 - Spectres RMN 'H de (a) Jeffamine M600, (b) TA-M600 et (¢) DHLA-M600
dans CDCl;.

C.2 Polyzwitterions PSPP

Calcul des quantités de réactifs pour une masse M, de polymére visée :
M, = DP,.Mspp + Mparr

nspp
avec DP, = ——

NRAFT

La quantité d’agent de transfert a utiliser ng4pr en est déduit, connaissant la quantité
de monomeéres ngpp qui est pesée au départ. La quantité de V50 est fixée & 0,1 % en mol
de SPP.

PSPP25k, PSPP40Ok, PSPP70k, PSPP100k et PSPP230k.
Réactifs.



C.2 Polyzwitterions PSPP 139
Nom du produit Formule Notation | M (g.mol™1) Origine
PropylSulfonate diméthylammonium )
C,,H,,04N,S SPP 2924 Raschig
Propylméthacrylate
Acide 4-cyanopentanoique )
C,3H;50,NS, RAFT 2794 LCP (J. Rieger)
dithiobenzoate
2,2’-azobis(2-
CgH, 3Ny, 2HC1 V50 271,2 Sigma-Aldrich

méthylpropionamidine)dihydrochlorure

Mode opératoire. Dans un ballon tricol de 500 mL, 2 g de SPP sont dissous dans 200 mL
d’eau. Le mélange est chauffé a 70 °C dans un bain d’huile, sous N,. 14 mg d’agent RAFT

sont dissous par sonification dans de I’eau puis sont additionnés au mélange réactionnel.

Le tout est agité pendant 40 min. En paralléle, 20 mg d’initiateur V50 sont dissous dans

10 mL d’eau et la solution est mise a dégazer. 500 pL. de cette solution sont ajoutés au

mélange réactionnel. Le tout est laissé sous agitation a 70 °C et sous N, pendant la nuit.

Purification. e mélange est purifié par dialyse pendant une semaine jusqu’a obtenir

une conductivité proche de eau milliQ (~ 1 pS.cm™') avant d’étre lyophilisé pour obtenir

une poudre rose pour les faibles masses molaires, et blanche pour les grandes masses

molaires.

Caractérisation. RMN 'H (400 MHz, D,O) : § 3,4-3,5 (m, 2H), 3,3-3,4 (m, 2H), 3,10
(s, 6H), 2,9-3,0 (m, 4H), 2,1-2,2 (m, 2H), 1,9-2,0 (m, 2H), 1,6-1,8 (m, 2H), 1,0-1,1 (m,

2H), 0,8-1,0 ppm (m, 3H).
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FIGURE C.4 — Spectres RMN 'H du PSPP100k dans D,O.



Annexe D

Synthése des nanoparticles

D.1 AulNPs

D.1.1 Synthése directe

AuNP2@DHLA-M1000 et AuNP2@DHLA-M600.

Réactifs.
Nom du produit Formule Notation M (g.mol™!) Origine
DHLA-M1000 DHLA-M1000 1200
DHLA-M600 DHLA-M600 800
Chlorure d’or AuCl, AuCl, 303,33 Alfa Aesar
Bromure de DiDécyldiméthylAmmonium | C,,H,sNBr DDAB 406,54 Alfa Aesar
Borohydrure de TétraButylAmmonium CyxH, NB TBAB 257,31 Sigma-Aldrich

Mode opératoire. Les nanoparticules d’or de diamétre de coeur de 2 nm ont été synthé-
tisées par réduction directe du chlorure d’or en présence de DHLA-M1000 ou de DHLA-
M600.

Typiquement, 7,5 mg de AuCl; (0,05 mmol, 1 eq) sont dissous par sonification dans
2,5 mL d’une solution de DDAB (100 mM dans le toluéne). Puis, 90 ul. de TA-M1000
(0,075 mmol, 3 eq) ou 60 pL. de TA-M600 (0,075 mmol, 3 eq), dissous par sonification
dans 2,5 mL de toluéne, sont mélangés & la solution de sel d’or. Enfin, 25 mg de TBAB
(0,097 mmol, 4 eq), dissous dans 1 mL de la solution de DDAB (100 mM dans le toluéne),

sont injectés dans la solution de sel d’or sous forte agitation. Une couleur marron foncée

apparait immédiatement.

Purification. Aprés 30 min d’agitation, les AuNPs sont séchées par évaporation du
toluéne, redispersées dans 500 pLL de EtOH et purifiées trois fois par ultrafiltration pendant
30 min dans des Vivaspins (de coupure 5k MW). L’EtOH est éliminé et les particules
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purifiées sont finalement redispersées a froid dans une solution de KCI & 10 mM puis

conservées & 4 °C.

D.1.2 Synthése des AuNPs "précurseurs"

D.1.2.1 Synthése des AuNP6@QC,,

Réactifs.
Nom du produit | Formule | Notation | M (g.mol 1) Origine
Acide décanoique | C,,H,,0, 172,26 Sigma-Aldrich

Mode opératoire. Les AuNPs de 6 nm de diameétre, stabilisées par ’acide décanoique,

ont été synthétisées en suivant la procédure décrite par Jana et Peng [96].

7,5 mg de AuCl; (0,025 mmol, 1 eq) sont dissous par sonification dans 1 mL d’une
solution de DDAB (100 mM dans le toluéne). Puis 43 mg d’acide décanoique (0,250 mmol,
10 eq), dissous dans 2,5 mL de toluéne par sonification, sont mélangés dans la solution
de sel d’or. Enfin, 25 mg de TBAB (0,097 mmol, 4 eq), dissous dans 1 mL de solution de
DDAB, sont injectés dans la solution de sel d’or sous forte agitation. Une couleur rouge

foncée apparait immeédiatement.

D.1.2.2 Synthése des AuNP7T@QCTAB

Réactifs.
Nom du produit Formule Notation | M (g.mol™!) Origine
Bromure de CéTyltriméthylAmmonium CoH,,NBr CTAB 364,46 Sigma-Aldrich
Tétrachloroaurate d’hydrogéne HAuCl,, 3H,0 HAuCl, 393,83 Sigma-Aldrich
Citrate de sodium tribasique déshydraté | C4H;0,Nag, 2H,0 Citrate 294.1 Sigma-Aldrich
Acide ascorbique CeHgOq 176,12 Sigma-Aldrich

Mode opératoire. Les AuNPs de 7 nm de diamétre, stabilisées par du CTAB, ont été

préparées suivant une approche de croissance de noyaux [97].

Solution de noyaux : 20 mL d’une solution contenant HAuCl, a 0,25 mM et du citrate
a 0,25 mM, sont préparés. 0,6 mL d’une solution de NaBH, a 0,1 M sont ajoutés sous
agitation.

Solution de croissance : 1,5 g de CTAB sont ajoutés & 50 mL d’une solution de HAuCl,
4 0,25 mM. 18 mL de la solution de croissance et 0,1 mL d’une solution d’acide ascorbique a
0,1 M sont mélangés, et 2 mL de la solution de croissance sont ajoutés sous forte agitation.

Aprés 10 min, la solution est rouge foncée.
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D.1.2.3 Synthése des AuNPs@Citrate

AuNP13@Citrate et AuNP17@Citrate.

Mode opératoire. Les AuNPs de 13 et 17 nm de diamétre, stabilisées par du citrate,

ont été synthétisées en suivant la méthode standard de réduction par citrate [98].

Briévement, 1 mL d’une solution de HAuCl, a 25 mM est dilué dans 100 mL d’eau
dans un Erlenmeyer soigneusement lavé. La solution est portée a ébullition puis 5 mL
de solution de citrate de sodium a 1 % en masse pour AuNP17@Citrate (2,5 mL pour
AuNP13@Citrate) sont ajoutés sous forte agitation. Aprés 20 min d’ébullition, la solution
est laissée refroidie a température ambiante. Le volume d’eau est ensuite complété a 100
mbL.

D.1.3 Echange de ligands
D.1.3.1 Avec le polymére a LCST

AuNP6@DHLA-M1000 et AuNP6@DHLA-M600.
20 puL. de DHLA-M1000 (17 pmol, 3 eq), ou 13 pl. de DHLA-M600 (16 pmol, 3 eq),
sont mélangés a 1 mL de la solution de AuNP6@C, (5,5 pmol d’or, 1 eq) dans le toluéne.

Purification. Aprés 30 min d’agitation, les AuNPs sont concentrées, redispersées dans
1 mL d’EtOH et purifiées trois fois par ultracentrifugation a 80 000 rpm pendant 30 min

a 15 °C. Les AuNPs purifiées sont séchées et enfin redispersées a froid dans une solution
de KCl a 10 mM.

AuNP6@DHLA-M600/DHLA-M1000.
Les AuNP6 ont aussi été stabilisées avec des mélanges de ligands DHLA-M600 et
DHLA-M1000 dans des rapports molaires de 75/25, 60/40 et 50/50, suivant la méme

procédure que précédemment.

AuNP7@DHLA-M1000 et AuNP7@QDHLA-M600.
20 L. de DHLA-M1000 (17 pmol, 6 eq), ou 20 pL. de DHLA-M600 (25 pmol, 8 eq),
sont mélangés a 25 °C a 5 mL de la solution de AuNP7@QCTAB (3 pmol, 1 eq).

Purification. Aprés 1 h 30 d’agitation a température ambiante, les AuNPs sont re-
dispersées dans 'EtOH et purifiées trois fois par ultrafiltration pendant 30 min dans des
Vivaspins (de coupure 10k MW). Les particles purifiées sont enfin redispersées a froid
dans une solution de KCI & 10 mM.

AuNP13@DHLA-M1000, AuNP13@DHLA-M600, AuNP17@DHLA-M1000
et AuNP17@DHLA-M600.

15 pLL de DHLA-M1000 (12 pmol, 5 eq), ou 10 pL. de DHLA-M600 (12 pmol, 5 eq),
sont mélangés a 10 mL de la solution de AuNP13@Citrate ou AuNP17@Citrate (2,5
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pmol, 1 eq). Dans le cas de DHLA-M600, la température pendant la réaction d’échange

est maintenue entre 0 et 4 °C.

Purification. Aprés 2 h d’agitation, les AuNPs sont purifiées trois fois par centrifuga-
tion pendant 20 min & 13 000 rpm & 4° C dans le cas du DHLA-M600 (& 25 °C pour le
DHLA-M1000). Les AuNPs purifiées sont enfin redispersées a froid dans une solution de
KCl'a 10 mM.

D.1.3.2 Avec le polymére & UCST

AuNPQ@PSPP25k, AuNP@QPSPP40k, AuNP@QPSPP70k, AuNP@QPSPP100k
et AuNP@PSPP230k

Mode opératoire. Les particules citrates AuNP17@QCitrate sont concentrées 4 fois dans
des tubes Eppendorf (C 4, = 1 mM). 2 mL d’une solution de PSPP a 1 % en masse est
fortement agités pendant 20 min puis 300 uL d’une solution de NaBH, a 1072 M (3 eq)

sont ajoutés. Le mélange est agité fortement pendant 30 min. Enfin, 2 mL de la solution
concentrée de AuNP17QCitrate sont ajoutés et le mélange est laissé agité a 25 °C pendant
1 h.

Purification. Les particules échangées sont purifiées trois fois par centrifugation pen-
dant 10 min & 14 000 rpm & 40 °C . Les AuNPs sont enfin redispersées dans de I'eau pure

A chaud.

D.2 AuNRs

D.2.1 Synthése des AuNRQCTAB

Réactifs.
Nom du produit | Formule | Notation | M (g.mol 1) Origine
Nitrate d’argent AgNO,4 AgNO, 169,88 Sigma-Aldrich

Mode opératoire. Les AuNRs ont été synthétisés en suivant la procédure de Murphy
[120].
Solution de noyaux : 7,5 mL d’une solution de CTAB a 0,1 M sont agités dans un

bain-marie a 25 °C pour éviter la précipitation du surfactant. 100 pL. d’une solution de
HAuCl, & 2,5.107% M sont ajoutés. On observe un changement de couleur du jaune a
I’orange-marron brillant qui est di & la substitution du ligand Cl~ autour des ions Au®"
par Br™.

Solution de croissance : 4,75 mL de la solution de CTAB a 0,1 M, 80 pL de la solution
de HAuCl, a 2,5.1072 M, 30 pL d’une solution de AgNO, & 0,01 M puis 32 pL d’une
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solution d’acide ascorbique a 0,1 M sont mélangés a 25 °C. On observe immédiatement
une disparition de la couleur, qui est due a la réduction des ions Au®" en Au.

600 pL d’une solution de NaBH, & 0,01 M sont ajoutés a la solution de noyaux. La
solution devenue marron-jaune pale, est agitée fortement pendant 1 min. Puis 50 pl. de
cette solution sont ajoutés dans la solution de croissance sous forte agitation pendant 10
s. La solution est laissée sans agitation a 25 °C pendant 2 h avant I’étape d’échange de
ligands. Quelques minutes aprés le début de la réaction, la solution prend une couleur

violet-marron.

D.2.2 Echange de ligands

AuNR@DHLA-M600/DHLA-M1000.

Mode opératoire. 5 mL de AuNRs sont centrifugés pendant 20 min a 13 000 rpm dans
des tubes Eppendorf puis redispersés dans de 1’eau. 5 nL. de DHLA-M1000 (5 pmol, 2,5
eq), 4 uL. de DHLA-M600 (5 pmol, 2,5 eq) ou une solution a 1 % en masse de mélange de

DHLA-Jeffamines (5 pmol, 2,5 eq) de ratios molaires différents, sont ajoutés. La solution

est agitée a 25 °C pendant 1 h.
Purification. Les AuNRs sont concentrées dans des Vivaspins (coupure de 10k MW)

4 13 000 rpm pendant 10 min puis redispersées dans ’'EtOH et ensuite purifiées trois fois
par ultrafiltration a 13 000 rpm pendant 5 min dans des Vivaspins (de coupure 10k MW).

Enfin, 'EtOH est évaporé et les AuNRs sont redispersées dans ’eau froide.
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Résumé

Nous présentons la synthése de nanoparticules d’or protégées par des polyméres a
LCST fonctionnalisés dithiol en solution aqueuse. Les AuNPs s’assemblent de maniére
réversible avec la température. La température d’agrégation T4, des AuNPs, correspon-
dant a la température de transition de phase du polymeére greffé, peut étre facilement
modulée de 8 & 50 °C soit en changeant la taille des AuNPs, soit en augmentant la pro-
portion de polymére hydrophile dans la couronne de polymére. Ces mémes polymeéres ont
été utilisés pour I'assemblage régiosélectif de nanobatonnets d’or.

Cependant, I'agrégation des AuNPs stabilisées par les polyméres a LCST conduit une
précipitation macroscopique. Nous reportons une stratégie originale qui consiste a contro-
ler finement et de maniére réversible I'agrégation des AuNPs en utilisant un copolymére
tribloc Pluronic. La présence de P123 inhibe la précipitation des AuNPs agrégées en so-
lution. La taille, la stabilité colloidale et les propriétés optiques des agrégats de AuNPs
sont modulées en fonction du rapport P123/AuNP.

Enfin, nous étudions la thermosensibilité en solution aqueuse de AuNPs stabilisées par
des polyméres & UCST, de type polyzwitterions, synthétisés par voie radicalaire controlée
RAFT. Les AuNPs purifiées sont insensibles a la température et ne montrent aucun signe
d’agrégation que ce soit dans I’eau pure ou en milieu salin. Cependant, mélangées a une
solution de PSPP libre, elles présentent un comportement d’agrégation réversible, sensible
a la température. La force ionique, la quantité et la masse de polymeére libre influencent
I’assemblage des AuNPs, qui semble provenir d’un mécanisme de déplétion.

Mots clés : nanoparticules et nanobatonnets d’or, assemblage thermosensible, poly-
mére a LCST et & UCST, agrégation réversible, Pluronic.

Abstract

We report the synthesis of gold nanoparticles protected with dithiol-fonctionalized
LCST polymers in aqueous solution. The AuNPs assemble reversibly with temperature.
The aggregation temperature 7,4, of the AuNPs, corresponding to the phase transition
temperature of the grafted polymer, can be easily tuned from 8 to 50 °C both by changing
the proportion of hydrophilic polymer in the polymeric corona. The same polymers were
used for the regioselective assembly of gold nanorods.

However, the aggregation of the LCST polymer-coated AuNPs leads to a macrosco-
pic precipitation. We report an original strategy, which consists of finely and reversibly
controlling the AuNP aggregation by using a Pluronic triblock copolymer. The presence
of P123 prevents from the precipitation of the aggregated AuNPs in solution. The size,
the colloidal stability and the optical properties of the AuNP aggregates are tuned as a
function of the P123/AuNP ratio.

Finally, we study the thermosensibility in aqueous solution of AuNPs stabilized by
UCST zwitteronic polymers, synthesized by RAFT controlled radical polymerization. The
purified AuNPs are insensitive to the temperature and do not show any sign of aggregation
whether in pure water or salt media. However, mixed with free PSPP solution, they
present a thermosensitive and reversible aggregation behavior. The ionic strength, the
free polymer quantity and molar weight influence the AuNP aggregation, which seems to
come from a depletion mechanism.

Keywords : gold nanoparticles and nanorods, thermosensitive assembly, LCST and
UCST polymer, reversible aggregation, Pluronic.



